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A utilizagdo de métodos inovadores de estabilizacdo microbiolégicalimentos como
alternativa ao método térmico tem se mostrado promissora pararegd@ntdo melhor
compromisso entre seguranca e qualidade. O processo a alta @essi&te em uma
tecnologia inovadora de processamento de alimentos com utilizagéiesdées elevadas,
gue possui vantagens em relacdo as tecnologias térmicas convenaioaiendo as
caracteristicas sensoriais do alimento bem préximas do orgygeaiantindo um alimento
seguro do ponto de vista microbiologico, por prolongado periodo de vida util. Este
trabalho € focado no uso de didéxido de carbono supercritico para a gaatida
Escherichia colipatogénica. Foi utilizada a metodologia de planejamento exgrgam
para avaliar os efeitos da pressdo (80-280 bar), da taxa de despmeds (10-110
bar.miri") e dos ciclos de pressdo (1-5 ciclos) na inativacdo utilizandétadm estatico
sintético. O numero de ciclos de presséo e a pressdo mostrdgndiaf significativa na
inativacdo dde. colicom CQ supercritico, indicando que o aumento do numero de ciclos
de pressdo e a pressao do sistema melhoram a eficiénciatidacd@m A inativacao
microbiana seguiu uma cinética de primeira ordem, onde as daxasntaram com o0
aumento da pressao de 80-160 bar. Os tempos de reducao decimaiaf@jvee 1,03 a
5,35 min. A dependéncia da presséo da taxa de inativacdo espgeificli pode ser
descrita pelo valor z, o qual foi encontrado como sendo 113,64. Os desulta
apresentados séo Uteis para fornecer uma esterilizacao méatéfetiva dos alimentos
em escala piloto/industrial.

Palavras-chave: Inativacégscherichia coli Di6xido de carbono.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Progranpadial fulfillment of the
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INACTIVATION OF Escherichia coli USING SUPERCRITICAL
CARBON DIOXIDE

Juliana de Mello Silva
March / 2011

Advirsors: Marcio Antonio Mazutti

José Vladimir de Oliveira

The use of innovative methods for microbial sterilization as amalige to thermal method
has shown to be promising to obtain the best compromise between aaletyality. The
high pressure process consists of an innovative technology of food pngceshkich has
advantages over conventional thermal technologies, while maintairfieg sensory
characteristics of food very close to the original and ensuangafe food from
microbiological point of view by extending shelf-life. This workfeezused on the use of
supercritical carbon dioxide to inactivate of pathogdascherichia coli It was used the
experimental design methodology to evaluate the effects of ypees@80-280 bar),
depressurization rate (10-110 bar.Mimnd pressure cycling (1-5 cycles) on the inactivation
using the static-synthetic method. The number o pressure cyclethemtessure showed
significant influence on inactivation dE. coli with supercritical C@ indicating that the
increase in the number of pressure cycles and system prespuoge the efficiency of the
inactivation. Microbial inactivation followed first order reaction kiog, where the rates
increased with increasing pressure from 80 to 160 bar. The dewmohadtion times (D)
ranged from 1.03 to 5.35 minutes. The pressure dependencebofablespecific inactivation
rates can be described by the z value, which was found to be 113.64sUltereported here
are useful to provide an effective non-thermal sterilization of foods in pilot/malustale.

Key-words: InactivationEscherichia coli Carbon dioxide.
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1  INTRODUCAO

A procura por tecnologias nao convencionais de processamentarsimtak vem,
norteando grande parte das pesquisas nas instituicées publicasdagprkademanda por
produtos de melhor qualidade nutricional e sensorial, com caractistais proximas ao
produtoin natura tem levado a busca de processos capazes de preservar o produtoscontra
agentes deteriorantes, sem acarretar os efeitos adversos clEss@noentos convencionais,
notadamente dos processos envolvendo tratamento térmico. Como a obtencdm de al
qualidade é um dos desafios da industria de alimentos, técnicasséevpcdo moderadas,
capazes de reter a qualidade inicial dos alimentos, estdo sendle@es interessantes por
processadores de alimentos

Dentre as inovacdes tecnoldgicas para preservacdo de alimentmsjtra-se o
processamento por alta pressdo ou, do indi&g) pressure processingesta tecnologia
consiste em submeter alimentos a altas pressdes, com o obgetinidid microrganismos
patdgenos e inativar enzimas, enquanto deixa intactas moléculas pegoemas, maioria
das vitaminas e 0s compostos volateis, que conferem sabor aos @im@ain isto, a
tecnologia de alta pressdo tem a vantagem de causar a degnedaipda do sabor e de
nutrientes quando comparada a pasteurizacdo térmica tradi¢@@alLD, 2001). Chen
(2007) afirma em seu trabalho que a principal vantagem desta teanélagie ela pode
inativar os microrganismos sem afetar os atributos de qualidade dos alimentos.

