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Resumo

Atualmente, é de extrema importancia tomar medidas para prevenir as doencas de
origem alimentar. O leite e produtos derivados tém relevancia por serem muito
consumidos na nossa sociedade. Cada vez mais, os consumidores sdo bastante exigentes
relativamente aos produtos que consomem. A fim de atingir a qualidade dos produtos
consumidos, deve-se selecionar matérias-primas de qualidade e garantir que 0s processos
de fabrico cumpram regras de higiene e todos os requisitos para que se fabrique um
produto final seguro. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a possivel correlacdo
entre a variacdo de pH e a existéncia de microrganismos, assim como a variacdo dos
mesmos ao longo do processo de maturacdo em queijos recolhidos numa queijaria
fabricante de queijos de pasta mole da regido de Azeitdo, onde se produz queijos DOP
(Denominacao de origem protegida) e queijos ndo DOP. Foram analisadas 125 amostras
de queijo, efetuando-se determinacgdes de pH, na totalidade das amostras (37 DOP e 89
ndo DOP) ao longo de 20 dias, que corresponde ao periodo da cura do queijo. Em 31
queijos de lotes diferentes (11 DOP e 20 ndo DOP) foram efetuadas determinagdes
microbiologicas, nomeadamente Microrganismos totais a 30°C, Escherichia coli,

Estafilococos coagulase positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.

Este estudo evidenciou que os queijos em analise apresentavam boa qualidade
microbiologica por ndo apresentarem L. monocytogenes e Salmonella spp. em 1g, apesar
da carga microbiana ser elevada, ndao foram identificadas estirpes patogénicas. Foram
constatados valores superiores ao limite relativamente a Microrganismos Totais a 30°C,
Estafilococos coagulase positiva e Escherichia coli. Constatou-se relagéo entre o valor de
pH e a presenca de microrganismos sendo que a meio do processo de maturagédo é quando
estes estdo mais elevados. Denotou-se correlacdo positiva entre Microrganismos Totais a
30 °C com Escherichia coli e correlacdo, igualmente positiva, entre Escherichia coli e
Estafilococos coagulase positiva, constatando assim que a presenca dos microrganismos
potencia outros microrganismos por ser um ambiente favoravel ao crescimento dos
mesmos. Em relacdo ao pH verificou-se correlacdo negativa com valores de
Microrganismos Totais a 30°C e entre pH e Escherichia coli, sendo favorecidos desta

forma por pH mais baixos.

Palavras-chave: Queijo de Azeitdo, qualidade microbiolégica, pH, maturacao.
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Abstract

Nowadays it is extremely important to take precautions about food-borne
infections because they can cause disease in humans. Milk and milk products are relevant
because they are very consumed in our society. More and more consumers are very
demanding in the products they consume. In order to ensure the quality of the products
consumed, quality raw materials must be selected and the manufacturing processes must
comply with hygiene rules and all the requirements for the manufacture of a safe final
product. The present study had as main objectives to evaluate the possible correlation
between the pH variation and the existence of microorganisms as well as their variation
along the maturation process and to determine the presence of pathogenic
microorganisms in cheeses. The cheese samples were obtained from a cheese factory in
Azeitdo, where PDO cheeses and non-PDO cheeses were produced, in the number of 126.
All pH determinations were carried out of the samples (37 DOP and 89 non-DOP) over
the course of 20 days, which correspond to the cheese curing period. In 31 cheeses from
different lots (11 DOP and 20 non-DOP), microbiological determinations were
performed, trying to identify bacteria as total Microorganisms at 30°C, Escherichia coli,
StapHylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Salmonella spp.

This study evidenced that the cheeses in analysis had good microbiological quality
in general because they did not present L. monocytogenes and Salmonella spp. in 1g,
although the microbial load is high, no pathogenic strains have been identified. Values
above the limit were found for Total Microorganisms at 30°C, coagulase positive
StapHylococci and Escherichia coli. A relationship was found between the pH value and
the presence of microorganisms, and in the middle of the maturation process is when they
are highest. There was a positive correlation between Total Microorganisms at 30 °C with
Escherichia coli and an equally positive correlation between Escherichia coli and
StapHylococcus coagulase positive, thus confirming that the presence of the
microorganisms potentiates other microorganisms because it is a favorable environment
for their growth. Regarding pH, there was a negative correlation with values of Total
Microorganisms at 30°C and between pH and Escherichia coli, being favored in this way
by lower pH.

Key-words: Azeitdo cheese, microbiological quality, pH, maturation.
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Capitulo |
1.Atividades do estagio curricular

O estégio curricular incidiu-se na area de producdo, controlo da seguranca e
qualidade alimentar. Este teve lugar na Queijaria Santiago, situada em Palmela, onde
adquiri novos conhecimentos ao nivel do fabrico de queijos de Azeitdo e de requeijdo.
Estagiei também em simultaneo, no Departamento de Alimentacdo e Nutri¢do, do
Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge, em Lisboa na area de controlo e
qualidade alimentar, desenvolvendo e aperfei¢coando técnicas laboratoriais anteriormente
adquiridas durante o curso e aprendendo novas metodologias. O estagio decorreu num
periodo de 6 meses, entre o dia 1 de Outubro de 2017 e o dia 1 de Marc¢o de 2018.

Os objetivos deste estagio incluiram a consolidagdo dos conhecimentos adquiridos
ao longo dos cinco anos do curso de Medicina Veterinaria, em especial na area de
producdo, controlo, seguranca e qualidade alimentar, bem como a aprendizagem de novos

saberes e aplicacdo pratica de todos os conhecimentos adquiridos.
1.1. Queijaria

A Queijaria foi criada em 1918. E formada por cinco unidades de producdo. Cada
unidade tem a responsabilidade de recolha, producdo, embalamento e distribuicdo de

todos os produtos.

Durante o estagio realizei varias tarefas, nomeadamente a rececéo do leite, durante a
qual se recolhia uma pequena quantidade do mesmo para um recipiente esterilizado e se
efetuavam varios testes para verificar se o leite estava em condicdes para ser utilizado no

processo de fabrico do queijo.

O primeiro teste que se efetuava, era a técnica da fervura do leite, que consistia na
colocacgdo de uma reduzida quantidade de leite num tubo de ensaio e com a ajuda de uma
pinca de madeira e de um isqueiro, se procedia ao aguecimento deste até a sua fervura.
No caso de se verificar a coagulacdo do leite, significava que nao tinha qualidade para ser

usado no fabrico.

Um outro teste, igualmente efetuado era a pesquisa de inibidores, com o objetivo
de despistar a presenca de antibidticos no leite. O teste utilizado nesta unidade fabril era

0 Delvotest, o qual consiste num teste de inibi¢cdo de crescimento microbiano de amplo

v
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espetro, para a detecdo de substancias antimicrobianas no leite. O teste utiliza a bactéria
Geobacillus stearothermopHillus, que cresce e fermenta a glucose, virando o indicador
de pH (purpura de bromocresol) do meio de cultura para amarelo na auséncia de residuos
de antibioticos e ndo cresce, permanecendo 0 meio de cor parpura, quando se encontram
presentes esses residuos. Para realizar este teste era apenas necessario colocar cerca de
0,1 ml de leite no kit, com a ajuda de uma pipeta descartavel, sendo necessarias trés horas
de incubacdo a 64 °C.

Realizava também a técnica da determinacdo da acidez titulavel, com o intuito de
aferir a acidez do leite, de forma a observar se este teria sido adulterado ou se haveria
algum problema de higienizagdo e maneio. Para a sua realizacédo transferia-se 10 mL de
leite para um frasco, com a ajuda de uma pipeta e de uma pompete, de seguida,
adicionavam-se 6 a 7 gotas de solucéo alcodlica de fenolftalaina a 1% que era o indicador
da reacdo, e procedia-se a titulagdo com NaOH 0,1 N. A titulacdo finalizava quando o
leite atingia a cor rosa. Se a acidez fosse baixa, poderia significar ter sido adicionada agua
ao leite para aumentar o volume do mesmo. Pelo contrério, se esta fosse elevada, poderia
indicar um problema de higiene ou um processo inflamatdério em algum animal, como
mastite, pois nesse caso ocorre um aumento no numero de microrganismos. Por ultimo,
observava o valor de pH do leite, recorrendo a uma tira colorimétrica de medicao de pH.

Para além da rececdo do leite, participava também ativamente em todas as
atividades laborais, tais como a introdugdo da massa nos moldes, a remo¢do da mesma
dos moldes depois de prensada, a colocacdo do queijo nos suportes, a viragem dos queijos,
a sua cintagem com cintas de pano ou de papel vegetal, a sua embalagem, rotulagem e
pesagem.

Para efetuar o presente trabalho realizei, diariamente, a medicdo do pH de um
queijo de cada lote laborado nesse dia e dos anteriormente selecionados, com o auxilio de

um medidor de pH portatil.
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1.2. Departamento de Alimentacédo e Nutricdo do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge

O Departamento de Alimentacdo e Nutricdo [DAN] realiza atividades nas areas
de seguranca alimentar e nutricdo, sendo laboratério de referéncia para a salde, nos
dominios da seguranga alimentar e nutricdo. O DAN tem implementado um sistema de
gestdo da qualidade, encontra-se acreditado pelo Instituto Portugués de Acreditagcdo
[IPAC] segundo o referencial normativo NP EN ISO/IEC 17025:2018 (NP EN ISO/IEC
17025, 2018). O Laboratorio de Microbiologia desenvolve a sua atividade na area da
Seguranca Alimentar nomeadamente no que se refere a prevencao de doengas com origem
nos alimentos, através de vigilancia e prestacdo de servicos diferenciados, sobretudo no
que se refere a contaminacdo microbioldgica dos alimentos prontos a consumir e a

identificacdo dos fatores potencialmente responsaveis por essa contaminacéo.

Durante a permanéncia no laboratorio, foi desenvolvido o trabalho analitico de estudo
em queijo de Azeitdo, que culminou com a elaboracao desta Dissertacdo, apos uma fase

de treino e ensaios de controlo de qualidade.

\
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Capitulo 11
| - Introducéo

Atualmente, os consumidores preocupam-se, cada vez mais, com a qualidade,
seguranca e autenticidade dos alimentos, esperando que estes sejam apeteciveis,
nutritivos e seguros do ponto de vista da satde publica. Contudo, dado que o leite é um
alimento muito rico em nutrientes, constitui um 6timo meio de crescimento para 0s
microrganismos. Podem ser encontrados no leite patogénicos humanos bem como
microrganismos responsaveis pela deterioracdo do leite, a par com bactérias do &cido
latico (BAL) responsaveis por processos fermentativos (Gaglio et al., 2019). Desta forma,
torna-se necessario obter leite que reuna as condi¢fes de higiene adequadas para a
elaboracdo de produtos lacteos como o queijo de Azeitdo, havendo uma crescente
preocupacdo em controlar 0s microrganismos que possam estar presentes no mesmo
(Pfeiffer, 2004).

O fabrico de queijo constitui um processo de concentrar os componentes do leite,
nomeadamente as caseinas e gordura. O leite € um género alimenticio que se caracteriza
por ser facilmente perecivel, utilizando-se varios métodos tradicionais de conservacao
como, por exemplo, processamento térmico (pasteurizacdo ou esterilizacdo),
concentracdo, desidratacdo, acidificagdo ou diminuicdo do pH. Embora o objetivo inicial
da producéo de queijos fosse a conservacdo dos principais constituintes do leite, o queijo
evoluiu para se tornar uma excelente e apreciada especialidade gastrondémica, além de ser
altamente nutritivo (Martins & Vasconcelos, 2004; Fox & McSweeney, 2017). Pelo
elevado teor de humidade, valor de pH e manipulacdo a que € sujeito no processo de
fabrico, o queijo apresenta grande suscetibilidade a fendmenos microbiol6gicos e
bioquimicos que podem afetar o seu rendimento, qualidade e vida util (Perry, 2004).
Deste modo, para garantir a qualidade e o rendimento do queijo é extremamente
importante selecionar um leite com uma boa composi¢do tanto quantitativa como
qualitativa, no que se refere a riqueza em componentes Uteis para o fabrico do mesmo, e
com qualidade microbioldgica visto que, estes fatores, vao influenciar, fortemente, todo

0 processo tecnoldgico do queijo (Baido, 2007).
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O trabalho fez parte da seguinte comunicagéo:

Marcos, S., Barreira, M.J., Machado, A.B., Furtado, R. e Santos, M.l. (2018).
“Quantificacdo de Estafilococos Coagulase Positiva em Queijos de Origem Nacional
Fabricados com Leite Cru de Ovelha”. Poster apresentado no 5° Simpdsio Nacional
SPASS 2018, Promocdo de uma Alimentacdo Saudéavel e Segura - Perigos
Microbiol6gicos - Estratégias e Perspetivas, IV Painel Interpretar e decidir — critérios
microbioldgicos, Lisboa, 27 de setembro. Publicado no Livro de Resumos P4-P02, pagina
65.

Il — Revisdo bibliografica
1.Historia do Queijo

E possivel, afirmar que o queijo é um dos alimentos preparados mais antigos do
mundo, pois, apesar de ndo existir uma data precisa para o inicio desta arte, acredita-se
que a sua origem remonta a milhares de anos antes do nascimento de Cristo (Fox,
McGuffey, Shirley & Cogan, 2011). Devido ao avango tecnologico e ao conhecimento
cientifico, foram encontrados achados arqueologicos que demonstram a presenca de
queijos elaborados através do leite de vaca e cabra entre 6.000 a 3.000 a.C. Contudo,
embora haja evidéncias relativamente a sua producao e consumo, que comprovam a sua
antiguidade, ndo existe qualquer prova conclusiva acerca da sua origem, sendo a mesma,
uma incognita (International Dairy Foods Association [IDFA], 2019; Perry, 2004;). A
literatura disponivel, relativamente a este assunto, € vaga e apresenta inimeras versoes
que tendem a decifrar o inicio, assim como, 0s responsaveis pela producdo de queijo,
desde a versdo mitoldgica, onde o queijo teria sido descoberto por um dos filhos de Apolo,
Avristeu, Rei da Arcadia, passando por um mercador arabe que expds, o seu cantil, feito
de estbmago de cabra seco, contendo leite de cabra ao calor do deserto, enquanto
cavalgava, até as formas mais sofisticadas de fabrico utilizadas atualmente (IDFA, 2019;
Perry, 2004).

Os gregos foram um dos primeiros povos na Europa a incluir o queijo na sua dieta,
utilizando apenas leite de cabra e ovelha, de modo a rentabilizar os animais que criavam.
No entanto, foi 0 povo romano, aquando da expansao do seu Império, o maior responsavel

pela difusdo de queijo pelo resto da Europa, tendo sido em Roma que nasceu 0 comércio

2
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do queijo (Perry, 2004; Fox et al., 2011). A expansdo do Império Romano contribui para
a difuséo do consumo de queijo por toda a Europa e tornou-o um alimento importante,
tanto do ponto de vista nutricional como comercial. Assim, passou a ser uma das iguarias
mais apreciadas pela nobreza, quer pelas inimeras variedades fabricadas, mas também,
pelas propriedades atribuidas tornando-o num alimento indispensavel para os diferentes
povos (O’Connor, 1993; Blom & Weréen, 2002; Perry, 2004; Fox et al., 2011).

As grandes producdes de queijo tiveram o seu inicio no século XIX, com o
surgimento de uma industria queijeira nos Estados Unidos da América (EUA) em 1851,
no estado de Nova lorque, motivada grandemente pela Revolucdo Industrial (Johnson,
2017; IDFA, 2019). Mais tarde, no inicio do século XX, nasceu a primeira queijaria
industrial na Europa, especificamente em Franca (Reed, 1983: Godfrey & West, 1996;
Perry, 2004), pais que, ao longo dos anos, se especializou na producéo de diferentes tipos
de queijo, sendo tradicionalmente conhecido como um dos maiores apreciadores desta
iguaria, produzindo cerca de 400 tipos de queijo (Perry, 2004). O processo de fabrico de
queijo é, como referido anteriormente, bastante antigo, sendo comum a quase todas as
variedades, tendo sido reportados mais de 1000 tipos diferentes, apresentando uma longa
historia que se reflete na ampla gama de tecnologias utilizada no seu fabrico (Sandine &
Elliker 1970; Perry, 2004; McSweeney, Ottogalli & Fox, 2017).

Atualmente, € na Europa que se verifica 0 maior consumo e a maior producao de
diferentes tipos de queijo, sequindo-se os EUA. Cada pais possui regulamentacao propria,
adequada para cada tipo de queijo, garantindo, assim, a autenticidade de cada produto,
que permite que haja um reconhecimento mundial (Perry, 2004; Statista, 2019a). No
Grafico 1 observa-se a producéo de queijos a nivel mundial em 2018, que comprova que

a Europa é o maior produtor com uma producdo de 10160 mil toneladas.
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Gréfico 1 - Producdo de queijo a nivel mundial no ano de 2018 (em 1000 toneladas) (Fonte:
Statista, 2019a)

Em Portugal, de acordo com Statista (2019b), prevé-se um ligeiro decréscimo, de

2,3% para o periodo 2019-2023, na industria de produtos lateos, como se pode observar

no Grafico 2.
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Gréfico 2 - Receitas da industria de fabrico de produtos lacteos em Portugal entre 2011 e 2023
(Fonte: Statista, 2019b)

Existe uma ampla variedade de tipos de queijo no mundo, mas o0 processo basico

de fabrico é comum, independentemente de variacdes tais como a origem do leite, as

técnicas de producdo e o tempo de maturagdo. Este processo envolve a transformacéao de

uma matéria-prima liquida num produto final sélido por precipitacdo das proteinas

presentes no leite (Hutkins, 2006). Um dos fatores de classificacdo dos queijos é a espécie

de origem podendo ser leite puro de ovelha, cabra, vaca ou mistura de leite dessas varias
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espécies (Burkhalter, 1981; McSweeney et al., 2017). O leite de ovelha e cabra séo os
que apresentam menor expressdo de producdo em relacdo ao de bovino, sendo que
apresentam uma producdo mundial de 2% cada, comparativamente a 85% de leite de vaca.
Porém, leite de cabra e ovelha sdo bastante importantes nos paises Mediterraneos e na
regido dos Balcds, onde a producdo de queijo recorre maioritariamente ao leite
proveniente destes animais (McSweeney et al., 2017).

A queijaria tradicional apresenta diversos fatores de variabilidade mantendo-se a
utilizacdo de leite cru, predominantemente de pequenos ruminantes, estando a riqueza
bioguimica do mesmo relacionada com a qualidade e tipicidade do produto final, sendo
que muitos aspetos fisico-quimicos e microbiol6gicos podem ser determinados pelas
condicbes especificas de cada regido, o que é de extrema relevancia (Martins &
Vasconcelos, 2004). E importante, desta forma, o consumidor saber a origem do que estéa
a comprar pois implica variagdes no queijo, sendo que ja foi demonstrado que os produtos
lacteos tém sofrido adulteracbes como adicdo de soro ou agua, retirada de componentes
e, até mesmo mistura de leite de espécies diferentes (Maskova & Paulickova, 2006).

Os queijos, independentemente da espécie proveniente, podem receber o estatuto
de Denominacdo de Origem Protegida (DOP), denominacdo que reflete um patrimonio
coletivo e pode ser usada por todos os produtores de uma certa regido, sendo protegidos
pela Unido Europeia (UE) ao abrigo de vérios acordos internacionais (McSweeney et al.,
2017). Essa classificacdo designa e identifica um produto como sendo originario de uma
certa regido, com caracteristicas inerentes da mesma onde foi produzido (Regulamento
1151, 2012). Em Portugal encontram-se protegidos queijos de origens diferentes e modos
de producdo especificos sendo que existem 11 queijos classificados como DOP,
nomeadamente Queijo de Azeitdo, Queijo Serra da Estrela, Queijo de Cabra
Transmontano, Queijo de Evora, Queijo de Nisa, Queijo do Pico, Queijo do Rabagal,
Queijo S&o Jorge, Queijo de Serpa, Queijos da Beira Baixa (Queijo de Castelo Branco,
Queijo Picante da Beira Baixa e Queijo Amarelo da Beira Baixa) e Queijo Terrincho
(McSweeney et al., 2017; Direcdo Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural
[DGADR], 2019).
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2. Producéo e consumo de queijo em Portugal

A maioria do leite produzido na Unido Europeia [EU] é leite de vaca sendo que,
tanto este leite como o de ovelha e cabra sdo, maioritariamente, utilizados para a produgéo
de queijo. No ano de 2018 produziram-se 172,2 milhdes de toneladas de leite sendo 97%
correspondentes a leite de vaca. Este valor indica que de ano para ano tem havido um
aumento da producéo de leite em cerca de 1,9 milhdo de toneladas, tendo sido produzidas,
no ano atrds mencionado, 10,3 milhdes de toneladas de queijo. De facto, existe grande
producéo de queijo e manteiga a corresponder a dois tercos do leite total (Unido Europeia
[UE], 2019).

Em relagdo a Portugal, a producdo de leite tem-se mantido constante nos ultimos
anos como revela o Grafico 3, no qual se denota que o leite de vaca é o mais produzido,
seguido do de ovelha e, por ultimo o de cabra (Instituto Nacional de Estatistica [INE],
2019).
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Gréfico 3 - Producdo de leite em Portugal entre 2015 e 2018 (INE, 2019a)
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A producéo de queijo em 2018 foi de cerca de 84 mil toneladas registando-se um
pequeno aumento, de 0,8% face ao ano anterior. Em 2017 o aumento registado foi de
3,7%. Esta evolucdo resultou da maior producdo, em 2017, de queijo de vaca que
aumentou para
62,5 mil toneladas, de queijo de cabra que aumentou 21,5%, com a producdo de 2,9 mil
toneladas e queijo de mistura que atingiu 6 mil toneladas, mais 1,7% que no ano de 2016.
Em 2018 a producdo de queijo de vaca caiu para 60,5 mil toneladas, mas a de queijo de
cabra continuou a aumentar, 3,8 mil toneladas, o que corresponde a 29% de aumento (ver
Gréfico 4) (INE, 2019).
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Gréfico 4 - Evolucdo da producéo de queijo em Portugal (Fonte: INE, 2019b)

Relativamente a producédo de Queijo de Azeitdo, esta tem aumentado ao longo dos
altimos anos sendo que em 2002 se denotavam valores de 78 toneladas ao passo que em
2009 se registaram valores de 126,40 toneladas, o que comprova o aumento referido
(DGADR, 2016). No ano de 2015 verificaram-se valores de producdo de 148 toneladas,
em 2017 registaram-se valores de 217.662 e no ano de 2018 registaram-se valores de
226.13 toneladas, continuando a observar-se, desta forma, um aumento na sua producéo
(DGADR, 2016, DGADR, 2017, DGADR, 2018). A distribuicdo de véarios queijos DOP
em Portugal encontra-se refletida no Gréafico 5, representando a producédo do queijo de
Azeitdo 10% do total da producédo de queijos DOP, em 2015 (DGADR, 2016).
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A producdo de manteiga aumentou 4,1% no ano de 2017, com uma producéo de
32 mil toneladas. Em relacdo a producéo de queijo 0 aumento situou-se nos 3,7% tendo
sido produzidas cerca de 83 mil toneladas. Esta evolucdo na producgéo de queijo resultou
da maior producdo em 2017 de queijo de vaca que aumentou para 62 mil toneladas, de
queijo de cabra que aumentou 21,5%, com a producdo de 2,9 mil toneladas e queijo de
mistura que atingiu 6 mil toneladas, mais 1,7% que no ano de 2016 (INE, 2017).

Relativamente a producédo de Queijo de Azeitdo, esta tem aumentado ao longo dos
altimos anos sendo que em 2002 se denotavam valores de 78 toneladas ao passo que em
2009 se registaram valores de 126,40 toneladas, 0 que comprova o aumento referido
(Diregé@o Geral de Agricultura e Desenvolvimento Rural [DGADR], 2016). No ano de
2015 verificaram-se valores de producéo de 148 toneladas, em 2017 registaram-se valores
de 217.662 e no ano de 2018 registaram-se valores de 226.13 toneladas, continuando a
observar-se, desta forma, um aumento na sua producdo (DGADR, 2016, DGADR, 2017,
DGADR, 2018). A distribuicao de varios queijos DOP em Portugal encontra-se refletida
no grafico abaixo, representando a producdo do queijo de Azeitdo 10% do total da
producdo de queijos DOP, em 2015 (DGADR, 2016).

Queijo de S. Jorge DOP “ 1152,0%
1
Queijo de Azetdo DOP ‘ 110%
Queijo de Nisa DOP ‘ 19%
Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP | 8%
Queijo Serra da Estrela DOP ‘ 1 6%
Outros y ) 14%

Gréfico 5 - Distribui¢do da Producéo de determinados queijos DOP em Portugal no ano de 2014
(Fonte: DGADR, 2016)
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3.Queijo de Azeitéo

A origem do Queijo de Azeitdo remonta ao século XIX. Por volta do ano 1830,
Gaspar Henriques de Paiva, oriundo das Beiras, chegou a Azeitdo para se dedicar a
agricultura. Com ele, levou o seu rebanho de ovelhas leiteiras e todos os anos chamava
um queijeiro da sua terra natal para que produzisse o Queijo Serra da Estrela. No entanto,
verificou-se que 0s queijos possuiam caracteristicas diferentes, embora o processo de
fabrico do queijo fosse 0 mesmo. E & Serra da Arrabida, com condigbes Gtimas para a
criagdo do gado ovino, que se deve a singularidade do queijo de Azeitdo. Posteriormente,
na geracgao seguinte, pela méo de Frederico Franco da Paiva, o Queijo de Azeitdo, como
foi desde logo batizado, comegou a ser produzido em grande escala para ser
comercializado e é nesta mesma altura, que se d& o reconhecimento merecido a este
produto de excelente qualidade, ganhando inumeros prémios (DGADR, 2019).

