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To circumvent fluctuations in the dairy industry, freezing acid casein is a way to enhance autonomy in the
production of quality dairy products. Thus, the aim of the present study was to evaluate frozen acid
casein and its application in the production of processed cheese on an industrial scale considering the
real logistics of a dairy product. Changes in protein were evidenced by relative casein, electropherograms
and microstructure. Also, the melting time was longer for frozen acid casein to obtain the standard

moisture content. The texture profile introduced increase in hardness with the increase in freezing time.
Positive results were found for the b* colour parameter, tending the characteristic yellow colour of
processed cheese. However, these changes were not observed in the chemical parameters of the pro-
cessed cheese, indicating that frozen acid casein can be used to produce processed cheese with char-
acteristics that meet industry standards.

© 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Freezing is an industrial operation that enables extending the
expiration date, while preserving the sensory aspects and nutritive
value of ready-to-eat dairy products as well as ingredients used in
the formulation of such products (Kuo & Gunasekaran, 2003).
However, this operation can cause changes in the product, such as
protein destabilisation, the aggregation and disruption of the casein
structure, and the entrapment of fat globules, resulting in the
destabilisation of the emulsion and the coalescence of globules
after thawing (Kljajevic et al., 2016; Meza, Verdini, & Rubiolo, 2011).

Dairy products derived from acid casein are among the oldest
and most popular foods in the world, such fresh sour cheese, petit
Suisse, and processed cheese (Li & Zhao, 2019). Acid casein is ob-
tained through the fermentation of milk by mesophilic dairy cul-
tures, especially Lactococcus lactis ssp. lactis and L. lactis ssp.
cremoris, which use lactose as a substrate, altering the milk struc-
ture and disordering the structure of the casein micelle due to the
acidification of the medium; upon reaching the isoelectric point
(pH near 4.6), the aggregation of the casein molecules occurs, with
less solubilization power (Li & Zhao, 2019; Van Dender, 2014).

The production of processed cheese with acid casein is a com-
mon practice, resulting in a high-quality finished product with
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greater elasticity and more flavour (Cruz, Zacarchenco, Oliveira, &
Corassin, 2017; Scheurer, 2005; Van Dender, 2014). Acid casein is
used as the protein base in processed cheeses, along with milk fat
and emulsifying salts in a fusion process (Cernikova, Nebesarova,
Salek, Rihackova, & Bunka, 2017; Solowiej, Cheung, & Li-Chan,
2014). Due to the absence of a rigid protein matrix, processed
cheeses have spreadability characteristics controlled by the
manufacturing parameters, composition of the formula, and
changes in the protein structure of the raw materials (Belsito et al.,
2017; Cernikova et al., 2017).

Given consumption trends and the need to perform in a
competitive market, freezing is a possible alternative to boost the
production of cheese and dairy products. Therefore, studies that
demonstrate the influence of this process are needed. The purpose
of the present study was to evaluate the effect of freezing on acid
casein and its application in the production of processed cheese on
an industrial scale.

2. Materials and methods
2.1. Acid casein production and freezing

Pasteurised skim milk was fermented at 43 °C with Strepto-
coccus salivarius, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, and
Lactobacillus helveticus (Proquiga Coalhopar) until pH 5.10, when
curd formation occurred in a cheese production tank with a ca-
pacity of 10,500 L. Curd cutting was performed at pH 5.0, followed
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by partial drainage (40%) of the whey, heating at 65 °C, and total
whey drainage, obeying an industrial protocol for very high mois-
ture acid casein.

Acid casein was washed with water at 5 °C to stabilise the pH at
4.90, with the titratable acidity of whey up to 0.1 g 100 g~ lactic
acid. The acid casein was then pressed for 60 min to expel the whey
and placed in a low-density polyethylene package with 17 kg of
product.

Acid casein was kept for 12 h in a cold chamber at 5 °C and
subsequently transported to a dairy facility in the northwestern
region of the state of Sao Paulo for the production of processed
cheese. Another portion of the acid casein was stored in a slow
freezing chamber, monitoring temperature until reaching
approximately —10 °C using a laser sight infrared thermometer
(Testo Model 830-T1). Acid casein was evaluated and used for the
production of different batches of processed cheese before freezing
and after freezing for 30, 60, 90, and 120 days. The temperature was
monitored daily throughout storage. Fig. 1 displays the process of
acid casein transportation and thawing as well as the production of
processed cheese.

2.2. Processed cheese production

Processed cheese was produced with a standard formulation
and an industrially relevant process. The ingredients used in the
manufacturing were 68% sour cream (55% fat), 28% acid casein (not
frozen) or acid casein frozen for 30, 60, 90, and 120 days (compo-
sition listed in Table 1) and 4% of the others ingredients (skimmed
milk powder, sodium chloride, sodium tetrapyrophosphate, triso-
dium phosphate, and the preservatives potassium sorbate and
nisin). The acid casein and ingredients were melted at 90 °C in a
melting pot (Incal, JAA-67-E, Sao Paulo, Brazil). The completion
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time of the emulsification process was defined based on moisture
content (62—65 g 100 g~ 1) determined by infrared analyser (MB 35,
Ohaus, Barueri, Brazil) in samples of processed cheese taken during
the process. The yield was calculated from the amount of product
generated.

After production, the processed cheeses were packed in a
polypropylene recipient (50 g). The processed cheeses were placed
in a cold chamber, cooled at —10 °C for an immediate temperature
reduction to a maximum of 10 °C, which was maintained during
storage and transport. The processed cheeses were analysed 10
days after production.

2.3. Physicochemical evaluation of acid casein

The milk used for the production of acid casein was evaluated
for acidity, fat, total solids, non-fat solids and protein according to
the AOAC (2016). The pH was determined using a potentiometer
(DM 22, Digimed, Sao Paulo, Brazil).

Non-frozen acid casein was evaluated for acidity (AOAC, 2016),
pH (DM 22, Digimed), fat (BSI, 1989), total protein (AOAC, 2016) and
moisture (MB 35, Ohaus, Barueri, Brazil). For frozen acid casein,
acidity, pH, and total protein were determined following the same
method used for non-frozen casein.

2.4. Relative casein

Relative casein was determined based on the method of Van
Dender (2014) through the relationship between casein nitro-
gen and total nitrogen. Nitrogen compounds were determined
using the Micro-Kjedahl method (AOAC, 2016) and the samples
were prepared based on AOAC (2016) and Bynum and Barbano
(1985).

PRODUCTION
ACID CASEIN
FROZEN
ACID CASEIN
¥ (-10°C)
|
[ [ I l
AC AC30 ACED ACSD ACI20
l | |
!
TRANSPORT
5°0)
PRODUCTION DEFROST (48
TEARERCET o  PROCESSED HOURS/
GO CHEESE 1-5°C)
TRANSPORT STOCKING
MAX 10°C) MAX 10°C)

[:I Stage performed in Santa Catarina

I:, Stage performed in S&o Paulo

Fig. 1. Study representation: AC, acid casein; AC30, AC60, AC90 and AC120, AC with 30, 60, 90 and 120 days freezing, respectively.
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Table 1
Physicochemical results of acid casein and frozen acid casein.”
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Item pH Acidity (g 100 g 1) Protein (g 100 g~1) Relative casein (%)
AC 4.83 + 0.03% 0.22 + 0.03? 2440 + 4512 93.30 + 7.70°
AC30 4.72 + 0,04 0.29 + 0.03° 24.93 + 4.56° 94.00 + 5.00°
AC60 4.69 + 0.04%¢ 0.31 + 0.03° 21.62 + 4.51° 89.60 + 5.10%"
AC90 4,67 + 0.04¢ 0.31 + 0.03° 23.62 + 4.55% 86.30 + 5.00°
AC120 4,66 + 0.04¢ 0.32 + 0.03° 23.38 + 4.52° 68.00 + 5.10°

2 Abbreviations are: AC, acid casein; AC30, AC60, AC90 and AC120, AC after 30, 60, 90 and 120 days freezing, respectively. Means of three values for each batch + standard
deviation are presented; means in a column followed by the same superscript letter show no statistical difference between them by the LSD test (p < 0.05).

2.5. Electrophoresis

The partial characterisation of proteins (a-casein, -casein, and
k-casein) was performed using SDS PAGE gel electrophoresis, with
modifications (Laemmli, 1970; Magenis et al., 2014).

Acid casein samples were freeze dried (TFD5503, Ilshin Lab. Co.
Ltd., Korea), diluted at 4 mg mL~! of water, shaken in a vortex
shaker for 10 min, and allowed to rest for one hour. Ten microlitres
were placed in an Eppendorf tube with the addition of 40 uL of the
sample buffer and subsequent heating at 95 °C for 5 min. Sepa-
rating gels at 15% and stacking gels at 4% were prepared. Aliquots of
20 pL of the sample and 15 pL of the standard marker (Broad Range
Protein Molecular Weight Markers - Promega) were injected into
each vertical electrophoresis well at constant voltage at 250 V and
30 A for 210 min. The gels were subsequently dyed with Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0.3%) in 40% methanol and 10% acetic acid.
Molecular masses were estimated by comparing the standard
protein bands to the samples.

2.6. Scanning electron microscopy of non-frozen and frozen acid
casein

Non-frozen acid casein and frozen samples after different stor-
age times were prepared for scanning electron microscopy (SEM)
using the methodology described by Lobato-Calleros, Ramirez-
Santiago, Osorio-Santiago, Vernon-Carter & Hornelas-Uribe
(2002), with modifications. The samples were frozen at —80 °C
and freeze dried (TFD5503, Ilshin Lab. Co. Ltd., Korea) for 24 h. The
freeze-dried samples were fixed on a conductive adhesive surface
and covered with gold in a sputter coater (SCD 050, Baltech, Brazil)
to make them conductive. A field emission scanning electron mi-
croscope (FEG) (JSM6701F, JEOL, Brazil) equipped with an X-ray
spectrometry microanalysis system (EDS) was used. Analyses were
performed at 15 kV electron acceleration and magnification for
1000-fold sample viewing.

2.7. Physicochemical evaluation of processed cheese

Processed cheese was evaluated for acidity, fat and fat in dry
matter according AOAC (2016), pH (DM 22, Digimed, Sao Paulo,
Brazil) and moisture (MB 35, Ohaus, Barueri, Sao Paulo).

2.8. Texture profile of processed cheese

The texture profile of the processed cheese in 50 g samples
(recipient with 750 x 590 mm) was determined using a textur-
ometer (CT3, Ametek Brookfield, Middleborough, USA) moved
perpendicularly into the sample at 10 + 1 °C with a 25.4 mm
diameter acrylic cylindrical probe. The test was conducted under
the following conditions: 500 N load cell, 20% product height
compression distance, speed of 1.0 mm s, and 5 s contact time,
with two penetration cycles, based on Silva et al. (2012). The

mechanical characteristics of hardness, adhesiveness and elasticity
were analysed.

2.9. Instrumental colour of processed cheese

Colour was evaluated using a CR300 (Minolta) digital colorim-
eter and expressed using the three-dimensional model: L* (lumi-
nosity, ranging from white to black) and b* (chromaticity blue to
yellow, since the colour of processed cheese ranges from cream to
white) (Bosi, 2008).

2.10. Statistical evaluation

The formulations were prepared in batch replication and the
analyses were conducted considering triplicate experiments. The
results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the LSD
mean comparison test using the Statgraphics Centurion 9.0 soft-
ware, considering a 95% confidence level (p < 0.05).

3. Results and discussion

3.1. Physicochemical evaluation of non-frozen and frozen acid
casein

The following were the mean properties of the pasteurised skim
milk used in the preparation of acid casein: pH 6.75 + 0.01; acidity,
0.16 + 0.00 g 100 mL~!; fat, 0.26 + 0.00 g 100 g~ '; total solids,
8.94 + 0.06 £ 100 g~ !; non-fat solids, 8.62 + 0.03 g 100 g~ !; protein,
338+002g100g .

After production, the acid casein obtained from the coagulation
of milk through the process described in section 2.1 had the
following temperatures at different evaluation times before and
during freezing: initial temperature of acid casein of 17.6 + 0.8 °C
upon being submitted to freezing, which lasted 14 h to reach the
glass transition point (slow freezing) (Azeredo, 2012; Freitas &
Figueiredo, 2000), achieving a temperature of —10 °C. However,
fluctuations in the temperature of the acid casein occurred
throughout the frozen storage period (range —12.6 to —9.7 °C).

Regarding physicochemical characteristics, the fat and moisture
content in the acid casein were 1.0 + 0.0 g 100 g~ ! and
61.853 + 0.674 g 100 g~ !, respectively. The relatively low-fat con-
tent is related to the milk skimming process prior to pasteurisation.

The pH of the frozen acid casein decreased throughout the
storage period (Table 1), with a consequent increase in acidity.
Significant differences were found among the storage times
(p < 0.05). The reduction in pH may be related to the action of the
freezing process on the free water in the protein matrix Filchacova,
Pankova, and Mishenina (1983) concluded that changes in the
structure of the protein matrix during freezing cause the partial
separation of free water and a lower water retention capacity. Even
with these changes, the pH of the non-frozen and frozen acid casein
was appropriate for the production of processed cheese.
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The pH of the raw material plays an important role in the hy-
drolysis of calcium salts in the melting process. Hydrolysis occurs
through the nucleophilic attack of water in the terminal phosphate
unit, causing the breakdown of the P—O—P bond and forming
monophosphates as the end product of the reaction (Jager & Heyns,
1998). According to Barth, Tormena, and Viotto (2017), raw mate-
rials with a pH around 5.6 have higher hydrolysis rates when
compared with a pH of 6.0—6.8.

The casein thawing process was performed based on Scheurer
(2005) in a cold chamber at a temperature of 5 °C for 48 h to
avoid the formation of undesirable characteristics in the processed
cheese due to the development of contamination as well as changes
in pH and acidity.

The relative casein content calculated from the nitrogen frac-
tions changed as a function of freezing time but remained constant
for the first 60 days. AC90 had a statistically equal level to that of
AC60 (p > 0.05). The acid casein stored for the maximum freezing
period (AC120) exhibited a greater reduction in relative casein
content, with a 27.1% difference compared to the non-frozen acid
casein. The behaviour may be related to the slow freezing, which
results in disordered, destabilised protein due to the formation of
ice crystals (Fontecha, Bellanato, & Juarez, 1993; Kljajevic et al.,
2016; Koschak, Fennema, Amundson, & Lee, 1981; Zhang,
Mustafa, Ng-Kwai-Hang, & Zhao, 2006). This has been associated
with changes in protein configuration and stability.

In addition to the action of slow freezing, a possible proteolysis
caused by thermo-resistant psychotropic enzymes from raw ma-
terial, may have caused the reduction of relative casein (De La Vara
et al,, 2018).

The relative casein content in mature cheese is similar to that
found when acid casein is subjected to slow freezing, as in the
present study, which also resulted in lower relative casein levels.
However, even with reduction during freezing, acid casein with 120
days of storage (AC120) had a relative casein content above 50% and
could therefore be used for the production of processed cheese.
According to Van Dender (2014) and Scheurer (2005), for processed
cheese to have characteristic properties, the relative casein content
in the protein matrix must be greater than 50%, since it defines the
emulsification index of processed cheese and determines the
quality of the product. In contrast, acid casein with higher levels of
relative casein tends to form a harder processed cheese due to the
greater interactions between protein (relative casein) and fat
(Guinee, Caric, & Kalab, 2004; Lee & Anema, 2009).

3.2. Electrophoretic profile of non-frozen and frozen acid casein

The estimated molecular masses for the acid casein (not frozen)
and acid casein frozen for 30, 60, 90, and 120 days from SDS-PAGE
techniques (Fig. 2) showed that the positions of the casein fractions
(as1-, 2s2-, B- and k-casein) were between 25 and 35 kDa. According
to data reported by Anema (2009), the fractions os1-, as2-, f- and k-
casein showed in 30 + 3 kDa, 35 + 6 kDa, 27 + 4 kDa e 24 + 4 kDa,
respectively, which corroborates with the one presented in the
electrophoretogram of this study. However, changes occurred in
the frozen casein. Acid casein with lower freezing times exhibited
changes in the bands. The electropherogram shows the degradation
of a lower molecular mass casein (k-casein) at 90 and 120 days and
an increase in sharpness of the molecular mass band close to 15 kDa
at freezing times of 30, 60, and 90 days, which may be a by-product
resulting from this degradation of the casein fraction.

The changes in the bands that indicate the fractions of casein
may be related to the slow freezing applied during the storage of
the acid caseins, damaging the structure of the protein matrix due
to the partial separation of the free water, a lower water retention
capacity, and a higher water self—diffusion coefficient (Filchacova
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et al,, 1983; Kuo & Gunasekaran, 2009). The degradation of the
protein fractions presented may also have occurred due to the ac-
tion of proteolytic enzymes from milk which during the longest
period of storage of acid casein had a longer time for action even in
a frozen system (De La Vara et al., 2018).