Alta pressdo de dioxido de carbono (HPCD) é uma tecnologia naadérhe
preservacdo de alimentos. Reduz o numero de microrganismos presentamentos
liquidos por varias ordens de magnitude. No tratamento a alté@ressn didéxido de
carbono, o alimento entra em contato com @ f@®ssurizado por um determinado periodo de
tempo. O CQ pressurizado tem a capacidade de difundir através dos solidesodveti
materiais, resultando em uma acdo bactericida. Os mecanisnms queis o CQ
pressurizado inativa microrganismos tém sido extensivamente estudadultimos anos
(KARAMAN E ERKMEN, 2001; FERRENTINO et al. 2010; ZHANG et aR006). O

conhecimento do mecanismo exato de inativacdo poderia ajudar na itatgpréa cinética



de curvas de sobrevivéncia identificando os parametros que sédo os fatereausam a
inativacdo (FERRENTINO et al., 2010).

Os efeitos biocida do HPCD foram quantificados em varias e&spdei bactérias e
foram resumidos por Zhang et al. (2006), Spilimbergo e Bertucco (2003) a Garzalez et
al. (2007). A utilizacdo do COcomo agente esterilizante tem varios beneficios potenciais,
uma vez que nao é inflamavel, ndo-toxico, inerte na maioria dagéstuque ele ndo reage
com polimeros e apresenta temperatura critica baixa (31,1 °C), apenas ligeiramente
acima da temperatura ambiente. Assim, degradacdes térmaasim@im problema quando
um processo € operado em torno da temperatura critica,, sup@rcritico tem estado de
baixa viscosidade e tensao superficial zero, assim podem peaeitamente em estruturas
complexas e materiais porosos. Finalmente, @ €0arato e facilmente disponivel, o que
torna a esterilizacdo com G@&conomicamente viavel (ZHANG et al., 2006).

A presenca d&scherichia coliem alimentos como carne, peixe e leite € um indicador
de contaminacdo fecal, causando surtos de diarréia, gastroiesfedrome urémica
hemolitica (KARAMAN e ERMEN, 2001). Estudos sobre os efeitos de Q@inprimido
sobre Escherichia colitém sido relatados (BALLESTRA et al, 1996; ERKMEN, 2001;
KARAMAN e ERKMEN, 2001; GUNES et al., 2006; KIM et al., 2007). KarangaErkmen
(2001) avaliaram a cinética de inativacaokdeherichia colipor didxido de carbono a alta
presséao e verificaram que as taxas de inativacdo aunmritam a crescente pressao de 25-
100 atm, temperatura de 20-48 °C e tempo de exposicao. Kim et al. (208a)aumi dioxido
de carbono supercritico para a inativacdo Eleherichia coli patogénica O157:H7 e
Escherichia coligenérica. Para ambas as linhagens foram verificadas diminuigiideda de
8 log na contagem microbiana em 15-30 min, na faixa de tratamentold® &@&r e 35-45
°C. Além disso, foi relatada a deformacdo e o colapso das cétataslas com CO
supercritico.

Todos estudos acima citados relataram os efeitos da pressaoratemapeestado
fisiologico, meio de crescimento e tempo de exposicdo sobre ticaime inativacdo de
Escherichia coli No entanto, os autores nao avaliaram os efeitos da taxa desdaspegéo
e ciclos de pressao. Alguns autores verificaram que as ciltdas mecanicamente rompidas
pela rapida expansdo das emissdes derf@Onterior das células durante a descargtada
de pressédo (FRASER, 1951; FOSTER et al., 1962). Os ciclos de peessdem repetidas

liberagcbes e compressbes de ,C@ operacdo de ciclos de pressdo pode melhorar a
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desativacao devido ao aumento da ruptura celular e transferéntiasda (ZHANG et al.,
2006). Fraser (1951) alcancou mais de 90% de ruptura celular somenomporlos de
presséao, pelo menos um aumento de 15% a partir de uma Unica etapa de pressutipacdo. Di
et al. (1999) observaram aumento significativo na reducéao de log com ciclos de.press
Neste sentido, o objetivo principal deste trabalho é avaliar Gesetia pressao (80-
280 bar), da taxa de despressurizacdo (10-110 bdi.midos ciclos de pressdo (1-5 ciclos)
na inativacdo deescherichia colipor diéxido de carbono supercritico usando o método

estatico sintético.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CONSERVACAO DE ALIMENTOS