Os produtores de queijo desta regido do Pais uniram esfor¢cos no sentido de
promover a defesa da sua producdo, tendo obtido a sua primeira recompensa através do
Decreto Regulamentar n°® 49/86 de 2 de outubro o qual criou a Regido Demarcada do
Queijo de Azeitdo abrangendo os concelhos de Palmela, Sesimbra e Setubal. A
Associacdo Regional de Criadores
de Ovinos Leiteiros da Serra da Arrdbida (ARCOLSA), ficou com a competéncia da
atribuicdo do uso da Denominacdo de Origem Protegida (DOP) «Queijo de Azeitdo»,
conferida através do Despacho n°® 6400/2003 (22 série) de 1 de Abril.

Este queijo foi reconhecido como denominacao de origem pelo Despacho n°15/94,
tendo 0 mesmo determinado as condi¢cBes em que 0 seu uso pode ser efetuado.
Posteriormente e através do Regulamento (CE) n.° 1107/96, de 12 de Junho, foi registado

«Queijo de Azeitdo» como Denominacdo de Origem Protegida (DOP).

3.1. Area Geogréfica de producdo do Queijo de Azeitdo

O Queijo de Azeitdo é um queijo DOP, produzido a partir de leite de ovelha ndo
pasteurizado, sendo produzido na regido da Serra da Arrabida, no sudoeste de Portugal,
demarcado pelos municipios de Setubal, Palmela e Sesimbra (Franco 1981; DGADR,
2019). O Queijo de Azeitdo apenas pode ser fabricado com leite de ovelha produzido nas

regides abaixo indicadas no mapa da Figura 1 (Decreto Regulamentar n°49/86).



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

Figura 1 - Regides produtoras do Queijo de Azeitdo (DGADR, 2019)

PALMELA

SETUBAL

De acordo com o descrito no Decreto Regulamentar 49/86 de 2 de Outubro de
1986, o Queijo de Azeitdo caracteriza-se por ter uma forma cilindrica baixa (prato),
regular com abaulamento lateral e igualmente na face superior, sem bordos perfeitamente
definidos, sendo admitidos dois tamanhos diferentes. O Queijo pode caracterizar-se por
ter tamanho normal quando tem um didmetro de 8 cm a 11 cm, 3 a 5 cm de altura e 2509
de peso. Contudo, pode caracterizar-se por ser de tamanho pequeno quando possui um

didmetro de 5a 7 cm, 3a 5 cm de altura e 100g de peso.
3.2. Caracteristicas sensoriais do Queijo de Azeitéo

O Queijo de Azeitdo € um queijo curado que apresenta uma crosta com
consisténcia maleavel, bastante mole, inteira, lisa e fina, sendo uniformemente amarelada.
O mesmo apresenta uma pasta semimole, amanteigada, branca ou ligeiramente
amarelada, uniforme, com textura fechada, amanteigada, com zona de corte facilmente
deformavel, chegando mesmo a escorrer, um aspeto cremoso, untuoso, com poucos ou
nenhuns olhos (Decreto Regulamentar 49/86). Este queijo possui um sabor inigualavel
picante e, simultaneamente, acidificado e salgado, podendo o mesmo dever-se as
condicdes edafoclimaticas da regido em que é produzido, que influenciam a qualidade
dos pastos, assim como a utilizacdo como coagulante de uma flor de cardo espontanea
Cynara cardunculus, L. (Reis & Malcata, 2011; DGADR, 2019).
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3.3. Caracteristicas quimicas do Queijo de Azeitdo

O queijo referido contém um teor de humidade de 63% a 69%, quando referido
ao queijo isento de matéria gorda, e um teor de gordura de 45% a menos de 60%, quando
referido ao residuo seco. Em relagdo ao coeficiente de maturacao, este apresenta um valor
minimo, que deve ser respeitado, de 35 g de matéria azotada em 100 g de queijo (Decreto
Regulamentar 49/86).

3.4. Matérias-primas do Queijo de Azeitédo

As matérias-primas usadas para a producdo do Queijo de Azeitdo sdo bastante
simples, leite de ovelha, sal e cardo. O cardo provoca a agregacdo de caseinas e
transforma o leite liquido num gel consistente. Pela mistura dos 3 ingredientes e com o
auxilio das bactérias do &cido lactico (BAL), naturalmente presentes no leite, é possivel
originar &cido lactico, fundamental para a expulsdo do soro da coalhada e
consequentemente para a determinagéo do teor de humidade, sabor, cor e textura final do
queijo, assim como determinacdo dos microrganismos envolvidos no processo de
maturacdo (Fox, Cogan, Timothy & Guinee, 2017; Gomes et al., 2019; Martins &
Vasconcelos, 2004).

3.4.1. Cardo

O cardo pertence a familia Asteraceae, espécie Cynara cardunculus L. Cresce em
locais rochosos e é uma planta abundante na Peninsula Ibérica, sendo que a sua atividade
coagulante do leite é devida a presenca das cardosinas, que sao proteinases asparticas
isoladas dos carpelos. A utilizacdo das proteinases vegetais como coagulantes do leite
tem despertado interesse, uma vez que sdo enzimas naturais que podem substituir o coalho
de origem bovina e a quimosina recombinante (Gomez et al., 2001). As proteases
asparticas destabilizam a estrutura coloidal da caseina, ligacao peptidica da caseina k, que
se caracteriza por ser quantitativamente pouco relevante mas que tem grande
responsabilidade no que se refere a estabilidade do complexo caseinico do leite (Martins
& Vasconcelos, 2004; Cruz, Buriti, Souza, Faria & Saad, 2009; Brasil, Nicolau, Cabral
& Silva, 2015).
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3.4.2. Cloreto de Sodio

No processo de producéo de queijos é de extrema importancia a adi¢éo de Cloreto
de Sédio (NaCl), vulgarmente conhecido como sal, ndo estando apenas relacionado com
0 sabor, mas igualmente com o processo de cura, interferindo nas reac¢fes bioquimicas e
no desenvolvimento da microbiota lactica. Além disso, é um inibidor de microrganismos
indesejaveis (Rocha, 2004; Korakhashvili & Jeiranashvili, 2016). A presenca de sal num
determinado queijo influencia a atividade da &gua, controlando a atividade microbiana e
enzimatica. Além disso, influencia a humidade do queijo e a sua textura (Guinee, 2004;
Korakhashvili & Jeiranashvili, 2016). O sal contribui diretamente para o sabor do queijo,
caracteristica que sobressai na degustacdo do consumidor.

3.4.3.Leite de ovelha

Em Portugal, a utilizacdo do leite cru de ovelha ¢é exclusivo para a producdo de
queijo. Os pequenos ruminantes, como por exemplo as ovelhas, sdo animais de
reproducdo sazonal. Deste modo, entre as diferentes épocas podem suceder alteracfes
notdrias na composicéo do leite de ovelha (Park & Haenlein, 2006). Um leite de qualidade
para queijaria deve ser rico em determinados fatores de rendimento como gordura e,
especialmente, proteinas (caseinas), devendo ter um bom equilibrio mineral relativamente
a proteina, nomeadamente calcio e fésforo, sendo o calcio de extrema importancia para a
coagulacdo enzimatica pois vai permitir a agregacdo de toda a caseina. Tendo em vista a
seguranca do consumidor, é ainda importante utilizar um leite isento de patogeénicos e
outras substancias indesejaveis, como inibidores ou contaminantes de origem quimica.
Por fim, sendo que se trata de leite cru, deve conter um teor microbiano reduzido,
predominantemente Gtil (Martins & Vasconcelos, 2004). Quanto melhor a qualidade
microbiologica, maior a probabilidade de obter um queijo de qualidade, ja que a
multiplicacdo de microrganismos indesejaveis podem originar defeitos no produto final
como producdo de gas ou protedlise intensa (Martins & Vasconcelos, 2004; Paula,
Carvalho & Furtado, 2009). Comparativamente ao leite de cabra, o leite de ovelha
apresenta maiores valores de proteina bruta (5,5%), gordura (5,9%), lactose (4,8%) e
caseina (4,7%), sendo que no leite de cabra os valores séo de 3,7%, 3,8%, 4,1% e 2,4%,

respetivamente (Balthazar et al., 2017).
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O leite cru deve advir de um efetivo que esteja indemne de brucelose e
tuberculose, que ndo apresente sintomas ou doencas contagiosas transmissiveis ao
homem pelo leite, que ndo seja suscetivel de conferir caracteristicas organoléticas
anormais, que ndo tenha perturbaces visiveis do estado geral de satde, ndo apresentando
doencas do aparelho genital, enterite com diarreia e febre ou inflamac&o/ferida visivel do
Ubere e que ndo tenha sido tratado com substancias transmissiveis ao leite e prejudiciais
a satde humana (Noronha, 2003; Regulamento 853, 2004).

Ao comparar as propriedades fisico-quimicas com leites de outras espécies,
podemos salientar que o leite de ovelha apresenta maior viscosidade, bem como indice
de refracdo e acidez tituldvel. A acidez titulavel normal do leite de ovelha esta
compreendida na faixa de 16 a 25 graus Dornic, e a densidade média a 15 °C é de 1,036
(Park & Haenlein, 2006). As seis principais proteinas encontradas no leite de vaca
também estdo presentes no leite de ovelha: caseina asl, caseina as2, caseina P, caseina K,
a-lactalbumina, B-lactoglobulina. As caseinas que sdo as principais proteinas do leite,
constituindo cerca de 80% das proteinas totais, sdo as Unicas proteinas que coagulam, e
que permitem o fabrico do queijo. Devido ao alto teor de caseinas do leite de ovelha, a
coagulacdo enzimatica processa-se mais rapidamente, relativamente ao leite de vaca ou
de cabra, sendo a taxa de formacdo da coalhada, consequentemente maior (Park &
Haenlein, 2006; Brasil et al., 2015).

A lactose, € o principal glicido e representa 4,9% no leite de ovelha, sendo superior
ao valor encontrado no leite de cabra, o qual é de 4,4%. Para o fabrico de queijo, a lactose
é utilizada como principal substrato pela microbiota, com formacgéo do acido lactico,
garantindo que ocorram todas as fermentacdes lacticas necessarias a maturacdo do queijo
(Grandpierre, Ghilsfi & Thouvenot, 1988; Le Jaouen, 1990; Fox & McSweeney, 2017;
McSweeney et al., 2017).

Em relacdo a quantidade de gordura, o leite de ovelha apresenta maior quantidade
comparativamente a outras espécies pecuarias, sendo o leite de ovelha mais rico em
acidos gordos monoinsaturados e polinsaturados que o leite de vaca (Park & Haenlein,
2006). A gordura € um dos componentes mais importantes do leite de ovelha,
influenciando as caracteristicas fisicas e organoléticas e esta presente no leite sob a forma
de glébulos. E composta maioritariamente por Acilglicerdis, na forma de triglicéridos de
cadeia média, mas também por outros mais simples, lipidos complexos e componentes
lipossoluveis (Luquet, 1985; Park & Haenlein, 2006). Para além disso, o leite de ovelha

apresenta maior propor¢do de globulos de gordura menores, sendo o seu coalho suave
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para o fabrico dos queijos e para a digestédo dos consumidores (Park & Haenlein, 2006).

A Tabela 1 apresenta a composicao dos leites de vaca, cabra e ovelha.

Tabela 1 — Composigdo aproximada de determinados parametros no leite de vaca, cabra
e ovelha. Adaptado de: Balthazar et al., (2017).

Parametro Leite de vaca Leite de cabra Leite de ovelha
Humidade 87,9+0,5 87,6 £0,7 82914
(9/100g)
Gordura (g/100g) 3,3+0,2 3,8+0,1 5,9 +0,3
Cinza (g/100g) 0,7 £0,0 0,8 +0,1 0,9 0,1
Lactose (g/100g) 4,7 £0,4 41+£04 48+04
Proteina (g/100g) 3,4+0,1 3,7+0,1 55+1,1
Caseina (g/1009) 3,1+0,1 2,4+0,1 4,7 0,5
Caseina as1 (%0) 39,7 5,6 6,7
Caseina as2 (%) 10,3 19,2 22,8
Caseina p (%0) 32,7 54,8 61,6
Caseina k (%) 11,6 20,4 8,9

3.5. Processo de Fabrico do Queijo de Azeitao

A producdo de queijo baseia-se na remoc¢do de agua e alguns minerais do leite,
ficando apenas um concentrado de gorduras e caseinas. Como anteriormente referido, os
constituintes principais sdo o leite, 0 agente de coagulacdo (o coalho vegetal), a
microbiota e o sal. O coagulante vegetal (cardo) € adicionado com o objetivo de agregar
as proteinas e assim, transformar o leite liqguido numa estrutura de gel muito firme (Fox
etal., 2017). Para a obtencdo de um queijo saboroso e seguro, € necessario 0 cumprimento
das diferentes etapas de processo assim como, o conhecimento e identificacdo dos
principais perigos que podem ocorrer em algumas delas, tendo em conta 0 HACCP que
deve ser implementado e cumprido no fabrico do mesmo. Na figura 2 é apresentado o

esquema de fabrico com os respetivos pontos criticos de controlo.
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Figura 2 — Processo de fabrico do Queijo de Azeitdo (original).

3.5.1. Rececdo das matérias-primas

A provisédo do leite de ovelha é feita pelos produtores da regido de acordo com a
legislacdo aplicavel, nomeadamente o Regulamento 853/2004. Os rebanhos devem estar
saneados devendo apresentar o passaporte de rebanho onde consta o estatuto sanitario de
Oficialmente Indemne a Brucelose (B4), documento que é emitido pelas DirecOes de
Servicos de Alimentacdo e Veterinaria Regionais (DSAVR), ou por organizagdes de
produtores pecuarios (Direcdo Geral de Veterinaria [DGV], 2012).

Os produtores devem estar atentos ao estado geral de saude dos animais e sempre
que estes, apresentem sinais que sugiram doencas contagiosas transmissiveis ao Homem
através do leite, devem ser separados para local proprio e o seu leite rejeitado. Tambem,
devem respeitar os intervalos de seguranca sempre que utilizem qualquer substancia, que
seja prejudicial a saude humana e a qualidade do queijo (Martins & Vasconcelos, 2004;
DGV, 2012).

O equipamento de ordenha e as instalacdes onde o leite é armazenado, manuseado

e, posteriormente, arrefecido devem ser construidos de modo a que se evitem possiveis
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contaminagdes do mesmo com substancias que possam ter acdo nociva para 0 Homem
(Martins & Vasconcelos, 2004; Regulamento 853/2004: Ray & Bhljnia, 2014). Segundo
0 Regulamento 853/2004, o leite recolhido na ordenha deve ser arrefecido imediatamente
a uma temperatura ndo superior a 8 °C ou ser entregue na queijaria no prazo maximo de
duas horas, onde € entdo sujeito a arrefecimento. O leite de ovelha recebido para producgédo
do queijo referido deve obedecer aos critérios do Regulamento (CE) 853/2004. Visto que
vai ser usado para o fabrico de queijo, sera desejavel que satisfaca o0 Regulamento (CE)
n°® 2073/2005 e as suas alteracBes relativamente a pesquisa de microrganismos,
especificados na Tabela 2.

Tabela 2- Limites maximos das contagens de microrganismos por mililitro. Adaptado de:
Veiga (2012); Portaria 533/93 de 21 de Maio; Regulamento (CE) n° 1441/2007.

Microrganismo (por mililitro) Contagem

Microrganismos a 30°C (Reg 853/2004) <500 000 u.f.c./ml
Salmonella spp. (Reg 2073/2005) N&o detetado em 25ml de produto

Listeria monocytogenes (Reg 2073/2005) | Nao detetado em 25ml de produto

Visto que o leite ndo € adicionado de culturas starter vai apresentar uma maior
biodiversidade, o que vai permitir que o queijo desenvolva a textura e o sabor
caracteristicos. Ressalta-se, por consequéncia, a importancia da qualidade e do controlo
da matéria prima, assim como um periodo de maturacdo minimo que garantam as
caracteristicas sensoriais e a seguranca do produto final (Bachmann, Kruijswijk,
Molenaar, Kleerebezem & van Hylckama Vlieg, 2009; Montel et al., 2014; Aradjo-
Rodrigues, Tavaria, Santos, Alvarenga & Pintado, 2020).
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3.5.2. Filtracéo

Primeiramente o leite é filtrado, antes de ser colocado na cuba onde sofre o
processo de coagulacdo. O processo de filtracdo é importante para que se consigam
remover particulas sélidas que ficam retidas no filtro com malha inferior a 1 mm (Franco,
1981, Ferreira, 2010; Korakhashvili & Jeiranashvili, 2016).

3.5.3. Adicgéo de sal

O sal € um componente extremamente importante, visto que, para além de ser um
agente sapido, é também um dos fatores que assegura a qualidade e seguranca do queijo
por baixar o aw. A maioria dos microrganismos € inibida a partir de uma concentragéo de
sal de 5%. Porém, Estafilococos coagulase positiva consegue sobreviver a concentragdes
superiores a 15% e Listeria monocytogenes sobrevive a concentracdes de 20 a 30% por
um periodo de 10 dias. A maior concentracdo de sal faz com que a atividade da agua (aw)
seja reduzida, aumentando assim a seguranca e qualidade do produto final. E ainda de
salientar que o sal facilita a agregacdo da coalhada e extracdo de soro, ajudando na
desidratacdo da coalhada (Noronha, 2003; Ganesan, Brown, Irish, Brothersen &
McMahon, 2014). Nos queijos de Azeitdo a concentracdo de sal € de cerca de 4% (Freitas
& Malcata, 2000; Alves, Martins, Raymundo, & Barbosa, 2003). Usualmente, a adi¢cdo
de sal corresponde a 25 g/l, aproximadamente (DGADR, 2019).

3.5.4. Aquecimento e adicdo de cardo

O aquecimento é realizado em cubas de coagulacdo, a temperatura aproximada de
32 °C (Franco, 1981), que ¢é a temperatura 6tima para a atividade das enzimas do cardo.
Seguidamente, o leite € mantido nas cubas de coagulacédo a temperatura de 30 °C, por um
periodo de cerca de 45 mins (DGADR, 2019). O cardo, agente responsavel pelo processo
de coagulacdo, encontra-se desidratado e tem de ser previamente preparado para formar
uma espécie de infusdo na proporc¢édo de cerca de 0,5 g/l. No momento da incorporagéo
no leite, a infusdo é coada de forma a passar apenas a parte liquida, sendo adicionada

quando o leite atinge uma temperatura de cerca de 30 °C nas cubas de coagulacéo.
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3.5.5. Coagulagédo

A coagulacdo ¢ a fase inicial do processo de transformacéo do leite em queijo, no
qual o leite se desdobra em duas substancias sendo as mesmas a coalhada, que consiste
na substancia sélida, e 0 soro que se caracteriza por ser a substancia liquida. Este processo
baseia-se na desnaturacdo da caseina, por acdo das enzimas que estao presentes no coalho
vegetal, neste caso em especifico, as enzimas extraidas das flores do género Cynara
cardunculus L. séo proteases acidas, pertencendo ao grupo das proteases asparticas, com
0 nome de ciprosinas, cardosinas e cinarases, sendo que a caseina se vai agregar
originando uma rede que se denomina de coalhada, a qual no seu interior possui uma
grande quantidade de gordura, &gua, acucar e alguns sais, passando outros constituintes
para o0 soro, sendo o excesso de soro retirado no final da coagulacdo (DGADR, 2019;
Noronha 2003).

Neste processo, o leite fica em repouso nas cubas de coagulacdo, que funcionam
com um sistema de agua quente, até atingir a consisténcia desejada. O controlo da
temperatura é feito com o auxilio de termometros incorporados na cuba ocorrendo a uma
temperatura de cerca de 30 °C, num periodo de tempo entre 0s 45 e 0s 60 mins (DGADR,
2019; Ferreira, 2010; Fox et al., 2017). E de extrema importancia ter atencio a certos
fatores como a temperatura, o pH do leite e o tempo de coagulacdo para que 0 processo

ocorra da forma mais correta com os melhores resultados (Noronha, 2003).
3.5.6. Corte da Coalhada

O corte da coalhada é efetuado na vertical e na horizontal com o objetivo de
facilitar a saida do soro, sendo realizada por liras que ndo podem ter qualquer espécie de
ferrugem ou qualquer caracteristica que possa contaminar a coalhada. O tipo de corte
realizado vai caracterizar o tipo de queijo, sendo que quanto maior a duragdo e mais
pequenos os fragmentos da coalhada maior o dessoramento e menor a humidade do
produto final. A coalhada necessita de ter uma boa consisténcia para sofrer o corte e serem
evitadas ao maximo as perdas de gordura e caseina (Noronha, 2003; Ferreira, 2010;
Medina & Nufiez, 2017).
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3.5.7. Dessoramento

O dessoramento pretende acelerar, de forma controlada, a expulséo do soro para
que se consiga obter um produto moldavel que mantenha a forma que se pretende com
condi¢bes minimas de conservacao. Engloba um conjunto de a¢cGes como o corte, divisao
controlada do gel para aumentar a superficie de expulsdo de soro, agitacdo da coalhada e
prensagem (Martins & Vasconcelos, 2004; Fagan, O’Callaghan, Mateo, & Dejmek,
2017).

De forma, a que a libertacdo do soro ocorra lentamente, a coalhada passa para um
tecido poroso sendo trabalhada lentamente com as méos, 0 que permite a separagdo dos
grdos, até se separar a quantidade de soro desejada da massa. Este processo vai retirar o
acucar e humidade existentes em excesso, sendo crucial respeitar as Boas Praticas de
Higiene (BPH) necessarias com 0 manuseamento da massa para que Se evitem

contaminagdes (Franco, 1981; Noronha, 2003).

3.5.8. Enchimento e Moldagem

Neste processo a massa da coalhada resultante do dessoramento é colocada em
pequenos cinchos, com dimensdes adequadas ao tamanho do queijo que € pretendido para
dar ao mesmo a forma final, onde € comprimida manualmente, com for¢a mas lentamente,
continuando a haver dessoramento, até sair a quantidade de soro apropriada para uma boa
fermentacdo ou cura do futuro queijo (Ferreira, 2010; Fagan et al., 2017).

O arrefecimento da massa deve ser evitado para prevenir uma possivel ma
fermentacdo e, em consequéncia disso, uma ma qualidade do queijo. A moldagem do
cincho é propria da queijaria, sendo que a experiéncia no processo realizado permite saber

quando a massa esta suficientemente dessorada (Noronha, 2003; Ferreira, 2010).

3.5.9. Prensagem

Neste processo, 0s queijos de 250 g, depois de comprimidos manualmente, sdo
submetidos a uma prensagem adicional em equipamento préprio (Ferreira, 2010). O
grande objetivo € melhorar a consisténcia, a textura e a forma do queijo eliminando
totalmente o excedente do soro, sendo que o local da prensagem deve ser fresco e todo o

material estar em boas condi¢des higiénicas (Noronha, 2003; Fagan et al., 2017). A
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prensagem engloba duas fases sendo que a primeira ocorre por 30 min a uma pressao de

1,5 bar e a segunda fase por 15 min a uma pressao de 2,5 bar (Ferreira, 2010).
3.5.10. Primeira fase de maturagéo

A maturacdo é a ultima etapa do processo de fabrico na qual vao ocorrer
numerosas alteracfes de natureza microbioldgicas, fisicas e quimicas sendo o queijo
mantido em condicdes de temperatura e humidade controladas. E nesta etapa que o queijo
adquire as suas caracteristicas de sabor, aroma e textura. A maturacdo engloba trés
processos sendo eles a proteodlise, a lipolise e a glicélise com conversdo da lactose em
acido latico, conduzindo a uma degradacdo dos compostos em produtos primarios e
depois secundarios, conferindo a coalhada caracteristicas novas. A proteodlise é
considerada o processo mais importante na maturacdo do queijo, sendo muito importante
para o0 desenvolvimento da textura e caracteristicas organoléticas. Nesta a acdo das
cardosinas A e B vdo fazer protedlise das caseinas, podendo o mesmo ser feito por
plasmideos do leite em menor escala (Martins & Vasconcelos, 2004; Paula et al, 2009).

Assim, ap0s a sua producdo e arrefecimento os queijos frescos permanecem
encinchados e sdo colocados de forma ligeiramente inclinada, para que ocorra, ainda,
alguma extracdo de soro remanescente que tenha ficado no seu interior, sendo,
seguidamente, colocados na primeira cAmara de maturacdo. Passadas aproximadamente
12 h os queijos sdo desenformados e voltados. Permanecem nesta camara cerca de 10 dias
a uma temperatura entre 10-15 °C, com humidade relativa entre 85-95% (Decreto
Regulamentar 49/86; Ferreira, 2010). A temperatura a que ocorre a maturagdo tem uma
grande influéncia na taxa de maturacdo e qualidade do queijo (Fox et al., 2017). No
decorrer deste processo ocorre a degradacdo de lipidos, acidos gordos e glicerol. (Raynal-
Ljutovac, Lagriffoud, Paccard, Guillet & Chilliard, 2008). A existéncia de pouca gordura
no leite pode originar defeitos na textura e no sabor do queijo (Martins & Vasconcelos,
1993).
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3.5.11. Primeira Lavagem

Durante a fase de maturagdo os queijos comegam a exsudar com a producao de
soro caracterizado por ser uma substancia espessa, pegajosa com um cheiro desagradavel.
Assim, quando possuem as caracteristicas desejadas, sdo retirados da primeira cdmara de
maturacao e sdo lavados ou raspados para retirar essa substancia. No final, sdo cintados
com gaze ou tecido, quer se trate de queijos de 250 ou 100g, respetivamente (Ferreira,
2010). Durante todo o processo de maturacdo, os queijos sdo virados, periodicamente, e
lavados, dependendo a frequéncia do aspeto da crosta do queijo, sendo que a mesma se
deve manter lisa e limpa (DGADR, 2019).