3.3. Scanning electron microscopy of non-frozen and frozen acid
casein

In the SEM evaluations of the non-frozen and frozen acid casein
(Fig. 3), AC120 visually presented a porous structure (voids), which
may be explained by surfaces on which ice crystals had formed. Ice
crystal growth occurs in pores due to the presence of water in the
matrix, which is transformed during frozen storage (Baier-Schenk,
Handschin, & Conde-Petit, 2005).

The occurrence of a more porous structure in AC120 may be
related to the storage of the frozen acid casein for longer periods, in
which more extensive breakdown of the structure of cheese occurs
due to the recrystallisation of the melted ice crystals and the in-
capacity of the proteins to bond to the water again. The incapacity
to bond with the water may lead to the formation of water puddIes,
resulting in a more porous protein matrix (Diefes, Rizvi, & Bartsch,
1993; Kuo & Gunasekaran, 2009).

Ice crystal formation begins at the freezing point of the food,
causing a change in the glass transition temperature. The crystal-
lisation of water with the gradual reduction in temperature results
in an increase in the glass transition temperature, such that the
maximum content of solids is reached in the cryoconcentrated
phase, paralysing the formation of crystals (Azeredo, 2012). Thus,
by the time the product reached freezing temperature over the
storage period, temperature fluctuations (—9.7 to —12.6 °C) may
have led to changes in the environment and modifications in the
previously formed ice crystals, causing small ruptures in the pro-
tein matrix levels due mainly to the fact that freezing was charac-
terised as slow in this study (—10 °C).

3.4. Processed cheese production variables

The process was conducted at the indicated temperature
(70—90 °C) for the occurrence of the emulsification of the pro-
cessed cheeses (Table 2), that is, the shortening of the structure of
the product and the formation of its body. Heat aids casein pepti-
sation and, along with emulsifying salts, increases the water ab-
sorption capacity of casein.

A significant difference was found in processing time (p < 0.05),
with the greater amount of time required to reach the endpoint for
processed cheeses made with frozen acid casein compared with
acid casein. The duration of the process is linked to throughputs,
which is a major impact factor for industries. The increase in pro-
cessing times of batches with frozen acid caseins for longer periods
may have occurred due to the loss of emulsification related to the
reduction of relative casein. The relative casein and total protein
contents are essential information for processed cheese
manufacturing as they both can determine its functional and tex-
tual properties (Kapoor & Metzger, 2008).

AC120 and AC60 had statistically equal processing times
(p > 0.05), but differences between these times were found with
regard to moisture. This demonstrates that processing time is not
linked to changes in moisture. This may be caused by differences in
the industrial process, such as the use of indirect steam, which can
make heat exchange difficult due to the adherence of the in-
gredients to the melting equipment (Cruz et al., 2017).

Moisture is an important variable to the quality of creamy
processed cheese, especially with regards to the texture of the
product. The characteristic form of processed cheese was obtained
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Fig. 2. Gel electrophoresis evaluation of processed cheese made from: AC, acid casein; AC30, AC60, AC90 and AC120, AC with 30, 60, 90 and 120 days freezing, respectively (M,
standard protein marker).

Fig. 3. Micrographs (1000 x magnification) of acid casein (A) and acid casein frozen for 30 (B), 60 (C), 90 (D) and 120 (E) days.



A.D. Bianchi, S. Mallmann, I. Gazoni et al.

Table 2
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Results of process parameters in the elaboration of processed cheeses from acid casein and frozen acid casein.”

Item Temperature melting process (°C) Duration of the melting process (min) Moisture (g 100 g™ 1) Yield (kg)

PC 90.00 + 0.00* 44.00 + 3.30* 64.41 + 0.32° 411.23 + 0.55%
PC30 90.00 + 0.00° 50.50 + 3.30° 61.91 + 0.31¢ 403.40 + 0.55°
PC60 90.30 + 0.40% 56.50 + 3.40% 61.26 + 0319 396.00 + 0.72¢
PC90 90.00 + 0.00* 54.00 + 3.10° 61.03 + 0.31¢ 400.80 + 0,55¢
PC120 90.00 + 0.00° 59.00 + 3.10¢ 62.06 + 0.32¢ 397.40 + 0.50¢

2 Abbreviations are: PC, processed cheese produced from acid casein (AC); PC30, PC60, PC90 and PC120, PC produced from AC30, AC60, AC90 and AC120, respectively.
Meansof three values for each batch + standard deviation are presented; means in a column followed by the same superscript letter show no statistical difference between

them by the LSD test (p < 0.05).

when the moisture was below 65%, important content for
protein—protein interactions, yield and shelf life of processed
cheese (Belsito et al., 2017; Ferrao et al., 2018; Van Dender, 2006).
Moisture is also linked to product yield, with higher content
yielding more product. The non-frozen acid casein had the highest
moisture content and consequently led to the greatest yield.

The moisture content found in the present study can be
considered characteristic of processed cheese, as similar levels are
reported in previous studies. Guinee and O’Callaghan (2013) stud-
ied the effects of fat reduction on the physicochemical properties of
processed cheese; for standard samples with normal fat content
(32.5 100 g™ ), the moisture content was 52.7 g 100 g~ .. In a study
evaluating reductions in fat and sodium, Ferrao et al. (2018) report a
moisture content of 64.77 g 100 g~ ! in standard samples of pro-
cessed cheese, which is similar to the value determined in the
present study. Both studies involved processed dairy cheeses ob-
tained from mixtures of fresh, mature acid casein without being
subjected to freezing.

3.5. Physicochemical analysis of processed cheeses

Significant differences in pH were found among the samples
(p < 0.05) (Table 3). Processed cheese obtained with acid casein
after 120 days of freezing had lower pH compared with processed
cheese produced with non-frozen acid casein. Consequently, the
processed cheese produced with frozen acid casein had higher
acidity compared to that produced with fresh acid casein. The
acidity and pH of processed cheeses may be the result of the
characteristics of the acid casein, as the non-frozen product had
higher pH and lower acidity compared to AC120.

Due to the solubility, interaction, and hydrolysis of calcium salts,
the final pH of processed cheese generally ranges from 5.4 to 5.9,
largely due to the ingredients used in its production (Guinee et al.,
2004). Processed cheeses with pH values between 5.5 and 5.7 (like
most of those in the present study) have a creamy consistency and
higher hardness value. Processed cheeses tend to be firmer at pH
below 5.4 and gummier at pH above 6, which can lead to fat sep-
aration due to less protein—protein interaction (Talbot-Walsh,
Kannar, & Selomulya, 2018; Van Dender, 2006). In a study

Table 3
Physicochemical characteristics of processed cheeses obtained from acid casein and
frozen acid casein.”

Item pH Fat (%) FDM (%)

PC 5.73 + 0.05° 28.57 + 0,567 83.47 + 1.79°

PC30 5.84 + 0.05¢ 28.16 + 0.57° 73.94 + 1.79%°
PC60 5.64 + 0.05° 28.50 + 0.56% 73.42 + 1.82°

PC90 5.66 + 0.05° 28.16 + 0.44° 72.62 + 1.79°

PC120 5.67 + 0.05° 28.08 + 0.57° 74.20 + 1.70%°

2 Abbreviations are: FDM, fat in dry matter; PC, processed cheese produced from
acid casein (AC); PC30, PC60, PC90 and PC120, PC produced from AC30, AC60, AC90
and AC120, respectively. Means of three values for each batch + standard deviation
are presented; means in a column followed by the same superscript letter show no
statistical difference between them by the LSD test (p < 0.05).

involving protein matrices in different maturation stages, Purna,
Pollard, and Metzger (2006) found pH values ranging from 5.65
to 5.75, which is similar to the range reported herein.

No significant differences were found among the samples
regarding fat content (p > 0.05). In a study involving creamy pro-
cessed cheese, Chen and Liu (2012) found average fat values of
22.9%. The differences between the two studies may be related to
the desirable characteristics of each product.

The fat in dry matter (FDM) differed significantly among the
samples (p < 0.05), with the highest value found for the processed
cheese produced with the non-frozen acid casein. FDM is the ratio
of fat present in dry matter. According to the product identity and
quality regulations (Brasil, 1996), processed cheese must contain at
least 55% FDM. The lowest FDM value in the present study was
found when AC90 was used, but the value in this sample remained
above the minimum limit stipulated by legislation. Lee,
Klostermeyer, and Anema (2015) reported a mean FDM of 67.9 g
100 g~ !, which is lower than the minimum value found in the
present study.

The results of the physicochemical analysis show that, despite
significant differences (p < 0.05) in the variables evaluated in the
processed cheeses, all values were in accordance with the technical
regulations of product identity. Moisture, fat, FDM, and pH are
determinant factors for the rheological and textural characteristics
of processed cheeses as well as the processing conditions and pa-
rameters (Bowland & Foegeding, 2001).

3.6. Texture profile of processed cheeses

Significant differences in hardness were found among the
samples (p < 0.05) (Fig. 4). The pH of the processed cheeses ob-
tained in the present study ranged from 5.64 to 5.84, which
confers greater hardness to the product due to the greater
protein—protein interaction (Talbot-Walsh et al., 2018; Van
Dender, 2006).

The sodium tetrapyrophosphate used in the production of the
processed cheese in the present study has an impact on the hard-
ness of the cheese. On the other hand, trisodium phosphate has its
use designated for increasing the pH of the protein matrix to
perform the fusion. This salt mixture ensures maximum emulsifi-
cation, sequestering, and buffering capacity, enabling the produc-
tion of processed cheese with a desirable texture and spreadability
(Bunka et al., 2012).

A significant difference in adhesiveness was found between the
processed cheeses made with non-frozen and frozen acid casein
(p <0.05). A higher emulsification capacity is a characteristic of acid
caseins stored at low temperatures, resulting in an increase in the
adhesiveness of processed cheese (Cruz et al., 2017). Moreover,
greater adhesiveness is found in cheeses processed with acid ca-
seins with a higher intact casein content (Cruzet al., 2017; Fox,
McSweeney, Cogan, & Guinee, 2004).

No significant differences in elasticity were found among the
samples. Processed cheeses made from acid casein are
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showed no statistical difference by the LSD test (p < 0.05).

characterised by having greater elastic texture compared to those
produced with enzyme paste (Cruz et al., 2017; Scheurer, 2005).

Considering the texture profile of the processed cheeses pro-
duced with non-frozen and frozen acid casein, in which possible
changes were detected in the levels of relative casein levels and
protein destabilisation due to slow freezing, the cheeses main-
tained their characteristics, especially with regards to the greater
hardness, evidenced by the pH range and the melting salt used,
ensuring the quality of the end product.

3.7. Colour profile of processed cheese

Significant differences among the samples were found in the L*
colour parameter (p < 0.05) (Table 4), which regards lightness from
white to black. The processed cheese produced with the non-frozen
acid casein was lighter compared with the processed cheese made
with frozen acid casein. The findings indicate that the processed
cheese became darker with the increase in the freezing time of the
acid casein.

The lower lightness of processed cheese produced with frozen
acid casein may also be related to the lower moisture content and
longer melting time. In a study on processed cheese using whey
protein concentrate in ultrafiltered cheese, Hoffmann (2003) found
that greater lightness of the product occurred in processed cheese
with higher moisture content.

Significant differences among the samples were also found for
the b* parameter (blue to yellow) (p < 0.05). The processed cheese
produced with non-frozen acid casein differed from the other
samples. An increase in b* values was found in the processed
cheeses produced with acid casein submitted to different freezing
times, especially AC60 and AC90. Higher b* values indicate that the
products became more yellowish with the increase in acid casein
freezing time. Processed cheeses are characterised by their

Table 4
Results of instrumental colour analysis of processed cheeses obtained from acid
caseins and frozen acid caseins.”

Item L* b*

PC 88.71 + 0.712 13.99 + 0.93%
PC30 86.80 + 0.71° 15.69 + 0.93°
PC60 85.83 + 0.70° 19.65 + 0.93¢
PC90 85.51 + 0.73¢ 18.47 + 0.90°
PC120 85.48 + 0.71¢ 19.26 + 0.91°

2 Abbreviations are: PC, processed cheese produced from acid casein (AC); PC30,
PC60, PC90 and PC120, PC produced from AC30, AC60, AC90 and AC120, respec-
tively. Means of three values for each batch + standard deviation are presented;
means in a column followed by the same superscript letter show no statistical dif-
ference between them by the LSD test (p < 0.05).

yellowish-white coloration and positive values for the b* param-
eter indicate a trend towards yellow (Cunha, Dias, & Viotto, 2010).

4. Conclusion

Frozen acid casein proved to be a viable ingredient for the dairy
sector, but freezing alters the physicochemical characteristics of the
product, such as pH and acidity, as well as the relative casein
content. The microstructure of acid casein submitted to the longest
freezing times presented empty spaces, indicating the formation of
larger ice crystals in the protein matrix. The change in ice crystals
due to the slow freezing process was confirmed by the electro-
phoretic profile of the casein fractions.

The freezing of acid caseins resulted in processed cheeses with
similar characteristics to the product made with non-frozen acid
casein. However, differences in the processing parameters, such as
a longer melting time and lower yield, can exert an impact on the
industrial scale. The high mineral content in the milk remained
constant and was found in the processed cheese.
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The processed cheeses produced with non-frozen and frozen
acid casein had physicochemical properties in accordance with
current legislation (Brasil, 1996) and product quality standards. The
differences (longer cooking time, lower yield, and more attenuated
hardness) were due to slow freezing, with changes in the pH, fat
structure, and protein of acid caseins.
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This study evaluated the lipase and protease production by psychrotrophic bacteria in refrigerated pasteurized
milk. Samples were stored at 4, 6, 8, and 10 °C during 10 days to simulate refrigerated storage including abuse
temperatures. The results demonstrated that although the pasteurization reduced significantly the bacterial
counts, part of the psychrotrophs population is able to survive and grow during refrigeration. Moreover, enzy-
matic activity occurred mainly at the higher temperatures (8 and 10 °C) during the lag and exponential growth
phases throughout the 10-day analysis period, contributing to the samples spoilage. Thus, the study reinforces

the importance of a strict control of refrigeration temperature during storage of pasteurized milk. A mathe-
matical model comprised of three differential equations was able to describe successfully the bacterial growth
and lipase and protease production. This approach can provide helpful insights regarding spoilage of refrigerated

pasteurized milk.

1. Introduction

Milk consumption plays a crucial role in promoting calcium ab-
sorption, maintaining a healthy intestinal microbiota, and facilitating
the digestive process (Lambrini et al., 2021). In 2023, Brazil ranked as
the world’s sixth-largest producer of cow’s milk, with sales exceeding
8.4 billion liters (Statista, 2024). Additionally, in 2022, the country
exported $19.6 million worth of milk to global markets (OEC, 2024).
Milk products are widely consumed in Brazil, with approximately 91 %
of the population including them in their diet (Andretta et al., 2022).

Despite its nutritional richness, milk is highly susceptible to
contamination by bacteria from various sources, including the envi-
ronment, the animal itself, and contaminated equipment (Teleken et al.,
2011; Martin et al., 2018). Pasteurization remains the standard tech-
nology to ensure the microbiological safety of milk products
(Abrahamsen & Narvhus, 2022). While pasteurization effectively

* Corresponding author.

inactivates most psychrotrophic bacteria, some survive and produce
heat-stable enzymes that remain active even after the pasteurization
process (Nornberg et al, 2010). Furthermore, contamination
post-pasteurization from equipment, water, or the environment,
particularly with Gram-negative bacteria, is a frequent occurrence
during processing (Lau et al., 2022).

Psychrotrophic bacteria dominate the microbiota of milk during cold
storage, producing extracellular enzymes such as proteases and lipases
(Saha et al.,, 2024). Among these, Pseudomonas spp. is the most
commonly found psychrotrophic bacterium in refrigerated milk and is
also a major contributor to spoilage in other refrigerated foods, such as
meat (Robazza et al., 2017). In pasteurized milk, these enzymes degrade
components such as lipids and proteins, leading to spoilage and quality
deterioration (Chang et al., 2024). Protease activity, in particular, can
cause significant defects, including the development of off-flavors and
protein coagulation in stored ultra-high temperature (UHT) milk
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(Nornberg et al., 2010). Additionally, lipases and phospholipases pro-
duced by Gram-negative psychrotrophic bacteria catalyze the hydrolysis
of milk fats and lecithin, releasing free fatty acids that further compro-
mise the product’s quality (Saha et al., 2024). These enzymatic activities
significantly reduce the shelf life of dairy products, resulting in sub-
stantial economic losses for the industry.

The combination of refrigeration temperature and storage duration
strongly influences the population dynamics of psychrotrophic bacteria
in pasteurized milk. Consequently, these conditions affect the produc-
tion and activity of lipases and proteases, directly impacting the shelf life
of dairy products. Despite their importance, detailed knowledge
regarding the kinetics of lipase and protease production under varying
storage conditions for refrigerated pasteurized milk is still limited in the
scientific literature. Thus, the present study aims to evaluate and model
the kinetics of psychrotrophic bacterial growth and the production of
lipase and protease enzymes in pasteurized milk stored at refrigeration
temperatures. The results are expected to provide insights into enzyme
production rates and offer a comprehensive understanding of the in-
fluence of storage conditions on the shelf life of refrigerated pasteurized
milk.