A conservacdo de alimentos tem por objetivo oferecer ao individuogratimn e
produtos alimenticios, ndo s6 dotados de qualidades nutritivas, organolépticks
palatabilidade normais, mas principalmente isentos de micro-organisoodgs € suas
toxinas.

Segundo Evangelista (2001), muitos dos processos de conservacao \egiiosee
alimentos utilizados antigamente foram precursores dos empregados nos dias Gechlyr,

o frio, a exposicdo ao sol, defumacédo e a salga constituiramranfizerte de processos
pioneiros para a manutencao do tempo de “vida util” dos alimentos.

O principal fundamento da conservacdo de alimentos é prevenir rag@te sejam
elas de ordem fisica, quimica ou biologica. Assim, € de extirqp@artancia que a matéria
prima alimenticia a ser submetida aos processos de conseralgadaum numero inicial de
microrganismos 0 mais baixo possivel (SILVA, 2000).

De acordo com Matser et al. (2004), para estender a vida utilicentds, através do
processamento (congelamento, secagem, pasteurizacdo ou &ase)il muitas vezes é
necessdria a utilizagdo de métodos tradicionais de pré-consenasdprodutos, os quais,
possuem a desvantagem de um aquecimento lento e taxa de resrigapiit, e isso afeta

negativamente a qualidade do produto. Os cientistas de alimentoséudaia alimentar

estdo, portanto, a procura de novos métodos que podem destruir micro-organismos

indesejaveis, com menos efeitos adversos sobre a qualidade do produto.
A conservacdo de alimentos consiste em empregar técnicas caj@apeotegé-los

contra a acdo de agentes deteriorantes, principalmente os migorgs, assegurando-lhes

caracteristicas similares aquelas do proguttatura Os métodos e processos empregados na

conservacdo de alimentos, ndo se apodiam apenas na reducdo pardiegral da acdo de
elementos deterioradores, mas também na modificagdo ou elimidag&diversos fatores



indispensaveis ao desenvolvimento microbiano, tornando o meio inadequado a sua

sobrevivéncia e multiplicacao (SILVA, 2000).

2.2. METODOS TRADICIONAIS DE PRESERVACAO

Os métodos tradicionais de preservacéo de alimentos consisteitizagaat de calor
ou refrigeracdo/congelamento. A conservacao de alimentos pelcsicalidica aplicacdo de
métodos e de técnicas resultantes de processos controlados ahdests como
pasteurizacéo, tindalizagcédo, branqueamento, esterilizacdo, entre (@lir'gs, 2000). Os
métodos de conservacao pelo calor visam a eliminacdo de microrganistanvenientes e,
quando isso ndo € possivel, procuram impedir ou retardar 0 seu erdscim
(EVANGELISTA, 2001).

A conservacao de alimentos através da refrigeracdo/congetagnem processo que
pode retardar as reac¢des quimicas e enzimaticas, diminuindo taiiém de crescimento
de microrganismos e a velocidade geral, podendo-se inclusive eliparée desses
microrganismos, em temperaturas de congelamento menores que -que°@grmalmente
paralisam o crescimento dos sobreviventes (SILVA, 2000). Segundo Egtn@2001), os
principais processos empregados pelo frio sdo: pré-refrigerafigeracdo, congelamento,
supergelacéo e liofilizacdo. A indicacdo de cada um dos difeqamuesssos de frio € feita de
acordo com o tipo, constituicdo e composi¢cado quimica do alimento e o tequyasido para
sua conservagdo, sem que haja sensiveis perdas de seu valor nuttdigees caracteres
organolépticos.

Segundo Silva (2000), a maioria dos alimentos contém teor de agtiangefpara
permitir a acdo de suas proprias enzimas e de microrganismaselgusee encontram, de
modo que, para preserva-los, faz-se necesséria a remoc¢do daquaitidade de agua
possivel. Assim, 0s processos de conservacdo de alimentos peloecal@raimidade,
geralmente sdo conseguidos pela remocéo da umidade.