3.5.12. Segunda fase de maturagéo

Apols a lavagem e cintagem, sdo transferidos para uma segunda camara de
maturacio, onde permanecem cerca de 10 dias, a uma temperatura entre os 11 e 0s 12 °C,
com uma lenta corrente de ar e uma humidade relativa de 85 a 86%. Tal como, na fase de
maturacao anterior, 0s queijos devem ser voltados todos os dias e neste caso, sempre que

as cintas se encontrem molhadas devem ser substituidas (Ferreira, 2010).
3.5.13. Segunda lavagem

No final da segunda fase de maturacdo quando 0s queijos apresentarem as
caracteristicas pretendidas, sdo sujeitos a uma segunda lavagem e voltam a ser cintados,

mas desta vez, com uma cinta de papel vegetal (Ferreira, 2010).
3.5.14. Terceira fase de maturacao

Nesta Ultima fase de maturacdo os queijos sd@o submetidos a temperaturas mais
altas, entre os 15 e 0s 20 °C, e a uma humidade relativa de 60 a 75%, no periodo de 1 a 2

dias (Queijaria Santiago, comunicacgdo pessoal, 2018).
3.5.15. Embalagem e rotulagem

O Queijo de Azeitdo deve ser embalado em papel vegetal com o rétulo impresso
ou colado no papel, com a respetiva marca de certificacdo. E fundamental que estes sejam
adequadamente acondicionados e protegidos durante o transporte, para assegurar a

qualidade e seguranca do produto (Noronha, 2003; Ferreira, 2010).
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Como acontece no caso de todos os géneros alimenticios é fundamental que o
queijo contenha informacdo de acordo com o Regulamento (UE) n°® 1169/2011 e suas
alteraces, que estabelece a base para garantir um elevado nivel de defesa do consumidor
no que se refere a informacéo sobre os géneros alimenticios, tendo em conta as diferengas
de percecdo e as necessidades de informagdo dos consumidores, assegurando
simultaneamente o bom funcionamento do mercado interno.

Assim sendo, na rotulagem do Queijo de Azeitdo devem constar parametros, tais
como a denominacédo do género alimenticio, a lista de ingredientes, a quantidade de certos
ingredientes ou categorias de ingredientes, a data de durabilidade ou data limite de
consumo, as condicdes especiais de conservagdo, 0 nome e endereco do fabricante, o pais
de origem e a declaragéo nutricional (Regulamento (UE) n°® 1169/2011).

Desde 1992, que a UE tem vindo a desenvolver politicas especificas relativamente
a qualidade e diversidade dos produtos agricolas e géneros alimenticios tradicionais, no
sentido de contribuir para o patrimonio cultural e gastronomico da Unido. Nesse sentido
0 Regulamento (UE) n° 1151/2012 de 21 de novembro estabelece um regime de
indicacdes geograficas protegidas [IGP] e denominagdes de origem protegida [DOP] na
qual o Queijo de Azeitdo se inclui. Um produto que tenha a referéncia DOP deve
satisfazer um certo numero de condi¢Ges, nomeadamente, ser originario da regido
designada, local ou pais, ter qualidade ou caracteristicas que se devam essencialmente ou
exclusivamente a um meio geografico especifico e cuja producdo, transformacao e
elaboracdo ocorram na area geogréafica delimitada. Para os produtos poderem beneficiar
do estatuto DOP devem obedecer a um caderno de especificaces do qual devem constar
pelo menos o nome do produto, a sua descri¢cdo incluindo as matérias-primas e as
principais caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas ou organoléticas, a area
geografica e os elementos que provam que o produto € originario dessa area, a descricao
do método de obtencdo do produto, a relacdo entre a qualidade do produto e 0o meio
geografico, o nome e endereco das autoridades ou organismos que verificam a
observancia das disposi¢cbes do caderno de especificacbes, as regras de rotulagem
especificas do produto e eventuais exigéncias ditadas pelas disposi¢fes comunitarias ou
nacionais (Regulamento (UE) n° 1151/2012; DGADR, 2019).
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3.5.16. Conservacéao

A conservagdo do queijo é um aspeto a ter em consideracdo ao nivel da seguranca
e qualidade do produto final. Deste modo, depois de o queijo ser fabricado e certificado,
cabe ao produtor assegurar que até a comercializacdo do mesmo, sdo mantidas as
condicbes de conservacdo adequadas nas diversas situagdes. No armazém devem ser
mantidas temperaturas inferiores a 5 °C, no transporte maximo de 10 °C e, finalmente, no
retalhista as temperaturas devem ser inferiores a 5 °C (Decreto Regulamentar 49/86,
1986).

3.6. Seguranca alimentar e o queijo

Atualmente, é dada grande importancia, por parte dos consumidores, a
proveniéncia, qualidade e seguranca dos alimentos. Quando um consumidor elege um
determinado alimento espera que este seja seguro, ndo colocando em risco a sua saude e
0 seu bem-estar. Estas questfes deixaram de ser apenas questdes técnicas e cientificas,
visto que os consumidores tém acesso facil a informacdo e estdo muito mais alerta,
exigindo por parte das autoridades e dos operadores do setor alimentar medidas que
garantam a sua seguranca. Como resposta, foi implementado, a nivel nacional e europeu,
um sistema de controlo da qualidade e seguranca desde a producdo dos alimentos até ao
consumidor final, que se traduz na aplicacdo de normas e legislacdo, e aplicacdo do
sistema Analise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos (HACCP) (do inglés Hazard
Analysis Critical Control Points), que permite identificar e controlar os perigos
associados ao processo de fabrico. De acordo com a Codex Alimentariu Commission
Seguranga Alimentar ¢ a “Garantia de que o alimento ndo causara danos ao consumidor
quando preparado e/ou consumido de acordo com o uso a que se destina” (Codex
Alimentariu Commission [CAC], 2003). De acordo com este documento, previamente a
aplicacdo de um plano HACCP devem ser implementadas as BPH, as quais sdo
denominadas no seu conjunto pré-requisitos e constituem a base para a implementacao
de um sistema HACCP (CAC, 2003). De acordo com a legislacdo europeia 0s operadores
do sector alimentar sdo o0s principais responsaveis pela seguranca dos géneros
alimenticios sendo, por conseguinte necessario respeitar 0s requisitos explicitados no
Regulamento (CE) n° 852/2004 bem como as regras especificas de higiene dos géneros

alimenticios de origem animal indicadas no Regulamento (CE) n° 853/2004.
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O queijo, como qualquer outro derivado do leite, bem como todos os alimentos,
deve ser um produto seguro. A sua segurancga pode ser posta em causa ao veicular agentes
de natureza bioldgica, quimica ou fisica, que podem ser intrinsecos ao proprio alimento,
ou que possam ter sido adicionados acidentalmente, tornando-se assim um perigo
(Noronha, 2003; Andrade et al., 2013; Kamala & Kumar, 2018).

O conceito de perigo na seguranca alimentar foi definido pelo Codex Alimentarius
como qualquer agente bioldgico, fisico ou quimico presente no alimento ou condi¢éo do
alimento que possa causar um efeito adverso na saude (CAC, 2003). Os perigos podem
ser classificados tendo em conta a sua natureza em perigos fisicos, quimicos ou

bioldgicos, tal como descrito de forma detalhada abaixo (CAC, 2003; Noronha, 2003).
3.6.1. Perigos fisicos

Perigos fisicos sdo geralmente objetos estranhos que se encontram no alimento e
podem ter um impacto severo quando ingeridos inadvertidamente. A origem destes
perigos é muito variavel, podem ser objetos anormais presentes nas matérias-primas ou
que sejam introduzidos nos produtos alimentares por via da manipulagéo a que eles estdo
sujeitos no decurso dos processos de fabrico, distribuicdo e comercializacdo. Podem
resultar de defeitos dos equipamentos ou utensilios, de problemas com os materiais de
embalagens e acondicionamento ou até dos operadores (Autoridade Segurancga Alimentar
e Economica [ASAE], 2009; QUALLI, 2018a). Deste modo, entre os perigos fisicos mais
frequentes é possivel relatar plasticos, vidros, madeiras, metais, objetos de uso pessoal,
entre outros, pragas ou partes de pragas, sendo que estas podem veicular microrganismos
patogénicos (ASAE, 2009; Ferreira, 2010; Mortimore & Wallace, 2013; Kamala &
Kumar, 2018). O seu controlo passa essencialmente pelo conhecimento e cumprimento
das BPH e Boas Praticas de Fabrico [BPF], sendo essencial para que se evitem situacdes
como choque, asfixia, cortes ou até mesmo dentes partidos por determinados materiais
(Mortimore & Wallace, 2013; QUALLI, 2018a).
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3.6.2. Perigos quimicos

Muitos compostos quimicos sdo contaminantes ambientais podendo chegar
facilmente a cadeia alimentar em qualquer etapa da producdo e do processamento de
alimentos (Mortimore & Wallace, 2013). Deste modo, a via alimentar constitui uma das
vias mais importantes de exposicao a estes perigos (ASAE, 2009). Os perigos quimicos
tém a capacidade de causar doengas transmitidas pelos alimentos, embora afetem menos
individuos quando comparados com os perigos bioldgicos. Sdo geralmente associados a
doencas crénicas podendo originar doencas agudas quando se encontram em niveis
elevados (QUALLI, 2018a).

Do conjunto de perigos quimicos podem ser destacados os aditivos alimentares
quando em concentracBes incorretas, pesticidas, medicamentos veterinarios (como
antibidticos e promotores de crescimento), metais pesados (como o chumbo, cadmio e
mercurio) e quimicos introduzidos durante o processo, como é o caso de produtos de
limpeza, entre outros (Manual Forvisdo — SAAIA, 2017). Assim, 0s perigos quimicos
podem ser carcinogénicos, mutagénicos ou teratogenicos ou tdéxicos resultando em
doencas severas e até na possibilidade de morte, relacionadas com o seu efeito bioldgico
no corpo humano (QUALLI, 2018a).

O aparecimento destes perigos quimicos pode, igualmente, ocorrer quando 0s
alimentos sdo sujeitos a processos térmicos em que a temperatura atingida € demasiado
elevada ou pela exposi¢do do mesmo a uma temperatura adequada mas durante um tempo
demasiado prolongado que vai degradando o produto. O risco que potencialmente pode
surgir para a saude do consumidor aumenta quando os quimicos ndo sdo controlados ou
as proporcdes recomendadas de uso sdo excedidas (Manual Forvisdo — SAAIA, 2017,
QUALLI, 2018a).

3.6.3. Perigos Bioldgicos

Comparando entre os trés tipos de perigos, os perigos biolégicos sdo aqueles que
se afiguram um maior risco para a seguranca alimentar. Este grupo de perigos
compreende diversos microrganismos como as bactérias, os fungos, os virus, os parasitas
e algumas toxinas microbianas que estdo comummente associados a incorreta
manipulacdo dos alimentos por parte dos operadores e aos produtos crus contaminados
utilizados como matéria-prima. Grande parte das contaminacGes por microrganismos

acontece naturalmente nos locais onde sdo produzidos e podem ser destruidos por via de
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processos térmicos. Nos casos, em que 0 processamento ndo prevé qualquer tratamento
térmico, o controlo deve ser ainda mais eficaz, aplicando praticas adequadas e rigorosas
ao nivel da higiene durante a manipulacdo e armazenamento (QUALI, 2018a).

O queijo, o género alimenticio sobre o qual incide este estudo, é um produto
pronto a consumir, o qual ndo é geralmente sujeito a qualquer tratamento que permita
garantir a sua seguranca antes do consumo, podendo apresentar contaminagfes por
microrganismos, incluindo patogénicos. Com efeito, a sua matéria-prima, o leite, € um
produto altamente perecivel e um excelente substrato, ao possuir caracteristicas
intrinsecas 6timas para o desenvolvimento de microrganismos (Kousta,Mataragas,
Skandamis & Drosinos, 2010; Settanni & Moschetti, 2010; Johnson, 2017).

Apesar de poderem ser associados ao leite cru outros microrganismos, como virus,
parasitas e fungos, sdo as bactéerias a maioria dos microrganismos isolados no leite cru, e
sdo também elas, quando patogénicas, as responsaveis por um maior numero de surtos de
origem alimentar. As bactérias patogenicas mais frequentemente associadas aos queijos
produzidos com leite cru séo Estafilococos produtores de enterotoxina, Escherichia coli
produtor de verotoxina (VTEC), Listeria monocytogenes e Salmonella spp. Embora as
bactérias estejam presentes em determinados niveis no leite cru, devido ao momento de
extracdo ou por contaminacao nas etapas seguintes, um armazenamento deficiente ou uma
manipulacédo desadequada desse leite contribui para um numero significativamente maior
de bactérias ao longo do processo levando assim, a um aumento do risco de se obter um
queijo de fraca qualidade e que pode constituir um perigo para o consumidor (Kousta et
al., 2010; Bachmann et al., 2011; QUALLI, 2018a).

3.7. Sistema HACCP da técnica de fabrico do queijo de Azeitdo

Na producdo dos mais variados géneros alimenticios é fundamental haver uma
analise dos perigos para que haja um maior controlo em relacdo a todos 0s perigos
relacionados com instalacfes e tipo de processo e Sse possam evitar 0S Mesmos,
identificando, desta forma, os pontos criticos de controlo [PCC] e quais 0s parametros a
cumprir nesses pontos (Ferreira, 2010). Ha& que ter em consideracdo os limites criticos
que devem ser especificados e validados para cada PCC. Neste contexto, a andlise de
risco é composta por trés componentes: a avaliacdo de risco microbioldgico, a gestdo de
risco e a comunicacao de risco. A avaliacdo de risco, processo de base cientifica, é

composta por quatro etapas: identificacdo do perigo, caracterizacdo do perigo (incluindo
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a avaliacéo da relagdo dose-resposta), avaliacdo da exposicdo e caracterizagdo do risco

(Codex Alimentarius Commission, 2011).

Um dos PCC relativamente ao processo de fabrico do queijo de Azeitdo € a
rececdo do leite em que a mesma apresenta perigos biolégicos e quimicos tanto por
contaminagdo microbiana como por residuos de produtos de higienizacdo ou farmacos
ministrados em vida, respetivamente. Para tal devem ser tomadas medidas como
higienizacdo correta dos tanques de recegdo, temperaturas adequadas no transporte,
mantendo sistemas de ventilacdo, cumprir Intervalo de Seguranca de farmacos a ministrar
aos animais, realizar corretamente o plano de higienizacgéo, rejeitar o leite que ndo esteja
conforme, visitar os produtos e verificar as condigdes, devendo realizar-se como medida
de vigilancia andlises fisico-quimicas e microbioldgicas ao leite. O segundo PCC ocorre
na embalagem e rotulagem podendo haver principalmente contaminagdo microbiana e
desenvolvimento microbiano, devendo, para evitar, higienizar corretamente as
embalagens, correta higiene pessoal dos colaboradores, assim como formacdo dos
mesmos e manutencao continua do sistema de refrigeracéo. O terceiro PCC € a passagem
pelo detector de metais pois é crucial que perigos fisicos sejam detetados tendo que ter
atencdo ao mesmo. O ultimo PCC € na avaliacdo e selecdo de produtos a reprocessar
tendo possibilidade de contaminagfes microbiana, focando sempre para a refrigeracéao e
manutencdo do produto nas melhores condi¢Bes assim como higienizacdo tanto dos
trabalhadores como de todas as superficies de contacto, tendo atencéo a que queijos séo

selecionados (Ferreira, 2010).

A implementacdo de programas de seguranca alimentar baseados nos principios
HACCP ao longo da cadeia de producao, distribuicdo e venda de produtos lacteos, tem
contribuido para o excelente histérico de seguranca de produtos lacteos. Estes programas,
quando combinados com melhorias nas praticas de producdo priméaria que gerem
eficazmente a saude animal, com as boas praticas de ordenha, e com as melhorias na
higiene dos equipamentos de ordenha e das instalacdes, tém sido e continuardo a ser
decisivos na reducdo da carga microbiana no leite cru e produtos derivados do leite
(ASAE, 2013).
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3.8. Fatores que influenciam a flora microbiana dos queijos

A microbiota dos queijos integra microrganismos benéficos, microrganismos de
deterioracdo e patogénicos, sendo que a presenca de microrganismos benéficos contribui
para as caracteristicas sensoriais, conservacdo e condi¢des higiénicas do produto. A
presenca de microrganismos patogénicos pode ser resultante de contaminagdes do leite,
0 qual pode ser contaminado durante ou ap6s a ordenha através do equipamento, das
fezes, do exterior do Ubere e tetas, da pele, do meio ambiente, ou relacionadas com higiene
inadequada ou de deficiéncias no processo de fabrico (Montel et al., 2014; Verraes et al.,
2015; Gaglio et al.,2019).

Existe um conjunto de fatores intrinsecos no leite que o tornam um excelente meio
para o desenvolvimento de microrganismos, mas que também desempenham um papel
ativo no seu controlo, destacando-se o pH, a microbiota natural, a atividade da agua e 0s
nutrientes disponiveis no leite. Para auxiliar, existem ainda fatores extrinsecos associados
ao processo, 0s quais sd@o imprescindiveis para controlar o crescimento da microbiota
desejavel e indesejavel, entre eles, a salga, o tempo de cura, a lavagem e a higienizagéo
dos materiais em contacto, j& anteriormente abordados. Para além desses também sera
referida a temperatura e a humidade relativa (Noronha, 2003; Johnson, 2017; Manual
Forvisdo — SAAIA, 2017; Aradjo-Rodrigues et al., 2020).

3.8.1. Fatores intrinsecos
3.8.1.1. Atividade da agua

Todos os organismos vivos sdo dependentes da agua no estado liquido e, por
conseguinte, para ocorrer desenvolvimento microbiano é indispensavel a sua presenca
nos alimentos. A agua €, normalmente, o principal constituinte dos alimentos, sendo
igualmente o solvente mais importante, ao permitir que o0s restantes constituintes se
tornem solUveis de modo a poderem ser transportados, absorvidos ou expelidos do
interior das células, onde ocorrem as reacdes no citoplasma. (Noronha, 2003; Adams &
Moss, 2008). Nos alimentos a agua encontra-se em duas formas diferentes, quimicamente
ligada a outras moléculas, estando imobilizada, ou na sua forma livre, e como tal
disponivel, designando-se por aw.

Os valores da aw variam entre 0, quando a agua livre é inexistente, e 1, quando a

agua se encontra totalmente disponivel (dgua pura). No que toca ao leite, ele apresenta
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uma percentagem de agua de 88-89%, o que significa que tem uma grande quantidade de
agua disponivel para o desenvolvimento de microrganismos, sendo um excelente meio
para o crescimento dos mesmos (Noronha, 2003). Todos os microrganismos tém um valor
limite de aw, abaixo do qual cessam a sua atividade, o qual varia conforme os

microrganismos, como se pode verificar na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de aw para determinados microrganismos. Adaptado de:
Noronha(2003).

Microrganismo aw
Bacteérias 0,90-0,91
Leveduras 0,87-0,94

Bolores 0,70-0,80

E de considerar que estes valores sdo aproximados e que sdo caracteristicos da
maioria dos microrganismos destes grupos, havendo sempre espaco para as excecoes
(Noronha, 2003). A maioria das bactérias encontra-se controlada e € inibida a producgéo
de toxinas quando a aw é inferior a 0,90. A grande excegdo, € S. aureus que pode crescer
e produzir toxinas em condigdes de aw de 0,86 (Manual Forvisdo — SAAIA, 2017; Park
& Seo, 2019).

Uma vez gque o crescimento microbiano é o fator mais importante na preservacao
dos alimentos, uma das melhores maneiras de prever e controlar a sua deterioracéo € ter
em conta a aw do alimento. Para isso, pode recorrer-se & adi¢do de solutos como o sal,
como e feito no queijo, que se vai ligar quimicamente com a agua livre disponivel e assim
reduzir a sua atividade o que resulta numa maior seguranca do produto, pois (Noronha,
2003; Adams & Moss, 2008).

Os queijos de pasta mole apresentam uma atividade da &gua elevada
(aproximadamente 0,95) comparativamente aos queijos de pasta dura (0,85), o que
reforca a protecdo dos ultimos. Na Tabela 4 é possivel verificar os valores minimos
aproximados da aw para 0s microrganismos patogénicos mais relevantes para 0s queijos
(Noronha, 2003; Adams & Moss, 2008; Park & Seo, 2019; Ryser, Buchnan & Bakker,
2019).
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Tabela 4 — Valores minimos de aw para microrganismos relevantes no queijo. Adaptado
de Noronha (2003).

Microrganismo patogénico Atividade da agua (aw)
Listeria monocytogenes 0,92
Salmonella spp. 0,95
Estafilococos coagulase positiva 0,86
Escherichia coli 0157:H7 0,95
3.8.1.2. Acidez

O parametro acidez, que normalmente é medido através do pH, é dos mais
importantes no que diz respeito ao controlo de qualidade do processo de fabrico de queijo
(Coton & Leguerinel, 2014). Para além disso, tem um papel essencial no ponto de vista
de seguranca alimentar do Queijo de Azeitdo, uma vez que o leite ndo passa por um
processo de pasteurizagédo, sendo que, parte do controlo do crescimento microbiano é feito
através do pH (Noronha, 2003). Dos alimentos considerados acidos, podem ser muito ou
pouco acidos, sendo que o pH que determina a diferenca € o de 4,6 (Coton & Leguerinel,
2014).

O leite tem um pH préximo de 6,8, proximo da neutralidade, o que indica que é
um meio adequado ao crescimento da maioria das bactérias que se desenvolvem bem em
pH 6,0-8,0. A reducdo do pH num alimento contribui para reduzir a capacidade de
desenvolvimento microbiano, razdo pela qual a acidificacdo de alimentos, por exemplo
através da fermentagdo, é utilizada como técnica para a sua conservacdo. Durante a
maturacao do queijo, o pH decresce devido a formacéo de &cido latico por acdo das BAL
e esta diminuicdo depende do tipo de bactérias lacticas envolvidas e da tecnologia de
producdo. A reducdo do pH do queijo ao longo da cura, para valores entre os 4,5 e 5,5
contribui para a inibi¢do do crescimento de microrganismos patogénicos e esta envolvida
na qualidade sensorial do produto, nomeadamente aroma e paladar (Noronha, 2003;
Alvarenga, Silva, Garcia & Sousa, 2008; Araujo-Rodrigues et al., 2020;).

Os fungos podem desenvolver-se numa vasta faixa de valores de pH, que pode ir
dos 2,5 aos 9,5. Os bolores apresentam um valor de pH 6timo de crescimento entre 1,5 e

9,5 e as leveduras entre 0s 2,5 e 8,5.
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No entanto, o parametro acidez pode atuar em associagdo com outros fatores como
a aw e a temperatura de modo a impedir o desenvolvimento de bactérias patogenicas e de
outros microrganismos (Coton & Leguerinel, 2014). O queijo de Azeitdo apresenta um
pH final proximo de 5,9 o que permite o crescimento de certos microrganismos (Noronha,
2003).

3.8.1.3. Nutrientes do leite

Com um elevado contetdo nutritivo em relacéo ao contetdo caldrico, o leite é dos
alimentos mais completos e equilibrados gracas a proteinas de elevado valor biol6gico,
gordura, hidratos de carbono, vitaminas lipossoltveis e minerais (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 2013). Esta composi¢do quase perfeita, torna o leite um excelente
substrato para os microrganismos em geral, que se multiplicam muito rapidamente neste
meio sempre que a temperatura é a ideal ao seu crescimento, deteriorando o leite ao ponto
de este se tornar improprio para processamento e consumo humano (FAO, 2013).

Os microrganismos necessitam de um conjunto de nutrientes para 0 Seu
crescimento e para a execucao das funces metabolicas e o leite € uma fonte de todos
esses nutrientes fundamentais. O agUcar presente € a lactose, 0 qual pode ser degradado
em dois acglcares mais simples, a galactose e a glicose. Ao contrario da maioria das
bactérias, as BAL conseguem fazer essa degradacdo e assim utilizar a lactose como fonte
de energia, 0 que permite obter vantagem sobrepondo-se a outras populaces de
microrganismos. Assim, a composi¢do nutricional do leite é também um fator de

seguranca para o queijo (Noronha, 2003).

3.8.1.4. Microbiota

Como anteriormente referido, as BAL conseguem degradar a lactose, uma
vantagem competitiva comparativamente com outras bactérias. Para além disso, da
fermentacdo da lactose resulta acido lactico o que reduz o pH do meio, condicionando o
crescimento de muitas bactérias ndo lacticas presentes na microbiota natural.
Adicionalmente, as BAL apresentam um sistema proteolitico capaz de degradar as
proteinas do leite, que é um meio pobre em aminoacidos livres e péptidos de cadeia curta,
sendo por isso essencial que hidrolisem as proteinas para lhes permitir o crescimento, o
que explica a importancia do sistema proteolitico que estas bactérias apresentam. Deste

metabolismo resultam péptidos bioativos, bacteriocinas importantes para a saude e que
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tém igualmente um papel importante na inibi¢cdo de outros microrganismos com impactos
positivos na preservagéo e seguranca do produto (Lopez-Kleine & Monnet, 2011; Espitia
et al., 2012; Sanchez-Rivera, Martinez-Maqueda, Cruz-Huerta, Miralles & Recio, 2014;
Salvuccia, LeBlanc & Pérez, 2016; Santos et al., 2016; Santos et al., 2019). Hoje em dia,
muitas espécies de BAL sdo consideradas probidticos, ou seja, microrganismos Vivos,
que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a salde do
hospedeiro (FAO, 2006; Sanders, 2008; Cruz et al., 2009; Monteagudo-Mera et al., 2012;
Argyri et al., 2013; Garcia-Ruiz et al., 2014). Outro atributo do metabolismo destas
bactérias, o qual permite o recurso a sua utilizacdo nos alimentos possibilitando a criacdo
de uma grande diversidade de especialidades gastronémicas, é a sua capacidade de se
multiplicarem em concentra¢des elevadas de NaCl, o que é especialmente importante para
variadissimos produtos fermentados nomeadamente o queijo (Oliveira et al., 2014; Sidira,
Kandylis, Kanellaki & Kourkoutas, 2016).

Adicionalmente, as BAL através destas propriedades proteoliticas e lipoliticas,
formam compostos que conferem o sabor e a textura caracteristicos de cada queijo. Para
a manutencéo dessas bactérias, importantes no processo de fabrico do queijo, é necessario
que sejam aplicadas temperaturas adequadas tanto na refrigeracao do leite, como na fase
de cura (Noronha, 2003).