2. Materials and methods
2.1. Milk samples

Three batches of raw milk were collected to generalize the results
obtained in the study. The first batch was collected in December 2023,
the second in January 2024, and the third in February 2024. The initial
batch was sourced from a dairy facility in Santa Catarina state, Brazil.
After milking on a small farm, the samples were stored in the producer’s
refrigerator and later transferred to an industry storage container. For
the second and third batches, raw milk was collected directly from small
farms in Santa Catarina. The samples were subsequently placed in sterile
plastic bags, transported to the laboratory under refrigerated conditions,
and prepared for pasteurization and further analysis.

2.2. Pasteurization and physicochemical measurements

The interval between milking and pasteurization was ca. 2 h for the
three batches. The first batch was pasteurized in the dairy facility using
the High Temperature, Short Time (HTST) method. Samples were sub-
jected to 75 °C for 20 s. The other batches were pasteurized using the
Low Temperature, Long Time (LTLT) procedure to evaluate the influ-
ence of the pasteurization method on extracellular enzyme production.
These samples were subjected to 65 °C for 30 min. The pasteurized milk
samples were placed in sterile glass flasks refrigerated at 4 °C and stored
at the following temperatures: 4, 6, and 8 °C (batch 1) and 4, 6, 8, and
10 °C (batches 2 and 3). A temperature of 10 °C was employed in batches
2 and 3 to simulate a refrigeration temperature abuse.

The milk fat content of batch 3 was determined according to Gerber’s
method (Kleyn et al., 2001). In summary, the test consists of the reading
of the milk fat in a Gerber milk-tester butyrometer column, followed by
sulfuric acid hydrolysis of milk components and centrifugation (Andrade
et al., 2021). Fat content was determined immediately after the samples
were collected. The pH of batch 3 was monitored in intervals for 2 days
at all temperatures studied.

2.3. Bacterial enumeration and enzymatic activity evaluation

Psychrotrophic bacteria were enumerated according to the American
Public Health Association (APHA) methodology (Cousin et al., 2001,
chap. 13). Briefly, after successive dilution procedures (from 107! to
107°) and 1 mL aliquot inoculation following the spread plate technique
in Plate Count Agar (PCA, Merck, Darmstadt, Hesse, Germany), Petri
dishes were incubated at 7 + 1 °C for 10 days in an incubator (TE-371,
Tecnal, Piracicaba, SP, Brazil). The bacterial enumeration was carried
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out in intervals of 12 h during the first three days and 24 h from the
fourth day until day 7 (batch 1) and until day 10 (batches 2 and 3).

Proteolytic activity of the pasteurized milk samples was determined
according to Bendicho et al. (2002). In brief, a 1 % (w/v) azocasein
solution (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) was prepared with a
sodium hydrogen phosphate (Sigma-Aldrich) buffer solution (pH 7.2).
Four mL of the azocasein solution was combined with 400 pL of
pasteurized milk. After mixing and incubating at 35.5 °C for 15 min, the
reaction was interrupted by adding 8 mL of 5 % (w/v) aqueous tri-
chloracetic acid (TCA) (Sigma-Aldrich). Supernatant absorbance was
read at 345 nm in a UV-Vis spectrophotometer (Biospectro SP-220,
Equipar, Curitiba, PR, Brazil).

Lipolytic activity was assayed by using soybean oil (Soya, Sao Paulo,
Brazil) as a substrate. This procedure is appropriate because soybean oil
is rich in fatty acids (C18:1) and (C16:0) and this lipid profile resembles
cow milk’s (Vlaeminck et al., 2006; Song et al., 2023). The procedure
employed was adapted from Rigo et al. (2012). Briefly, the soybean oil
(10 %; w/v) was emulsified with xanthan gum in sodium phosphate
buffer (100 mM, pH equal to 7.0, Synth, Diadema, SP, Brazil). A 2 mL
sample of the pasteurized milk was added to 18 mL of the emulsion,
followed by incubation in a shaker for 15 min at 37 °C and 160 rpm. The
reaction was interrupted with the addition of 20 mL of an acetone/e-
thanol solution (1:1; v/v) (Synth), and the resulting fatty acids were
titrated with sodium hydroxide (Synth) solution 0.1 N until pH 11.0.
Blank assays were conducted similarly by adding the pasteurized milk
samples immediately after adding the acetone/ethanol solution. Enzy-
matic activity was evaluated for batch 3 at 8 °C and 10 °C to simulate
temperature abuse condition. Results for both proteolytic and lipolytic
activities were expressed as U/ml.

2.4. Mathematical modeling

2.4.1. Bacterial growth (batches 1 and 2)

Baranyi & Roberts primary model (1994) with rearrangements, as
given by Gospavic et al. (2008), Eq. (1), was used to describe the con-
centration of psychrotrophic microorganisms (y(t) = log N(t), in log
CFU/mL) along the time (t, in h). In Eq. (1), the parameters y, and Ymax
are the logarithm of the initial and maximum microbial concentrations
(in log CFU/mL), respectively; ji,.. is the maximum specific growth rate
(in log CFU/h) and hy (dimensionless) is related to the physiological
state of the cells. The lag phase duration (4, in h) can be evaluated
through Eq. (2).

XP(Hmaxt —ho) +1 — exp(—ho) )
=y +ln< max (@]
Y=Yy EXP()’max 7y0) + eXP(Upmaxt — ho) — exp(—ho)
i o @
lumax

The parameters estimation was performed in two steps. In the first
one, all parameters were estimated by fitting the model to the experi-
mental data with the fit function of the Curve Fitting Tool (cftool)
available in the Matlab R2020b software (MathWorks, Natick, USA),
using the non-linear least squares method and the trust-region reflective
Newton algorithm. Then, the arithmetic average value of the parameter
hy for all temperatures was calculated. In the second step, the estimated
Yo and the calculated h, average value were fixed, and the fitting pro-
ceeded with an one-step modeling approach. The one-step modeling
approach consisted in combining both primary and secondary models
and data (Egs. (3)-(5)) into a single estimation process was conducted.
This approach allows improving accuracy in parameter estimation and
model predictions (Salmazo et al., 2023).

The differential form of the Baranyi & Roberts primary model, Egs.
(3) and (4), together with the Ratkowsky et al. (1982) secondary model,
Eq. (4), were used to estimate the parameters b, Trin , and Ymax from the
experimental data. In Egs. (3)-(5), Q(t) = log g(t) (dimensionless) is a
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Table 1

Model parameters (b, Tmin, ¥max>» Kpr, Yisy, and Yp,) estimated by fitting
(AMIGO_PE) and identifiability analysis (AMIGO_RIdent), and statistical indices
(RMSE, %Bs, and %Dy) to psychrotrophic microbial experimental data.

Batch Parameter or Estimated by fitting  Identifiability analysis®

statistical index (AMIGO_PE) (AMIGO _RIdent)

1 (ho = b (h=°5) 0.00836 0.00838 (+0.00393)
5.71 + Tonin (°C) -18.18 —~18.66 (£6.72)
3.64) Ymax (log CFU/ 5.82 5.90 (+4.09)

mL)

RMSE 0.344 0.377
%Bs —6.0 % —4.4%
%Dy 17.9 % 18.4 %

2 (ho = b (h™%%) 0.0110 0.0112 (40.0021)
0.43 + Tonin (°C) ~5.76 —5.66 (+2.30)
0.51) Ymax (log CFU/ 8.46 8.70 (+1.30)

mL)

RMSE 0.441 0.442
%By 1.6 % 1.8%
%Dy 14.4 % 14.4 %

3 (ho = b (h=%%) 0.00680 0.00712 (+£0.00284)
1.28 + Tomin (°C) -18.27 ~17.81 (+£6.47)
1.23) Kpy, (U/mL) 4.95 8.55 (+7.13)

Y1)y (U/log CFU) 0.225 0.226 (+£0.034)
Yp,y (U/log CFU) 0.0030 0.0037 (40.0108)
RMSE 0.616 0.671

%By —6.5 % 0.9 %

%Dy 12.7 % 14.8 %

2 Estimates (+95 % confidence intervals).

function that described the physiological state of the cells, b (1/(h%>.°C))
is an empirical parameter, and Tn;, (°C) is the theoretical minimal
temperature for microbial growth. This fitting procedure was carried out
in Matlab R2020b software with the AMIGO_PE task of the AMIGO2
R2019b toolbox (Balsa-Canto et al., 2016), with the Isq cost function and
Q I cost type, odel5s solver, and sensmat to compute the sensitivities.

dy(t) 1

“ar  Mmax <m) (1 —exp(y(t) — Ymax)) ()]
dQ(t)

T — Mmax (4)
v Hmax :b(T7 Tmin) (5)

2.4.2. Bacterial growth, lipase and protease production (batch 3)

Batch 3 was used to model lipase and protease production, whereas
batches 1 and 2 were used to characterize psychrotrophic bacteria
growth. Because preliminary measurements in the first two batches
showed a small enzymatic activity at 4 °C and 6 °C, as also observed in
other study (Burdova et al., 2002), the evaluation of lipase and protease
production was conducted at 8 °C and 10 °C. The system of four
first-order ordinary differential equations, Egs. (6)-(9), was used to
describe the concentration of psychrotrophic microorganisms (y(t)), in
log CFU/mL), the concentrations of lipase (L(t), in U/mL) and protease
(P(t), in U/mL) along the time t (in h). The equations of the model were
based on a so-called P-model (Poschet et al., 2005; Van Impe et al.,
2005), in which the limitation of the microbial growth was based on the
production of lipase and protease by psychrotrophic bacteria. In Egs.
(6)-(9), Kpr (U/mL) is the maximum value for P(t) and L(t); and Y/, and
Yp/y are the yield for lipase and protease over microorganisms, respec-
tively. The parameter p,. can be expressed as a function of

y(t) (log CFU/mL)
O =~ N WbhHhoo O N ®

y(t) (log CFU/mL)
O -=_2NWhAhUUIO N ®C©

4.0

3.0

2.0

L(t) (UImL)

o 8°C
o 6°C
¢ 4°C
I —y(t) model
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Fig. 1. Results obtained after fitting the model for the three batches.
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Table 2
Values obtained for the lag phase duration (1), maximum specific growth rate
(Umax)> and estimated shelf life (ts,) for the three batches at each temperature.

Batch 1 A (h) Hmax (log CFU/h) tgr, (h)
4°C 166.1 0.034 277.9
6°C 139.7 0.041 246.4
8°C 119.2 0.048 188.5
Batch 2 A (h) Hmax (log CFU/h) ter, (h)
4°C 38.1 0.011 394.6
6°C 26.1 0.016 270.9
8°C 19.0 0.023 197.4
10°C 14.5 0.030 150.2
Batch 3 A (h) Hmax (log CFU/h) ter, (h)
4°C 55.7 0.023 264.6
6°C 46.9 0.027 221.2
8°C 40.1 0.032 190.3
10°C 34.6 0.037 163.6

temperature, Eq. (5), and replaced into Egs. (6)—(9).

dy(t) _ 1

ac o <W<_Q<t>>)<l ~ exp(P(t) + L(t) ~ Kn.)) ©
dQ(t) _

T = HMmax )
% = Y1 /yMmax (m) (1 —exp(L(t) —Kpr)) (8)

0 :
= Yoshmas <m

The solution of Egs. (6)-(9) can be obtained by numerical methods
(e.g., Runge-Kutta) with the following initial conditions: y(0) = Yy,
Q(0) = Qo, L(0) = Ly, and P(0) = P,. The values of y,, Lo, and Py, i.e.,
the initial concentrations of psychrotrophic microorganisms, lipase and
protease can be obtained from the experimental data, while Q, (the
initial physiological state of the cells) can be calculated from the
transformation of hy estimated by fitting of Baranyi and Roberts (1994)
primary model, Eq. (1), to the experimental data of psychrotrophic
microorganisms, in which Qo =1n In (1 /(exp exp (hy) — 1)).

The values of parameters b, T, Kp, Y1y, and Yp/, were estimated
together in a one-step modeling approach for the four sets of batch 3
experimental data at constant temperatures (4, 6, 8, and 10 °C). This
approach was similar to the procedure applied for batches 1 and 2. The
fitting procedure was carried out in Matlab R2020b software with the
AMIGO _PE task of the AMIGO2 R2019b toolbox, the same procedure as
previously presented.

) (1 exp(P(t) — Kn)) ©

2.4.3. Identifiability analysis

Monte-Carlo analysis (500 runs) was performed for the batches 1, 2,
and 3 with the AMIGO _RIdent task of the AMIGOZ2, in which the initial
parameter values were the values previously estimated. The experi-
mental noise was assumed as homoscedastic, with a 5 % standard de-
viation from the experimental data. The results were expressed as
frequency distributions of the model parameter estimates.

2.4.4. Statistical indices

The comparison of the experimental observed data (y.,) with the
values predicted by the mathematical models (y,:) was performed with
the following statistical indices: root mean-square-errors (RMSE), Eq.
(10); percent bias factor (%By), Eq. (11), based on the bias factor (By),
Eq. (12); percent discrepancy (%Dy), Eq. (13), based on the accuracy
factor (Ay), Eq. (14), as proposed by Baranyi et al. (1999), in which n is
the number of experimental data, and sgn is the signal of the function.
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n (.}'ob *.Vpr>2

RMSE = (10)
-1 n
%B; =sgn (In By) (exp|In B| — 1)100% an
Z (ln Ypr —1n y0b>
By =exp % (12)
%Dy = (Af —1)100% 13
n 2
_ (ln Ypr —1n yob)
Af=exp 5 S (14)

n

3. Results and discussion
3.1. Physicochemical analyses

The results obtained for pH analyses at the temperatures of 4 and
6 °C were practically constant over time, with average values of 6.81 +
0.12 and 6.79 £ 0.15, respectively, suggesting that these temperatures
are appropriate for decreasing the metabolism of bacteria during 10
days. In contrast, at 8 °C, the average pH decreased from 6.75 + 0.10
until the 6th day of storage up to 6.56 + 0.11 in the 8th day and 6.42 +
0.12 in the 10th day. A similar behavior was observed at 10 °C, wherein
the pH decreased from 6.75 + 0.13 up to the 6th day to 6.51 + 0.15 on
the 8th day and 5.79 + 0.09 on the 10th day. These results indicate a
more intense microbial activity at these temperatures. This pH decrease
may be ascribed to lipid hydrolysis that caused free fatty acids and
organic acids production (Qin et al., 2023). The average pasteurized
milk fat content was 3.90 + 0.32 %. This result follows the established
standards for whole milk. For instance, according to EU legislation, the
milk fat content must be not lower than 3.40 % (Regulation EC, 2004).

3.2. Microbiological analyses

3.2.1. Kinetic parameters and shelf life

The model parameters estimated by fitting (AMIGO_PE) and identi-
fiability analysis (AMIGO_RIdent), and the statistical indices to psy-
chrotrophic microbial experimental data are shown in Table 1. The
models were able to describe the experimental data with the parameters
estimated with AMIGO_PE, as shown in Fig. 1. The hy value was different
for each batch, which means that the initial physiological state of the
cells was different because this parameter is highly dependent of the
history of the bacterial population. The initial physiological state of the
cells is determined by their previous growth history and by the new
physicochemical environment at inoculation (Baranyi et al., 1995).

Batches 1 and 2 were used primarily to describe psychrotrophic
bacteria growth in refrigerated pasteurized milk. Results obtained for
the fitted parameters for all the batches are exhibited in Table 1, and the
fitted curves are displayed in Fig. 1. Differently from the other batches,
samples from batch 1 were pasteurized with the HTST method. In
contrast, the other batches were pasteurized using the LTLT method. As
shown in Fig. 1, the psychrotrophic bacterial population on day 0 of
measurements was larger for batch 1 (values between 1.16 and 2.16 log
CFU/ml) than the other batches. However, these results may be due to a
larger initial bacterial concentration immediately after collecting the
samples in batch 1 than to the pasteurization method efficiency. In this
respect, it has been previously demonstrated that both HTST and LTLT
methods exhibit a similar efficiency to thermally inactivate
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Table 3
Correlation values of the model parameters of batches 1, 2 and 3 from experi-
mental data. Estimates highly correlated are shown in bold.

Batch 1 b Tiin Ymax

b 1.000 0.981 —0.363
Tmin 0.981 1.000 —0.338
Ymax —0.363 —0.338 1.000
Batch 2 b Tin Ymax

b 1.000 0.981 —-0.271
Tmin 0.981 1.000 —0.208
Ymax -0.271 —0.208 1.000
Batch 3 b Trmin Kp1, Yy Yoy

b 1.000 0.961 —0.480 —-0.234 0.249
Tmin 0.961 1.000 —0.340 —-0.275 0.125
Kpp, —0.480 —0.340 1.000 —0.176 —0.339
Yy —0.234 —0.275 —0.176 1.000 0.213
Yoy 0.249 0.125 —0.339 0.213 1.000

microorganisms (Dumalisile et al., 2005).