De acordo com Evangelista (2001), alguns aditivos, acidos, gasesa@atag sao
empregados como meios de conservacdo de alimentos. Os aditivos conssrpasianem
ou retardam os processos de deterioracdo de produtos alimenticticdd\ de sal impede o
desenvolvimento microrganico, por tornarem o substrato inadequado pelgéelela presséo

osmoética do produto. Da mesma forma, Silva (2000), sugere que a preseacacdo
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aumenta a pressdo osmoética do meio, criando assim condigcbes desfavparae 0
crescimento de microrganismos, em consequéncia da reducdo da atdeata do

substrato.

2.3. NOVOS METODOS DE PRESERVACAO DE ALIMENTOS

Costa et al. (1999) afirmam que as novas tendéncias em tecndi@gialeapreservar
as caracteristicas do alimento, devem buscar seguranca ao migienta, revelando
preocupacdo com o equilibrio entre a produgdo e o consumo de alimentosdadma
consequéncias desta demanda €é o0 crescente interesse por tasnolbgi
processamento/conservacdo que nao provoquem alteracdes indesejavéimento a&
também ndo agridam o meio ambiente, sendo denominadas de “tecnof@pas
convencionais”, “tecnologias emergentes”, “tecnologias limpas” eantilogias de baixo
impacto ambiental”.

Com o processo de globalizacdo da economia, as industrias de aliraenios|
mundial tém buscado mudancas gerenciais visando aumento de produtividelt®reande
gualidade dos produtos, de forma a fazer frente a mercados cadaigsezompetitivos e a
conquistar nichos de mercado especificos. Nesse sentido, a pesgesanwlyimento de
tecnologias alternativas de conservacédo, que propiciem a obtengémdd®s com melhores
caracteristicas sensoriais e nutricionais comparativamente peaxessos envolvendo
tratamento térmico, vém sendo realizada em centros de pesquismpiesas e em
universidades em diversos paises. Dentre essas tecnologiaardestag tratamento dhmico,
0 processamento por campos eletromagnéticos, a tecnologia de ulirassmadiacao
ionizante, a esterilizacdo por membranas e, em especial,nalogie de alta pressao
(ROSENTHAL e SILVA, 1997).

De acordo com Franco e Landgraf (2005), o conhecimento dos fattrieseoos e
intrinsecos que agem sobre um determinado alimento permite poavérida de prateleira”,
sua estabilidade microbiolégica, bem como, conhecer a capacidadeesdémento e/ou
producdo de toxinas por microrganismos patogénicos eventualmente ggestorem, o
conhecimento de cada uma dessas caracteristicas isoladamente é phalexadatiaos efeitos
entre elas. O estudo destas interacdes entre os varios fatohesecos e extrinsecos que

afetam a capacidade de sobrevivéncia e de multiplicacdo dosgarsmnos nos alimentos
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deu origem ao famoso conceito dos obstaculos de Leistner. Assim, o calecédoria dos
obstaculos se baseia na utilizacdo simultanea de mais de unsadercontrole microbiano
nos alimentos, como salga, acidificacdo, processamento térmicép athc conservantes
quimicos.

Uma das tecnologias pode ser o processamento de alta pressapreAfido é
utilizada para inativacdo de microrganismos através de danosenalsramas, desnaturacao
de proteinas e diminuicdo do pH intracelular (MATSER et al., 2004gcAologia a alta
pressdo consiste na aplicacdo de pressdes extremamente etevamtidem de 500-10.000
bar, aos alimentos, de modo a se obter a destruicdo ou inativacamrdeganismos e
enzimas deteriorantes. A transmissdo da pressdo ocorre de igosiatica, ou seja,
instantanea e uniformemente por todo o alimento, e, portanto de modo distifie ocorre
no tratamento térmico, em que a penetracdo de calor dependmpio ¢ da geometria do
produto (ROSENTHAL e SILVA, 1997).

2.3.1. Processamentos a alta pressao

O tratamento a altas pressfes foi reconhecido como uma técnicasgevacdo em
potencial ha aproximadamente um século atras, com trabalhosdealigor Hite em 1889.
Primeiramente, o0 processo a alta pressao hidrostatica feadtlicom sucesso para melhorar
a qualidade do leite e também para demonstrar a susceptibilidad&cagganismos
presentes em frutas (JAY, 2005). Desde entdo, o processamento popredsdes em
alimentos tem sido extensamente estudado durante o ultimo século.