3.8.1.5. Potencial de oxidagao-reducéo

Os microrganismos exibem sensibilidades diferentes ao potencial de oxidacéo-
reducdo [Eh] do meio onde crescem. O Eh pode ser definido pela capacidade de
determinados substratos ganharem ou perderem eletrdes. O elemento que perde um
eletrdo € denominado oxidado e o que ganha é denominado por reduzido (Jay, Loessner
& Golden, 2005). Quando ocorre a transferéncia de eletrdes de um composto para o outro,
estabelece-se uma diferenca de potencial entre os mesmos. A sua medicdo é feita com
instrumentos apropriados em milivolts (mV) e normalmente feita a pH 7, uma vez que o
potencial oxidacdo-reducdo € afetado pelo pH do substrato (Jay et al., 2005). Os
microrganismos aerobios precisam de valores positivos de Eh para crescerem (+500 e
+300 mV), os anaerdbios necessitam de valores negativos (+100 e menos de -250 mV) e
os aerdbios facultativos entre +300 e -100 mV (QUALI, 2018b).

Dos microrganismos aerdbios fazem parte praticamente todos os bolores,

leveduras oxidantes e muitas bactérias que se caracterizam por deteriorarem os alimentos
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como Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella e Flavobacterium e bactérias patogénicas
aerdbias como Aeromonas hydropHila. Existem algumas bactérias que crescem melhor
com condi¢fes reduzidas denominadas de microaerdfilas, como Lactobacillus e
Streptococcus. Dos microrganismos anaerobios fazem parte bactérias patogénicas como
Clostridium botulinum e entre os microrganismos aerobios facultativos estdo as bactérias

da familia Enterobacteriaceae e Bacillus cereus (QUALLI, 2018b).

3.8.2. Fatores extrinsecos

3.8.2.1. Temperatura

A temperatura é um dos principais fatores ambientais que influenciam o
desenvolvimento e sobrevivéncia dos microrganismos. Como se pode ver na Tabela 5,
todos os microrganismos possuem uma faixa de temperatura na qual crescem, existindo
um valor minimo, um méaximo e um valor 6timo, ao qual a sua taxa de crescimento €

maxima.

Tabela 5 - Temperaturas cardeais para o crescimento microbiano (Fonte: Adams & Moss, 2008)

Temperatura (°C)

Grupo Minimo Otimo Maximo
Termofilos 40-45 55-75 60-90
Mesodfilos 5-15 30-40 40-47
Psicrofilos (Psicréfilos obrigatérios) -5a+5 12-15 15-20
Psicrotréficos (Psicréfilos facultativos) -5a+5 25-30 30-35

A maioria dos microrganismos patogénicos sdao mesofilos, apresentando uma
temperatura 6tima para o seu crescimento entre os 30 e 40 °C. Na Tabela 6, estdo
representados 0s principais microrganismos patogénicos mais frequentes no queijo, com
as suas respetivas temperaturas minimas, maximas e 6timas (Adams & Moss, 2008;
Manual Forvisdo — SAAIA, 2017; Park & Seoa, 2019; Ryser et al., 2019).
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Tabela 6- Temperaturas minimas, 6timas e méaximas de crescimento de microrganismos

patogénicos em queijos. Adaptado de (Manual Forvisdo — SAAIA, 2017).

Microrganismos Temperatura Temperatura 6tima Temperatura
minima maxima
Listeria 0 30-37 45
monocytogenes
Salmonella spp. 5 35-37 45-47
Estafilococos 7 35-40 48

coagulase positiva

Escherichia coli 8 35-40 44-45

Em termos de seguranca alimentar a temperatura de maior risco para os alimentos
situa-se entre 0s 4 e 0s 63 °C, sendo denominada como “zona de perigo” (QUALI, 2018b;
Center for Desease Control [CDC], 2020).

Tal como mencionado anteriormente, o crescimento microbiano é afetado por
fatores intrinsecos e extrinsecos, assim, a analise do crescimento face a temperatura ndo
pode ser efetuada desligada do fator tempo, visto que, uma ma aplicacdo do binémio
tempo/temperatura pode facilitar a multiplicacdo dos microrganismos patogénicos. Por
exemplo as bactérias sdo destruidas quando expostas a temperaturas superiores a 63 °C,
pois hd uma desnaturacdo das proteinas estruturais, sendo maior a sua mortalidade ao
aumentar o tempo de exposi¢do a essas temperaturas (Crispim, 2014). No caso dos
fungos, os patogenicos, em geral, sdo mesdfilos e apresentam como temperaturas
minimas 25 a 30 °C e como méximas 40 a 45 °C (Ross & Nichols, 2014).

34



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

3.8.2.2. Humidade relativa

A humidade relativa é um fator a ter em consideracdo, visto que tem uma
influéncia direta na atividade da a4gua e como consequéncia no desenvolvimento dos
microrganismos. Um alimento que apresente uma baixa atividade da &gua pode vé-la a
aumentar quando armazenado num ambiente com humidade relativa alta, o que representa
um risco para a seguranca do mesmo ao permitir a multiplicacdo de microrganismos. A
humidade relativa também estd relacionada com a temperatura, quanto maior a
temperatura de armazenagem, menor sera a humidade relativa (e o contrario também se
verifica), e com a composi¢do da atmosfera, a sua alteracdo pode protelar a multiplicacéo
de microrganismos sem ser necessaria uma diminui¢do da humidade relativa (QUALLI,
2018b).

4. Influéncia do consumo de queijo no consumidor

Foi comprovado que o consumo de queijos tradicionais produzidos a partir de leite
cru tem influéncia positiva no microbioma entérico humano tendo efeito probiotico,
sendo que ha que ter em conta que pode ter efeitos indesejaveis devido a alergias e baixa
digestibilidade associadas as caseinas (FAO, 2013; Montel et al., 2014; Albenzio et al.,
2015). No entanto, o consumo de produtos laticos tem sido alvo de amplos debates nos
altimos anos devido ao teor de gordura que pode conduzir ao aumento do colesterol e
lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoproteins- LDL) levando ao aumento
de doencas cardiovasculares (Mozaffarian, 2011). Por outro lado, tem igualmente sido
referenciado que a gordura proveniente da dieta € uma importante fonte de energia
concentrada e serve como meio para vitaminas lipossolUveis, para além de conter varios
acidos gordos como por exemplo &cido linoleico e fatores bioativos benéficos para a
satde como fosfolipidos (German & Dillard, 2006; German et al., 2009; Kris-Etherton,
Fleming & Harris, 2010).

Por outro lado, o queijo é considerado como um alimento seguro e nutritivo, sendo
uma fonte rica de célcio, fosforo e proteinas, tendo sido demonstrado que reduz a
incidéncia de diabetes tipo Il ( Mozaffarian et al., 2010; Institute of Medicine [IOM],
2011; USDA, 2011; Choi, Lee, Lee, Kim, & Yoon, 2016;). Porém, apesar dos varios
beneficios ha varias doencas agudas relacionadas ao consumo do mesmo, estando

relatados varios casos relacionados a doengas originadas por Listeria monocytogenes,
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StapHylococcus aureus e Escherichia coli (Choi et al., 2016). A microbiota dos queijos
pode conter microrganismos indesejaveis, mas contém, igualmente microrganismos
desejaveis ou benéficos, sendo que estes Ultimos contribuem para as caracteristicas
organoléticas, conservacdo e condicBes higiénicas do produto final. E importante a
biodiversidade durante o processo de maturacdo do queijo em que algumas espécies de
BAL se tornam dominantes, visto que estas sdo responsaveis pelo aroma, textura e sabor
do produto final, através da dindmica e balanco dos compostos volateis formados,
nomeadamente aldeidos, cetonas e esteres. A presenca de microrganismos patogenicos
pode estar relacionada com higiene inadequada, no entanto as BAL séo agentes de
biopreservacdo do queijo ao produzirem substancias antimicrobianas, consumirem a

lactose e baixarem o pH (Montel et al., 2014).

4.1. Microbiota benéfica

Em relagdo, especificamente, a microbiota natural benéfica do leite, esta é
dominada pelas BAL, nomeadamente por Lactobacillus spp., Streptococcus spp.,
Lactococcus spp e Enterococcus spp. e ainda por especies de Leuconostoc, as quais tém
a capacidade de preservar o queijo e competir com bactérias patogénicas e, como atras
referido, s@o as responsaveis pelas caracteristicas sensoriais tipicas do queijo (Medici,
Vinderola, & Perdigdn, 2004; Montel et al., 2014; O’Sullivan & Cotter, 2017). Embora
sejam consideradas microbiota natural, a sua presenca advém da contaminacdo da
superficie do Ubere, dos tetos, dos procedimentos e equipamento de ordenha, transporte,
superficies dos tangques e ambiente da fabrica de laticinios (Gaglio et al., 2019).

As BAL estdo distribuidas na natureza, em nichos ecologicos diversos, em
alimentos vegetais e animais, fermentados ou ndo (Booysena, Dicks, Meijering &
Ackermann, 2002; Adnan & Tan, 2007; Hwanhlem et al., 2011; Suhartatik, Cahyanto,
Rahardjo, Miyashita & Rahayu, 2014) e particularmente no leite, podendo estar presentes
no trato digestivo, respiratorio superior e urogenital inferior dos animais (Hove,
Nurgaard, & Mortensen, 1999; Rubio, Jofré, Martin, Aymerich & Garriga, 2014). O
grupo das bactérias acido laticas inclui bastonetes e cocos Gram-positivos, nao
esporulados, estritamente fermentativas, mas aerotolerantes, cujo principal produto do
metabolismo dos acucares é o acido latico (Bjorkroth & Koort, 2011; von Wright &
Axelsson, 2019).
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Podem ser consideradas como microrganismos meso ou termofilos, com
temperaturas 6timas (dependendo da espécie) entre os 30 e 42 °C, apresentando bastante
tolerdncia a ambientes acidos (Hutkins, 2006; von Wright & Axelsson, 2019).

Este grupo de bactérias, muitas das quais sdo consideradas probioticas, pode
produzir varias substancias antimicrobianas como perdéxido de hidrogénio, didxido de
carbono, diacetil, acetaldeido, bacteriocinas e acidos organicos, nos quais se inclui o acido
latico (Naidu, Bidlack & Clemens, 1999; Gaglio et al., 2019). Tais substancias vao inibir
microrganismos patogénicos deteriorantes tais como StapHylococcus spp., Listeria spp.,
Salmonella spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp., E. coli O157:H7 e coliformes (Caridi,
Micari, Caparra, Cufari, & Sarullo, 2003; Santos et al., 2016; Santos et al., 2019).
Produzem também, a partir da caseina, amino-acidos livres e posteriormente compostos
aromatizantes, degradam a gordura em acidos gordos livres através de atividades
enzimaticas diversas, contribuindo assim para a qualidade do queijo. Tem sido referido
na literatura que Lactococos, em particular L. lactis ssp. cremoris e L. lactisssplactis sdo
microrganismos importantes para melhorar o sabor devido ao seu comportamento
autolitico inato (O’Sullivan & Cotter, 2017).

Ha estudos que revelam que a dose minima diaria de culturas probioticas que é
considerada terapéutica corresponde a 100 g de produto contendo 6 a 7 log ufc/g
(Talwalkar & Kailasapathy, 2004).

4.2. Microbiota de deterioracao

A qualidade de higiénica do queijo é sem duvida influenciada pela qualidade do
leite a partir do qual é fabricado. (Aradjo-Rodrigues et al., 2020; Montel et al., 2014;
O’Sullivan & Cotter, 2017).

Para avaliar a qualidade higiénica sdo usados microrganismos indicadores de
qualidade, que sdo espécies ou grupos de microrganismos que quando presentes indicam
uma evidéncia indireta da deterioracdo potencial do produto e podem ser usados para
prever o prazo de validade (Jay, Loessner & Golden, 2005). Os microrganismos
indicadores fornecem informacGes rapidas e simples sobre falhas na producao,
processamento ou apds o processamento, ou seja, as condicdes gerais de higiene em que
os alimentos foram manipulados e armazenados (Montville & Mathews, 2008). Neste
trabalho foram avaliados os microrganismos a 30 °C e Enterobacteriaceae como

microrganismos indicadores de qualidade.
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4.2.1. Microrganismos totais a 30 °C

A contagem de microrganismos totais a 30 °C ou microrganismos aerobios totais
é o indicador de qualidade mais extensivamente usado e permite determinar 0 nimero
“total” de microrganismos num género alimenticio. Estes microrganismos sdo um grupo
numeroso englobando bactérias, bolores e leveduras capazes de crescerem a temperatura
de 30 °C em condi¢cBes de aerobiose. Permitem avaliar a qualidade higiénica,
determinando a aceitabilidade dos produtos, pois podem ser responsaveis por alteragdes
de odor, sabor ou aspeto, bem como o respeito pelas BPH e BPF (Montville & Mathews,
2008; Gorris & Cordier, 2019). No caso de se verificarem contagens elevadas de
microrganismos totais a 30 °C, estas podem indicar condi¢6es de higiene deficientes ou
falta de controlo na cadeia do processo de fabrico ou na prdpria matéria-prima (Downes
& Ito, 2001).

4.2.2. Bactérias da familia Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae é uma familia formada por bacilos Gram-negativos, aerobios
/ anaerdbios facultativos, oxidase negativos, fermentadores de glucose e produtores de
catalase. Os principais géneros de bactérias desta familia sdo Citrobater, Edwarddsiella,
Enteobacter, Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia,
Shigella e Yersinia (Adams & Moss, 2008; Todd, Greig, Bartleson & Michaels, 2009).

Estas bactérias caracterizam-se por serem ubiquitarias podendo encontrar-se no
solo, agua, plantas e, igualmente, na microbiota intestinal humana e animal, estando
presentes em alimentos crus (Ray & Bhljnia, 2014).

Destas bactérias, é de destacar a Escherichia coli que indica se existe
contaminacéo fecal no produto e se foram respeitadas as BPH. Esta bactéria em particular
encontra-se no trato gastrointestinal, sendo benéfica para o seu hospedeiro ao produzir
vitamina K2 ou prevenir a colonizacdo do trato gastrointestinal por bactérias patogénicas
ao competir com as mesmas (International Dairy Federation [IDF], 2016; Instituto
Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge [INSA], 2019). Porém, ha estirpes de E. coli
que sdo patogénicas para 0s humanos, como é o caso da E.coli O157:H7 classificada

como verotoxinogeénica (IDF, 2016).
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4.3. Microrganismos Patogénicos

Como referido anteriormente, os produtos lacteos podem ser contaminados por
varios microrganismos, incluindo patogénicos, nomeadamente, StapHylococcus aureus,
Salmonella spp., Clostridium spp. Listeria monocytogenes, E. coli verotoxigénico
(VTEC) e algumas espécies do genero Bacillus (Pintado, Gomes & Malcata, 2008;
Panthi, Jordan , Kelly & Sheehan, 2017) sendo que Salmonella spp., StapHylococcus
aureus, L.monocytogenes, e VTEC representam 0 maior risco para a seguranga do queijo
(D’Amico & Donnelly, 2017).

4.3.1. Salmonella species

Os microrganismos pertencentes ao género Salmonella pertencem a familia
Enterobacteriaceae sendo por consequéncia, anaerébios facultativos, em forma de
bastonete, Gram-negativos, nao esporulados, fermentadores da glucose. Sdo encontrados
no trato intestinal de certos vertebrados incluindo aves, repteis, animais de consumo e
Homem, sendo excretados pelas fezes e, como consequéncia, encontram-se largamente
disseminadas no meio ambiente. Podem ainda ser encontrados em plantas e protozoarios
(Jay et al., 2005; Food Standards Australia New Zealand [FSANZ], 2013; Lewis,
Melendrez & FinK, 2019). O seu crescimento pode ocorrer a temperaturas entre 5 e 47
°C e pH entre 3 e 9 com uma aw minima de 0,93, podendo sobreviver meses ou até mesmo
anos em alimentos com baixa humidade e alimentos congelados a -20 °C (FSANZ, 2013;
Lewis et al, 2019).

Estas bactérias sdo agentes de toxinfec6es alimentares, constituindo um perigo ao
originarem uma doenga incapacitante, geralmente nao fatal, de duracdo moderada, sendo
as sequelas raras (International Commission on Microbiological Specifications for Foods
[ICMSF], 2013). E o agente responsavel como primeira causa dos surtos de toxinfecoes
alimentares reportados na Europa e como segundo agente zoono6tico causador de doenca
diarreica em humanos (European Food Safety Authority [EFSA], 2019). Todas as pessoas
sdo suscetiveis de desenvolverem salmonelose, sendo 0os mais vulneraveis os idosos,
lactentes e individuos imunocomprometidos, 0s quais apresentam, por norma, sintomas
mais graves (Food and Drug Administration [FDA], 2012; FSANZ, 2013). A nivel dos
sintomas 0s principais sdo dores abdominais, nauseas, diarreia, febre, vomitos,
desidratacdo, dores de cabeca e/ou prostracdo. O inicio dos sintomas ocorre,

normalmente, 24-48 h apos a infecdo, 0s quais persistem por 2 a 7 dias. Ha casos em que
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ocorre septicemia, predominantemente em individuos imunocomprometidos (FDA, 2012;
FSANZ, 2013).

A contaminacdo do queijo pode advir do uso de leite contaminado e posterior
sobrevivéncia do microrganismo durante o processo de fabrico. Pode também ocorrer
contaminag&o durante o processo de fabrico se as medidas de higienizagdo ndo forem as
adequadas (D’Amico & Donnelly, 2017). Se se verificar a presenga de Salmonella spp.
num lote, que ja se encontre no mercado, isto vai implicar a retirada ou recolha de todo o
lote do produto (Regulamento 2073/2005).

Ja foram associados varios serovares de Salmonella a surtos de toxinfecdo
alimentar atribuidos ao consumo de leite ndo pasteurizado ou queijo produzido com este
tipo de leite (D’ Amico & Donnelly, 2017). De um modo geral, estes surtos associados ao
consumo de queijo s@o frequentemente atribuidos ao uso de leite cru proveniente de um
rebanho infetado (Austin et al., 2008; D’ Amico & Donnelly, 2017). Austin et al. (2008),
relataram um surto que envolveu 85 casos atribuido a Salmonella Newport, a qual foi
isolada dos doentes, de um queijo tipo Mexicano feito de leite cru de um produtor local.
Em 1999, ocorreu um surto por consumo de queijo produzido com leite cru por
Salmonella Oranienburg ndo tendo sido detetada a estirpe no leite cru. A investigacédo
concluiu que a contaminacéo foi originada em aves com fezes positivas e que circulavam
nas imediacdes da zona de fabrico, sendo por conseguinte, devido a contaminacao
ambiental durante o processamento (Allerberger et al., 2000). Nos EUA, entre 1998 e
2011, ocorreram 38 surtos que tiveram como veiculo queijo produzido com leite ndo
pasteurizado, 13 destes surtos correspondentes a 34%, foram causados por diferentes
serovares de Salmonella (Gould, Mungai & Behraves, 2014). Na Europa foram
reportados 9 surtos atribuidos ao consumo de queijo no ano de 2018, representando cerca
de 3% da totalidade dos surtos por Salmonella spp.. No periodo entre 2010 e 2017 foram
100 os surtos reportados na Europa (EFSA, 2019).
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4.3.2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva que pertence a familia
Listeriaceae, é anaerdbia facultativa em forma de bastonete. Apresenta atividade
hemolitica em agar sangue sendo uma das caracteristicas que permite distinguir esta
espécie de outras pertencentes ao género Listeria. Tem a capacidade de sobreviver em pH
de 4,4 a 9,6, temperatura de 0 a 45 °C e aw baixa, 0,90 (Carpentier & Cerf, 2011; Lianou
& Koutsoumanis, 2013; ASAE, 2019a; Ryser et al., 2019). Apresenta uma distribuicdo
ubiquitéria podendo ser encontrada no solo, pastagens, vegetacdo, esgotos, agua
superficial, fezes de animais e humanos, doentes ou portadores assintomaticos (Donelly,
2001; Ryser et al., 2019; Papi¢, Kusar, Zdovc,Golob & Pate, 2020). Além do referido
anteriormente, as bactérias do género Listeria toleram condicfes de altas concentracdes
de cloreto de sodio, cerca de 10 a 12%, sobrevivendo a 25,5% de NaCl (Donelly, 2001;
Ryser et al., 2019). Todas estas caracteristicas explicam a sua presenga nos mais variados
alimentos (Ryser et al., 2019).

E 0 agente que causa listeriose nos humanos e nos animais, uma infecdo com um
elevado grau de fatalidade associada com a ingestdo de alimentos contaminados (Melo,
Andrew, & Faleiro, 2015; Papi¢ et al., 2020).

A listeriose € uma doenca que constitui um problema grave em saude publica
devido a severidade da doenga que se manifesta por septicémia, meningite, aborto,
elevada taxa de letalidade, 20 a 30%, e que apresenta um periodo de incubacao que pode
ir até 70 dias (Ryser et al., 2019). E uma doenca que ocorre em grupos de risco bem
definidos que incluem mulheres gravidas, recém-nascidos, adultos imunocomprometidos
e idosos, sendo gque nos adultos e recém-nascidos, as manifestacdes desta doenca sao,
frequentemente, de septicemia e infecBes meningeas, nos casos mais graves. Nos casos
menos severos causa sintomas semelhantes a gastroenterite. Nas gravidas, a infecdo
ocorre geralmente no terceiro trimestre de gestacdao, com sintomas ligeiros, confundindo-
se com os da gripe, mas muito graves para o feto, podendo resultar em aborto ou nado
morto. (ASAE, 2019a; Ryser et al., 2019). O grau de viruléncia e consequentemente a
gravidade da infecdo, pode variar entre diferentes estirpes da bactéria, ndo estando
determinada a dose minima infeciosa para humanos, dependendo da estirpe e do estado
imunitario do hospedeiro e da composicdo do alimento nomeadamente, teor de sal, aw e
acidez (McLauchlin, Mitchell, Smerdon, & Jewell, 2004).
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A contaminacdo de matérias-primas utilizadas na producéo de certos produtos
alimentares e de alimentos ndo processados é frequente, sendo a contaminacdo pods-
processo na fabrica muito importante. E particularmente relevante em produtos que nio
sofrem processos térmicos, nomeadamente, derivados lacteos. E de salientar a capacidade
que esta bactéria tem de formar biofilmes nos ambientes de processamento, quer seja nas
superficies de trabalho quer nos equipamentos utilizados, dificultando, desta forma, a sua
eliminacéo no decorrer dos processos de limpeza e de desinfecdo (ASAE, 2019a).

Este agente emergiu como um importante patogénico de origem alimentar na
altima metade do século 20, sendo hoje reconhecido que o consumo de alimentos
contaminados constitui a principal via de transmissdo ao Homem. Tal facto ficou a dever-
se a varios surtos atribuidos ao consumo de alimentos que revelaram a presenca desta
bactéria, ocorridos nos Estados Unidos, Canada e Europa, na década de 1980 (Farber &
Peterkin, 1991). Um destes grandes surtos ocorreu entre Janeiro e Agosto de 1985 em
Los Angeles, o qual envolveu 142 casos dos quais 48 mortais (20 fetos, 10 recém-
nascidos e 18 adultos). O alimento implicado foi um queijo tipo mexicano tendo sido
isolada uma estirpe de L. monocytogenes 4b a partir do alimento e do ambiente da fabrica
(Santos & Novais, 1991; Linnan et al., 1998; Ryser et al., 2019).

Posteriormente, diversos surtos de listeriose com elevada morbilidade e
mortalidade tém sido associados ao consumo de leite cru ou produtos fabricados com leite
cru, nomeadamente queijos de pasta mole (Lundén, Tolvanen & Korkeala, 2004). De
facto, inUmeros estudos tém demonstrado a presenca de Listeria spp. incluindo L.
monocytogenes, no ambiente de fabricas de laticinios, em cubas, paredes das camaras de
frio, escovas de lavagem dos queijos, drenos, tapetes, botas (D’ Amico & Donnelly, 2017;
Ferraz, 2017; Sonnier et al., 2018), motivo pelo qual podem ocorrer contaminagdes nos
produtos alimentares ao longo do processo de fabrico.

Entre 1983 e 1987, na Suica, ocorreu um surto, o qual envolveu 122 casos, 31 dos
quais morreram, por contaminacdo do queijo Mont d’Or, levando ao encerramento desta
fabrica (Santos & Novais, 1991; Ryser et al., 2019). Um outro surto ocorreu em 2000,
nos USA, afetou 13 pessoas, 12 das quais eram mulheres gravidas, tendo ocorrido 5 nados
mortos, 3 partos prematuros e 3 recém-nascidos infetados. O surto foi associado a queijo
tipo mexicano processado a partir de leite cru (MacDonald et al., 2005). Para além dos
referidos, em Franca, em 1995, verificou-se um surto associado a queijo de pasta mole
fabricado com leite ndo pasteurizado (Lundén et al., 2004). Em 2001, na Suécia, 48

pessoas adoeceram tendo o surto sido associado ao consumo de queijo fresco produzido
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a partir de leite cru (Carrique-Mas et al., 2003). Em 2003 nos USA, Texas um surto que
envolveu 12 pessoas foi devido a queijo fresco mexicano (Swaminathan & Gerner-Smidt,
2007). Em 2006, através do consumo de queijo de pasta mole, na Republica Checa,
adoeceram 78 pessoas, as quais foram todas hospitalizadas e 13 faleceram (EFSA, 2007).
No ano seguinte, na Noruega, igualmente pelo consumo de queijo de pasta mole,
ocorreram 21 casos, 5 dos quais mortais (EFSA, 2009). Em Portugal foi realizado um
estudo retrospectivo o qual envolveu 25 hospitais e que conduziu a dete¢do de um surto
que ocorreu entre marco de 2009 e Fevereiro de 2012. O surto envolveu 30 casos
maioritariamente em Lisboa e Vale do Tejo, 11 dos quais faleceram. O alimento associado
foi queijo fabricado com leite de vaca e cabra pasteurizado. A fabrica suspendeu a
laboracdo durante 15 dias. Apds a aplicacdo de adequadas medidas de limpeza e
desinfecdo, foram colhidas amostras que ndo voltaram a apresentar-se positivas
(Magalhaes et al., 2015).