For batch 1, lag phase duration values corresponding to the psy-
chrotrophic bacteria were calculated through Eq. (2) using the values of
the parameters hy and y,,,, (estimated through Eq (5)) were equal to
166.1 h, 139.7 h, and 119.2 h at 4 °C, 6 °C, and 8 °C, respectively, while
the values for the maximum specific growth rate were 0.034 log CFU/h,
0.041 log CFU/h, and 0.048 log CFU/h, respectively. It is considered
that the microbiological shelf life of milk occurs when psychrotrophic
bacteria attain a level of 5.0 log CFU/mL (Ziyaina et al., 2018). Ac-
cording to this criterion, the estimated shelf lives of the pasteurized milk
samples obtained through Eq. (1) were approximately equal to 277.9 h,
246.4 h, and 188.5h at 4 °C, 6 °C, and 8 °C, respectively, which are the
expected values of the shelf life for refrigerated stored milk (Al-Farsi
et al., 2021). Similar results were obtained for refrigerated pasteurized
milk stored at 4 °C, considering a limit of 4.47 log CFU/ml as a mea-
surement of the shelf life (Pal & Bhunia, 2025). The estimated values for
the kinetic parameters for all the batches are exhibited in Table 2.

Regarding batch 2, the calculated values for the lag phase duration
were 38.1 h, 26.1 h, 19.0 h, and 14.5 h, at 4 °C, 6 °C, 8 °C, and 10 °C,
respectively. The results obtained for the maximum specific growth rate
were equal to 0.011 log CFU/h, 0.016 log CFU/h, 0.023 log CFU/h, and
0.030 log CFU/h, at 4 °C, 6 °C, 8 °C, and 10 °C, respectively. Despite the
much lower bacterial lag phase duration values than those observed for
batch 1, as the bacterial population at day 0 was lower (approximately
1.0 log CFU/ml), the shelf lives were similar for both batches 1 and 2.
Results estimated for batch 2 were 394.6 h, 270.9 h, 197.4 h, and 150.2
h, at4°C, 6 °C, 8°C, and 10 °C, respectively. These results show that the
temperature of 10 °C is inappropriate for storing pasteurized milk since
the sample shelf life is lower than 1 week (about 6.3 days). Similar
behavior was observed for raw milk stored at suboptimal conditions
(10 °C) (De Jonghe et al., 2011).

The values of b and Ty, parameters estimated from batches 1 and 3
showed similar values, which means that the maximum specific growth
rate of the psychrotrophic bacteria of these batches were similar. As a
matter of fact, u. values for batch 3 were equal to 0.023 log CFU/h,
0.027 log CFU/h, 0.032 log CFU/h, and 0.037 log CFU/h, at 4 °C, 6 °C,
8 °C, and 10 °C, respectively. In contrast, the lag phase durations for the
batch 3 were equal to 55.7 h, 46.9 h, 40.1 h, and 34.6 h at 4 °C, 6 °C,
8°C, and 10 °C, which are similar to results obtained for batch 2. Finally,
the shelf lives at the temperatures of 4 °C, 6 °C, 8 °C, and 10 °C were
equal to 264.6 h, 221.2 h, 190.3 h, and 163.6 h, respectively. Overall,
despite the differences in the initial physiological state of the cells be-
tween the batches, the shelf lives of the samples were approximately
similar. The respective average values of the shelf lives in days between
the three batches were equal to 13.0, 10.3, 8.0, and 6.5 at 4 °C, 6 °C,
8 °C, and 10 °C.
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3.2.2. Goodness of fit

To the authors’ best knowledge, the mathematical model adopted in
this study has not been previously applied to model enzymes production
in pasteurized milk. Thus, a brief evaluation of its goodness of fit is
useful. Frequency distributions of the model parameters estimated from
Monte-Carlo identifiability analysis are shown in Fig. 2. The parameters
b, Tmin, Yi)y, and Yp,, showed frequency distributions that can be
interpreted as normal distributions, with one peak with higher fre-
quency around the mean value and narrow 95 % confidence intervals.
Furthermore, the estimated values of these parameters from the fitting
(AMIGO_PE) were similar to the estimated from the Monte-Carlo anal-
ysis, as seen in Table 1, corroborating with Akkermans et al. (2018) and
Salmazo et al. (2023). The ymax and Kp;, parameters showed frequency
distributions with different peak patterns, with sparse frequencies and
wider 95 % confidence intervals (Fig. 2 and Table 3). This can be
associated with the absence of stationary phase in the psychrotrophic
growth data and, then, the parameters were extrapolated in the fitting
procedure.

The parameters Ymax, Kp, Y1y, and Yp/, showed low correlation to
other parameters (lower than 0.48), as seen in Table 3, while parameters
b and Ty showed high inter-parameter correlation (higher than 0.96).
The high values for this correlation are in the same order of magnitude,
as reported by Bernaerts et al. (2000) and Grijspeerdt and De Reu
(2005). However, these parameters appear only in the secondary model
for the maximum specific growth rate (Eq. (5)). Thus, they do not
significantly affect the results obtained for the system of differential
equations given by Egs. (6)-(9). Given the complexity of the system
studied composed simultaneously by bacterial growth and enzymes
production, the values obtained for the goodness of fit indices, RMSE,
%By, and %Dy, overall, it can be said that the model described success-
fully the experimental results.

3.2.3. Protease and lipase production

Overall, the lipase activity in the refrigerated pasteurized milk
samples was much larger than the protease activity (see Fig. 1). These
results agree with other study (Glantz et al., 2020). This fact is confirmed
by the values obtained for the yield for lipase and protease over mi-
croorganisms, Yy, and Yp/y, which values obtained were 0.225 U/log
(CFU) and 0.003 U/log(CFU), respectively (Table 1). The maximum
value estimated for lipase and protease concentration can be considered
as the lipase limit concentration, which was equal to 4.95 U/mL. From
this result, one can estimate the protease maximum concentration as
approximately 0.065 U/mL (75 times lower than the lipase counterpart).
The production rates for both enzymes were practically temperature
independent at 8 °C and 10 °C. Thus, the results obtained can be
interpreted as average values in the temperature range between 8 °C and
10 °C.

From the values of the lag phase duration (Table 3), it can be seen
that the enzyme production started during the lag phase at a slow rate
and during the early beginning of the exponential growth phase of the
psychrotrophic bacteria increased abruptly. The lipase and protease
production do not always follow the same pattern, having been first
detected in the late exponential and early stationary phase previously
(Stevenson et al., 2003). Enzyme production was observed even for low
levels of psychrotrophs, <1.0 log CFU/mL for protease and <0.5 log
CFU/mL for lipase. These results indicate that a control of psychro-
thropic bacteria levels since the raw milk in the farm and the storage of
the pasteurized milk at appropriate temperatures is of paramount
importance for the industry, as observed in other studies (Isidoro et al.,
2013), since the thermal destruction of these enzymes is not feasible
from a practical perspective.

4. Conclusion

The present study aimed to evaluate and model lipase and protease
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production by psychrotrophic bacteria in refrigerated pasteurized milk
under conditions similar to those found in the dairy industry. Both
pasteurization methods, HTST and LTLT, significantly reduced the
psychrotrophic bacterial population to levels below 2.0 log CFU/mL.
However, the results indicated that enzymatic activity occurs even at
low bacterial counts, beginning during the lag phase and increasing
significantly in the early exponential phase of bacterial growth in sam-
ples stored at 8 °C and 10 °C. Lipase and protease production persisted
throughout the 10-day analysis period, contributing to sample spoilage.
A mathematical model, based on a system of three differential equations,
effectively described both bacterial growth and enzyme production. This
model allowed for the estimation of sample shelf life, defined as the time
required for the psychrotrophic bacterial population to reach 5.0 log
CFU/mL. The study highlights the challenges associated with controlling
lipase and protease activity in refrigerated pasteurized milk. Strict
quality control of raw milk at the farm level is essential to ensure a
pasteurized product with minimal psychrotrophic bacterial contamina-
tion. Additionally, proper monitoring of pasteurized milk storage is
crucial, as enzyme concentrations increase substantially at suboptimal
storage temperatures, which can result from even minor temperature
fluctuations.
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Resumo: A produgdo de leite vem aumentando consideravelmente no Brasil, principalmente no estado de Santa
Catarina. Contudo, as industrias enfrentam problemas relacionados a sazonalidade do fornecimento de leite devido
alguns fatores, como a diversidade climatica, disponibilidade de alimentos para os animais e custo de producdo. O
congelamento de massas lacteas, base para queijos processados, surge como uma alternativa para minimizar o
impacto causado pela instabilidade na produgéo de leite. No entanto, séo necessarios estudos que abordem o efeito
desta operacao na caracteristica dos produtos elaborados. Desta forma, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da
massa de queijo de coagulacdo &cida, fresca e congelada, nas caracteristicas do processo de producéo e fisico
quimicas do requeijao cremoso elaborado em escala industrial em um laticinio de Santa Catarina. As massas de queijo
ap06s producdo foram congeladas em intervalo de 15, 30, 60 e 90 e para cada tempo, foram elaborados requeijdes
cremosos. Observou-se aumento do tempo de fuséo e redugcdo do rendimento dos requeijdes em relacdo ao tempo de
congelamento. Os parémetros fisico-quimicos apresentaram-se de acordo com o regulamento técnico especifico do
produto. Assim, o congelamento das massas de queijo mostrou-se como uma alternativa para contornar as intempéries
da sazonalidade do leite, resultando em requeijao com caracteristicas aceitaveis ao padrao industrial.

Palavras chave: caseina &cida, estocagem, queijo processado
1. INTRODUCAO

O leite é um alimento composto por minerais, vitaminas, compostos bioativos e uma importante fonte de proteina,
desta forma, a sua ingestéo o torna benéfico a salide humana (Dave e Singh, 2019; Thorning et al., 2017). A producédo
de leite no Brasil vem crescendo de forma significativa, principalmente no estado de Santa Catarina, aumento resultante
da otimizagdo dos processos nas propriedades rurais com a implantacdo de novas tecnologias e sistemas de produgéo.

Na regido Sul do Brasil, algumas areas possuem caracteristicas climéticas subtropicais, onde 0s verfes sdo amenos e
invernos frios. Estas temperaturas encontram-se na faixa de conforto térmico ideal para racas de gado leiteiro de origem
europeia. No entanto, uma vasta area do territério brasileiro esta situada em regides tropicais, onde as altas temperaturas
impossibilitam a producdo potencial de leite de vacas de racas continentais (Gabbi et al., 2016). Em virtude da
metereologia, a disponibilidade de alimentos aos animais fica comprometida em periodos de pouca chuva e calor,
podendo alterar, além da producdo e custo, a composi¢do do leite, reduzindo os niveis de proteina/solidos e afetando
diretamente os laticinios (Marcondes et al., 2017). Como a produgdo no pais € heterogénea e dispersa, em determinadas
épocas do ano ha excedente na producdo do leite, enquanto em outras ha falta desta matéria prima (Vilela et al., 2017).

Essa regionalizacdo e sazonalidade na producdo de leite torna-se um desafio para as inddstrias processadoras,
necessitante de alternativas que contornem ou minimizem os impactos de oferta e demanda, controlando a ociosidade
industrial e buscando menores custos, principalmente, relacionados ao valor econdmico da matéria-prima utilizada.
Nesse sentido, 0 congelamento é uma alternativa industrial de conservacdo que vem se difundindo como uma opgéo
para a aumentar o tempo de validade dos queijos durante a comercializagdo, principalmente queijos com umidade
maior, (Luck, 1977), possibilitando o processamento de acordo com a necessidade dos produtos, visto que o
congelamento do leite, além de ser algo ndo previsto em instru¢fes normativas, torna-se inviavel em virtude do volume
necessario para armazenamento.
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O congelamento das massas utilizadas como matéria-prima na producdo de queijos processados pode ser uma
alterativa para racionalizar os problemas envolvendo os impactos da producdo de leite e a demanda pelo consumo de
produtos lacteos. Entretanto, sdo relatadas modificacdes nos alimentos submetidos a esta operacdo, como
desestabilizacdo de proteinas e ruptura da estrutura da caseina (Meza et al., 2011), sendo necessario realizar estudos
sobre os impactos desta operacdo a fim de buscar respostas cientificas para respaldar o processo de congelamento que
sejam descritos em regulamentos técnicos especificos. Neste sentido, destaca-se a importancia de pesquisas sobre o
requeijdo cremoso, considerando que dentre os produtos lacteos consumidos no Brasil, este consiste em uma
commodity desde 2014. Para sua elaboracdo faz-se necessdria uma mistura envolvendo gordura lactea, sais
emulsificantes e caseinas, provenientes de massas de queijo ou queijos, submetidas a fusdo. As massas de queijo podem
ser oriundas de coagulacdo 4cida ou enzimatica do leite, de acordo com as caracteristicas desejadas no produto final
(Gomes et al., 2017; Cernikova et al., 2017). Contudo o efeito do congelamento destas massas nas caracteristicas de
produgdo e fisico quimica do requeijdo ainda necessitam ser investigadas.

2. MATERIAIS E METODOS

As duas bateladas de massa de queijo &cida foram produzidas por um Laticinio da Regido Oeste de Santa Catarina,
assim como o processo de conservagéo por congelamento nos tempos 15, 30, 60 e 90 dias de congelamento. As massas
frescas e congeladas foram enviadas para uma industria processadora situada na regido Noroeste de Sdo Paulo para a
producgdo dos requeijoes cremosos. As andlises fisico-quimicas dos requeijdes foram conduzidas no Departamento de
Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC. O
experimento foi conduzido em triplicada de analise e réplica de produc&o.

Para a elaboragdo da massa de queijo, utilizou-se leite pasteurizado desnatado seguido de coagulacdo acida por meio
de adicdo de Streptococcus salivarius subsp. t, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Lactobacillus helveticus.
Apo6s formacdo da coalhada (pH 4,90), a massa seguiu para o corte, dessoragem parcial, aquecimento, dessoragem total
e lavagens com &gua para estabilizacdo do pH e reducdo de acidez, de forma que o soro proveniente da lavagem
atingisse acidez de a 0,1 g/100 g. A massa foi prensada e acondicionada em embalagens de polietileno de baixa
densidade de 17 Kg.

As embalagens de massa fresca destinadas a analise sem congelamento foram mantidas por 12 horas em camara fria
a 5 °C e, posteriormente, transportadas na mesma temperatura para a producdo do requeijdo. As demais massas de
queijo de ambas as bateladas foram estocadas em camara de congelamento lento com temperatura estabelecida em -10
°C, empilhadas sob paletes e a cada tempo de avaliacdo seguiram para elaboragdo do requeijdo conforme o processo da
massa fresca. O descongelamento das massas foi efetuado em cdmara fria com temperatura de 1 a 5°C durante 48 horas.
A representacdo da logistica da estocagem, transporte, descongelamento das massas e producdo dos requeijGes
encontram-se na Figura 1.

PRODUCAD
MASSA DE 1
QUEDO 3
MAS3A
CONCELADA
(-10°C]
MASSAFRESCA 13 DIAS. ‘ ‘ 0 DIAS £0DIAS 50 DIAS
|
S — I I I
— —
TRANEPORTE
G0
TRANSPORTE | PrODUCA0 DO i
(5°C) REQUEITAO ¢ 1:3°0) '
ENVASE/ TRANSPORTE EETOCAGEN
RESFRIAMENTD MAX 10 °C) | LMJLX 10°C)

Etapas realizadas em Santa Catarina Etapas realizadas em Sdo Paulo

Figura 1. Fluxograma representativo das etapas de estocagem, transporte, descongelamento das massas de queijo e
producdo, transporte e estocagem do requeijao cremoso
Para a producéo do requeijdo utilizou-se a mesma formulacéo e processo rotineiro da indUstria processadora. Os
ingredientes utilizados na fabricacdo foram: creme de leite, massa coalhada de coagulacdo acida fresca (MQF) e com 15
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(MQ15), 30 (MQ30), 60 (MQ60) e 90 (MQ90) dias de congelamento, leite em pd desnatado, cloreto de sédio,
estabilizantes tetrapirofosfato de sddio e fosfato trissddico e conservantes sorbato de potassio e nisina. Para cada
producédo obteve-se requeijes oriundos das massas fresca e congelada, sendo RQF (requeijdo obtido da MQF), RQ15
(requeijdo obtido da massa MQ15), RQ30 (requeijdo obtido da MQ30), RQ60 (requeijdo obtido da MQ60) e RQ90
(requeijao obtido da MQ90). A massa de queijo e ingredientes foram fundidos a 90 °C e o tempo de paralisacdo do
processo de cremificacdo foi definido de acordo com o teor de umidade atingido (maximo 65 g/100 g). Os parametros
de processo avaliados foram temperatura e tempo de fusdo, umidade e rendimento.

Apobs a producdo os requeijdes foram envasados em embalagens plasticas de 200 gramas e direcionados para
resfriamento em camara fria a -10°C. Em seguida, estocados e transportados em temperatura de até no maximo 10 °C.
O requeijdo foi estocado por 10 dias até realizacdo das analises fisico-quimicas.