Coelho (2002) cita em seu artigo que Hite e Bridgman foram osipysnaesscrever
sobre a aplicacdo da alta pressdo hidrostatica em biomolécalasd® 1899 quando Hite
desenvolveu um equipamento capaz de produzir pressdes da ordem de 100.0000ps0 (em t
de 680 MPa) submetendo varios alimentos e bebidas a alta pressE@l£mBridgman fez a
primeira observacao sistematica do efeito da pressdo em prdiénabservou que a
aparéncia da albumina do ovo submetida a 7500 bar (~750 MPa) era sé&enalhaseu
cozimento a 100 °C, e que o efeito era irreversivel. Isto levou &xceacional contribuicdo

para a influéncia da pressédo em biomoléculas nos ultimos 50 anos, incluindo aim®slime



Embora tenha sido inicialmente investigada a mais de um sécubmsgsisas em
tecnologia de alta pressao aplicadas em alimentos se reatringiiniciativas isoladas até o
final dos anos 80. No inicio dos anos 90, com a implementacdo de um Pralgrakita
Pressdo pelo Governo Japonés, envolvendo aproximadamente 30 participantegjoincl
Industrias de Alimentos, Universidades e Institutos de Pesquipas@sisas foram bastante
incrementadas resultando no surgimento de diversos produtos comenma®igws por alta
press8dROSENTHAL e SILVA, 1997).

A alta pressédo é vista como uma tecnologia promissora para areth@eguranca
microbiolégica dos produtos alimentares, preservando suas car@eterisénsoriais e
nutricionais. O processamento a alta pressao fornece um meim@ater a qualidade dos
alimentos, evitando a necessidade de tratamentos térmicos ivoEess conservantes
quimicos. O processo a altas pressdes proporciona uma oportunidade anaicasp
processadores de alimentos para desenvolverem uma nova geracao de pliotentisios
com valor agregado tendo qualidadehelf-lifesuperiores aos produzidos convencionalmente
(YORDANOV e ANGELOVA, 2010).

Para compreender os efeitos da alta pressdo sobre os compaienéegares €
necessario conhecer seus principios basicos como o principio ispsiatieeja, a pressao é
transmitida de maneira uniforme e instantanea por todo o aliment@eidbnte da sua
forma ou tamanho. O principio de “Le Chatelier’, de acordo com o qualeagiamlquer
fendbmeno (transicdo de fase, mudanca na configuracdo molecedydor quimica)
acompanhado de decréscimo de volume é incrementado pela alta pressaocoempanhado
de aumento de volume é dificultado pela alta pressdo (CHEFTEL, 199%6a Ae acordo
com Cheftel (1995), uma das principais vantagens da utilizacadtadgprassdo para o
processamento de alimentos € o ndo rompimento das ligacbes quiovaktes, as quais
apresentam pequena compressibilidade, devido a minima distancia osntégomos
envolvidos na ligagéo, resultando na preservacdo dos principais compgstosaesis pelo
aroma, sabor e valor nutritivo, conservando a qualidade sensorial e nutricional dotalime

A tecnologia de alta-presséo apresenta potencial de aplicggigd com o objetivo
de conservagdo, mas também para modificar a funcionalidade e melbgranpriedades
reologicas e sensoriais dos alimentos. A sua maior vantagemteamsipossibilidade de
inativar microrganismos e enzimas com maxima retencdo deinda e de compostos

responsaveis pelo sabor, cor e aroma, originando alimento de melhor dpialida
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(SANGRONIS et al., 1997). Segundo Yordanov e Angelova (2010), estadgentdmbém
pode ser utilizada para alterar as propriedades funcionais e igsnstos diversos
componentes dos alimentos, especialmente proteinas.

O tratamento a altas pressfes causa a inativacdo de micsorga € enzimas,
enquanto deixa intactas moléculas pequenas, como a maioria dasast&rs compostos
volateis, que conferem sabor aos alimentos (SMELT, 1998). Com istonaoigia de alta
pressdo tem a vantagem de causar a degradacdo minima do s@boutdentes quando
comparada a pasteurizacdo térmica tradicional. Por serem pradjdaescaracteristicas de
sabor e frescor sdo degradadas quando submetidos a tratameito, t@snsucos de frutas
tornam-se produtos cuja conservagao através do tratamento &s#@oppossa ser de grande
vantagem. O produto tratado através do uso de alta pressao tedsemtar caracteristicas
nutritivas, funcionais e sensoriais mais proximas as do produto nguaatjo comparado ao
produto tratado termicamente (CAMPOS et al., 2003).