4.3.3. Estafilococos coagulase positiva

O género StapHylococcus pertence a familia Micrococcaceae sendo constituido
por cocos Gram-positivos, que vistos ao microscopio surgem aos pares, pequenas cadeias
e, mais frequentemente em forma de cacho (FDA, 2012). S&o imdveis, capsulados e ndo
esporulados, sendo anaerdbios facultativos, produtores de catalase e de acidos por
degradacdo da glucose em aerobiose ou anaerobiose. Dentre as espécies pertencentes a
este género, valorizam-se os estafilococos produtores de coagulase que maioritariamente
pertencem a espécie StapHylococcus aureus, a qual esta frequentemente presente no
nariz, garganta, pele e cabelo de seres humanos saudaveis e animais (Bell, Neaves &
Williams, 2005; Adams & Moss, 2008; ASAE, 2019b;). Esta bactéria apresenta algumas
caracteristicas de resisténcia unicas que facilitam a sua contaminacdo e multiplicacdo nos
alimentos (Park & Seo, 2019).

No que se refere as bactérias patogénicas, StapHylococcus aureus é das mais
resistentes ao stress ambiental tendo a capacidade de sobreviver por extensos periodos a
um estado de secura, sendo disseminadas por particulas de poeira que se encontram no ar
e nas mais diversas superficies e a elevadas temperaturas, podendo sobreviver a condi¢des
de temperaturas de 60 °C por 15 min (FDA, 2012; ASAE, 2019b; Park & Seo, 2019)

A bactéria referida consegue desenvolver-se em ambientes com temperaturas

entre 6 e 48 °C, tendo, no entanto, uma temperatura 6tima de crescimento maximo entre
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35 e 37 °C. Caracteriza-se, ainda, por sobreviver a periodos de congelacdo, a temperaturas
inferiores a -20 °C. Consegue crescer, ainda, em ambientes com pH de 4 a 10, com um
pH 6timo a 6-7, aw inferior a 0,86 e concentracdo de NaCl entre 5 e 7%, sendo que
algumas estirpes resistem a concentracfes de 20% (European Commission [EC], 2003;
ASAE, 2019b; Park & Seo, 2019).

Estafilococos coagulase positivas sdo ubiquitarias, estando presentes no meio
ambiente, mais especificamente no ar, agua, esgotos, poeira, superficies ambientais e,
naturalmente, nas mucosas de animais e humanos, sendo estes Ultimos o principal
reservatdrio de estirpes produtoras de enterotoxinas. Deste modo, 0 Homem constitui uma
fonte importante na disseminacao para os alimentos (Pereira, Pereira, Serreno & Bergdoll,
2000; EC, 2003; ASAE, 2019b; Park & Seo, 2019). Os manipuladores de alimentos
podem ser portadores desta bactéria, ndo apresentar sintomas e sdo uma importante fonte
da sua disseminacdo para outros humanos e para os alimentos (Park & Seo, 2019). Tendo
em conta que 0s humanos sdo 0 maior reservatorio, a transmisséo desta bactéria para os
alimentos ocorre, maioritariamente, através da manipulacdo dos mesmos, podendo feridas
infetadas ser um veiculo importante de contaminacdo. lgualmente, pode colonizar
equipamentos utilizados no processo de producdo em zonas que se caracterizam por se
apresentarem mais dificeis de realizar a limpeza. Adicionalmente ao referido
anteriormente, acrescenta-se ainda a ma utilizacdo da temperatura no processo de
transporte e conservacao do alimento que pode levar a multiplicacdo de microrganismos
como Estafilococos coagulase positivos, sendo, desta forma, um fator de controlo para
verificar a qualidade dos produtos alimentares (ASAE, 2019b; Park & Seo, 2019).

Algumas estirpes apresentam a capacidade de produzir enterotoxinas (SE),
proteinas extracelulares hidrossolUveis, termoestaveis e resistentes a acdo proteolitica de
enzimas digestivas, as quais constituem o agente causal da intoxicacdo provocada por
este microrganismo (Park & Seo, 2019). A bactéria pode ser destruida pelo processo de
pasteurizacao, porém as enterotoxinas ja formadas séo resistentes aos processos térmicos.

Os sintomas dependem da quantidade de toxina que foi ingerida, surgindo entre 1
e 7 horas apds o consumo, considerando-se que tem de estar presente numa concentragdo
minima de 10° a 10° ufc/g de alimento para que exista toxina suficiente para causar
doenca, 100 a 200 ng. Os sintomas mais relatados sdo nauseas e vomitos compulsivos,
podendo ser acompanhados de diarreia e dores abdominais, sendo a evolugdo clinica
favoravel com os sintomas a desaparecer ao fim de 48 h (Forsythe, 2002; Ray & Bhljnia,
2014; ASAE, 2019b).
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E de extrema importancia o controlo desta intoxicacdo através do controlo da
temperatura dos Vvarios processos, higiene do pessoal e cumprimento de BPH para que,
mesmo presente em baixas concentragdes, ndo se multiplique nem produza toxinas
(ASAE, 2019b).

Os queijos tradicionais produzidos a partir de leite de ovelha cru, muitas vezes
apresentam niveis de contaminacéo microbioldgica elevada, a qual inclui S. aureus, e que
é inerente a origem e ao processo de producao destes géneros alimenticios. Este agente é
o0 responsavel mais importante por mastites em animais produtores de leite, sendo isolado
em taxas de 20%-30% em leite de vaca e 30%-40% em leite de cabra e ovelha (D’ Amico
& Donnelly, 2017).

Foram reportados varios casos de toxinfecdo em varios paises europeus tendo
como um exemplo o caso de Franca, pais onde em 2009, ocorreram 6 surtos em que
adoeceram 26 pessoas, pelo consumo de queijo de pasta mole fabricado com leite de vaca
nédo pasteurizado (Osty et al, 2010).
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Capitulo 111 — Avaliacdo do pH e a sua relacdo com o desenvolvimento de

microrganismos no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturagao
1. Objetivos

Dentro do contexto apresentado, a presente dissertagéo foi realizada com o intuito
de analisar as alteragcOes verificadas no crescimento de microrganismos ao longo do
processo de maturagé@o de queijos de Azeitdo. Pretende-se relacionar o desenvolvimento
de microrganismos ao longo da maturacéo do queijo com o pH verificado no decorrer da

mesma, assim como 0s potenciais danos que podem advir para o ser humano.
Assim, o presente estudo teve como objetivos gerais:

e Avaliar a variacdo nos niveis de microrganismos existente, em trés tempos
diferentes, ao longo do processo de maturagao;

e Determinar qual o pH minimo que o queijo analisado atinge durante o processo
de maturacéo;

e Determinar a possivel correlacdo entre a variacdo de pH e a variagédo do nivel de

microrganismos presentes.
Os objetivos especificos foram os seguintes:

e Determinar a presenca dos microrganismos patogenicos Listeria monocytogenes
e Salmonella spp e contagens de estafilococos coagulase positiva ao longo do
processo de maturagao;

e Avaliar os niveis dos indicadores de qualidade, microrganismos a 30 °C e
Escheria coli ao longo do processo de maturacéo;

e Determinara qualidade final do queijo perante critérios microbiolégicos;

e Verificar o cumprimento da legislacdo nos parametros aplicaveis.
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2. Materiais e métodos

2.1. Amostras em estudos

As amostras foram recolhidas de forma o mais aleatoria possivel, para ndo haver
possibilidade de falsear resultados, com o principal intuito de entender e caracterizar ndo
sO 0s potenciais microrganismos existentes como a sua possivel correlacdo a variacéo do
pH do queijo analisado durante a sua fase de maturacao.

As amostras de queijo foram provenientes de uma unidade fabril de producéo de
queijos de Azeitdo, onde se produz queijos DOP (Denominagéo de origem protegida) e
queijos ndo DOP, em nimero de 125. Efetuaram-se determinacBes de pH na propria
fabrica, na totalidade das amostras (37 DOP e 89 ndo DOP) ao longo de 20 dias, que
correspondem ao periodo da cura do queijo.

Em 31 queijos de lotes diferentes (11 DOP e 20 ndo DOP) foram efetuadas
determinag6es microbioldgicas, estas foram efetuadas no Laboratorio de Microbiologia
do Departamento de Alimentacdo e Nutricdo (DAN) do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, I.P (INSA), entre os meses de Outubro de 2017 e Fevereiro de
2018. As amostras foram transportadas numa mala isotérmica, seguindo o preconizado
na norma 1SO 7218.

As analises microbioldgicas foram realizadas nos 31 queijos, em 3 periodos de
tempo diferentes, sendo a primeira efetuada no dia de elaboracéo do queijo, a segunda a
meio do periodo de cura do queijo e a Ultima, no ultimo dia de cura do mesmo. Efetuou-
se a quantificacdo de microrganismos totais a 30C°, estafilococos coagulase positivo e
Escherichia coli. A detecdo de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. foi efetuada em
25 queijos, no primeiro e no ultimo dia de cura. Foi também analisada
microbiologicamente uma amostra de leite da regido e de leite de fora da regido, neste foi

feito apenas uma Unica analise, efetuada no dia da rececdo do leite.
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2.2. Analise Fisico-quimica
2.2.1. Medicéo do pH
A medicéo de pH foi efetuada com o auxilio de um potenciémetro pH portéatil (HI

99165, Hanna Intruments, Limena, Italia) com elétrodo de sélidos, previamente calibrado
com solucbes padrédo pH=4 e pH=7. A medic&o foi efetuada nas instalagdes da queijaria,
diariamente, durante um periodo de 20 dias, por introducdo direta do elétrodo no produto,

exceto nos dias ndo Uteis, em que as instalagdes fabris se encontravam encerradas.

2.3. Andlises Microbiolégicas
2.3.1. Preparacgédo das amostras
De cada queijo foi realizada uma toma homogénea, em condicdes de assepsia e de

forma aleatéria, de diversos locais (10% de casca e 90% de massa), para um saco
esterilizado e devidamente identificado com o nimero da amostra e a data da execugéo
da analise. Dessa amostra, foi pesada numa balanca digital PM 2000 (Mettler-Toledo AG,
Laboratory and Weighing Technologies, Greifensee, Switzerland), com a ajuda do abre
sacos, uma toma de 25g. De seguida, foi adicionada Agua Peptonada Tamponada (APT)
(bioMérieux®, SA, Marcy |"Etoile, Franca), de forma a perfazer uma diluicao inicial 10"
! tendo-se procedido a homogeneizagdo da mesma durante 1 min, no agitador peristaltico
(Stomacher®, modelo 400 Circulator, Seward Limited, London, UK), a 230 batimentos
por minuto, sendo que esta dilui¢do se destina a contagem de microrganismos e pesquisa
de Salmonella spp. A APT é um meio ndo seletivo rico em nutrientes que permite que
células de microrganismos em baixo nimero ou lesadas recuperem antes de serem
introduzidas num meio seletivo (bioMérieux, 2016).

De seguida, foi realizado o mesmo procedimento com uma toma de 25 g da
amostra, as quais se adicionaram 225 ml de Frazer % (bioMérieux®, SA, Marcy | Etoile,
Franca), meio de enriquecimento seletivo primario, para pesquisa de Listeria
monocytogenes. Esta suspensdo, foi colocada na estufa a 30 °C+1 °C durante 24/26 h
(Sanyo, modelo MIR-153, Gunma, Japdo). Trata-se de um meio de pré-enriquecimento
seletivo que contém uma base nutritiva com uma mistura de peptonas, um tampao para a
estabilizacdo do pH favoravel a multiplicacdo das espécies de Listeria e 0s agentes
seletivos cloreto de litio, acriflavina e acido nalidixico (bioMérieux, 2014a).

O remanescente da amostra inicial, foi reservado no frigorifico (Fiocchetti, Lobar

140, Luzzara, Italia) a uma temperatura de 3 °C+2 °C, até a obtencéo dos resultados.
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2.3.2. Preparacéo das diluigfes decimais

As dilui¢bes decimais sucessivas tém como objetivo reduzir quantitativamente
(10x) o numero de unidades formadoras de colonias (ufc) presentes na amostra até nivel
que permita a sua contagem. Para a preparagao das dilui¢des foi usado o diluente Triptona
Sal (TS) (Biokar, Diagnostics™, Beauvais, Franca), o qual foi formulado para assegurar
uma perfeita dispersdo dos microrganismos sem os inibir e sem promover multiplicagéo.
E constituido por triptona e por cloreto de sodio que o torna numa solugdo isotonica
(BIOKAR Diagnostics, 2018). Foi retirado 1 ml da suspenséo inicial, com a ajuda de um
auxiliar de pipetagem elétrico (Brand, Accut-jet prd) e uma pipeta esterilizada de 2 ml e
transferido para um tubo, contendo 9 ml de triptona sal e homogeneizou-se no vortex
(Janke e Kunkel, VF2, Ika, Staufen, Alemanha), obtendo-se desta forma a diluicdo 102,
Este processo foi repetido sucessivamente, até se obter a diluicdo 107, de acordo com o
ilustrado na Figura 3. A pipeta esterilizada foi trocada entre cada diluicao.

L L e e

-1 -2 -3 -4 -5 -6 7
10 10 10 10 10 10 10

Susp-mae

Figura 3 - Diagrama esquematico das diluicGes decimais sucessivas

49



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

2.4. Ensaios Microbioldgicos
2.4.1. Fundamento da metodologia utilizada

Para a realizagdo da contagem de microrganismos totais a 30 °C, Estafilococos
coagulase positiva e Escherichia coli foi utilizada a metodologia TEMPO® (bioMérieux®
SA, Marcy I’Etoile, Franca). O teste TEMPO®é composto por um frasco contendo o meio
de cultura desidratado e uma carta, especificos para cada teste. O meio de cultura €
semeado com a amostra a testar. O conjunto é transferido para os 48 pocos de trés volumes
diferentes da carta, gracas ao equipamento TEMPO Filler, o qual permite que a carta seja
cheia e hermeticamente selada, para garantir a manipulagcdo posterior sem risco de
contaminacdo. A carta foi concebida com base no método de Numero Mais Provéavel
(NMP). O sistema TEMPO Reader, deduz o nimero de microrganismos presentes
inicialmente na amostra, através do nimero de pogos positivos obtidos, em relacdo ao
volume dos pocos e a diluicdo da amostra, apos incubacgéo, segundo um célculo baseado
no método do NMP.

Para a realizacdo da pesquisa de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes foi
utilizado o teste qualitativo automatizado VIDAS® (bioMérieux® SA, Marcy I’Etoile,
Franca), o qual permite a detecdo presuntiva de cada um destes patogénicos. Este teste é
um teste imunoenzimatico, que possibilita a detecdo de antigénios de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes pelo método ELFA (Enzyme Linked Flurescent Assay) no
aparelho VIDAS®. Este necessita da utilizagdo de um cone (SPR®), de utilizagdo Unica,
o qual serve de fase sélida visto que o interior do mesmo, esta coberto por anticorpos anti-
Salmonella (kit VIDAS® SLM) ou anti-L. monocytogenes (kit VIDAS® LMO?2),
respetivamente, adsorvidos na sua superficie e de sistema de pipetagem para o teste. Para
a realizacao deste teste, é necessario também a utilizacdo de uma barrete, composta por
10 pocos, em que o primeiro apresenta a parte perfurada de forma a facilitar a introducéo
da amostra, o ultimo € uma cuvete que permite a leitura por fluorimetria e 0s pocos
intermédios contém os diferentes reagentes necessarios a analise. Os reagentes do teste,
estdo prontos a ser utilizados e pré-repartidos nas barretes seladas. Todas as etapas do
teste sdo realizadas automaticamente pelo equipamento. O meio da reacdo é aspirado e
dispensado varias vezes através do cone. Uma aliquota do caldo de enriquecimento é
colocada no primeiro poco da barrete. Os antigénios eventualmente presentes vao fixar-
se aos anticorpos anti-Salmonella spp. ou anti-L. monocytogenes, fixados no interior do

cone. Os elementos livres sdo eliminados por lavagem. Em seguida, 0s anticorpos
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conjugados com fosfatase alcalina sdo aspirados e dispensados no cone, fixando-se aos
antigénios, que ja se encontram fixados aos anticorpos presentes na parede do cone. As
etapas de lavagem seguintes removem o conjugado livre. Durante a etapa de conjugagéo
final, o substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) € submetido a um ciclo de aspiracéo e
dispensacdo do cone. A enzima do conjugado catalisa a hidrélise deste substrato, num
produto final florescente (fosfato de 4-metil-umbeliferona), cuja florescéncia é medida a
450 nm.

Terminado o teste, os resultados sdo analisados automaticamente pelo
equipamento, que fornece um valor de teste para cada amostra. O aparelho efetua duas
medicOes de fluorescéncia, na cuvete de leitura das barretes de reagente, para cada
amostra testada. A primeira leitura, corresponde ao branco da cuvete, antes do substrato
entrar em contacto com o cone. A segunda leitura é efetuada apés a reacdo do substrato
com a enzima presente no cone. O célculo do RFV (Relative Flurescence Value) é o
resultado da diferenca das duas medi¢fes. Os resultados s@o expressos em positivo ou
negativo (bioMérieux, 2018a; bioMérieux, 2018b).

lor d RFV amostra Valor do teste Interpretacao
Valor do teste = RFV calibrador
<0.05 Negativo
>0.05 Positivo

Tabela 7 — Interpretacdo do resultado do teste RFV.
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2.4.2. Contagem de microrganismos totais a 30 C°, estafilococos coagulase

positivos e Escherichia Coli

A metodologia TEMPO foi validada de acordo com o indicado nos Regulamento
(CE) 2073/2005 e Regulamento (EU) 2019/229, tendo com referéncia as respetivas
normas 1SO.

Para a realizacdo da contagem de microrganismos totais a 30 C° utilizou-se o teste
TEMPO® AC (Flora total), o qual é um teste automatizado no sistema TEMPO®, que
permite a contagem de microrganismos aerébios mesofilos presentes nos produtos
alimentares. Este teste foi desenvolvido para obter desempenhos analogas aos da norma
ISO 4833-1.2013 (bioMérieux, 2014b),

Para a realizagio deste teste, TEMPO®AC, foi separado um frasco de meio de
cultura especifico que se encontrava a temperatura ambiente antes da utilizagdo. A
amostra a testar no TEMPO® foi identificada, através da introdugdo da referéncia no
teclado ou utilizando o leitor de cddigo de barras do posto de preparacdo. O meio de
cultura foi hidratado, por adicdo de 3.9 ml de agua destilada esterilizada. Com uma pipeta
estéril de 2 ml e com um piptador automatico (Brand, Accut-jet pro) foi retirado 0,1 ml
do compartimento com filtro do saco TEMPO®, onde se encontrava a suspens3o inicial
sendo de seguida transferido para o frasco do meio de cultura. Esta mistura foi
homogeneizada no agitador vortex (Janke e Kunkel, VF2, Ika, Staufen, Alemanha)
durante, aproximadamente 5 s. Os 4 ml de meio semeados corresponderam a uma diluigcdo
de 1/400 da amostra. O frasco, foi entdo colocado, semeado num suporte de enchimento
e em frente, com o tubo de transferéncia imerso no frasco, a respetiva carta. O suporte foi
introduzido no TEMPO® Filler e iniciou-se o ciclo de enchimento. O meio semeado, foi
aspirado na totalidade da carta. Apds o enchimento da carta, o equipamento TEMPO®
Filler cortou e selou os tubos de transferéncia. O suporte de enchimento foi retirado do
equipamento tendo o cuidado de, visualmente, confirmar que os fracos se encontravam
vazios. Todo este processo foi repetido a partir das diluicdes 103, 10° e 107. As cartas
foram entdo transferidas para suportes de incubacéo, os quais foram colocados na estufa
a 30 °C+1 °C durante 48 horas (Sanyo, MIR-153, Gunma, Japdo). Durante a incubacao,
0S microrganismos presentes na carta, degradam o substrato do meio de cultura e
permitem o aparecimento de um sinal florescente, detetado pelo equipamento TEMPO®
Reader.

Terminado o tempo de incubacdo, o suporte de incubacdo foi colocado no

TEMPO® Reader, o qual associa automaticamente a identificacdo da amostra com o tipo
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de teste, a diluicéo e os resultados da contagem. Os resultados foram expressos em ufc/g
de produto inicial. Na Figura 4 pode observar-se a representacdo esquemaética da
metodologia.

Para a realizacdo da contagem de Estafilococos coagulase positiva (Figura 4), foi
utilizada a mesma metodologia com o teste TEMPO® STA. Este teste foi desenvolvido
de forma a obter desempenhos analogos aos da norma ISO 6888-2 (bioMérieux, 2019).

Neste teste, a hidratacdo do meio de cultura foi efetuada com 3 ml de agua
destilada esterilizada, sendo a restante metodologia igual a referida para o teste AC. Neste
caso, 0s 4 ml de meio semeado obtidos, corresponderam a uma diluicdo de 1/40 de
amostra. Tal como para o teste AC, foram igualmente inoculadas as dilui¢des 103, 10° e
107. As cartas incubaram durante 24/27 h na estufa a 37 °C+1 °C (Sanyo, MIR-252,
Gunma, Japéo). Este meio de cultura tem um indicador de pH florescente, a um pH neutro
ha emissdo de um sinal detetado no TEMPO® Reader. No decurso da incubagio, os
estafilococos presentes na carta assimilam os elementos nutritivos do meio de cultura,
originam uma diminuicdo de pH e o desaparecimento do sinal florescente.

Para a realizacdo da contagem de Escherichia coli foi utilizado o teste TEMPO®
EC, que foi desenvolvido para obter o desempenho analogo ao da norma 1ISO 16649-2
(bioMérieux. 2018c).

Este teste foi elaborado exatamente como o anterior (Figura 4), mas apenas a partir
da diluicdo 101, A reagdo que ocorre durante a incubacéo, é devida a atividade da R-
glucuronidase presente nas bactérias Escherichia coli, as quais degradam o substrato do
meio de cultura e permitem o aparecimento de um sinal florescente, detetado pelo
aparelho TEMPO® Reader.
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Figura 4 - Diagrama esquematico do procedimento para a pesquisa de AC ST e EB, através do
método automatizado TEMPO®

2.4.3. Pesquisa de Salmonella species

Para a pesquisa de Salmonella spp. utilizou-se 0 método VIDAS® SLM, cujo
diagrama esquematico pode ser observado na Figura 5. Este teste foi desenvolvido de
modo a obter desempenho analogo ao da norma ISO 6579-1: 2017 (bioMérieux 2018a).
Primeiramente, foi necessario incubar o saco com a suspensao inicial em estufa (Sanyo,
MIR-154-PE, Gunma, Japdo) a 37 °C £1 °C, durante 16/20 h. Apoés a incubacdo, foram
transferidos com uma pipeta esterilizada de 1 ml, 0,1 ml do caldo de pré-enriquecimento
para um tubo contendo o meio de SX2 (bioMérieux®, Marcy, |'Etoile, Franca), o qual foi
homogeneizado no agitador vortex (Janke e Kunkel, VF2, Ika, Staufen, Alemanha). O
tubo de ensaio foi devidamente identificado com o numero da amostra e a data de
execucdo e colocou-se na estufa (Panasonic, MIR-154-PE, PHC Europa, Holanda) a 41,5
°C+1 °C, durante 24 h. O meio SX2 (bioMérieux®,SA, Marcy, | Etoile, Franca) é o meio
de enriquecimento seletivo usado nesta metodologia de pesquisa de Salmonella spp.,

sendo que a sua composicdo favorece a multiplicacdo das bactérias deste género e inibe

54



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

a microbiota competitiva, aumentando assim as hipoteses de detecdo (bioMérieux,
2014c).

No fim do periodo de incubac&o, efetuou-se o teste VIDAS®. Para isso, utilizaram-
se barretes do VIDAS®, para as quais foram transferidas 500 pl com a ajuda de uma
micropipeta (Gilson, P1000, Middleton, EUA), a partir do meio SX2, para o0 primeiro
poco existente na barrete. Esta foi a inativar no bloco térmico VIDAS® Heat and Go
(Techne, DB-3D, bioMérieux®, SA, Marcy |""Etoile, Franca), durante 15 min a uma
temperatura de 131 °C sendo de seguida arrefecida durante 10 min, apds o que foi
colocada no equipamento VIDAS®. Os resultados obtidos fornecidos pelo equipamento,

foram expressos em positivo ou negativo.
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Figura 5 - Diagrama esquematico do procedimento para a pesquisa de Salmonella spp. através
do método imunoenzimatico VIDAS®

2.4.4. Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para a pesquisa de L. monocytogenes utilizou-se 0 método VIDAS® LMO2, sendo
que teste foi desenvolvido de modo a obter desempenho analogo ao da norma ISO 11290-
1: 2017 (bioMérieux 2018b). Como se pode verificar na Figura 6, a diluicdo inicial com
0 meio de enriquecimento seletivo primario, foi incubada a 30 °C+1 °C durante 24 h

(Sanyo, MIR-153, Gunma, Japdo), ap6s o que se passou 0,1 ml, com a ajuda de uma
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pipeta estéril de 1 ml, para um tubo com 10 ml de meio de Fraser meio de enriquecimento
seletivo secundério (bioMérieux® SA, Marcy, |'Etoile, Franca). O meio foi
homogeneizado no agitador vortex (Janke e Kunkel, VF2, Ika, Staufen, Alemanha), sendo
posteriormente incubado durante 24 horas a 37 °Cx1 °C (Sanyo, MIR-252, Gunma,
Japdo). O meio Fraser apresenta uma constituicdo semelhante ao meio Fraser ¥2 com a
diferenca de que o segundo apresenta metade da concentragéo dos inibidores do primeiro,
permitindo desta forma, durante o primeiro enriquecimento, um melhor crescimento das
células eventualmente lesadas (bioMérieux, 2014d).