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, por medidor de pH de bancada (Digimed - DM22). A acidez
foi avaliada pelo método titulométrico (1AL, 2005), gordura pelo método de Gerber (AOAC, 2016) e gordura no extrato
seco pela formula pratica (AOAC, 2016). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparacdo de média de LSD a 5% através Software STATGRAPHICS CENTURION 9.0, considerando um nivel de
95% de confianca (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 1 apresenta os parametros de processo de produgdo dos requeijdes elaborados a partir das massas de queijo
fresca e congeladas.

Tabela 1. Resultados dos pardmetros de processo na elaboracdo dos requeijdes cremosos oriundo das massas de queijo
fresca (MQF) e com 15 (MQ15), 30 (MQ30), 60 (MQ60), 90 (MQ90) e 120 (MQ120) dias de congelamento.

Periodo de Armazenamento (dias)
RQF RQ15 RQ30 RQ60 RQ90

90,0 £ 0,02 90,0+ 0,0 90,0+ 0,0 90,3+0,4* 90,0+0,0?

Parametros

Temperatura
Fusdo (°C)
Tempo Fusdo

44,0 + 3,3% 41,0 + 3,42 50,5 + 3,3° 56,5+3,4%  540+3,1°

(min)
Umidade 644+03° 623+031° 61,9403 613+03" 61,0+0,3°
(9/100 g)
Re”?l'(g‘)e”to 4112+06° 383,0+04" 403,4+06° 396,0+0,7° 400,8+ 0,5°

Média de cada batelada + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo apresentam diferenca
estatistica significativa entre si pelo teste LSD (p < 0,05). RQF (Requeijdo produzido a partir da MQF), RQ15
(Requeijdo produzido a partir da MQ15), RQ30 (Requeijdo produzido a partir da MQ30), RQ60 (Requeijdo produzido a
partir da MQ60) e RQ90 (Requeijdo produzido a partir da MQ90).

Ao observar a temperatura de fusdo entende-se que o processo foi conduzido conforme indicado (VAN DENDER,
2014), em temperaturas entre 70 e 90 °C, entre as quais ocorre 0 processo de cremificacdo dos queijos processados, ou
seja, 0 encurtamento da estrutura do produto e a formacdo do corpo deste. A temperatura € importante para a fusdo, pois
o calor auxilia a peptizacdo da caseina, além de, juntamente com o0s sais emulsificantes, aumentar a capacidade de
absorcéo de agua das caseinas. Também, pelo fato dos requeijées cremosos necessitarem de um menor extrato seco,
torna-os mais susceptiveis a deterioragdes microbianas. Por este fato, a cremificagdo precisa ser mais intensa e as
temperaturas de processo estarem na faixa de 90 — 95 °C (Van Dender, 2014).

O tempo de processo apresentou diferenca estatistica (p<0,05), sendo que o alcance do ponto final do requeijao
apresentou aumento para os requeijoes elaborados com massa congelada em comparacdo com a massa de queijo fresca.
A duracédo do processo de fusdo é citada também no regulamento técnico de identidade e qualidade do produto, onde
preconiza que o0s queijos processados devem ser submetidos a um tratamento térmico por no minimo 80 °C durante 15
segundos (Brasil, 1997).

A duragdo do processo é um importante parametro de controle para garantir a estrutura do produto, no entanto, o
tempo varia de acordo com as caracteristicas da matéria-prima e produto a ser elaborado (Van Dender, 2014).
Aquecimentos prolongados podem resultar em requeijdes supercremificados, mais viscosos e de menor teor de umidade
(CRUZ et al., 2017). Também, a duracéo do processo é ligada com a produtividade, fator de grande impacto para as
inddstrias.

Este aumento no tempo do processo de fusdo do requeijdo elaborado com MQF em relacdo as massas congeladas
pode estar relacionado a ruptura na estrutura da matriz proteica e reducdo do teor de caseina relativa em funcdo da
estocagem sob congelamento das massas onde em uma estrutura de caseina mais hidrolisada, necessita-se de maior
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tempo de agitagdo. Também, com o congelamento, os gloébulos de gordura podem coalescer resultando na
desestabilizacfo da emulséo (Zhang et al., 2006, Fontecha et al., 1993, Kljajevic et al., 2016, Koschak et al., 1981).

A umidade apresenta-se como parametro importante para a qualidade do requeijdo cremoso, principalmente em
relacdo a textura do produto. O ponto do requeijdo foi obtido no momento em que a umidade encontrava-se inferior a
65%, valor recomendado por Van Dender (2014). Os valores variaram de 61,00 g/100 g a 64,4 g/100 g. A umidade
também esta ligada com o rendimento do produto, ou seja, quanto maior o teor, maior quantidade de produto sera
obtida. O maior rendimento foi obtido no RQF, o qual apresentou maior teor de umidade (64,4 g/100 g). Cabe ressaltar
que todas as massas sdo provenientes das mesmas respectivas bateladas.

Guinee e O’Callaghan (2013) estudaram os efeitos da redug¢do de gordura nas propriedades fisico-quimicas de
queijo processado. Para as amostras padrdo, com teor de gordura normal (32,5 g/100 g) o teor de umidade encontrado
foi de 52,7 g/100 g. Ferrdo et al (2018) em um estudo também de reducdo de gordura e com redugdo de sodio, as
amostras padrdo de requeijao apresentaram 64,77 g/100 g de umidade, valor proximo ao determinado no presente
estudo. Ambos os estudos envolveram queijos processados de matrizes lacteas obtidos de misturas de massas de queijo
fresca e maturada sem serem submetidas a processos de congelamento.

Em geral, os requeijdes obtidos da massa de queijo fresca apresentaram maior teor de umidade e maior rendimento
quando comparado com as massas de queijo congeladas. O RQ15 e RQF apresentaram 0s menores tempos de processo
de elaboracdo do produto.

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados fisico-quimicos de pH, acidez, gordura e gordura no extrato seco
(GES) dos requeijdes cremosos obtidos a partir das massas de queijo fresca e congeladas.

Tabela 2. Anélises fisico-quimicas dos requeijdes cremosos obtidos das massas de queijo fresca (MQF) e com 15
(MQ15), 30 (MQ30), 60 (MQ60) e 90 (MQ90) dias de congelamento.

Armazpeilr:r)r?gn?c? (dias) pH (Qﬂ)doe;) Gordura (/100 g) GES (g/100 g)
RQF 573+0,1° 0,36 £0,12 29,5+ 0,4 835+18°
RQ15 5,68 £0,1%® 0,42+0,1° 28,33 £ 0,62 74,9 +1,8°
RQ30 5,84 £0,1° 0,37+£0,12 28,16 £ 0,52 739+ 1,8®
RQ60 5,64 £0,12 0,41+0,1° 28,5+ 0,6 74,4 +1,8°
RQ90 5,66 £ 0,12 0,41+0,1° 28,16 £ 0,42 72,6 +1,8°

Média de trés valores de cada batelada + desvio padrdo. Médias seguidas pela mestra letra na coluna nédo
apresentam diferenca estatistica pelo teste LSD (p < 0,05). RQF (Requeijdo produzido a partir da MQF), RQ15
(Requeijdo produzido a partir da MQ15), RQ30 (Requeijdo produzido a partir da MQ30), RQ60 (Requeijado
produzido a partir da MQ60) e RQ90 (Requeijao produzido a partir da MQ90).

Os valores de pH apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras avaliadas. O requeijdo obtido das
massas com maiores tempos de congelamento apresentaram menor pH quando comparado ao requeijdo produzido
com MQF. A acidez apresentou comportamento inverso ao parametro de pH, ou seja, o requeijdo das massas
congeladas apresentou acidez maior quando comparado ao requeijdo obtido da massa de queijo fresca (MQF).

Em decorréncia da solubilidade, interacdo e hidrélise dos sais de célcio, o pH final dos queijos processados
geralmente varia de 5,4 a 5,9, possivelmente devido as matérias-primas e ingredientes utilizados na producédo
(Guinee et al., 2004).

O tetrapirofosfato de sodio utilizado na producdo do requeijdo do estudo é um sal largamente utilizado em
queijos processados por tornar a consisténcia do produto mais firme. Ja o fosfato trissédico tem seu uso designado
para acdo tamponante, de forma a aumentar o pH da matriz proteica para a realizacdo da fusdo. Essa mistura de sais,
garante a maximizacdo da capacidade emulsificante, sequestrante e tamponante, possibilitando a elaboracdo de um
requeijao com caracteristicas desejaveis (Bunka et al., 2012).

Queijos processados com valores de pH entre 55 e 5,7, como na maioria dos requeijées do estudo, séo
considerados requeijoes com consisténcia cremosa e de maior dureza. Ja em pH inferior a 5,4, 0s queijos
processados tém tendéncia a apresentarem-se mais firmes e acima de 6, requeijdes com consisténcia gomosa,
propiciando a separacdo de gordura devido a menor interagdo proteina-proteina (Van Dender, 2006).

Purna et al (2006), em um estudo envolvendo matrizes proteicas de diferentes estagios de maturacéo, encontrou
valores de pH variando de 5,65 e 5,75, resultados préximos ao estudo em questéo.

Os valores de gordura apresentaram diferenca estatistica (p<0,05). O requeijdo obtido da massa fresca resultou
em teor de gordura maior em relagdo aos requeijfes produzidos com as massas de diferentes tempos de
congelamento.

O valor médio dos teores de gordura encontrados no estudo foi de 28,25%, dado superior ao encontrado por
Chen e Liu (2012), cujo valor foi 22,9 %. As diferengas em relagdo ao teor lipidico no requeijdo podem ser
ocasionadas em virtude das possiveis variacbes da matéria gorda utilizada como ingrediente na fabricagdo do
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produto e também dos impactos do congelamento lento, onde os cristais formados podem aprisionar os glébulos de
gordura, alterando de forma irreversivel a sua estrutura (Fontecha et al., 1993, Koschak et al., 1981).

A GES apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre as amostras, sendo que o requeijdo da MQF apresentou o
maior valor. A GES é uma relacdo da gordura presente na matéria seca e de acordo com o regulamento de
identidade e qualidade do produto, o requeijdo cremoso deve conter no minimo 55% de GES. Os valores mais
baixos de GES no estudo foi no RQ90, apresentando-se acima do limite minimo preconizado pela legislacéo.

Em um estudo feito por Lee et al (2015), o valor médio da gordura no extrato seco encontrado foi de 67,9 g/100
g, valor inferior ao minimo encontrado no presente estudo.

Os resultados das andlises fisico-quimicas mostram que mesmo havendo diferencas significativas (p<0,05) para
os parametros avaliados para os requeijoes produzidos, estes encontram-se de acordo com os regulamentos técnicos
de identidade do produto, porém, apresentam diferenca de alguns estudos realizados por outros autores. A
composicao quimica, como a umidade, gordura, gordura na matéria seca e pH sao fatores determinantes para as
caracteristicas reoldgicas e texturais dos requeijoes cremosos, além das condi¢Ges e parametros de processamento
(Bowland e Foegeding, 2001).

4. CONCLUSAO

O congelamento de massas lacteas durante 90 dias surge como uma alternativa para minimizar os impactos causados
pela sazonalidade e oferta/demanda de leite/produtos lacteos, contornando a ociosidade industrial, otimizando processos
e custos.

O congelamento das massas resultou em requeijdes com caracteristicas similares ao produto elaborado com massa
fresca, com padrdes fisico-quimicos de acordo com as legislagBes vigentes, porém é importante verificar as diferencas
dos pardmetros de processo como maior tempo de fusdo e menor rendimento, fatores impactantes para as industrias
sugerindo-se assim um estudo para otimizacdo destas varidveis de processo.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE FOLHAS DE ARACA (PSIDIUM
CATTLEIANUM), OBTIDO COM LIQUIDOS PRESSURIZADOS (PLE) EM
DIFERENTES TEMPOS CONTRA Listeria monocytogenes E Pseudomonas aeruginosa

Gabriel Danielit, Stéfani Mallmann?, Alexandra Melissa Gongalves de Carvalho®, Tais Cecchin
Nunzio®, Aniela Pinto Kempka*, Luciola Bagatini* Liziane Schittler Moroni®

O Brasil possui uma vasta diversidade genética vegetal. O fruto do aragazeiro (Psidium
cattleianum), popularmente conhecido como Araca, é encontrado no bioma Pampa, e pode ser
consumido in natura ou processado como geleia e doces. Sao ricos em compostos com diferentes
funcBes biologicas, entre elas a atividade antimicrobiana contra micro-organismos patogénicos.
Dentre as bactérias patogénicas destaca-se a Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa
que podem ser transmitidas por alimentos. Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva,
anaerobica facultativa, responsavel pelo desenvolvimento de uma doenca grave chamada de
listeriose, com taxa de mortalidade de 20 % dos casos em individuos imunocomprometidos. Ja a
Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa responsavel por vérias infec¢fes agudas
e cronicas com alta resisténcia a antimicrobianos e desinfetantes. Com isso, o presente estudo teve
como objetivo analisar a atividade antimicrobiana do extrato de aracd obtido com liquidos
pressurizados (PLE) em diferentes tempos contra L. monocytogenes e P. aeruginosa. Os extratos
com liquidos pressurizados (PLE) foram obtidos das folhas secas submetidas a extracdo com agua
(PLE-W), e 4gua e etanol (1:1 v/v) (PLE-W: E). Os parametros utilizados no processo de extracdo
foram presséo a 1500 psi, temperatura 50 ° C, 15 g de amostra e vazédo de descarga de solvente de
2 mL s, por 1 hora de extracdo (ZANDONA et al., 2020). Os extratos de PLE-W: E e PLE-E
foram secos em estufa a vacuo, a 50°C até massa constante. Todos 0s extratos foram posteriormente
liofilizados e armazenados em frascos ambar (a -60°C). Para avaliacdo da atividade antimicrobiana,
0s extratos obtidos nos tempos de extracdo 1, 3, 5, 9, 15, 20, 30, 40, 60, 80, 120 e 180 minutos
foram diluidos em &gua destilada estéril na concentracio de 10 mg.mL™. As cepas de L.
monocytogenes Scott A e P. aeruginosa ATCC 9027 foram recuperadas em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) a 36°C por 24 horas. Padronizou-se as culturas na concentragio de 108 UFC mL™*
com o auxilio da escala 0,5 McFarland, e diluidas em agua peptonada até a concentragdo de 10°
UFC. mL™. As culturas foram inoculadas em agar Muller-Hinton com auxilio de swab e trés discos
de papel filtro de 6 mm de diametro foram depositados sobre a superficie da placa. Adicionou-se
10 uL dos extratos sobre os discos e incubou-se as placas a 36°C por 24 horas, conforme método
descrito por Ostrosky et al. (2008). Os halos de inibi¢do foram medidos com paquimetro, e o valor
expresso em milimetros (mm). O experimento foi realizado em triplicata, e as médias dos tamanhos
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dos halos foram submetidos a analise de variancia seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando-
se 0 software ASSISTAT 7.6 betas (2011). Na tabela 1, observa-se que os extratos de folhas de
araca pressurizado obtidos com agua (PLE-W) ndo apresentam diferenca estatistica (1 = p2) no
tamanho dos halos de inibigdo formados contra L. monocytogenes quando comparados 0s tempos
de obtencdo. Este resultado demonstra, que no primeiro minuto de extragdo com o método de
pressurizacdo dos solventes, 4gua, &gua e etanol, foi suficiente para a obtencdo de compostos
antimicrobianos. Quando se utilizou a mistura de agua e etanol (1:1 v/v) (PLE-W:E) e o tempo de
60 min na obtencéo do extrato de folhas de araca, houve diferenca significativa (pL1 #u2) no tamanho
do halo de inibicdo produzidos contra L. monocytogenes quando comparado os demais tempos.

Tabela 1. Tamanho dos halos de inibicdo(mm) obtidos através da acdo dos extratos de aracé
obtidos com &gua, com agua mais etanol sobre Listeria monocytogenes scott A e com agua sobre
a Psedomonas aeruginosa em diferentes tempos(min).