Segundo Mermelstein (1999) existem dois métodos utilizados para esgaarento
de alimentos por alta pressdo: o método de alta pressao hidegpstétiqual o produto é
processado ja dentro da embalagem final e 0 método de homogeneizdicaaléa pressao
ou alta pressao dinamica, onde o produto é processado de forma continua endeglaido
de forma asséptica.

A aplicacdo do processo de alta pressdo hidrostatica (APH) ienentds é
reconhecida desde 1890 como um método potencial de preservacao pela slsddadit
inativar microrganismos, certas enzimas e modificar as pagues funcionais de alguns
constituintes do alimento (MILLS et al., 1998).

O processo de alta pressao hidrostatica consiste em submeter o prattatpressao
dentro de um recipiente pressurizado, utilizando um meio que transéss&E@ ao produto.
Em sistemas comerciais, as pressoes utilizadas enquadramfasxande 400 a 700 MPa
(CAMPOS et al., 2003). Na pressurizacéo realizada em espaipoadan emprega-se fluido
(que no caso da alta pressdo hidrostatica é a agua) que atua emmiernransferéncia da
pressédo. A pressao € aplicada de igual modo em todas as direpdegermite aos solidos a
retencao de seu formato original (TORREZAN, 2003).

No processamento hidrostatico, o produto € embalado em uma garrafa ou bolsa
plastica e colocado no interior do vaso de pressdo para ser pdoce3garocessamento de

produtos liquidos pode ser realizado através de um sistema semicontinuo (foraldgesmba
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utilizando trés vasos de pressdo e um sistema de valvulas audsndgionodo que na
primeira camara a pressdo do produto é aumentada até a plespémcesso, quando é
liberado; na segunda camara o produto fica sob pressdo e tempoiesjmipara o
processo; na terceira camara o produto é descomprimido e encaminhado @avase
asséptico (MERMELSTEIN, 1999; RITZ et al., 2001).

De acordo com Lavinas et al. (2007), o primeiro produto processado pprest@io
hidrostatica foi introduzido no mercado japonés em 1990 e gradualmente, adut@stos
foram processados por esta técnica em outros paises. No mersd@ao foi lancado com
sucesso pasta de abacate tratada por presséo. Na Franga, sucos @edaravgaprocessados
por pressao hidrostatica estdo disponiveis no mercadgundo San Martin, Barbosa-
Canovas e Swanson (2002) apud Lavinas €2@07), avida-de-prateleira de sucos de frutas
foi estendida de 5 a 8 d para sucos nédo-tratados para aproximadafsesgmanas quando
pressurizados e mantidos estocados sob refrigeracdo. Como o0s sticdasdgpresentam
baixo pH e caracteristicas sensoriais que sdo degradadas quanétidaghao tratamento
térmico, esses produtos sao indicados para preservacdo pelo trat@lmealta pressao
hidrostatica.

A utilizacdo de elevadas pressfes hidrostéticas no processarsealinéntos que
possuem 4gua na sua composi¢do, como por exemplo, o leite, suco de fautearne
conduzem a uma total ou, no minimo, parcial de desativacdo dos micnorggnessim
como de enzimas. Além disso, 0 processamento com altas pressdesopodarpnudancas
na estrutura das principais substancias, como por exemplo, proteipateos,
polissacarideos, provocando mudancas nas propriedades fisicas liesetdss como a
viscosidade e consisténcia. Sabe-se também que o processamegitasepressdes pode
provocar mudancas no equilibrio de dissociacdo da agua, sais, acidoasenmitculas,
dependendo, de alguma forma, do valor da pressao, da temperatura, bem cempoddet
duracdo da pressao utilizada. Essas mudancas podem ser tanfogieversno irreversiveis
(COELHO, 2002).

Apesar dos primeiros relatos de homogeneizacdo ser do inicio do séuelo
somente agora, a homogeneizacdo a ultra-alta pressdo (HUARetelesenvolvido. Este
processo baseia-se no mesmo principio dos homogeneizadores tradici@saggeram em
niveis de pressdes muito mais altos (HAYES e KELLY, 2003). O desemeosito do

processo de HUAP permitiu ainda a utilizacdo do mesmo como métgaeskrvacao, na
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medida em que causa inativagdo microbiana. Inicialmente desenvolva@ jpaddstria de
laticinios, atualmente o processo € aplicado pela industria famie; quimica e
biotecnoldgica para dispersar, misturar e processar emulsespensdes (DIELS et al.,
2005a).