No dia seguinte, foram transferidos 500 ul, com a ajuda da micropipeta (Gilson,
P1000) para o primeiro pogco da barrete a qual foi seguidamente introduzida no

equipamento VIDAS®. Os resultados obtidos foram expressos em positivos e negativos.
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Figura 6 - Diagrama esquematico do procedimento para a pesquisa de Listeria monocytogenes
através do método imunoenzimatico VIDAS®
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2.4.5. Pesquisa de Enterotoxina Estafiloccica

A pesquisa de enterotoxina estafilocdcica (tipos A a E) foi efetuada de acordo com
0 método descrito na norma I1SO 19020:2017, método horizontal para a detegdo
imunoenzimatica de enterotoxinas estafilocdcicas em alimentos, com concentragdo por
didlise (Silva et al., 2018). Este método é o recomendado pelo Laboratério e Referéncia
da Uniédo Europeia (EURL) e o indicado no Regulamento (CE) 2073/2005, alterado pelo
Regulamento (UE) 229/2019. Esta pesquisa foi efetuada em 13 amostras, pertencentes a
lotes de queijo que revelaram contagens de estafilococos coagulase positiva >10° ufc/g,
em pelo menos uma das amostras efetuadas em 3 periodos diferentes. De cada lote, foi
selecionada a amostra correspondente ao Ultimo dia do periodo de maturacdo, dado que
estas correspondem as amostras que poderdo ser comercializadas e disponibilizadas aos
clientes, de acordo com o preconizado no Regulamento (CE) 2073/2005.

2.45.1. Preparacéo da amostra

Foram pesadas na balanca digital PM 2000 (Mettler-Toledo AG, Laboratory and
Weighing Technologies, Greifensee, Switzerland), 25 g de cada amostra de queijo, para
um saco proprio para o homogeneizador peristaltico, as quais se adicionaram 40 ml de
agua destilada previamente aquecida até 38 °C£2 °C, sendo depois colocadas no agitador
peristaltico (Stomacher®, modelo 400 Circulator, Seward Limited, London, UK), a 230
BPM durante 3 min. Posteriormente, o saco com a amostra foi colocado em agitador
orbital VXR Basic durante 30 min, a temperatura ambiente, para permitir a difusdo das

toxinas.
2.4.5.2. Extracao

A porcdo liquida da amostra, foi entdo pipetada para tubos de centrifuga e foi
acidificada até pH a 3,5+0,5 com acido cloridrico (1M) ap6s o que foi a centrifugar a
3100 rpm durante 15 min, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo de centrifuga e o pH foi neutralizado a pH 7,4-7,6 com hidroxido de sodio
(1M), indo novamente a centrifugar nas mesmas condi¢Ges. No final da centrifugacéo,

retira-se a fase aquosa, estando assim concluida a etapa de extracao.
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2.45.3. Dialise - Concentracao

Antes de utilizar a membrana de didlise foi necessario mergulhéd-la em &gua
destilada a temperatura ambiente durante um minimo de 30 min, sendo posteriormente
lavada, exterior e internamente, igualmente com &gua destilada. Seguidamente, uma das
extremidades foi fechada com dois nés, para que a membrana pudesse ser cheia com 0
extrato obtido, com o auxilio de um funil com filtro adequado. Ap6s o enchimento, a
membrana foi colocada no interior de uma proveta, sendo a sua outra extremidade selada
com uma mola que, em simultaneo, prendia a membrana a entrada da proveta, permitindo
manté-la esticada em posicdo vertical. A proveta foi cheia com uma solucédo de Poli
Etileno Glicol (PEG) a 30%, até que toda a membrana ficasse submersa na solugdo, como
se pode observar na Figura 7.

Figura 7 - Concentracdo do extrato atraves de membrana de dialise submersa em PEG
(Fonte: Laboratério de Microbiologia, DAN, INSA)

Os extratos foram entdo colocados em refrigeracdo a 53 °C, onde permaneceram
até ao dia seguinte, de forma a permitir a concentracdo das toxinas. As membranas de
dialise foram entdo retiradas das provetas e lavadas por fora com agua destilada para
remover todos os residuos de PEG. A membrana foi aberta numa das extremidades tendo
sido colocados, no seu interior, com auxilio de uma pipeta, pequenas porc¢des de Tampéo
Fosfato (PBS), até um total de cerca de 5 ml, tendo o cuidado de ir lavando as paredes
internas de modo a arrastar o seu contetido para o fundo da membrana. Quando as paredes
da membrana se revelaram limpas e transparentes, o seu conteudo foi transferido para um
tubo. A partir deste, 500 pl do extrato concentrado foram pipetados para barrete VIDAS®

SET2, para realizagdo do teste no equipamento VIDAS® (Figura 8) (bioMérieux, 2018d).
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Figura 8 - Equipamento VIDAS (Fonte: Laboratorio de Microbiologia, DAN, INSA)

2.4.6. Anélise de Dados e Tratamento Estatistico

Os valores médios obtidos nos ensaios, foram comparados por anélise de variancia
com um fator a varios niveis (Two-way ANOVA), sendo esses fatores o tipo de queijo
(DOP ou ndo DOP) e o estado de maturacéo (dia 1, 10 e 20). Diferencgas estatisticamente
significativas, definiu-se a menor diferenca significativa (LSD), para um nivel de
significancia igual a 5% (0=0,05). Usou-se o teste de Cochran e de Levene para testar a
homogeneidade das variancias. Sempre que surgiu heterogeneidade das variancias das
distribuicdes, o significado estatistico das diferencas foi avaliado recorrendo ao teste néo
paramétrico de Kruskal-Wallis. Foi utilizado o software Statistica v. 8 (Statsoft Ibérica,
Lisboa, Portugal) para a realizacdo de todos os testes estatisticos. Foram consideradas

diferencas significativas quando o valor de p < 0,05.

3. Apresentacdo de Resultados
3.1.  Resultados das Analises Microbioldgicas
3.1.1. Contagens dos Microrganismos Totais, EC e STA

A tabela 8 mostra as medias com 0s respetivos desvios padrdo e amplitudes
encontradas nas contagens de microrganismos totais a 30 °C (AC), E. coli (EC) e
Estafilococcus coagulase positiva (STA) para o total de queijos analisados e tendo em
conta o facto de serem queijos DOP e ndo DOP (NDOP). As contagens foram efetuadas
em 3 diferentes tempos ao longo dos 20 dias do processo de maturacdo, nomeadamente
no dia 1, dia 2 e dia 3, correspondentes ao dia da laboracéo, dia 10 e dia 20 do periodo de
maturacdo, respetivamente. Os resultados originais das contagens sdo apresentados no

Apéndice 1.
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Tabela 8 - Médias, desvio padrdo e amplitudes das contagens de microrganismos totais a 30 °C,
Escherichia coli e Estafilococos coagulase positiva para total de Queijos, DOP e NDOP (log)

DIA1 DIA 10 DIA 20

Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max

AC 793 052 6,83 9,04 932 033 8,18 9,98 9,22 0,18 8,89 9,69

E:I EC 404 0,70 2,85 6,18 4,49 0,97 2,08 6,69 452 1,00 234 6,57
O

. STA 490 0,72 389 6,57 514 084 4,04 6,69 455 0,88 2,98 6,48

Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max

AC 7,74 049 6,83 8,53 9,43 0,24 896 9,98 9,23 0,20 8,89 9,69

§ EC 4,08 0,60 3,23 528 485 0,75 3,53 6,69 494 0,79 3,00 6,57

STA 486 0,71 3389 6,57 507 0,76 4,04 6,69 450 0,90 2,98 6,48

Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max Méd Dp Min Max

AC 8,26 042 7,69 9,04 9,09 038 8,18 9,52 9,21 0,13 896 9,34

§ EC 397 089 285 6,18 3,76 0,99 2,08 5,53 3,76 0,92 2,34 538

= STA 497 0,77 432 6,57 529 0,99 4,48 6,69 465 0,86 3,78 6,23

As amostras de leite da regido que foram usada para o fabrico de queijos DOP, e

leite de fora da regido para o fabrico de queijo NDOP, analisadas no dia da rececdo do

leite, revelaram os valores que podem ser observados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Resultados das contagens de microrganismos a 30°C, E. coli e estafilococos
coagulase positiva no leite

Microrganismos

Tipo de Leite AC EC STA
Leite da Regido 7,18 4,20 4,97
Leite de fora da Regido 7,40 4,20 3,57

Nos gréficos 6, 8 e 10 podem observar-se as médias e respetivo desvio padrdo em

log, dos resultados das contagens de microrganismos a 30 °C, E. coli e estafilococos

coagulase positiva respetivamente, por dia de analise e por tipo de queijo. As distribuices

dos resultados das referidas contagens podem ser analisadas nos graficos 7, 9 e 11.
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Gréfico 6 — Contagens de microrganismos a 30°C por tipo de queijo (valores médios + desvio

padrao)
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Gréfico 11 — Distribuicdo dos resultados das contagens (log) de Estafilococos coagulase
positiva por dia de analise e por tipo de queijo (DOP: denominacao de origem protegida, n=20;

NDOP: ndo DOP, n=11)

3.1.2. Pesquisa dos Microrganismos Patogénicos

Foram efetuadas as pesquisas de Salmonella spp. e L. monocytogenes ndo tendo

sido detetada a sua presenca em nenhuma das amostras.

3.1.3. Pesquisa de Enterotoxina Estafilococica

Né&o foi detetada a presenca de enterotoxina estafilococica nas 13 amostras com

contagens de Estafilococos coagulase positiva >10° ufc/g, nas quais foi efetuada a

pesquisa enterotoxinas estafilocécicas (tipos A a E) de acordo com o Regulamento (CE)

2073/2005, alterado pelo Regulamento (UE) 229/2019 apresentaram resultado negativo.
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3.2. Resultados das Analises Fisico — Quimicas: pH

No Gréfico 12 podem ser observadas as médias e o respetivo desvio padrdo das
medicOes de pH, apresentadas por intervalos de tempo. A variabilidade da distribuicio

dos valores esta apresentada no Gréfico 13.

7.0

6.8
6.6
6.4 r
6.2
6.0

pH

58
56T
541
52t
50

48

e

1%inst

2inst

Tempo de cura

3%inst

| =1 tipo

DOP
[@] tipo
NDOP

Grafico 12 — pH por tipo de queijo (valores médios + desvio padréao)

7.0
6.8

66

6.4
6.2
6.0
5.8

Ph

56
54

527t

5.0
48
46

i

o
I
o L
g 5
& &
&
0
1%inst 2% inst 3%inst 1% inst 2% inst ‘ 3% inst
NDOP DOP

bloco

tipo

& Raw Data

Gréfico 13- Distribuigdo dos valores de pH por intervalo de tempo e por tipo de queijo (DOP:
denominacéo de origem protegida, n=20; NDOP: ndo DOP, n=11)

65



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

3.3.  Correlacao entre os Valores de pH e as Contagens de Microrganismos

Na Tabela 10 encontram-se os resultados das diferentes correlagdes entre o0s
diferentes e microrganismos e o pH.

Tabela 10 — Correlacdes entre o pH e 0s microrganismos

Mean SD Mica30°C |E. coli Staphy pH

Mica30°C 5788170  0,843011 |1,000000  0,475413 0,030904 |-0,848500

E. coli 4625018  0,823146 (0,475413 1,000000 |0,329601 -0,492021

Staphy 4,729494  0,747571 |0,030904 0,329601 1,000000 (0,115810

pH 5,772478  |0,683802 |-0,848500  |-0,492021 |0,115810 1,000000
4. Discussao

4.1.  Discussao dos Resultados das Anélises Microbiologicas

4.1.1. Contagem de Microrganismos

No decorrer do processo de maturacdo, que tem um periodo de 20 dias, analisou-
se a evolugdo dos teores em Microrganismos Totais a 30 °C, E. coli e Estafilococos
coagulase positiva, efetuando contagens em 3 tempos diferentes, 1°, 10° e 20° dia de
maturacao, tendo em conta o facto de serem queijos DOP e ndo DOP.

A producdo de queijo é uma inddstria de grande dimensdo em todo o mundo e
muita da sua producdo é, ainda, realizada em pequena escala, 0 que representa a rica
diversidade de queijos disponiveis (Fox et al., 2017). O leite e os produtos lacteos podem
adquirir a sua microbiota a partir de uma diversidade de fontes, tais como a ordenha e
outras maquinas agricolas, contacto humano e animal e da superficie dos tetos, tendo o
proprio leite, caracteristicas que permite a esses microrganismos multiplicarem-se
podendo veicular bactérias patogénicas (Zottola & Smith, 1991; O’Sullivan & Cotter,
2017). Como existem varios riscos, € necessario implementar um sistema que garanta a
seguranca ao longo de toda a cadeia de producdo alimentar (Carrascosa et al., 2016). O
fabrico de queijo deve respeitar certas regras que ndo podem ser ignoradas tais como o
respeito pelos procedimentos de fabrico e maturacdo e aspetos de higiene ao longo do

processo. A sanidade dos rebanhos, ordenha higiénica, licenciamento das queijarias e um
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controlo no fabrico de acordo com o programa HACCP sdo, igualmente, de extrema

importancia (Noronha, 2003).
4.1.1.1. Microrganismos Totais a 30°C

Pela observacédo da Tabela 8 verificamos que as contagens de AC apresentam uma
média de 7,93 log ufc/g no 1° dia, no dia 10 a media foi de 9,32 log ufc/g e no dia 20 a
média foi inferior a verificada no dia 10, 9,22 log ufc/g. Ao observarmos os resultados
dos queijos DOP, constatamos que a média para o dia 1 foi 7,74 log ufc/g, no dia 10 foi
de 9,43 log ufc/g e no dia 20, 9,23 log ufc/g. No que respeita aos queijos NDOP verifica-
se que se obteve uma média de 8,26 log ufc/g para o dia 1, para o dia 10 9,09 log ufc/g,
enquanto no dia 20 registou-se uma ligeira subida sendo a média 9,21 log ufc/g.

No Grafico 6 podemos observar as médias e desvio padrdo dos valores das
contagens de AC, por dia de analise e por tipo de queijo, enquanto no Grafico 7
verificamos a variabilidade e distribui¢do dos resultados das contagens igualmente por
dia de analise e por tipo de queijo.

Pela observacdo quer da Tabela 8 quer dos Gréaficos 6 e 7, podemos concluir que
ocorreu sempre um aumento do nivel de microrganismos do dia 1 para o dia 10 sendo que
deste para o 20 houve um ligeiro decréscimo, exceto nos queijos NDOP onde os valores
se mantiveram sem diferencas significativas. As diferencas foram observadas apenas
entre o primeiro instante e os instantes 2 e 3 (p<0,05).

A analise multifatorial pretendia, fundamentalmente, detetar diferencas
significativas na média das contagens de Microrganismos Totais a 30°C, consoante quer
o tipo de queijo, quer o dia de analise. Para tal foram realizados testes Two Way ANOVA
com 2 fatores a 3 e 2 niveis, respetivamente para os dias e para o tipo de queijo. Foi
encontrado um efeito significativo quer do tipo de queijo (F (2, 92) = 31.623, p < 0,001),
quer do dia de medicdo (F (1, 92) = 4.724, p=0,032), e, mais relevante, da interacdo entre
eles (F(2, 92) = 4.841, p=0,01).

A analise dos efeitos detetados mostra que a média das contagens de AC no queijo
DOP, embora as contagens sejam inferiores no inicio, quando comparada com a mesma
média para o queijo NDOP, no tempo, essa diferenca € menor, com a média do queijo
DOP a ultrapassar a média do queijo NDOP. Assim, o queijo DOP parece ter um
comportamento diferente em termos de contagem de AC ao longo do tempo de analise,
com um crescimento bacteriano muito mais rapido e intenso no 1° periodo de maturacéo,

seguindo-se um decréscimo de contagens para o dia 20. O queijo NDOP apresenta um
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aumento de contagens menos acelerado, mas constante. Claramente o leite regional
apresenta caracteristicas diferentes do leite ndo regional. O aumento das contagens para
0 10° dia pode ser explicado pelas bactérias do &cido latico, as non-starter lactic acid
bacteria (NSLAB) que tém importancia extrema na fermentacdo e producdo de
compostos Vvolateis, textura, sabor, valor nutricional e seguranca do produto final, sendo
que os valores iniciais sdo da ordem dos 102 ufc/g, aumentando inicialmente no processo
de maturagéo, podendo ter um aumento de 4 a 6 ordens de grandeza (log ufc/g) (Settanni
& Moschetti, 2010; Rocha & Cruz, 2018). De acordo com trabalhos realizados por
Mimoso et al. (1990 e 1992), citados por Freitas & Malcata (2000), os niveis de NSLAB atingiram
8 log ufc/g.

Os resultados encontrados neste trabalho para AC estdo bastante acima dos
valores considerados como limite aceitavel nos Valores Guia do INSA (INSA, 2019), que
apresentam um valor Satisfatorio para resultados <10° ufc/g para queijos fabricados com
leite cru, a semelhanga do indicado pela Health Protection Agency (HPA, 2009). De
acordo com a Agence Francaise de Securité Sanitaire des Aliments (AFSSA, 2008), este
parametro ndo foi considerado para avaliacdo da qualidade de queijos laborados com leite
cru.

Esta contagem de microrganismos aerdbios totais a 30 °C é considerada como um
indicador de qualidade, podendo indicar deficiéncia na qualidade higiénica dos queijos,
devido a uso de matérias primas de méa qualidade, contaminacdo cruzada ou néo
cumprimento das BPF (Veiga, 2012; INSA, 2019). Na realidade o leite cru analisado,
como indicado na Tabela 9, ultrapassa os limites da legislacdo para o leite cru de ovelha
de <1 500 000 ufc/ml, sendo aqui um fator importante. Contudo, devemos ter atencdo a
estes valores pois podem estar sobrestimados, pelo facto de se tratar de um produto
fermentado e ndo fresco uma vez que a contagem dos microrganismos a 30 °C inclui as
NSLAB. De acordo com Franciosi, Settanni, Carlin, Cavazza, & Poznanski (2007) as
NSLAB encontram-se no queijo italiano Puzzone di Moena ao longo do processo de
maturacdo em quantidade semelhante as BAL do starter, e muitas destas bactérias
revelam-se nas contagens dos microrganismos a 30°C. De igual modo atingem niveis de
8 log ufc/g constituindo a microbiota dominante de queijo Cheddar e algumas variedades
de queijo alemas e italianas (Gobbetti, Di Angelis, Cagno & Rizzello, 2007).

Os niveis de AC constatados neste trabalho, embora elevados, estdo de acordo
com outros estudos efetuados, tal como o estudo realizado por Mimoso et al. (1990 e

1992), citados por Freitas & Malcata (2000), na primeira semana do processo de
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maturacao encontraram valores entre 9 e 10 log ufc/g e ao fim dos 20 dias de maturagéo
situaram-se por volta de 9 log ufc/g. As BAL constituiam a maioria desta microbiota
sendo Lactobacillus o género predominante. Num outro estudo realizado por Veiga
(2012) em diferentes tipos de queijos adquiridos no retalho, obtiveram-se contagens de
2,45 ufc/g (uma Unica amostra), tendo as restantes variado entre 7,04 e 9,28 ufc/g.
Guterres (2013), efetuou um trabalho em queijos de mistura de leite de cabra e ovelha
com 42 dias de maturacéo e encontrou valores um pouco inferiores de 8,41 ufc/g. Outros
autores, realizaram um estudo em queijos fabricados com leite pasteurizado proveniente
de duas quintas, colhido em 4 anos, e os valores obtidos variaram entre 8,43 e 8,86 ufc/g
numa das quintas e na outra variaram entre 8,23 e 9,08 ufc/g (Kalhotka et al., 2019). Num
outro estudo realizado em Portugal, em queijo Terrincho, os valores obtidos em amostras
provenientes de 5 fabricas variaram entre 8,54 e 9,57 ufc/g (Pintado et al., 2008). No
Brasil, Silva et al. (2018), em 36 amostras de queijo coalho, referem qua os valores
encontrados variaram entre 10,79 e 11,11 ufc/g.

4.1.1.2. Escherichia coli

Em relacdo aos resultados das contagens de EC, como se pode constatar pela
observacdo da Tabela 8, a média foi de 4,04 log ufc/g no dia 1, no dia 10 de 4,49 log
ufc/g, enquanto no dia 20 a média foi de 4,52 log ufc/g. Para queijos DOP no primeiro
dia de contagem, a média foi de 4,08 log ufc/g, aumentando para 4,85 log ufc/g no décimo
dia, e foi de 4,94 log ufc/g no ultimo dia de maturacao. Relativamente aos queijos NDOP,
os valores foram de 3,97 log ufc/g no primeiro dia de contagem, 3,76 log ufc/g no segundo
dia e de 3,76 log ufc/g no terceiro dia de contagem. No Grafico 8 podemos observar as
médias e respetivo desvio padrdo dos valores das contagens de EC, por dia de analise e
por tipo de queijo, enquanto no Grafico 9 verificamos a distribuicdo dos resultados das
contagens igualmente por dia de analise e por tipo de gqueijo e podemos verificar uma
grande dispersdo dos resultados.

A anélise do Gréfico 8 permite-nos concluir que nos queijos DOP do dia 1 para o
dia 10 ocorreu um aumento significativo (p<0,05) nos niveis de contagem deste
microrganismo, e que para o dia 20 se verificou uma estabilizacdo. No que respeita aos
queijos NDOP houve uma diminuic¢do ndo significativa (p>0,05) dos niveis de contagem
do dia 1 para o dia 10 e uma estabilizacdo para o dia 20.

Podemos considerar que os resultados indicam uma contaminacéo elevada, tendo

em conta que o limite preconizado nos Valores Guia para que o produto seja qualificado
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como aceitavel é 10 ufc/g, sendo que sera qualificado como insatisfatorio a partir de 100
ufc/g, apresentando uma qualidade questionavel, que podemos inferir como aceitavel,
entre estes dois valores (INSA, 2019). No entanto, de acordo com a HPA (2009), esta
bactéria pode, por vezes, encontrar-se em queijos de pasta mole produzidos a partir de
leite cru. Por outro lado, o Regulamento (CE) 2073/2005 apresenta, como critério para
queijo fabricado com leite que tenha sido submetido a tratamento térmico, 100 ufc/g
podendo, 2 em 5 amostras do mesmo lote terem valores superiores, desde que < 1000
ufc/g. A IDF (2016), refere que é provavel que o leite cru contenha E. coli que pode
crescer para nimeros relativamente altos na coalhada fresca de queijo cru. Refere ainda
que a utilidade de usar E. coli como um indicador de higiene para queijo de leite cru é
questionavel e, embora com tendéncia a declinar durante o periodo de maturacéo, a taxa
de declinio de patogénicos tende a ser maior para Listeria e Salmonella do que para E.
coli. Alexandre, Silva, Souza & Santos (2002) efetuaram um estudo com 129 estirpes de
bactérias lacticas isoladas de queijo tendo verificado que exibiam capacidade inibitoria
frente a diversos patogénicos, mas ndo evidenciaram qualquer poder inibitério perante E.
coli.

A presenca de E. coli indica contaminacdo de origem fecal bem como de mas
praticas de higiene na manipulacdo de alimentos, ndo sendo, no entanto, fiavel como
indicador de patogénicos da mesma origem, e.g. Salmonella spp., e a sua auséncia nao
garante a auséncia destes (Martins & Martins, 2013; INSA, 2019). A maioria das estirpes
de E. coli s@o consideradas comensais inofensivas, porém ha estirpes patogénicas que
podem causar doencas graves (FDA, 2016).

Pela observacdo da Tabela 9 podemos verificar que a matéria prima ja estava
bastante contaminada sendo um fator importante para os resultados encontrados no
queijo. Embora a presenca deste microrganismo nao constitua um problema de seguranca
alimentar, € importante conhecer o seu teor no sentido da promocéo da melhoria, quer da
qualidade higiénica do leite, quer da higiene dos processos de fabrico, dado que em niveis
elevados, pode ter reflexos importantes na qualidade do produto final. O metabolismo
deste microrganismo e outros coliformes, pode alterar significativamente os atributos
fisico-quimicos e bioquimicos o que se ira refletir nas propriedades sensoriais como
textura, aroma e sabor do queijo. Estes microrganismos toleram a acidez e temperaturas
baixas do processo de maturagdo, e um dos efeitos que provocam é o opado ou “flato”
precoce devido a producdo de CO. (Martins & Martins, 2013). De acordo com estes

autores, para garantir a qualidade do queijo, seria uma pratica adequada limitar os niveis
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de E. coli a 10%-10° ufc/g, valor superior ao referido anteriormente, mas ainda assim
abaixo dos resultados obtidos neste trabalho. Apesar disso, a qualidade do queijo nédo se
revelou comprometida, tendo o produto no final as caracteristicas adequadas de textura,
aroma e sabor.

Os resultados encontrados por Veiga (2012) nas amostras de queijo produzidos a
partir de leite cru, foram todos < 1 log ufc/g. Foi realizado também em Portugal um outro
trabalho, o qual consistiu na avaliacdo da contaminacao por Escherichia coli dos queijos
produzidos com leite cru, com base na interpretacdo de dados laboratoriais de 196
amostras de queijos diferentes, obtidos por diferentes metodologias de fabrico, tendo por
base o0 banco de dados do Plano Nacional de Colheita de Amostras (PNCA) e que
envolveu queijos nacionais e estrangeiros. Foram encontradas 4 amostras com valores
entre 1 e 2 log ufc/g, 28 de 2 e 3 log ufc/g, 17 de 3 e 4 log ufc/g, 20 de 4 a 5 log/g, 13 de
5a6 log ufc/,4de6a7logufc/g, e 1de7a8log ufc/g. Seis das amostras correspondiam
a queijo de Azeitdo sendo que 4 apresentavam valores > 5 log ufc/g, 1 > 6 log ufc/g e a
restante >3 log ufc/g, resultados muito idénticos aos encontrados neste trabalho
(Fernandes, 2017). Este mesmo autor compilou os dados das caracteristicas fisico-
quimicas dos diferentes queijos para poder concluir se influenciariam os resultados.
Concluiu que os queijos com uma percentagem de humidade mais elevada (61 a 69%),
onde se inclui o queijo de Azeitdo, apresentavam também as contagens mais elevadas.
Relativamente ao teor de sal, ligado diretamente a aw, verificou que o queijo de Azeitdo
apresentava o teor mais baixo (4%). E no que respeita ao periodo de maturagéo, € um dos
que tem o periodo mais curto (20 dias), verificando-se que nos queijos com periodos de
maturacdo mais elevados sdo raras contaminaces altas (Fernandes, 2017).