Halo (mm)

Tempo de extragdo

Listeria monocytogenes Psedomonas aeruginosa

(min) - - -
Agua Agua + Etanol Agua
1 9,50 + 0,87 9,00 + 0,00°A 10,33 + 1,15%
3 10,00 + 1,80% 8,67 £ 0,76 11,00 + 1,00?
5 9,50 + 0,87 8,67 +0,29°A 10,67 + 0,582
9 9,33+ 0,58 10,33 + 0,584 9,67 + 3,062
15' 9,50 + 0,872 10,83 + 0,582°A 8,17 + 0,29?
20' 10,67 + 0,294 10,50 + 1,324 9,83+2,672
30' 8,50 + 0,50 11,50 + 2,18%A 11,67 + 1,532
40' 7,67 +£2,89%A 11,17 + 1,04%A 11,00 + 1,732
60' 8,00 + 2,00% 12,33 +0,76% 11,50 + 1,507
80' 12,33+ 3,254 10,33 + 1,044 8,17 + 1,042
120’ 12,33 £1,61%A 10,83 + 1,44%A 7,50 £ 1,802
180’ 10,67 £0,76*A 11,00 + 1,00%A 7,00 £ 1,002

Como pode ser visualizado na Tabela 1, quando se utilizou a 4gua como solvente no método de
pressurizacao para obtencdo do extrato de folha de aracé, identificou-se a presenca de atividade
antimicrobiana contra P. aeruginosa. Nao houve diferencga significativa (1 = pl2) no tamanho dos
halos de inibicdo quando comparado os diferentes tempos de extracdo. J& os extratos de folhas de
araca obtidos por pressurizagdo com agua e etanol (PLE-W:E) nos tempos 1, 3, 5, 9, 15, 20, 30, 40,
60, 80, 120, 180 minutos ndo apresentaram atividades antimicrobianas contra P. aeruginosa. Este
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resultado demonstra que a mistura do solvente, 4gua e etanol, ndo extraiu 0s compostos
antimicrobianos que tenham acdo contra bactérias Gram — negativas, como a P. aeroginosa. De
acordo com He et al., (2014), a acdo antimicrobiana pode estar relacionada a componentes como
flavonoides, que sdo hidrossollveis. Assim, quando se utilizou a mistura agua etanol ndo houve a
solubilidade destes compostos e extracdo, o que explica a falta de atividade antimicrobiana.
Conclui-se que o extrato de araca obtido através da pressurizacdo de solventes apresenta atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes e P. aeruginosa. No entanto, os solventes utilizados na
extracdo influenciam diretamente na presenga de compostos com atividade antimicrobiana contra
P. aeroginosa.

Palavras-chave: Inibi¢cdo. Compostos bioativos. Bactérias patogénicas.
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O requeijdo é um derivado lacteo obtido através da fusdo de massa de queijo acida ou enzimética
comumente adicionada de creme de leite e sua qualidade dependente do processo, composicdo e
condicGes higiénico sanitarias da matéria-prima utilizada, assim, a qualidade do leite cru pode
determinar as caracteristicas basicas do produto. Ainda, buscando controlar a sazonalidade da
producéo do leite, o congelamento de massas de queijo para posterior elaboracdo do requeijéo,
mostra-se uma possivel alternativa, ja que o seu efeito no produto final ndo é muito conhecido.
Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo verificar a presenca de bactérias
psicrotroficas e de enzimas lipoliticas e proteoliticas no leite cru refrigerado, bem como avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas do requeijdo cremoso produzido a partir de massa de queijo fresca
e congelada. Os experimentos foram conduzidos em réplica de produto e triplicata de analise. A
contagem de bactérias psicrotroficas foi determinada no leite cru, ja as enzimas proteoliticas
(Palomba et al., 2017) e lipoliticas (Rigo et al., 2012), foram determinadas nos leites cru,
pasteurizado, massa de queijo fresca e congelada. A massa de queijo utilizada foi produzida em
um laticinio da regido oeste de Santa Catarina, por coagulacdo acida e congelada a -10°C durante
15 dias. As massas de queijo fresca e congelada foram transportadas a 5°C e -10°C,
respectivamente, para uma unidade fabril da empresa no estado de Sdo Paulo, simulando a
logistica da producdo dos requeijoes cremosos. O descongelamento da massa foi realizado em
banho — maria (45°C/30 minutos). Os requeijdes foram fabricados com a massa fresca apds 3 dias
de fabricacdo e massa congelada submetida ao congelamento por 15 dias. A fabricagdo dos
requeijdes seguiu o processo rotineiro da industria, sendo embalados em copos de polipropileno
de 200 gramas, resfriados a -10°C por 40 minutos, para posterior transporte e manutencdo a 10°C
por 10 dias na unidade de Santa Catarina, para as avaliag¢des fisico-quimicas de pH, umidade,
gordura (BRASIL, 2006), textura (Rapacci et al.,1998) e cor nos parametros L* (luminosidade,
variando do branco ao negro) e b* (amarelo, pois a cor dos queijos fundidos varia do creme ao
branco. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para
determinar a significancia estatistica dos dados utilizando software Statistica 10.0. A contagem
de psicrotroficos no leite cru foi de 6,0 x 10’ UFC/ml. De acordo com Pinto et al (2008), a
contagem de psicrotroficos no leite acima 5,0 x 108 UFC/mL pode causar interferéncias na
qualidade do produto atraves das agdes das enzimas (proteases e lipases) produzidas por estes

Pagina 1 de 3



upEesSCc ¥ Seminério de Iniciagéo Cientifica

oD -
UNIVERSIDADE .g Universidade do Estado de Santa Catarina
DO ESTADO DE

| () N 282 SIC UDESC

microrganismos. A atividade de enzimas proteolitica ndo foi verificada nas amostras avaliadas.
De acordo com os resultados, a atividade lipolitica média das bateladas dos leites cru (0,11 U.mL"
1y e pasteurizado (1,70 U.mL™) diferiram estatisticamente (p<0,05). Verifica-se que a lipdlise
aumentou no leite pasteurizado, indicando que as enzimas resistem ao processo de pasteurizacéo,
0 que pode ser ocasionado pela acao da lipase microbiana produzida pelas bactérias psicrotréficas
no leite, ja nas massas nao foi observada atividade para ambas enzimas. A Tabela 1 apresenta o0s
dados experimentais das analises dos requeijées cremosos. O desvio padrdo dos resultados do
requeijdo dos dois lotes foram consideravelmente baixo para todos os pardmetros fisico-
quimicos. Os dados fisico-quimicos estdo de acordo com a literatura e Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Requeijdo Cremoso (BRASIL, 1997). O pH dos requeijoes
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os elaborados com massa fresca em relacéo
aos com massa congelada, sendo menor dos que tiveram o armazenamento durante 15 dias. O
perfil de cor do requeijdo nao apresentou diferenca significativa (p<0,05) para a coordenada b*,
sendo estes estaveis em relacdo a cor amarela. Houve, porém, efeito significativo (p<0,05) da
interacdo para a coordenada L*. O perfil de textura (adesividade, coesividade, elasticidade,
mastigabilidade e gomosidade) ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) para 0s
resultados obtidos em relacdo aos requeijoes massa fresca e o massa congelada, ou seja, 0s 15
dias de congelamento ndo influenciaram nas propriedades de textura dos requeijoes produzido a
partir desta massa. Os resultados obtidos demonstraram viabilidade de se produzir requeijao com
a massa congelada por um periodo de 15 dias.

Tabela. 1 Anélises Fisico-Quimicas, cor e textura dos requeijées cremosos obtidos de massa de
queijo fresca e congelada.

MASSA FRESCA MASSA CONGELADA
Analises Requeijdo Cremoso  Requeijdo Cremoso Requeijdo Cremoso  Requeijao Cremoso

Batelada 1 Batelada 2 Batelada 1 Batelada 2

pH 5,67 £ 0,012 5,79+0,012 5,51 + 0,01 5,44° + 0,01

Umidade 64,58 + 0,272 63,482+ 0,29 64,912+ 0,10 63,892 £ 0,09

Gordura 27,00 £ 0,012 26,002+ 0,01 26,50+ 0,01 26,83%+ 0,29

L* 85,86 + 1,042 86,26 + 0,702 74,08 + 2,75° 68,30 + 0,89°

b* 16,86 + 0,522 16,96 + 0,352 18,20 + 1,052 17,73 + 0,822
Adesividade 3,50+ 0,12 3,563+0,872 3,50 £ 0,92 3,50+0,872
Coesividade 0,86 + 0,032 0,840,042 0,90 £ 0,042 0,86+0,05%
Elasticidade 11,60 + 1,922 9,59+1,032 11,47+ 2,107 9,60+1,01?
Mastigabilidade 13,20 + 1,548 10,93+0,952 13,20 £1,53? 10,240,622
Coesividade 1,15+ 0,072 1,15 +1,532 0,970,112 1,00+0,06°

*Meédias seguidas de uma mesma letra na linha ndo diferem entre si em cada analise apresentada entre as bateladas e
entre as massas de queijo frescas e congeladas (p< 0,05).
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EFEITO DA CORRECAO DO PH DO REQUEIJAO CREMOSO TIPO OVINO SOBRE AS
CARACTERISTICAS FISICO QUIMICAS E MICROBIOLOGICA

Effect of the pH correction of “requeijao cremoso” processed cheese from ovine milk on the physicochemical and
microbiological characteristics

Stéfani MALLMANNY", Bruna Camili SCOPEL? Mdnica Naiara SCHMEIER?, Darlene CAVALHEIRO?,
Elisandra RIGO®

RESUMO

O “requeijdo cremoso” é um tipo de queijo processado brasileiro muito consumido no pais, obtido da mistura de diferentes tipos
de queijos com sais emulsionantes e outros ingredientes lacteos. As caracteristicas deste produto sdo dependentes especialmente
da matéria-prima proteica utilizada e seu valor de pH. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da corre¢édo do
pH do requeijdo elaborado com leite de ovelha nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante 30 dias de
armazenamento a 4 + 0,1 °C. Os parametros fisico-quimicos mantiveram-se estaveis durante o armazenamento. A contagem de
microrganismos mesdfilos e Staphylococcus coagulase-positiva foi de < 1,0 log UFC.mL"* durante todo o periodo avaliado. Em
ambos os requeijoes, com e sem correcdo de pH, ndo houve a presenca de alteragdes visiveis na cor instrumental. O requeijao
cremoso elaborado com caseina enzimatica ovina, apresentou caracteristicas de brilho, textura, espalhabilidade em pH’s 5,7 a
5,9 mas também tem valores préximos a 7 durante o periodo avaliado.

Palavras-chave: Queijo processado. Espalhabilidade. Conservacdo. Caseina enzimatica.
ABSTRACT

The “requeijdo cremoso” is a type of Brazilian processed cheese widely consumed in the country, obtained from the mixture of
different types of cheese with emulsifying salts and other dairy ingredients. The characteristics of this product is especially
dependent on the protein raw material used and its pH value. Thus, the objective of this work was to evaluate the influence of
the pH correction of curd made with sheep's milk on the physical-chemical and microbiological characteristics during 30 days
of storage at 4 + 0.1 ° C. The physical-chemical parameters remained stable during storage. The count of mesophilic
microorganisms and coagulase-positive Staphylococcus was <1.0 log UFC.mL"* throughout the evaluated period. In both curd
cheese, with and without pH correction, there were no visible changes in instrumental color. The “requeijdo cremoso” made with
sheep enzymatic casein, presented characteristics of brightness, texture, spreadability at pH's 5.7 to 5.9 but also has values close
to 7 during the evaluated period.

Key words: Processed cheese. Spread ability. Conservation. Enzymatic casein.
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INTRODUGAO

Os produtos lacteos obtidos a partir de pequenos
ruminantes tém despertado interesse devido suas propriedades
nutricionais e sensoriais (Ranadheera, Naumovski, & Ajlouni,
2018). O leite ovino e seus derivados possuem caracteristicas
que proporcionam alto rendimento e valor nutricional, devido
especialmente as concentracdes de proteinas, gorduras,
vitaminas e minerais quando comparado ao leite de outras
espécies (Park, Juarez, Ramos, & Haenlein, 2007; Milani, &
Wendorff, 2011; Balthazar et al., 2017). Além disso, possui
99% de similaridade entre as sequéncias de proteina da caseina
aS1 e aS2 do leite de cabra, sendo menos alergénico do que o
leite bovino (Masoodi & Shafi,2010).

Os elevados niveis de proteina, gordura e calcio por
unidade de caseina conferem uma excelente matriz para a
produgdo de queijos (Bartlowska, Szwajkowska, Litwinczuk, &
Krél, 2001; Moatsou, Samolada, Katsabeki e Anifantakis,
2004), queijos finos e iogurtes (Haenlein, & Wendorff, 2006;
Albenzio et al., 2015).

O requeijdo cremoso é um queijo tipicamente brasileiro,
que de acordo com a legislacéo brasileira é produzido pela
fusdo de uma massa de queijo, obtida por coagulagdo acida ou
enzimaética, adicionado de creme e/ou manteiga e/ou gordura
anidra, apresentando textura cremosa, fina, lisa ou compacta e
sabor levemente 4cido (BRASIL, 1997). Industrialmente a
producdo do requeijdo cremoso ocorre principalmente pela
utilizacdo de uma massa enzimatica, também denominada de
caseina enzimatica (CE) produzida a partir do leite bovino.

No queijo fundido diversos fatores influenciam em suas
propriedades, incluindo  composi¢do, condicBes de
emulsificagdo, pH, temperatura, tempo de cozimento, entre
outros (SHIRASHOJI et al., 2016). A caseina enzimatica é
constituida principalmente de caseina ndo degradada de
estrutura longa, sua utilizacdo no processamento de queijos
fundidos exige o uso de um sal emulsificante com grande poder
cremificante visto que sofre transformacdes fisicas e quimicas
lentamente, e essas alteracdes sdo consideradas contribuintes
para a viscosidade, firmeza e pH do produto final. (FU et al.
2018; LIMA, 2019). Desta forma, o processo de coagulacdo
da massa, assim como o tamanho da cadeia do sal
emulsificante utilizado, trard influéncia marcante no pH e
textura no requeijao cremoso, assim como na qualidade
microbioldgica (SHIRASHOJI et al., 2016; FU et al.,2018).

As condicbes de processamento como agitacdo e
temperatura, combinadas com o teor de gordura e proteina
também fazem parte dos pardmetros de controle para obtencéao
de um produto com caracteristicas de textura, cor e brilho
especifico para este tipo de queijo processado. Ainda na
producdo de queijos fundidos a caracteristica da matéria-prima
utilizada é fundamental pois determinard a consisténcia do
produto final, em especial o valor do pH (BAPTISTA et
al.,2017). Desse modo levando em consideracdo que o
requeijdo cremoso ocupa um importante lugar nas vendas e no
consumo de derivados lacteos e, que o mercado consumidor de
leite ovino estd em expansao, o objetivo do presente estudo €
avaliar o efeito da correcdo do pH nas caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas deste tipo de queijo processado e 0
seu comportamento durante o armazenamento, ressaltando que
estes fatores ndo estdo definidos para producdo do requeijdo
cremoso de caseina enzimatica ovina. Ainda, justificando que,
segundo Belsito et. al (2017), a substitui¢do do calcio na matriz

proteica por outros ions faz com que esta perca a sua rigidez e
ganhe caracteristicas de espalhabilidade, a qual é controlada
principalmente pela matéria-prima proteica utilizada, a oriunda
do leite de ovelha necessita ser investigada.

MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA PRIMA

O leite de ovelha da raca Lacaune foi fornecido pela
Cabanha Trés Leites, localizada em Lajeado Grande/SC,
oriundo da ordenha da manha, resfriado até 4 °C, e armazenado
em embalagens pléasticas de 5,0 L, acondicionadas em caixas
térmicas com gelo e transportadas até o Departamento de
Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica — UDESC. A
temperatura foi verificada e o conteldo armazenado em
incubadora refrigerada (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01), a4
+0,1 °C, até o seu processamento.

2.2 CASEINA ENZIMATICA

O leite de ovelha foi pasteurizado a 65 = 0,1 °C por 30
minutos, sob agitagdo (300 rpm) em Thermomix, Vorwerk.
Uma aliquota foi submetida a analise microbiolégica de
contagem total de micro-organismos aerobios meséfilos, para
avaliar a qualidade microbioldgica.

A produgdo da caseina enzimética seguiu a metodologia
de Verruk Prudéncio, Vieira, Amante and Amboni (2015) com
modificacOes: cada 1 litro de leite foi adicionado de 0,40 mL
de cloreto de calcio 50%, e 1,4 mL coalho de quimosina liquida
de Aspergillus niger var. awamori (Ha-La, Christian Hansen).

2.3 ELABORAGCAO DO REQUEIJAO CREMOSO

O leite pasteurizado de ovelha juntamente com o cloreto
de célcio e coalho foram homogeneizados por 1 minuto em
formas retangulares de polipropileno e incubados a 36 + 0,1
°C, por 40 min. Apo6s a incubacdo, a massa foi cortada em
cubos com aproximadamente 1 cm?, mantida em repouso por 5
min, e em seguida, realizou-se a etapa da mexedura (3 min) e
repouso (2 min), processo repetido por 4 vezes. Ap0Os esse
procedimento, a massa foi separada do soro através do uso de
uma peneira acondicionada em forma cilindrica (15 cm de
didmetro) e mantida sob prensagem 950,2g), durante 20h, a
temperaturade 9 £ 0,1 °C.

Os “requeijoes cremosos” foram entdo, elaborados com
as massas de queijo produzidas, adicionando creme de leite
com o intuito de atingir a formulacdo tedrica de requeijdo, com
14% de solidos ndo gordurosos, 25% de gordura e 61% de
umidade. Por fim, foram adicionados, como ingredientes fixos:
2,5% em relagdo a caseina enzimética de sal emulsificante
JOHA S9B (polifosfatos de sodio e pirofosfato tetrassodico,
ICL Food Specialties) e 0.7% de cloreto de sodio. O requeijéo
cremoso sem correcdo (RCSC) foi analisado quanto ao seu pH,
a fim de realizar a corre¢éo do pH para o com corre¢do (RCCC)
utilizando solucéo de &cido latico 80% até obter pH em torno
de 5,7.