Resumindo, o queijo de Azeitdo DOP apresenta um conjunto de caracteristicas
que ndo dificulta o crescimento dos microrganismos. Comparando os resultados do
presente trabalho, verifica-se que 0 microrganismo E. coli desenvolve-se mais ativamente
no queijo DOP do que no queijo NDOP, existindo, muito provavelmente, algumas
caracteristicas especificas no leite regional que favorecem a sua proliferacao.

Almeida et al. (2007), em 70 amostras de diferentes tipos de queijo, encontraram
valores de <1 a 6,18 log ufc/g, o que ndo difere muito dos valores do presente trabalho.
Ja os valores encontrados por Guterres (2013), situaram-se entre 6,31 e 6,83 log ufc/,
superiores aos do presente estudo. Outro trabalho realizado em 45 amostras de queijo
Minas frescal, evidencia que a maioria das amostras, 19, apresentou contagens em niveis

baixos de 2,7 log ufc/g, até 3 log ufc/g 8 amostras, entre 4 e 5 log ufc/g 14 amostras e
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entre 6 e 7 log ufc/g 4 amostras (Passos, Ferreira, Juliani, Santana & Alegro, 2009).
Rosengren, Fabricius, Guss, Sylvén & Lindgvist (2010), efetuaram um estudo em 131
amostras, 44 das quais revelaram contagens de E. coli, sendo que 14 amostras revelaram
niveis entre 3 e 5 log ufc/g e 2 >5 log ufc/g. Em 2016, a FDA efetuou um estudo com
1606 amostras de queijo fabricado com leite cru e com um periodo da maturacdo de 60
dias, tendo como critério 10 log ufc/g. Apenas 5,4% correspondentes a 87 amostras
excederam o critério, sendo que 5 amostras eram de queijos portugueses (FDA, 2016).
Estes resultados apontam no sentido de que um periodo de maturagdo mais longo leva a
um decréscimo de microrganismos (Kongo, Gomes, Malcata & McSweeney, 2009).

Nos resultados registados no presente estudo constata-se que os valores se
encontram acima do limite considerado satisfatorio, devendo-se, desta forma, rever os
processos de higiene a nivel da producdo dos queijos, e cuidados ao nivel da

contaminag&o cruzada.
4.1.1.3. Estafilococos coagulase positiva

Como se pode observar na Tabela 8, a média foi para o dia 1 de 4,90 log ufc/g, no
dia 10 de 5,14 log ufc/g e no dia 20 de 4,55 log ufc/g. Relativamente aos queijos DOP a
média do dia 1 foi de 4,86 log ufc/g. No que respeita ao dia 10 a media foi de 5,07 log
ufc/g e para o dia 20 foi obtida uma média de 4,50 log ufc/g. Para o queijo NDOP a média
do dia 1 foi 4,97 log ufc/g, para o dia 10 foi 5,29 log ufc/g e no dia 20 obteve-se uma
média de 4,65 log ufc/g.

No Gréafico 10 podemos observar as médias e o respetivo desvio padrdo dos
valores das contagens de STA, por dia de analise e por tipo de queijo, enquanto no Gréafico
11 verificamos a distribuic@o dos resultados das contagens igualmente por dia de analise e
por tipo de queijo sendo possivel verificar uma grande dispersao dos resultados.

A andlise do Grafico 10 e do Gréafico 11 permite-nos concluir que nos queijos
DOP, do dia 1 para o dia 10 ocorre um aumento ndo significativo nos niveis de contagem
deste microrganismo, e para o dia 20 verificou-se uma reducao significativa (p=0.031).
No que respeita aos queijos NDOP néo ocorreram diferencas significativas (p>0,05).

Os limites para a contagem de Estafilococos coagulase positiva estdo
estabelecidos na legislacdo (Regulamento 2073/2005) sendo de 4 log ufc/g, com 2
amostras num total de 5 do mesmo lote poderem situar-se entre 4 e 5 log ufc/g. A grande
maioria dos resultados obtidos no presente estudo foram superiores a este limite, havendo

indicacdo no regulamento das medidas a tomar no caso de resultados insatisfatorios,
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nomeadamente de melhoria da higiene na producdo e da selecdo de matérias-primas. De
referir que o leite cru da regido revelou uma contagem de 4,97 log ufc/g e o leite de fora
daregido 3,57 log ufc/g. A legislagéo refere ainda que no caso de amostras com contagens
> 5 log ufc/g deve ser efetuada a pesquisa de enterotoxinas estafilocdcicas, o que neste
estudo foi efetuado em 13 amostras com resultados deste nivel. Estafilococos coagulase
positivos podem ser associados a surtos de intoxicacdo pela capacidade de produzirem
enterotoxinas (CDC, 2020). E necessario um nivel de Estafilococos coagulase positiva de
cerca de 10° ufc/g para a producéo de 100 a 200 ng de enterotoxina, quantidade capaz de
provocar doenca (Forsythe, 2000; Ray & Bhljnia, 2014).

Embora os resultados sejam elevados encontram-se em ordens de grandeza
semelhantes as referidas por outros autores. Oliveira, Carvalho, Ramos & Gelatti (2015),
realizaram um estudo em queijos artesanais, obtiveram uma média de 5,71 log ufc/g com
um minimo de 5,08 e um maximo de 6,00 log ufc/g. Outros autores, Komatsu, Rodrigues,
Loreno & Santos (2010), num trabalho realizado em 50 amostras de queijo Minas frescal,
encontraram resultados mais baixos, ja que as amostras se situaram todas em niveis < 1
log ufc/g e < 6 log ufc/g. Um outro estudo refere contagens >3,70 log ufc/g em 82,14%
das amostras (Antonello, Kupkovski & Bravo, 2012). A maior parte das 19 amostras
estudadas por Passos et al. (2009), num total de 45 amostras de queijo Minas frescal,
apresentaram contagens < 2,79 log ufc/g (42,2%). De 2,70 a 3 log ufc/g foram 8 amostras
(17,8%), entre 4 e 5 log ufc/g (31,1%), de 6 a 7 log ufc/g 4 amostras (8,8%). Embora com
alguns resultados baixos, muitas amostras do estudo destes autores, apresentaram
resultados semelhantes aos do presente trabalho. Um outro estudo realizado em 181
amostras de diversos tipos de queijo, encontrou estafilococos coagulase positiva em
apenas 14 amostras com valores entre 1 e 5,93 log ufc/g (Akineden, Hassan, Schneider
& Usleber, 2008). Pintado et al. (2008), encontraram valores entre 4,13 e 4,89 ufc/g, em
queijo Terrincho. J& Almeida et al. (2007) encontraram valores mais baixos, de <1 a 3,86
log de ufc/g. No trabalho realizado por Guterres (2013) foram obtidos valores entre 3,16
e 4,09 ufc/g. Rosengren et al. (2010), verificaram que 88 amostras eram positivas mas
apenas 30 com valores entre 3 e 5 log ufc e apenas 6 >5 log ufc/g, enquanto no presente
estudo foram 15 as amostras com resultado >5 log ufc/g num total de 92. Por outro lado,
Jakobsen, Heggeb, Sunde & Skjervheim (2011) encontraram resultados inferiores num
estudo de acompanhamento em 9 quintas diferentes com uma média de 3,22 log ufc/g
apos 1 dia de maturacdo e 0,80 log ufc/g ap6s 30 dias de maturacdo. Borges, Nassu,

Pereira, Andrade & Kuaye (2008) observaram em amostras de uma linha de
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processamento, valores entre <1 e 3,41 log ufc/g. Num trabalho de revisdo que refere
varios estudos efetuados em diferentes tipos de queijo, 0s niveis encontrados variaram
entre 4 e > 8 log ufc/g (Reis & Malcata, 2011). Kousta et al. (2010), também num trabalho
de revisdo, referem vérios trabalhos que detetaram Estafilococos coagulase positiva em
elevadas percentagens embora sem referir os niveis encontrados. De igual modo, Varreas
et al. (2015) citam varios trabalhos que encontraram esta bactéria em niveis de < 3, 4 ou

5 log ufc/g.
4.1.2. Pesquisa de Microrganismos patogénicos

A auséncia de microrganismos patogénicas em queijo pode ser relacionada com a
presenca de BAL no processo de maturacdo, que inibem a sua presenca (Ortolani,
Yamazi, Moraes, Vicosa, & Nero, 2010). As BAL podem inibir a presenca de Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, StapHylococcus aureus e Escherichia coli, ao possuirem
atividade antimicrobiana devido a producéo de acido lactico e péptidos antimicrobianos,
havendo varios estudos publicados que o comprovam (Neto et al., 2005; Martins,
Mendonca & Silva, 2006; Chioda et al., 2007; Akineden et al., 2008; Nero et al. 2008;
Ortolani et al., 2010). Tem sido evidenciado que produtos com uma fraca qualidade
higiénica apresentam uma tendéncia de menor contaminacao por patogénicos, 0 que se
configura como um paradoxo que pode ser explicado pela presenca de microbiota
autoctone, que inclui as BAL, a qual interfere e inibe a proliferacdo de patogénicos (Jay,
1995; Jay, 1996; Nero et al., 2008; Ortolani et al., 2010). Apesar desta relacéo entre a
microbiota propria e a competicdo direta com alguns patogénicos, € de extrema relevancia
que haja boas préaticas em relacdo a obtencao e processamento do leite e produtos lateos,
para que os mesmos tenham alta qualidade, quer microbioldgica quer organolética, e
também seguranca. No entanto, a medida que melhora a qualidade microbiol6gica do leite
e produtos lacteos, as contagens da microbiota competitiva e a producdo de substancias
antagonistas dos patogénicos de origem alimentar baixam, indicando a necessidade de
alto controle higiénico para manter e garantir a qualidade microbioldgica e a seguranca
dos produtos lacteos (Ortolani et al., 2010).

De acordo com Noronha (2003), o crescimento de bactérias é prevenido quando
se atinge pH entre 4,5 e 5,5.

Observando os resultados do presente trabalho, constata-se que, apesar de nédo
existir a presenca de microrganismos patogenicos como Salmonella spp. e L.

monocytogenes, verifica-se a presenca de Microrganismos Totais a 30°C, E. coli e
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Estafilococos coagulase positiva, mesmo em valores de pH aos quais ndo seriam
expectaveis, o que indica que as condi¢cBes de higiene envolvidas em todo o
processamento, desde a matéria-prima até a finalizacdo do queijo, devem ser melhoradas.

4.1.2.1. Salmonella species

No que se refere a pesquisa de Salmonella spp. ndo foram encontrados resultados
positivos, o que esta de acordo com a maioria da bibliografia consultada (Akineden et al.,
2008; Kongo, Gomes & Malcata 2008; Nero et al.; 2008; Ortolani et al., 2010; Veiga,
2012; Guterres, 2013).

Verifica-se assim que todas as amostras analisadas neste trabalho estdo de acordo
com o Regulamento (CE) 2073/2005 relativamente a este parametro.

No entanto, outros autores encontraram resultados positivos. Num estudo
desenvolvido por Almeida et al. (2007), em 70 amotras de diferentes tipos de queijo,
foram detetadas 3 amostras positivas. Antonello et al. (2012) encontraram 17,85% das
suas amostras positivas para esta bactéria. Pelo contrario, no trabalho desenvolvido pela

FDA (2016), apenas 3 amostras testaram positivas para Salmonella spp..

Listeria monocytogenes

Relativamente a pesquisa de L. monocytogenes, nao foram encontrados resultados
positivos e, por consequéncia, todas as amostras cumprem o Regulamento (CE)
2073/2005. De igual modo, Ortolani et al. (2010) e Veiga (2012) ndo detetaram nenhuma
amostra positiva.

A maioria dos trabalhos consultados revelam a detecao desta bactéria. Num estudo
realizado em Portugal em 30 amostras de queijos de pasta mole foram detetadas 4
amostras positivas, sendo que 3 destas estavam num nivel > 2 log ufc/g (Goncalves,
Furtado, Coelho, Correia & Valente, 2017). Também Almeida et al. (2007) encontraram
8 amostras positivas, das quais 7 revelaram nivel < 2 log ufc/g. Num estudo realizado
pela FDA (2016) foram encontradas 10 amostras positivas (0,62%). Em Portugal, num
trabalho realizado em queijo da Serra, foram detetadas 29 amostras positivas (Pintado,
Oliveira, Pampulha & Ferreira, 2005). Outros autores, num outro trabalho realizado na
Grécia, detetaram 4 amostras positivas (8%) em queijos de pasta mole (Filiousis,
Johansson, Frey & Perreten,2008). Karadal & Yildirim (2014) detetaram apenas 2
amostras positivas (1%) num trabalho levado a cabo na Turquia. Também Manfreda, De

Cesare, Stella, Cozzi & Cantoni (2005), encontraram uma baixa percentagem de amostras
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contaminadas, 2,1%, logo ap6s o embalamento e 4,8% no final do prazo de validade em
queijo Gorgonzola. Um outro trabalho encontrou 6,7% de 90 amostras de queijo de vérios
tipos contaminadas com esta bactéria (Abrahdo, Abrahdo, Monteiro & Pontarolo, 2008).
Num artigo de revisdo encontram-se referéncias a varios estudos recentes que apontam
prevaléncias a variar de 0 a 37,5% em queijo fresco. Em queijo de pasta mole e semi mole
a percentagem situou-se entre 0 e 14% (Gerard, EI-Hajjaji, Niyonzima, Daube & Sindic,
2018).

As bactérias do género L. monocytogenes, pelas suas caracteristicas, instalam-se
facilmente e multiplicam-se nas instala¢Ges industriais alimentares, alojando-se em locais
de dificil acesso aos desinfetantes, aderindo as superficies e formando biofilmes, podendo
permanecer por muito tempo, sendo dificeis de eliminar. Estas bactérias sdo resistentes a
pH acido (4,3), concentracdes de NaCl superiores a 10%, baixas tensdes de oxigenio e
multiplicam-se a temperaturas de refrigeracdo (Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007;
Ferreira, 2010). Daqui ressalta a importancia da aplicacdo das BPH e do sistema de
seguranca HACCP, bem como a combinacdo adequada dos fatores intrinsecos e
extrinsecos, nomeadamente pH, aw, concentracdo de NaCl e condi¢des de

tempo/tempertura ao longo de todo o processamento (Gongalves et al., 2015).
4.1.2.2. Pesquisa de Enterotoxinas Estafilococicas

Nenhuma das amostras se revelou positiva para a enterotoxina estafilocécica. De
igual modo, Lindgvist, Sylven & Vagsholm (2002) e Cremonesi et al. (2007) néo
detetaram enterotoxina nas amostras de queijo.

Delbes, Alomar, Chougui, Martin & Montel (2006), identificaram 5 amostras com
toxina positiva. No estudo de De Reu, Debeuckelaere, Botteldoorn, De Block & Herman
(2002) apenas 1 amostra (1,4%) se revelou positiva. Borges et al. (2008) detetaram a
presenca de enterotoxina em 20% (4/20) das amostras analisadas, no leite cru e,
consequentemente, também detetadas no leite pasteurizado, na coalhada e no queijo
obtido a partir desse leite. Varios estudos, embora sem detetar enterotoxina nas amostras
de queijo, verificaram que as estirpes de estafilococos isoladas eram produtoras de toxinas
visto possuirem os genes que as codificam, nomeadamente SEs e SEls (Cremonesi et al.,
2007; Akineden, et al., 2008; El-Sharoud & Spano, 2008).

De acordo com Baird-Parker, T., Lund. B. & Gould, G. (2000), a producdo de

enterotoxina ocorre a pH superior a 5,0, sendo o ideal entre 7,0 e 8,0, e a temperatura
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superior a 10 °C até 45-46 °C, ndo existindo no queijo condigdes favordveis a sua

producdo.

4.2.  Discussao dos Resultados da Andlise de pH

Para o tratamento estatistico os dados foram agrupados em 3 periodos de tempo.

Pela observacdo dos Gréficos 12 e 13, verifica-se que o pH dos queijos DOP,
apresentam valores mais altos comparativamente aos queijos NDOP, exceto no periodo
final em que o DOP se apresenta ligeiramente mais baixo (5,16).

No gréfico 12 constata-se que existem diferencas significativas (p <0,05) entre 0s
valores de pH no dia 1 e durante a evolugdo da cura apds 10 dias e 20 dias. Existem
também diferencas entre DOP e Nao DOP no 1° dia e nos 10 dias seguintes, sendo que

apos 20 dias as diferencas ja ndo séo significativas.

No decorrer dos 20 dias de maturacao verificaram-se variagcdes nos valores médios
de pH das amostras de queijo analisadas, sendo o pH bastante elevado inicialmente (6,65),
terminando em valores médios aproximados de (5,32). No presente estudo constatou-se
que os valores mais reduzidos de pH se verificaram no dia 11 de maturacao, 4,96 no
queijo DOP (Apéndice 2), possivelmente devido a presenca e desenvolvimento das BAL
presentes, com a consequente producdo de acido lactico, ao longo do processo de
maturacao, assim como da formacéo de aminoacidos resultantes da atividade proteolitica
que se verifica no processo de maturacdo. A acidez dos queijos é bastante importante pelo
facto de poder inibir o crescimento de microrganismos. As BAL tém extrema importancia
pelo facto de produzirem péptidos antimicrobianos e serem as responsaveis pela
fermentacdo da lactose e reducdo do pH entre valores de 4,5 e 5,5, determinando a
sobrevivéncia e o crescimento dos microrganismos, que dependem, igualmente, de outros
fatores como a atividade da dgua (Cabezas et al., 2007; Settanni & Moschetti, 2010). Num
estudo realizado por Veiga (2012) em Lisboa, registaram-se valores finais de pH entre
4,76 e 6,06, semelhantes aos registados na presente dissertacdo. Outros estudos como

Alves et al. (2003) e Freitas & Malcata (2000) revelaram valores semelhantes.
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4.3. Discussdo dos Resultados da Correlacdo entre os Valores de pH e as
Contagens de Microrganismos

Como se pode se pode observar na Tabela 10, verificou-se uma forte correlacdo
negativa (coeficiente de correlagdo -0,848) entre os valores de pH e os valores de
Microrganismos Totais a 30 °C, indicando que as contagens aumentam quando o pH
desce. Esta correlacdo pode ser explicada pelo facto das BAL fazerem parte deste
conjunto de microrganismos, e é devido ao seu desenvolvimento e producdo de &cidos,
principalmente &cido lactico, que ocorre a descida do pH. Podemos dizer que o pH esta
dependente da contagem de microrganismos a 30 °C. O mesmo se verifica com os niveis
de Escherichia coli, embora a correlacdo seja mais fraca (coeficiente de correlagéo -
0,492). A correlacdo com os valores de Estafilococos coagulase positiva é proximo de 0
néo existindo correlagéo entre eles.

Entre os niveis dos diferentes microrganismos, constata-se que 0S
Microrganismos a 30 °C e E. coli se encontram correlacionados positivamente embora a
correlagdo ndo seja muito forte (coeficiente de correlagcdo -0,475). Entre E. coli e
Estafilococos coagulase positiva, embora exista uma correlagéo, verifica-se que é fraca

(coeficiente de correlacédo 0,329).

5. Concluséao

A presente dissertacdo teve como principal objetivo avaliar os niveis de
microrganismos no queijo de Azeitdo, ao longo do processo de maturacdo, assim como
relacionar a sua presenca com as variacbes do pH, tendo sido os objetivos atingidos,
conseguindo compreender-se que a carga microbiana foi elevada. Ndo existem muitos
estudos desta natureza sobre o queijo de Azeitdo, por isso este trabalho vem contribuir
para a compreensdo geral do comportamento deste queijo ao longo do processo de
maturacao (20 dias).

Né&o foi detetada nenhuma amostra com Salmonella spp., L. monocytogenes nem
enterotoxina estafilocdcia. As contagens efetuadas revelaram niveis elevados de
Microrganismos Totais a 30°C, Escherichia coli e Estafilococos coagulase positiva, com
valores superiores aos valores limite, mas, de um modo geral, comparaveis com outros
trabalhos publicados.

Verificou-se que as contagens variam ao longo do tempo e de modo diferenciado

para 0s queijos DOP e NDOP. No queijo DOP, para os Microrganismos Totais a 30 °C,

78



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
no Queijo de Azeitdo ao longo do processo de maturacdo

verifica-se um aumento acentuado das contagens do 1° para o 10° dia com uma diferenga
significativa (p<0,05), devido a multiplicacdo intensa das BAL, e um ligeiro abaixamento
no 20° dia. No queijo NDOP verifica-se uma contagem & partida mais elevada, um
aumento menos acentuado no 10° dia e continua a aumentar no 20° dia, mas sem
diferengas significativas (p>0,05). Verificou-se uma diferenca significativa entre as
contagens dos dois tipos de queijo. Estes resultados elevados véo potencialmente
influenciar as caracteristicas finais deste queijo, devido aos processos microbiolégicos,
quimicos e bioquimicos que ocorrem durante o processo de maturacdo. No que respeita a
contagem de E. coli, nos queijos DOP ocorreu um aumento significativo do dia 1 para o
dia 10, com estabilizagéo para o dia 20, enquanto nos NDOP, houve uma diminui¢do néo
significativa para o dia 10 e manteve-se igual no dia 20. Ja a contagem de Estafilococos
coagulase positiva verificou um aumento ndo significativo do dia 1 para o dia 10 e
reducdo significativa para o dia 20. No que respeita aos queijos NDOP ndo ocorreram
diferengas significativas (p>0,05).

Os valores de pH apresentaram uma forte correlagédo negativa com os valores da
contagem de microrganismos totais a 30 °C, indicando que o pH desce quando as
contagens aumentam devido a producéo de acido lactico pelas BAL. Verificou-se uma
correlagdo mais fraca com os valores de E. coli e ndo se verificou correlagdo com os
valores de Estafilococos coagulase positiva. Verificou-se relacdo entre a variacdo de pH
e a presenca de microrganismos, constatando-se que, a meio do processo de maturagédo
do queijo, atingem-se os valores médios mais elevados de microrganismos, podendo-se
relacionar com a presenca das bactérias do acido latico.