Os “requeijoes cremosos” (RCSC e RCCC), foram
fracionados a cada 50 g em frascos de polipropileno de 200 mL
armazenados a 4 + 0,1 °C (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01)
durante 30 dias, para realizacdo de analises.
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2.3 PROTEINA TOTAL

A proteina total foi determinada pelos compostos
nitrogenados seguindo o método Micro-Kjedahl (AOAC,
2016) e preparacdo de amostra por Silva et al. (1997).

24 CONTAGEM DE  MICRO-ORGANISMOS
AEROBIOS MESOFILOS VIAVEIS E Staphylococcus
COAGULASE-POSITIVA EM REQUEIJAO CREMOSO

As amostras de requeijdo cremosos foram pesadas e
acrescidas (1:10) de agua peptonada 0,1% e homogeneizadas
em Stomacher para posteriores dilui¢des seriadas.

A contagem de micro-organismos meséfilos viaveis foi
realizada através da analise de plaqueamento em profundidade,
semeando-se 1,0 mL de cada diluigdo em agar vermelho violeta
bile (VRB, Merck), as placas foram invertidas e incubadas a
36°C durante 24h (BRASIL, 2003). Enquanto, para a contagem
do micro-organismo Staphylococcus coagulase positiva,
inoculou-se 0,1 mL das trés diluicdes (10,102, e 10®) na
superficie de placas contendo agar Baird-Parker, onde o
indculo foi espalhado pela superficie com o auxilio da alca de
Drigaslky e incubadas a 36° C durante 48h (BRASIL, 2003).

2.5 AVALIACAO DA COR INSTRUMENTAL

A avaliagdo da cor instrumental dos requeijdes cremosos
RCSC e RCCC foi realizada com auxilio do colorimetro digital
(Konica minolta CR-400). A Equacdo 1 apresenta a variagdo
de cor (AE), relacionando as variagcdes de luminosidade L*
(branco ao negro) e cromaticidade b* (azul ao amarelo). Para
a avaliacdo das amostras de RCSC e RCCC, somente 0s
parametros L* e b* foram utilizados, pois a cor dos queijos
fundidos varia do creme ao branco (BOSI, 2008).

AE" = \J(AL")? + (Ab)2
2.6 ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA)

As analises do perfil de textura das amostras de requeijdo
cremoso foram realizadas em quadruplicata, com o auxilio do
texturdmetro (TA.XT plus), probe cilindrica de acrilico com
25,4 mm de didmetro, movida perpendicularmente sobre a
amostra (10 + 0,1 °C). As condi¢des do teste serdo: célula de
carga de 500 N, distancia de compressdo de 20 % da altura do
produto, velocidade de 1,0 mm/s, tempo de contato de 5 s com
dois ciclos de penetragdo, sendo analisadas as caracteristicas
mecanicas de dureza, adesividade, elasticidade, coesividade e
gomosidade de acordo com Silva et al. (2012) com
modificaces.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos parametros avaliados foram obtidos das
réplicas de formulacGes e submetidos & comparacao das médias
pelo teste de Tukey em nivel de 95 % de confianga, pelo
software Statistica 7.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DO LEITE DE OVELHA

Os valores médios e desvio padrao para as analises fisico-
quimicas do leite de ovelha foram: gordura (5,9 + 0,13%),
proteina (5,31 £ 0,49%), lactose (4,23 + 0,80%), cinzas (1,07
+ 0,20%), solidos soltveis totais (17,44 + 0,36%), solidos
sollveis desengordurados (11,51 + 0,37%), pH (6,69 + 0,01),
acidez titulavel (0,20 £ 0,01 g de &cido latico/100 g), caseina
(5,14 £ 0,49%).

Os valores médios relatados por Hanauer, et al., (2016)
para leite de ovelha da raca Lacaune proveniente da mesma
regido do estado de Santa Catarina foram semelhantes aos
encontrados no presente estudo para gordura (6,73 + 0,35%),
proteina (5,04 £ 0,03%), lactose (4,84 + 0,38%), cinzas (0,89
+0,01%), pH (6,58 + 0,01) e acidez titulavel (0,22 +0,01g de
acido latico/100 g).

Addis et al., (2018), também relatou em seu estudo
realizado em Sardenha — Italia, valores para a composicao do
leite de ovelha, sendo eles: solidos sollveis totais (17,1 +
0,3%), pH (6,65 = 0,01), lactose (4,33 +0,16%), proteina (5,2
+0,1%) e caseina (4,2 £ 0,2%), tendo valores semelhantes aos
encontrados no presente estudo, chamando atengdo apenas
para a caseina a qual destacou-se em maior quantidade no
presente estudo. Essa diferenga pode ser justificada pela época
da coleta do leite, como verificado por Jaeggi (2005) em seu
estudo que comparava a composi¢do do leite de ovelha em
diferentes épocas do ano, no qual apresentou concentracao de
caseina semelhantes em fevereiro e maio, mas menor em
agosto.

As contagens de micro-organismos aerébios mesoéfilos
para a avaliagcdo microbiolégica do leite pasteurizado foram <
1,0 log UFC.mL " para todas as dilui¢Ges. Segundo a Instrugéo
Normativa n° 76 de 2018, o leite pasteurizado é imprdprio para
0 consumo humano ao apresentar Contagem Padrdo em Placas
(CPP) acima 5,0 log UFC.mL, desta forma o resultado
apresentado comprova a eficiéncia do tratamento térmico
utilizado (BRASIL, 2018).

3.2 CASEINA ENZIMATICA

Os valores médios e desvio padrdo para as analises fisico-
quimicas da caseina enzimatica foram: gordura (19,00 +
0,52%), proteina (13,78 + 1,04%), cinzas (1,66 = 0,56%),
s6lidos sollveis totais (37,63 + 1,90%), solidos sollveis
desengordurados (17,88 + 1,83 %), pH (6,75 £ 0,01), caseina
(13,61 + 1,04%). Com base nos teores de umidade, gordura da
caseina enzimatica e do creme de leite pasteurizado comercial,
elaborou-se as formulagdes de requeijdo cremoso.

A caseina enzimatica utilizada é constituida de
paracaseinato de célcio altamente mineralizada e com pH
préximo da neutralidade (6,7-6,8), e consequentemente
préximo ao leite (BARTH, 2016).

3.3
CREMOSO

CARACTERIZACAO DO  REQUEIAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados do
acompanhamento dos parametros fisico-quimicos dos
requeijfes cremosos. O pH dos requeijées RCSC e RCCC
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre eles. Em
queijos fundidos o pH final do produto influencia a textura,
reologia, microestrutura e sua estabilidade microbioldgica. O
RCSC apresentou pH proximo a 7 mesmo ap6s 6 dias de
elaboracéo.
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Tabela 1 — Resultados fisico-quimicos do requeijao cremoso sem corre¢do de pH (RCSC) e do requeijdo cremoso com corregdo

de pH (RCC) durante 30 dias.

Andlises Tempo (dias) RCSC RCCC
01 6,87 £ 0,022 5,78 +0,07°
pH 06 6,77 £ 0,012 5,76 £ 0,02°
30 6,70 + 0,08? 5,89 +0,01°
01 24,25 £ 0,422 24,67 £0,752
Gordura (%) 06 23,92 £ 0,492 24,57 £0,942
30 24,00 + 0,322 24,25 + 0,422
01 3,04 +£0,192 3,39 £0,03°
Cinzas (%) 06 2,65 +0,472 3,11 £ 0,242
30 3,04 £0,102 3,19 £ 0,202
01 39,37 £ 0,592 40,99 + 0,36°
Sélidos totais (%6) 06 39,39+ 0,592 39,93+ 0,752
30 39,67 +0,432 40,24 £ 0,64°
01 60,63 + 0,842 59,01 + 0,59°
Umidade (%) 06 60,61 +0,712 60,07 + 0,622
30 60,33 +0,432 59,76 + 0,582
01 4453 + 1,712 43,04 + 1,59
GES 06 43,62 +1,49° 44,43 £ 1,762
30 43,38 1,782 43,13 +£1,08°
01 10,14 £ 0,242 11,09 £ 0,112

Proteina Total (%0) 06 - -

30 10,86 + 0,322 10,05 £ 0,222

Média de trés valores de cada batelada + desvio padrdo. Letras diferentes na linha em cada avaliagio e dia indicam diferenca significativa entre as médias pelo

teste de Tukey (p < 0,05).

Para requeijdo cremoso o minimo 55,0 g/100 g de matéria
gorda no extrato seco (GES) e no maximo de 65,0 g/100 g de
umidade. Neste sentido, os requeijées desenvolvidos diferem-
se (p<0,05) quanto aos pardmetros de gordura no extrato seco
para RCSC em relacdo ao RCCC, assim como apresentaram
valores menores ao estabelecido para a matéria-prima bovina,
entretanto, para ovina ndo ha padrdes regulamentados.

A umidade ndo apresentou diferenca estatistica durante o
armazenamento (p<0,05) para o requeijdo sem correc¢do, porém
para o requeijdo com correcdo houve diferenca estatistica
(p<0,05) entre o primeiro dia e 0s demais. Porém todos 0s
requeijles apresentaram-se dentro dos padrfes estabelecidos
para a categoria requeijao cremoso de no maximo 65% de
umidade. Para as andlises de cinzas e sdlios totais, ambas néo
diferiram estaticamente (p<0,05) durante o armazenamento do
requeijdo cremoso sem correcdo, enquanto para o requeijdo
com correcéo, diferiram estaticamente (p<0,05) entre o dia 1 e
o0s demais.

No estudo em requeijdes cremosos comerciais realizado
por Carvalho et al. 2018, os teores de proteina total variam
entre 8,36 a 14,479.100g?. Resultados diferentes foram
encontrados no estudo de Gomes e Penna (2010), no qual os
valores ficaram entre 7,29 a 10,04%. Assim, 0s requeijées do
presente estudo apresentaram valores proximos ao dos demais
autores.

As analises de proteinas em requeijdo cremoso nao
possuem um padrdo especificado na legislacdo brasileira, e
como os teores de proteina estdo diretamente relacionados com
as caracteristicas de fusdo da massa, dependendo da textura que
se deseja obter no produto, podem ocorrer variagbes nos
mesmos, e assim da estrutura da massa e no estado de
hidratacdo da caseina, que sdo identificados como efeito
cremoso (Carvalho et al., 2018).

Para a composicao quimica de requeijdo culinario bovino,
Gongalves (2010), descreveu valores para caseina que
variaram de 12, 16 a 12,60 % em diferentes tempos de
cozimento, sendo maiores que 0s encontrados no presente
estudo.

O teor de gordura das formulagdes RCSC e RCCC nao
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05).

A avaliagdo microbioldgica para os requeijdes RCSC e
RCCC quanto a microrganismos mesofilos vidveis e
Staphylococcus coagulase-positiva obtiveram uma contagem
de em média < 1,0 log UFC/g. Este valor comprova a eficiéncia
das boas praticas de fabricagdo e do tratamento térmico durante
0 processamento dos requeijées no controle microbioldgico,
estando em adequacdo com a RDC n° 12, de 02 de janeiro de
2001, a qual apresenta toleréncia para amostra indicativa para
coliformes e para Staphylococcus coagulase-positiva.
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3.4 AVALIACAO DA COR INSTRUMENTAL E
PERFIL DE TEXTURA

Os resultados da avaliacdo da cor instrumental estdo
apresentados na Tabela 2 e indicam que apenas 0 RCCC com
30 dias de armazenamento apresentou diferenca de cor

perceptivel ao olho humano (AE > 2) (Francis & Clydesdale,
1975), considerando que o AE, relaciona as variagcdes de
luminosidade L* e cromaticidade b *, para queijos fundidos
que varia da cor creme a branco (Bosi, 2008).

Tabela 2 - Avaliacdo da cor instrumental dos requeijées cremosos sem correcdo e com correcdo de pH durante 30 dias

AE
Tempo (dias) RCSC RCCC
01 - -
06 1,62 + 1,02 1,67 +0,77
10 1,62 +1,23 1,90 £ 0,87
30 1,68 + 1,03 2,28+0,84

Média de trés valores de cada batelada + desvio padréo.

Cabe ainda ressaltar que 0s queijos processados s&o
altamente propensos ao escurecimento durante o aquecimento
e armazenamento por possuirem pH elevado, alta concentracéo
de lactose e capacidade tampdo. As matérias-primas utilizadas
também sdo importantes fatores na cor do produto final que
varia do creme ao branco (GONCALVES, 2010). Porém neste
estudo o requeijao SC foi mais estavel em relagdo a cor durante
0 periodo de estocagem, apesar do RCCC apresentar maior
brilho (parametro L*) quando comparado ao RCSC.

Em queijos, a textura esta relacionada com a forma como
as moléculas de proteinas estdo arranjadas no sistema de

acordo com as caracteristicas fisico-quimicas do sistema, como
pH, forca idnica e composicdo, as redes de proteinas que
conferem rigidez ao sistema poderdo apresentar-se mais ou
menos elasticas (GONCALVES, 2010).

Os resultados quanto ao perfil de textura dos requeijoes
cremosos estdo presentes da Figura 1. A dureza (Figura 1A) e
a adesividade (Figura 1C) apresentaram-se menor para 0
RCCC, enquanto, a coesividade (Figura 1B), elasticidade
(Figura 1E) e mastigabilidade (Figura 1F) apresentaram-se
maior quando comparadas ao RCSC (p<0,05).
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Figura 1. Acompanhamento da textura quanto a dureza (A), coesividade (B), adesividade (C), gomosidade (D), elasticidade (E)
e mastigabilidade (F) dos requeijoes cremosos sem corre¢do (RCSC) e com corre¢do (RCCC) ao longo do armazenamento

refrigerado.
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Média de quatro valores de cada batelada. Letras diferentes para barras da mesma cor durante o tempo em cada avaliacéo indicam diferenca significativa entre

as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A coesividade apresentou diferencas estatisticas
(p<0,05) ao longo do tempo de armazenamento para ambos 0s
requeijbes, com valores menores para 30 dias quando
comparados com o dia 1. Os maiores valores observados para
0 RCCC quanto a coesividade indicam maior resisténcia as
interacGes internas do produto (BOSI, 2008).

A gomosidade também apresentou diferengas estatisticas
(p<0,05) ao longo do periodo de armazenamento para ambos
0s requeijdes, com valores menores para 30 dias quando
comparados com o dia 1. Enquanto, a adesividade néo
apresentou diferenca estatistica (p<0,05) para ambos 0s
requeijfes durante o periodo avaliado, no qual os requeijdes
sem correcdo obtiveram os maiores valores.

A mastigabilidade também ndo apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) entre 1 e 30 dias para os requeijées com
correcdo, apesar de variar ao longo do tempo. Entretanto, para

0s requeijoes sem correcdo houve diferenga estatistica
(p<0,05), e apresentou valores menores.

Por fim, a elasticidade para os requeijdes com correcao
apesar de variar ao longo do tempo, ndo apresentou diferenca
estatistica (p<0,05) entre o dia 1 e o dia 30. Ja os requeijoes
sem correcdo apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) ao
longo do tempo de armazenamento, apresentando valores
maiores em 30 dias quando comparados ao dia 1. Os maiores
resultados encontrados para o0s requeijdes sem correcéo,
demonstram caracteristicas de um alimento mais maleével, ou
seja, mais facilmente transferido da faca para um pedaco de
péo, por exemplo (BOSI,2008)

Sabendo que a gomosidade relaciona a dureza e a
coesividade, e que a mastigabilidade relaciona a gomosidade e
a elasticidade, as alteracBes causadas na dureza, impactaram
nos demais parametros.
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A dureza para os requeijdes com correcao ndo apresentou
diferenca significativa no tempo de estocagem (p<0,05),
enguanto para 0s sem corre¢do diminuiu ao longo do tempo de
estocagem sendo o de um e seis dias diferente dos demais
(p<0,05). Os resultados encontrados podem estar relacionados
ao sal fundente utilizado no presente estudo, visto que o
pirofosfato, além do efeito tampédo, é conhecido por conferir
textura firme, estrutura curta, sem formacdo de fios e baixo
derretimento ao requeijdo, o que possivelmente se deve a
capacidade deste formar ligagbes cruzadas com a caseina,
especialmente em pH proximo a 6,0 (que aumenta a carga
negativa da caseina), resultando em uma rede mais aberta que
possibilita uma maior capacidade de ligagdo com a agua (Lu,
Shirashoji, & Lucey, 2008).

A umidade e gordura sdo os principais fatores que
influenciam na textura de queijos e requeijdo, a reducdo de
gordura promove 0 aumento nos teores de sélidos totais como
consequéncia aumento da dureza (Van Dender, 2006). Porém
no presente estudo estas variaveis foram muito préximas em
relacdo aos requeijoes CC e os SC, assim as diferencas de
textura podem estar realmente associadas ao pH.