O queijo em estudo € produzido a partir de leite cru, sendo que a utilizacdo deste
leite pretende oferecer uma complexidade de atributos que véo definir a tipicidade do
produto, que sdo dificeis de reproduzir em situacfes controladas, mas contribuem para a
qualidade final do queijo. E verdade que a qualidade do queijo depende da qualidade do
leite, do seu microbioma e das suas propriedades intrinsecas, mas depende igualmente
das operacdes de preparacdo e transformacdo da matéria prima. Assim as contagens
encontradas, sobretudo de E. coli e Estafilococos coagulase positiva, podem dever-se a
deficiéncias higiénicas nos varios processos de fabrico do queijo. Deve-se assim, devido
ao referido anteriormente, melhorar o processamento do mesmo para que se consigam
reduzir as cargas dos microrganismos encontradas em contagens superiores ao
considerado satisfatério para que os queijos se considerem com qualidade microbioldgica

e seguros do ponto de vista da saude publica.
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Estudos como o realizado na presente dissertagéo séo de extrema importancia para
que se consiga compreender quais as medidas a tomar de modo a que o nimero de
microrganismos potencialmente prejudiciais a salde publica possa ou ser reduzido para
valores aceitaveis ou evitar a sua existéncia no caso de serem patogénicas. Deve-se, desta
forma, adotar medidas higiénicas, com consciencializacdo e educacdo das pessoas
participantes no processo de fabrico do queijo para os riscos que comportam as falhas nas

medidas de higiene a ser tomadas e 0 risco que 0s microrganismos comportam.
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Apéndice | - Resultados das analises microbioldgicas das amostras de queijo

analisadas

Tabela 11 — Resultados das analises microbiol6gicas das amostras estudadas

Amostra Medicdo Regido  Mic.302C E.coli Estaf. Salm. L.
monocy.
1 1 F 2,2x10"8 8,3x1073 9,3x10"4 Ausente Ausente
1 2 F 1,7x10"9 5,5x1073 3,3x1074 Ausente Ausente
1 3 F 2,1x10"9 3,4x1073 1,7x10"4 Ausente Ausente
2 1 R 1,0x1078 1,5x10"4 4,5x1075 Ausente Ausente
2 2 R 2,1x10"9 4,9x1076 3,0x10"6 Ausente Ausente
2 3 R 1,2x1079 1,7x107"6 1,2x10"6 Ausente Ausente
3 1 F 9,3x10r7 1,5x1076 2,1x10"4 NE NE
3 3 F 2,1x1079 2,4x10°"5 6,7x1073 NE NE
4 1 R 3,1x1078 4,9x1074 2,7x1075 Ausente Ausente
4 2 R 4,9x10"9 1,1x107"4 4,9x10,"4 Ausente Ausente
4 3 R 3,0x1079 2,1x1075 5,3x107"4 Ausente Ausente
5 1 R 3,7x1077 4,1x1073 1,1x1075 Ausente Ausente
5 2 R 2,5x1079 3,4x1075 1,3x1075 Ausente Ausente
5 3 R 4,9x107"9 1,3x1075 3,8x10"4  Ausente Ausente
6 1 R 3,4x1078 1,5x1074 3,0x107"4 Ausente Ausente
6 2 R 4,9x107"9 3,7x10"4  2,4x10°5 Ausente Ausente
6 3 R 1,2x1079 1,1x10~5 8,6x10"3 Ausente Ausente
7 1 R 4,9x1077 3,4x1073 3,7x10"4  Ausente Ausente
7 2 R 9,1x10"8 4,9x1074 7,6x10"4 Ausente Ausente
7 3 R 1,7x107"9 3,7x1074 3,7x10"4  Ausente Ausente
8 1 R 3,7x10~7 5,3x10"3  2,4x1075 NE NE

8 2 R 3,0x10"9 4,5x1075 1,5x1076 NE NE
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Tabela 11 — Resultados das analises microbioldgicas das amostras

estudadas (continuagéo)

Amostra Medicdo Regido  Mic.302C E.coli Estaf. Salm. L.
monocy.
8 3 R 1,7x10"9  3,9x1074 1,4x10"5 NE NE
9 1 R 7,3x107"7  2,9x1073  1,2x10°"5 Ausente Ausente
9 2 R 4,9x1079 4,9x107"4  1,5x1075  Ausente Ausente
9 3 R 1,2x1079 3,0x107"4 4,9x10"4  Ausente Ausente
10 1 R 5,7x10r7 9,1x1073 7,8x107"3 Ausente Ausente
10 2 R 3,9x10"9 8,1x1074 1,1x10"4 Ausente Ausente
10 3 R 3,0x1079 1,5x1074 5,5x107"3 Ausente Ausente
11 1 R 4,0x107r7 4,1x1073 4,9x107"4  Ausente Ausente
11 2 R 2,5x1079 1,1x1074 4,9x10"4 Ausente Ausente
11 3 R 1,2x1079 1,7x107"4 1,2x107"4  Ausente Ausente
12 1 F 6,8x1078 7,1x1072 2,5x10"4 Ausente Ausente
12 2 F 1,5x1079 1,2x1072 3,0x10"4 Ausente Ausente
12 3 F 2,1x1079 8,6x1071 6,0x107"3 Ausente Ausente
13 1 R 2,4x1078 4,3x1073 1,5x107"4 Ausente Ausente
13 2 R 1,7x1079 3,4x1073 3,3x10"4 Ausente Ausente
13 3 R 1,7x1079 1,0x1073 2,1x107"4 Ausente Ausente
14 1 F 1,7x1078 3,1x10"3 3,3x107"4 NE NE
14 2 F 9,1x1078 2,7x1073 3,9x10"4 NE NE
14 3 F 1,2X1079 1,6X107"3 4,9X1074 NE NE
15 1 F 2,8x1078 3,7x1073 3,0x1074 Ausente Ausente

Tabela 11 — Resultados das analises microbioldgicas das amostras

estudadas (continuacéo)
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Amostra Medicdo Regido  Mic.302C E.coli Estaf. Salm. L.
monocy.
15 2 F 2,5X1079 1,0X1073 4,3X10"4 Ausente Ausente
15 3 F 9,1x10"8 2,2x1072 2,1x1074 Ausente Ausente
16 1 R 1,7x1078 1,8x1075 2,1x1076 Ausente Ausente
16 2 R 3,7x10"9  9,1x1075 4,9x10"6 Ausente Ausente
16 3 R 7,8x1078 9,1x10°A5 1,7x1076 Ausente Ausente
17 1 F 4,9x107r7 6,0x1073  1,1x107A5 Ausente Ausente
17 2 F 3,3x1079 1,6x10°5 4,9x1076 Ausente Ausente
17 3 F 1,5x1079 3,7x1074 2,4x107"4 Ausente Ausente
18 1 R 2,6x107"8 4,6x107"4 3,7x1076 Ausente Ausente
18 2 R 2,5x1079 1,1x1074 1,4x107A5 Ausente Ausente
18 3 R 1,5x1079 1,2x1075 3,0x1076 Ausente Ausente
19 1 F 5,7x1077 6,0x10"3 4,9x1074 Ausente Ausente
19 2 F 2,1x1079 4,7x1073 1,9x107A5 Ausente Ausente
19 3 F 1,2x1079 3,7x1073 9,3x107"4 Ausente Ausente
20 1 R 5,7x107 1,9x10A5 3,0x10"4 NE NE
20 2 R 1,5x1079 2,1x10A5 1,1x107"4 NE NE
20 3 R 3,0x1079 7,9x1074 9,5x10"2 NE NE

Tabela 11 — Resultados das analises microbioldgicas das amostras
estudadas (continuacéo)

Amostra Medicdo Regido  Mic.302C E.coli Estaf. Salm. L.
monocy.

21 1 R 6,8x1076 4,8x107"4 1,4x1074 Ausente Ausente
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21 2 R 2,5x10"9 3,0x10"4 3,7x107"4 Ausente Ausente
21 3 R 3,0x1079 3,4x107"5 5,0x1073 Ausente Ausente
22 1 F 9,3x1077 1,7x10"3 3,7x1076 Ausente Ausente
22 2 F 1,2x1079 3,1x1073 4,9x1076 Ausente Ausente
22 3 F 1,5x1079 5,5x1073 1,7x107"6 Ausente Ausente
23 1 F 1,8x10"8 6,8x107"3 2,1x1076 NE NE

23 2 F 2,1x10"9 3,9x10"3 4,9x10"6 NE NE

23 3 F 2,1x10"9 1,2x107"3 1,7x10"6 NE NE

24 1 R 4,9x1077  4,7x10"3  4,9x1074  Ausente Ausente
24 2 R 9,5x107"9 2,5x1074 3,9x1074 Ausente Ausente
24 3 R 1,1x1079 2,1x1074 4,5x1073 Ausente Ausente
25 1 R 1,2x1077  2,1x107°4 6,4x107"4 Ausente Ausente
25 2 R 2,5x1079 1,7x10°5 4,9x1074 Ausente Ausente
25 3 R 2,1x1079 1,7x10°A5 1,2x1074 Ausente Ausente
26 1 F 2,2x1078 1,7x107"4  2,5x1074 Ausente Ausente
26 2 F 7,8x107"8 6,7x10"3 3,9x1074 Ausente Ausente
26 3 F 1,5x1079 9,3x1074 7,8x1073 Ausente Ausente

Tabela 11 — Resultados das analises microbioldgicas das amostras

estudadas (continuacéo)

Amostra Medicdo Regido  Mic.302C E.coli Estaf. Salm. L.
monocy.
27 1 R 1,1x10~r7 6,0x1073 1,7x107"4 Ausente Ausente
27 2 R 1,7x1079 9,3x1074 3,0x107"4 Ausente Ausente
27 3 R 1,1x1079 7,1x107"4 6,0x1073 Ausente Ausente

28 1 R 4,9x1077 3,6x107"4 3,0x10"4  Ausente Ausente



Ana Beatriz Santo Machado: Avaliacdo do pH e a sua relagcdo com o desenvolvimento de microrganismos
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28 2 R 2,1x107"9 1,7x1074 2,0x107"5 Ausente Ausente
28 3 R 1,9x10"9 3,7x1076 1,7x107"4  Ausente Ausente
29 1 F 1,1x10"9 6,4x1074 9,5x10"4 NE NE

29 2 F 1,1x10"9  3,4x1075 4,9x1074 NE NE

29 3 F 2,1x107"9 1,2x1074 3,7x10"4 NE NE

30 1 R 1,7x10°7  3,9x1073  2,5x1074  Ausente Ausente
30 2 R 1,1x1079 9,3x1074 4,9x10"4 Ausente Ausente
30 3 R 1,1x107"9 3,0x1074 3,0x10"4 Ausente Ausente
31 1 R 2,5x107"7 1,7x1073 5,3x10"4  Ausente Ausente
31 2 R 3,7x1079 1,2x10°A5 1,4x107A5 Ausente Ausente

31 3 R 1,5x1079 1,3x1075 3,9x107"4 Ausente Ausente
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Apéndice Il — Resultados das medicdes de pH ao longo dos 20 dias de maturagao das amostras de queijo analisadas

Lotes

3k % %k %k % % k

306 011 117

306 012 217

307 011 117

310013 217

310021 217

310022 117

310014 117

310015 217

312 021 117

312 022 217

312 023 117

312 024 217

6,33

6,41

6,4

6,73

6,42

6,31

6,66

6,72

6,76

6,69

6,56

6,58

6,46

5,34

5,37

6,43

6,23

6,06

5,9

5,91

5,94

6,03

5,26

5,32

5,9

5,81

5,56

5,28

5,42

53

5,16

5,17

5,27

5,44

529 5,34

505 5,19

5,17 5,22

5,2

5,16

5,15

5,16

5,21

5,09

5,14

511

5,08

5,04

5,05

Dias de maturagao

8 9 10 11
5,01
4,94
5,07

513 5,12 4,99 4,88

504 4,98 4,9 4,82

505 5,01 505 438

511 5,01 5,14 4,87

518 5,04 5,06 4,94

516 5,1
512 4,85
514 4,88

5,06 4,85

12 13
5,03 5,08
4,94 5

4,99 5,01

5,04

4,96

5,01

5,07

14

4,81

4,87

4,86

5,12

4,98

51

5,18

15

5,03

4,88

4,84

5,12

5,63

5,02

5,12

5,21

16

5,35

4,99

4,96

5,06

5,04

5,15

5,12

51

5,24

17

5,13

5,17

53

5,09

5,28

18

4,93

5,05

4,88

4,96

5,08

5,15

511

5,08

19

4,99

511

4,98

51

5,14

511

5,09

5,51

5,45

5,48

5,41

20

5,03

5,41

4,98

51

5,13

5,2

5,15

5,12

5,42

5,41

5,28

5,32
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312 025 117

312 026 217

Lotes

314 011 117

314 012 217

317 021 217

317 022 117

317 023 217

318 011 217

318 012 117

319 021 217

319022 117

319013 217

319014 117

321011 217

6,55

6,56

6,6

6,56

6,64

6,65

6,56

6,71

6,72

6,64

6,63

6,66

6,64

6,7

6,06

5,89

5,89

5,86

5,75

6,65

5,68

6,38

6,07

6,53

6,59

5,51

5,49

5,45

6,29

5,83

6

5,92

5,7

5,17

5,15

5,17

5,53

5,16

5,17

55 5,39

537 5,36

5,21

5,24

5,12

5,45

53 5,23

5,09

5,06

Dias de Maturagao

7

5,14

5,11

5,22

4,96

5,15

5,15

5,07

5,39

5,09

5,07

4,98

5,02

5,18

4,93

51

51

5,05

5,32

4,84

4,78

4,91

4,93

5,12

4,91

5,07

5,03

5,03

5,17

10

4,92

4,88

4,91

5,04

4,88

11

5,08

5,01

4,91

4,94

4,99

12

5,02

4,98

4,99

4,95

13

4,96

4,95

511

5,06

5,2

5,15

513 496 5,03 5,06

5,06

14

4,95

5,04

4,99

4,92

4,98

5,08

5,07

5,08

5,07

15

5,01

5,24

5,12

4,98

4,9

5,31

5,07

4,97

5,04

5,15

51

16

5,01

4,97

4,95

5,15

5,41

5,07

51

5,04

5,12

27

4,97

5,05

5,2

5,04

5,03

18

5,04

5,15

5,06

5,23

5,22

5,45

5,25

19

5,19

5,14

5,25

5,22

5,16

5,19

5,22

5,27

529 5,38 5,26

5,31

5,25

20

5,13

5,39

5,2

5,27

5,25

5,14

4,99

5,32

5,39

5,18

5,35

5,29
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321012 117

324 021 217

Lotes

324 022 117

324 023 217

325011117

325012 217

325013 117

325024 217

326 023 217

326 022 117

326 021 217

327012 217

327011 117

328 011 117

328 012 217

6,55

6,62

6,59

6,55

6,62

6,64

6,64

6,5

6,46

6,38

6,33

6,66

6,66

6,5

6,65

6,22

6,04

6,2

6,57

6,52

6,5

5,96

5,89

5,72

58

5,59

5,52

5,53

5,59

6,12

6,07

5,81

5,53

535 5,21 5,14

5,33

53

5,36

5,62

5,42

5,47

5,44

5,31

5,17

5,16

5,07

5,15

5,34

5,25

5,28

5,16

Dias de Maturagao

7

5,45
5,33
5,18

51
4,97
4,93
4,97
5,36
5,27
5,21

5,15

5,14

5,15

5,17

5,31

5,15

4,92

5,02

51

5,29

5,21

4,99

5,02

5,32

5,25

5,07

4,98

5,04

5,03

5,05

5,06

10

5,09

5,14

5,31

5,23

5,07

4,98

4,95 4,95 5,05

5,05

11

5,05

511

5,08

12

5,08

5,02

5,09

5,01

13

5,09

4,98

5,03

511

5,04

5,04

4,95

14

5,18

5,28

4,97

4,99

5,21

5,07

5,17

5,07

5,07

5,07

5,08

15

5,07

5,17

5,26

5,2

5,05

5,07

51

4,96

5,17

5,21

511

5,06

16

5,05

5,12

5,15

5,08

5,01

5,05

5,35

5,14

5,23

5,08

4,98

27

5,07

5,24

5,34

5,38

5,12

5,24

5,09

5,22

5,3

511

18

511

5,36

5,28

5,16

5,05

5,19

5,61

5,15

19

5,2

5,35

55

5,52

5,39

5,28

5,2

5,24

5,39

5,6

5,21

20

5,24

5,36

5,73

5,85

5,86

5,77

5,65

5,72

5,8

5,28

5,31

5,28

5,39
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331011117

331012 117

Lotes

331013 217

333011 117

333012 117

335011 217

335012 217

338 011 217

338 012 117

338 013 217

341011 217

342 011 217

342 012 117

346 011 117

6,71

6,73

6,69

6,67

6,73

6,66

6,78

6,7

6,76

6,6

6,79

6,7

6,78

6,68

6,53

6,47

6,48

6,46

6,55

6,54

6,52

6,45

6,39

6,52

5,84

5,86

6,28

5,2

5,98

5,74

6,1

5,41

5,53

55

5,52

6,03

5,55

5,65

5,66

5,46

5,35

5,34

5,2

5,35

5,23

5,26

5,34

5,26

5,2

5,23

5,19

5,13

Dias de Maturagao

7

5,21
5,29
5,19

5,19

4,94

4,92
5,03

5,07

511

5,19

5,13

5,13

5,16

5,21

5,16

5,15

4,84

5,13

5,17

5,06

5,15

5,15

5,13

5,08

5,06

5,07

5,03

5,06

4,95

10

5,06

4,96

4,98

5,01

51

5,03

4,95

11

5,01

5,08

511

4,91

4,88

4,9

4,97

4,95

12

51

4,96

51

5,05

13

5,13

5,14

4,94

5,03

4,93

4,98

14

5,06

5,03

4,88

5,03

5,12

5,06

5,09

511

51

15

5,16

5,04

5,16

5,14

4,94

5,03

5,16

5,17

5,12

5,01

16

5,07

5,06

5,12

5,15

5,09

5,12

5,13

51

5,01

27

5,06

5,47

5,05

5,21

5,03

5,15

5,05

4,96

18

5,09

5,3

521

5,22

5,09

5,26

5,15

5,03

19

5,37

5,84

5,3

5,29

5,55

5,32

53

5,13

5,23

5,12

5,51

5,38

20

5,35

5,68

5,62

5,38

5,28

5,57

5,36

5,33

5,2

55

5,26

5,28
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346 012 217

346 013 117

Lotes

348 011 217

348 012 117

348 013 217

353 011 217

353012 117

353013 217

353014 117

355011 117

355012 217

356 011 217

356 012 117

356 013 217

360 011 217

6,68

6,66

6,57

6,57

6,56

6,7

6,7

6,66

6,67

6,85

6,86

6,8

6,72

6,66

6,8

6,48 5,98

6,43 5,9

6,39 5,97
6,3 5,92
6,35 5,92

6,18 5,81

6,52 5,9

5,33
5,22

5,22

5,29

5,31

5,26

5,25

5,22

5,29

5,08

5,15

Dias de Maturagao

7

5,13

5,16

5,17

5,17

5,09

5,25

5,06

5,21

5,22

5,21

5,18

5,23

5,24

5,26

5,23

5,24

5,22

5,09

5,08

51

5,06

5,17

5,19

505 5,25

5,18 5,32

4,99 4,85 4,88

12

5,06

5,16

13

4,96

5,04

4,88

5,01

5,13

14

4,94

4,87

4,91

5,28

5,28

5,28

5,28

4,91

4,87

4,92

5,04

5,15

4,98

51

5,04

15

5,02

4,95

5,17

5,25

51

51

5,15

4,96

4,91

4,96

5,12

5,09

16

5,12

5,39

5,13

5,49

5,14

5,45

5,73

4,96

27

5,18

5,23

5,16

5,19

5,65

5,04

18

5,28

5,41

5,27

55

19

5,13

5,35

5,43

5,14

5,58

5,29

5,31

5,67

5,56

5,35

5,49

20

5,43

5,23

5,24

5,39

5,44

5,35

5,45

5,18

5,32

5,29

54

54

5,36
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360 013 217

360 014 117

Lotes

361 011 217

361012 117

361 013 217

363 012 117

363 013 217

002 013 218

002 022 218

003 011 118

003 012 218

3013218

004 021 218

004 022 118

004 023 218

6,74

6,69

6,66

6,59

6,69

6,8

6,88

6,75

6,59

6,61

6,62

6,62

6,64

6,6

6,63

6,37

6,32

6,37

6,06

6,48

6,54

6,19

5,88

5,85

5,9

6,17

6,01

6,22

5,9

5,83

571 5,25

535 5,23

5,54

5,38

5,6

5,33

5,3

5,35

5,28

5,25

5,13

5,08

5,13

5,3

51

5,25

Dias de Maturagao

7

5,15

5,24

5,08

4,93

5,03

5,12

51

5,05

5,04

5,14

5,15

5,09

5,13

5,15

5,23

5,07

4,87

4,9

4,92

4,97

5,01

4,95

5,12

5,13

5,21

5,08
4,99

5,02

4,76

4,89

4,92

4,95

5,04

5,01

10

5,06

4,98

4,99

4,86

4,69

5,03

4,94

11 12

513 5,03

513 4,98

4,98

4,94

5,02

13

5,07

5,09

4,93

5,06

4,95

4,88

5,02

4,91

4,95

5,06

5,28

5,04

14

4,98

4,96

5,08

4,96

4,96

4,99

4,48

4,87

4,78

4,77

5,05

4,96

5,05

5,3

5,16

15

4,97

4,99

4,79

4,92

5,01

4,89

4,96

5,13

5,12

5,18

5,27

4,9

16

4,94

4,98

5,07

4,92

5,05

5,12

5,24

4,99

27

5,37

5,06

5,01

51

18

5,26

5,37

5,33

5,4

5,05

5,25

5,17

5,17

5,3

5,13

19

5,05

5,22

5,24

5,31

5,16

5,06

4,92

5,41

5,16

51

5,37

5,49

20

5,14

5,31

5,26

5,2

5,17

5,04

5,05

5,01

5,05

5,03

5,51

5,44

5,5
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005011118 6,66 543 5,31 5,09 5,06 513 5,12 5,13 5,23 509 5,08 51
005012118 6,64 536 5,19 5,04 5,01 501 489 49 4,99 4,97 5,06 5,29
Lotes Dias de Maturagao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 27 18 19 20
5013218 6,63 536 5,22 5,07 5,05 4,98 4,87 4,88 4,85 4,77 4,92 5,11
008022118 6,73 6,18 542 5,18 5 5 49 493 4,9 4,97 505 5,33
008014118 6,72 6,02 5,46 5,33 507 5,02 5,05 4,94 4,74 4,93 5,08 5,29
009011218 6,71 6,09 5,68 516 5,04 5,05 5,02 4,77 4,99 5 5,08 5,2
009012118 6,63 5,99 6,01 513 5,08 5,11 5,08 4,78 4,88 4,95 5,03 5,05
009023218 6,74 6,4 6,23 521 51 5,13 5,13 4,84 4,95 4,98 5,09 5,21
009 024118 6,73 6,47 5,74 527 5,11 52 5,18 4,98 5,12 5,14 5,17 5,57
010021218 6,56 6,34 5,28 511 5,16 5,16 4,88 4,94 5,05 5,12 548 5,31
010022118 6,56 6,36 5,25 51 5,11 5,08 502 4,96 4,99 5,04 596 5,4
011011218 6,68 532 5,16 5,13 5,17 4,87 4,92 4,98 5,01 5,28 5,26 5,27
011012118 6,64 539 5,16 515 5,11 4,88 4,93 4,99 5,05 516 5,26 5,26
012013218 6,75 5,72 5,35 5,33 5,24 5,03 5,08 5 503 5,16 5,31
012014118 6,64 5,73 5,43 5,37 5,3 5,07 5,04 5,03 4,98 5,24 5,13
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015011 218

015012 118

Lotes

015013 218

015014 118

016 021 218

016 022 118

017 021 218

017 022 118

018 011 218

018 012 118

018 013 218

022 011 218

022 012 118

022 013 218

023 021 218

6,75

6,75

6,71

6,7

6,65

6,64

6,58

6,59

6,75

6,75

6,76

6,62

6,59

6,59

6,66

6,64

6,57

6,58

6,66

6,54

6,38

6,08

6,04

6,58

6,56

6,57

6,2

6,48 5,97

6,25 5,67

6,31 5,81

6,53 5,76
6,43

5,83

6,5 6,44
6 5,76
5,84 5,58

6,08

6,25

6,22

6,19

4,96

6,1

6,09

6,08

Dias de Maturagao

7

6,01
5,02
4,99
4,98
5,25

53

5,2

5,14

5,02

5,02

5,09

5,03

5,66

5,02

5,02

5,07

5,16

5,07

5,39

5,13

5,08

5,06

5,06

5,06

5,07

51

5,2

5,02

5,01

5,03

5,25

511

5,09

5,01

5,06

5,07

10

5,07

5,08

5,08

5,23

51

51

51

5,08

5,08

11

5,07

5,08

5,29

5,16

5,13

12

4,99

5,01

5,03

13

5,02

5,12

4,9

4,88

4,91

14

5,06

5,17

5,04

511

4,96

4,91

5,03

5,09

5,07

5,05

15

5,04

5,08

5,17

5,09

511

4,99

4,97

5,03

5,18

51

5,01

5,18

5,07

51

16

4,99

5,06

5,09

5,17

5,19

5,12

5,18

5,03

4,97

5,24

5,04

5,15

27

4,96

5,07

51

5,26

51

4,99

5,27

5,24

4,96

5,03

5,36

5,15

5,04

18
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" INTRODUCAO

Queijos tradicionais fabncados a pamr de lelte cru de ovelha
inacao microbiolégica elevada i
a ongem e processo de produt;ao destes géneros alimenticios. De entre a
flora contaminante destaca-se a presenca de estafilococos coagulase
positiva, uma vez que muitas destas estirpes sao potencialmente
produtoras de enterotoxinas estafilococicas (EEs).

Os estafilococos coagulase positiva, maioritariamente da espécie

am

p
i, RESULTADOS = -

Foram 34 estafilococos coagulase
positiva em todas, em niveis compreendidos entre 104 e 10¢ ufc/g (Figura
1). Em 17 das 34 amostras os teores de estafilococos coagulase positiva
foram >10° ufc/g, tendo sido efetuada a pesquisa de enterotoxinas
estafilococicas, conforme estipulado no Regulamento (CE) N.° 2073/2005.

e detet

Em todas as amostras analisadas nao foi detetada a presenca de
enterotoxinas estafilococicas em 25 gramas de produto.

Staphylococcus aureus, sao microrgani habit p na
pele e mucosas de animais de sangue quente p ser di d
facilmente a partir de h 0s e animais. Alg destas

bactérias possuem genes codoficados para a enterotoxina, e capacidade de
as produzirem no decurso da multiplicacao nos alimentos, podendo ser um
agente potencial de intoxicacao allmentar As EEs sao prolemas de baixo
peso molecular, extracelulares, hidr is, ter
a acao das enzimas proteoliticas presentes no trato dlgestwo A lntoxlca;ao
alimentar estafilococica resulta da i de
enterotoxinas pré-formadas e os sintomas, que se manifestam poucas horas
apos a ingestao, incluem nauseas, vomitos e por vezes diarreia, sendo uma
doenca autolimitada.

0 leite e os produtos lacteos crus provenientes de gado (bovino, ovino e
caprino) infetado, tém sido implicados em intoxicagoes alimentares por
enterotoxinas estafilococicas

m OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi efetuar a quantificagao de estafilococos
coagulase positiva/pesquisa de enterotoxinas estafilococicas em amostras
de queijos fabricados com leite cru de ovelha, de origem nacional,
colhidas durante o processo de fabrico.

E MATERIAL E METODOS

Contagem estafilococos coagulase positiva
- Método TEMPO (TEMPO STA)
Pesquisa de enterotoxina estafilococica
Metodu EURL/ISO 19020:2017, método horizontal para a detecao
imatica de enterotoxil estafilococicas em alimentos, com

concentracao por dialise, método acreditado pelo Instituto Portugués de
Acreditacao.

i % ~
.o DISCUSSAO E CONCLUSOES

Contagem de estafilococos coagulase positiva

ufc/g em queijo de leite cru

1,06407

1,06+06

1,0E405

1,06404

1,06+03

13 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 N

Figura 1 - Contagem de estafilococos coagulase positiva em queijos de leite cru

A pesquisa de enterotoxinas estafilococicas (tipos A a E) pelo método
EURL/ISO  19020:2017 com concentracao por dialise e detegao
imunoenzimatica automatizada, foi efetuada em 17 das amostras e em
todas nao foi detetada a presenca de enterotoxinas estafilococicas em 25
gramas de produto (Figura 2).

Totalde amostras - 34

Figura 2 - Pesquisa de enterotoxina estafilococica (nas 17 amostras com
Estafilococos coagulase positiva >10°ufc/g nao foram detetadas EEs).

— Apesar da ocorrenma de estafilococos coagulase positiva ser comum em lelte e produtos lacteos crus, para causar doenca € necessario que as estirpes

em concentragoes iguais ou superiores ao limite de detecao do

sejam icas e que as estejam pi no(s)
método.
—  Nao foi apl ca de estafiloco em

das amostras com niveis de estafilococos coagulase positiva >10° ufc/g.

- A preven;éo desta doenca assenta no cumprimento das Boas Praticas de Higiene e no controlo dos pontos criticos no decurso do fluxograma de pmdu;éo,

do e ci de ec<tirbes
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na matéria-nrima e/ou trancsmitidas aos oéneros