A corre¢do do pH de 6,87 (RCSC) para 5,75 (RCCC)
proporcionou textura mais macia, aspecto claro e brilhante e
boa espalhabilidade. Os requeijdes RCSC apresentaram-se
mais opacos, com textura mais firme, o que proporcionou
maior dificuldade na espalhabilidade do produto. Portanto, a
textura do RCCC sofreu influéncias positivas aos aspectos
caracteristicos do requeijdo cremoso, melhorando sua textura,
espalhabilidade e, ainda conferindo gosto acido caracteristico
deste tipo de queijo.

CONCLUSOES

O efeito da corre¢do de pH no RCCC foi relevante para
0s parametros de textura, principalmente para a melhoria e
estabilidade da dureza e adesividade durante o armazenamento,
além de apresentar um aspecto mais brilhante, em relagdo ao
RCSC.

Os parametros microbiol6gicos avaliados durante o
armazenamento foram mantidos também no RCSC.

O produto elaborado atingiu caracteristicas positivas para
o0 incentivo ao crescimento da producdo e a incorporacdo de
um novo produto ao mercado. Entretanto, € importante a
elaboracéo de legislacéo especifica para leites e derivados de
diferentes espécies.
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Palavras-chave: Requeijdo cremoso. Congelamento. CondicGes de processo.

O Requeijdo cremoso é um produto tipicamente Brasileiro que ocupa um lugar de lideranga nas
vendas entre os produtos lacteos mais consumidos. Consiste em um queijo fundido, onde a massa
de queijo deve ser misturada com 0s outros ingredientes e no maximo 3% de sal fundente, o qual
possui a funcdo de solubilizar a caseina resultando na cremificacdo do produto. O congelamento
da massa de queijo vem ganhando espago como uma alternativa, a sazonalidade do leite, entretanto,
pesquisas demostraram que o0 mesmo pode resultar em alteracBes indesejaveis, como a
desestabilizacdo de proteinas que gera a ruptura da rede de caseina, podendo também causar
modificagdes nas condicOes de processo da elaboracdo do queijo processado. Dessa forma, o
objetivo do presente estudo, foi analisar a influéncia do congelamento da massa de queijo &cida
nas condicdes de processo do requeijao cremoso. Os experimentos foram realizados em triplicata
de anélise e réplica de formulagdo. A producdo foi realizada em planta fabril de uma laticinio da
regido Oeste de SC, sendo elaborados com massa acida de queijo fresca e congeladas durante 15
(RQ15), 30 (RQ30), 60 (RQ60), 90 (RQ90) e 120 (RQ120) dias. Os resultados foram submetidos
ao teste de comparagdo de média através Software STATGRAPHICS CENTURION 9.0, (p <
0,05). A Tabela 1 apresenta as condic¢des de processo da elaboracéo do requeijdo cremoso, sendo

a temperatura de 90°C indicada para a producdo de queijos processados. O tempo de processo

Pagina 1 de 2
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apresentou diferenca estatistica (p<0,05), onde para a obtencdo das caracteristicas padrdo do
produto final, foi necessario aumento de 15 minutos no de processo ao comparar 0 RQF e RQ120,
sendo este uma importante parametro de controle para garantir a estrutura do produto, que pode
variar de acordo com as caracteristicas da matéria-prima. O aumento da umidade esta ligado com
o rendimento e textura do produto, em geral, os requeijoes obtidos da massa de queijo fresca
apresentaram maior teor de umidade e maior rendimento quando comparado com as massas de
queijo congelada. O tempo de congelamento de 15 dias ndo resultou no aumento do tempo de fuséo
da massa, possivelmente por ndo haver neste o rompimento da estrutura da matriz proteica e
reducdo do teor de caseina relativa em funcdo do tempo de estocagem sob congelamento, conforme
foi observado nos demais, indicando a diferenca de conformacédo dos cristais de gelo durante o
periodo do estudo e a modificacdo das caracteristicas das massas e consequentemente dos
requeijoes RQ30 RQ60 RQ90 RQ120.

Tabela 1. Apresentacéo dos parametros de processo na elaboracéo dos requeijoes cremosos
oriundo das massas de queijo fresca (MQF) e com 15 (MQ15), 30 (MQ30), 60 (MQ60), 90
(MQ90) e 120 (MQ120) de congelamento.

Periodo de Armazenamento (dias)

Parametros RQF RQ15 RQ30 RQ60 RQ90 RQ120
T::;ggr(afg;a 90,00£0,01  90,00£0,01°  90,0+0,01*  90,33+0,43%  90,00+0,01*  90,00%0,0°
Te”mrf)usao 44,00£329°  41,0043,370°  505+329°  565+336%  54,0043,12°  59,0043,07

Umldade + a + b + c + d + e + C
(gloog 0441032 622840310  6191+030°  6126+031° 6103031  6206:0317
Re”‘(’i'(g‘)emo 411,23+0,55°  383,00£0,417  40340+0,55° 396,00+0,72°  400,80+0,55°  397,40+0,50 ¢

Média de cada batelada + desvio padrdo seguidas pela mestra letra na linha ndo apresentam diferenca estatistica entre
si pelo teste LSD (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Agradecimentos: UDESC, FAPESC, TIROLEZ pelo auxilio no desenvolvimento deste estudo.
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Palavras-chave: Micro-organismo. Escherichia coli. Higienizagéo

A 4gua € um importante veiculo de transmissdo doencas. Para consumo humano a gua
deve ser potavel, ou seja, ausente de E. coli e apresentar contagens de micro-organismos
mesofilos aerdbios inferiores a 500 UFC.mL™. No entanto, mesmo a agua sendo potavel
ndo garante a qualidade microbioldgica, haja vista que, pode ser contaminada durante a
distribuicdo ou armazenamento. Nas universidades é comum a utilizacdo de garrafas e
copos para 0 armazenamento de agua, facilitando desta forma, o seu consumo durante a
permanéncia na instituicdo. Devido ao exposto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da higienizacdo de garrafas e copos sobre a qualidade da agua
consumida pela comunidade académica. Para isto, foram coletadas 25 amostras do
gargalo interno das garrafas e copos através de swab bem como verteu-se
aproximadamente 100mL de agua para frasco estéril para posterior realizagcdo das analises
microbioldgicas. No mesmo dia, foi coletada a 4&gua dos bebedouros da universidade.
Todos os participantes do estudo foram questionados quanto: a origem da dgua mantida
na garrafa ou no copo; qual a frequéncia e a forma que realizava a higienizacéo da garrafa
ou copo. As amostras de agua foram submetidas ao Numero Mais Provavel de coliformes
termotolerantes e a contagem de micro-organismos mesoéfilos aerobios, conforme descrito
pelo American Publis Health Of Water And Wastewater, 1985. Os swabs das garrafas e
copos foram diluidos em agua peptonada e submetidos a contagem de micro-organismos
mesofilos aerdbios em Plate Count Agar (PCA) conforme descrito por American Publis
Health Of Water And Wastewater, 1985. A maior parte da comunidade académica (80%)
consome a agua disponibilizada pela universidade. Esta agua estava de acordo com 0s
padrdes microbiolégicos para potabilidade. J&, a dgua presente nas garrafas e copos
estavam de acordo com a legislacao para coliformes termotolerantes (E.coli). No entanto,
16% apresentaram contagens de mesoéfilos aerébios acima do permitido pela legislacdo
de 500 UFC.mL(Portaria MS n° 5 de 2017). Este resultado demostra que os recipientes
foram a fonte de contaminacao da 4gua, o que corroborou com as informagdes obtidas no
questionamento sobre a higienizagdo. A frequéncia da higienizacdo dos recipientes
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utilizados no armazenamento da agua foi de 36% a cada quinze dias, 24%
mensalmente,20% semanalmente, 12% ndo fazem e 8% todos os dias. Outro fato
importante é que a grande maioria dos estudantes, 52% afirmam realizar a higienizagdo
somente com agua, 44% com agua e detergente e somente 4% utilizam sanitizantes. De
acordo com Vieira et al (2017) a higienizagdo consiste nas etapas de lavagem e a
sanitizacdo. E importante salientar que a limpeza da garrafa/copo seja realizada
diariamente, utilizando detergente e o hipoclorito de s6dio como sanitizante, dando
atencdo as tampas e fissuras, onde pode ocorrer a 0 acumulo de micro-organismos. As
contagens de micro-organismos mesoéfilos aerébios obtidos dos swabs das garrafas e
copos variaram entre < 100 e 5000 UFC cm?, sendo que 96% destes estavam fora do
padréo proposto pela National Aeronauticsand Space Administration (NASA), endossado
pela American Public Health Association (APHA/ 2001) que é de 2 UFC/cm?. Os
resultados demonstram que a agua fornecida pela universidade apresenta qualidade
microbiolégica bem como que a higienizacdo das garrafas e copos utilizados pela
comunidade de académica influencia na qualidade da &gua consumida.

unDEeEsc FI Seminario de Iniciagéo Cientifica
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Este estudo é oriundo de agdes do Programa de Extens&o Melhoria da Qualidade de Agua no Estado
de Santa Catarina, aprovado no edital PAEX 2019. A agua é uma substancia primordial a vida, mas
também assume um fator de risco a salude, devido a facilidade de dispersdo de contaminantes
quimicos e microbioldgicos. Nos municipios do interior, fora do perimetro urbano, a forma de
acesso a agua, seja para consumo humano bem como para outras finalidades, é por meio de pogos
artesianos. Assim, as familias se organizam em associacdes, onde a agua captada é armazenada em
reservatorios e entdo distribuida para as residéncias. O monitoramento da qualidade da agua é na
grande maioria inexistente, colocando em risco a saiide dos consumidores. O objetivo deste estudo
foi avaliar a qualidade fisico-quimica e microbioldgica da agua presentes nos reservatorios das
associa¢fes comunitarias do interior de um municipio do oeste de Santa Catarina bem como das
residéncias abastecidas por eles. Para isso, foram coletadas 12 amostras de dgua dos reservatorios
e 12 das residéncias abastecidas pelos pogos artesianos comunitarios que atende 385 familias do
interior do municipio do oeste de SC. Para a caracterizacao fisico-quimica da agua foram realizadas
as andlises de pH, alcalinidade, solidos totais, dureza e turbidez, de acordo com as metodologias
descritas no Standard Methods For The Examination Of Water And Wastewater (APHA, 2012).
Para as analises caracterizacdo microbiologica, as amostras de agua foram submetidas ao Numero
Mais Provavel de coliformes termotolerantes, contagem de mesofilos aerébios, conforme descrito
pelo American Publis Health Of Water And Wastewater, 1985. A confirmacdo da presenca de
Escherichia coli foi realizada por PCR (Reagdo em cadeia da polimerase) conforme descrito por
Ferreira LE et. al 2011. Todas as amostras de agua oriundas dos reservatorios comunitarios bem
como das residéncias estavam de acordo com os padrdes fisico-quimicos da legislacéo, pH entre
6 e 9, turbidez < 1,0 NTU, alcalinidade 250 mg. L* CaCO3, dureza 500 mg. L CaCO3, sélidos
totais < 1000 mg/L CaCO3. Em relacédo as analises microbioldgicas, o0 Numero mais Provavel de
coliformes termotolerantes (fecais) das aguas dos reservatorios comunitarios e das residéncias
variaram entre < 2,2 (auséncia) e > 16,0 NMP/100mL. E importante destacar, que a legislacao atual
ndo estabelece padrbes para coliformes termotolerantes, no entanto a presenca destes indica a

! Autora do Curso de Engenharia Quimica, CEO - bolsista

2 Coautora do Curso de Engenharia de Alimentos, CEO

3 Coautor (a) do Curso de Engenharia Quimica, CEO
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possibilidades da existéncia diversos géneros de micro-organismos patogénicos entre eles
Escherichia, Salmonella e Shigella na agua. Confirmou-se a presenca E. coli em duas (8,3%)
amostras de agua, uma do reservatério comunitario e uma da residéncia. De acordo com a
legislacdo Ministério da Saude (Brasil, 2017)a agua para ser considerada potavel deve ter auséncia
de Escherichia coli. J& as contagens de micro-organismos aerébios mesofilos, variaram entre 9,0 e
8,0 x102 UFC.mL"* nas amostras de 4gua oriundas do reservatorio comunitarios e das residéncias.
Conforme legislacdo, trés (12,5%) amostras (uma do reservatorio comunitario e duas das
residéncias) estavam em desacordo com o padrdo estabelecido para micro-organismos aerobios
mesofilos de < 500 UFC. mL™. Observou-se aumento nas contagens de micro-organismos aerdbios
mesoéfilos nas amostras de agua oriundas das residéncias quando comprado as amostras de agua
presentes nos reservatorios comunitarios. Este resultado pode ser explicado pela possivel
contaminacdo das tubulacdes que faz a ligacao entre o reservatorio comunitario e a residéncia, além
da auséncia e/ou ineficiéncia de higienizacdo dos reservatérios das residéncias.

Propria para o consumo Impropria para o consumo L
® pria p: ® propria p @ Propria para o consumo @ Impropria para o consumo

Fig 1. Conformidade da &gua dos|Fig 2. Conformidade da &gua das
reservatorios comunitarios residéncias

Pode -se observar nas Figuras 1 e 2, que 91,7% e 87, 5% das amostras de agua dos reservatorios
comunitarios e das residéncias estdo de cordo com a legislacdo de potabilidade, respetivamente.
Conclui-se que a maioria das aguas oriundos dos pocos artesianos comunitarios do interior de um
municipio do oeste de santa catarina apresentam qualidade fisico-quimica e microbioldgica.
Ressalta-se a importancia de novas avaliacdes, haja vista, que o estudo foi realizados no inverno
onde as temperaturas ambientais sdo mais baixas do que no verdo, podendo interferir na
multiplicacdo de micro-organismos, consequentemente no resultado das analises. Consideramos
que, além da avaliacdo da qualidade da &gua, outras acdes de extensdo como cursos de capacitacao
com temas como higienizacao dos reservatorios e tratamento da dgua sejam realizadas para garantir
a qualidade da &gua das 385 familias do interior do municipio.

Palavras-chave: Contaminacdo.Comunidades. Potabilidade.
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O Estado de Santa Catarina se caracteriza pelo desenvolvimento econdémico no ramo da inddstria
extrativista (animal, vegetal e mineral), agricultura, pecuéria, pesca e turismo. Todas as
atividades demandam elevado consumo de agua e geram residuos que podem contribuir para a
poluicdo dos recursos hidricos. Dentre os principais poluentes podemos citar 0s compostos
quimicos e bioldgicos, oriundos de fertilizantes e agrotoxicos agricolas bem como de esgoto
doméstico e industrial. Desse modo, o programa de extensdo tem como objetivo contribuir para
melhorar a qualidade da agua em Santa Catarina. Para isto, 0 programa sera desenvolvido nos
municipios de Pinhalzinho, Sdo Carlos, Nova Erechim, Aguas Frias, Unifo do Oeste, Serra Alta,
Sul Brasil, Formosa do Sul, Santiago do Sul, Jardinopolis; Nova Itaberaba, Planalto Alegre,
Aguas de Chapeco, Caxambu do Sul, Guatambu, Chapeco, Paial, Arvoredo, Cordilheira Alta,
Coronel Freitas, pertencentes a Associacdo de Municipios do Oeste de Santa Catarina (AMOSC).
Serdo avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas das aguas, através de andlises de pH,
alcalinidade, solidos totais, dureza, turbidez, condutividade bem como a presenca do agrotoxico
glifosato e os metais aluminio, caddmio, chumbo, cobre, ferro, manganés, niquel, zinco em aguas
de captacdo e de pontos publicos dos municipios. A qualidade microbiologica serd avaliada
quanto ao Numero Mais Provavel de Coliformes termotolerantes, presenca de Escherichia coli e
contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos em aguas de captacdo e em pontos
publicos dos municipios. Relatdrios serdo elaborados e apresentados aos gestores publicos de
cada municipio levando em consideracdo os resultados obtidos nas andlises das aguas e a
legislacdo vigente quanto a padrfes de captacio (CONAMA n° 357, de 17/03/2005) e
potabilidade (MS n° 2.914, de 12/12/2011). Serdo promovidos eventos de capacitacdo, para
agentes de salde quanto as legislacbes que versam sobre as caracteristicas das aguas e
higienizacdo de reservatorios residenciais de agua, bem como, oficinas para pessoas que vivem
em situacdo de vulnerabilidade social referente a importancia da qualidade da dgua e maneiras
simples (caseiras) para o seu tratamento. Devido a pandemia do Covid-19, as atividades praticas
previstas no programa nao foram iniciadas. No entanto, foi elaborado 0 manual com as técnicas
que serdo utilizadas na caracterizacdo fisico-quimicas e microbiologicas das aguas, bem como
estdo em fase de confeccdo os materiais destinados aos eventos e a criacdo da pagina do
Laboratorio de Microbiologia em redes sociais (Facebook e Instagram) visando a divulgacdo das
acOes do programa.

Palavras-chave: Recursos Hidricos. Qualidade. Capacitacao.
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