O processo de HUAP é também chamado de Alta Pressdo DinghMEd. Este
processo é realizado para alimentos fluidos com o uso de um equipamewio d®tdois
pistdes intensificadores de pressdo que operam em sincronia, bombearsioizpreo e
empurrando o fluido na direcdo de uma valvula de homogeneizacdo (TORREZAN, 2003).

O mecanismo de inativacdo de microrganismos no processo de HUAR nao
plenamente elucidado, mas seu efeito sobre as células é de roroiDiEMiS et al., 2005b).
Atribui-se a morte celular ao atrito, cisalhamento, fricc&awetacdo que ocorre no momento
em que o fluido passa pela valvula de homogeneizacdo (KLENIG e MIBEEG, 1998),
seja pelo espaco restrito para a passagem do fluido, palswvelibcidades atingidas ou pela
gueda brusca de pressao. Acredita-se que todos esses mecaniamogakdps, mas nao
existe consenso sobre qual € o mais relevante para o préideN$NGS e TRAGARDH,
2007). Mecanismos como turbuléncia, velocidade e magnitude da queda si&o pees
viscosidade dinamica também foram propostos (DOULAH et al., 1975). fao&netros
afetam fortemente a inativagdo microbiana pelo processo de HuUwBcosidade do fluido e
a temperatura (THIEBAUD et al., 2004).

A viscosidade € inversamente proporcional a inativacdo, onde niveishaiads de
inativagdo sdo obtidos em fluidos mais viscosos. Isto pode seraskplpela reducéo da
cavitacao, turbuléncia e pressao de impacto de fluidos viscosogutdento na temperatura
de entrada da amostra (de 4 para 24 °C) dé uma determinada pessfi@aono aumento da
inativacdo microbiologica pelo processo de HUAP. Como a viscosidafiieidb geralmente
diminui com o0 aumento de temperatura e vice-versa, este efdigmn@aratura na inativacao
microbiana pode ser parcialmente explicado como um efeito indiaetscosidade do fluido
(THIEBAUD et al, 2004).

Meyer et al. (2000) apud Torrezan (2003) citam que 0s custos envolvidqaisigao
dos equipamentos e de processamento limitam o uso da tecnologia peesddo. Avangos
tém sido realizados no desenho e construcéo desses equipamentosnparastcustos de
processamento mais competitivos em relacdo a esterilizagdocengelamento. Estima-se

que os custos para modificar a linha de processamento ja existebter o produto sob alta
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pressdo estejam em torno de US$ 0,0455/libra, considerando-se a dapredos;
equipamentos como sendo de 10 anos. Esse custo € similar ao dontatdenpresunto
cozido citado por Hugas et al. (2002) apud Torrezan (2003) como sendo de 0,1 euros/Kg.
Embora a tecnologia de alta pressédo seja pouco empregada clonesrteia SAN
MARTIN et al. (2002) mencionam que ja esta sendo comercializadspenka, presunto
fatiado tratado sob alta pressdo. Com o uso dessa tecnologla;de-prateleira do produto

passou de 3 para 8 semanas.

2.3.1.1. Processamento a alta presséo utilizando dioxido de carbono

Nas duas ultimas décadas, o uso de dioxido de carbono a alta pressao (HPCD) emergiu
como uma tecnologia promissora para a pasteurizacéo de alifl@ABEIA-GONZALEZ
et al., 2007). Atualmente, existe um crescente interesse na gaatida microrganismos em
meios de crescimento e de alimentos usando alta pressdo cado diéxcarbono sendo um
processo alternativo aos tradicionais métodos térmicos.

O processamento com HPCD envolve o contato dos alimentos com um fluido
supercritico (ou seja, pressurizado), durante um determinado tempodpair de forma
continua ou semi-continua (ZHANG et al., 2006). Este processo inatitrzaefente os
microrganismos vegetativos e devido o uso de baixas temperatura€imaes caracteristicas
originais do produto. O mecanismo de inativacdo de bactérias por BP@Dentanto, ainda
nao totalmente elucidado, embora varias teorias foram apresenmtagasgitimos anos
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2007; ZHANG et al., 2006).

A maioria das pesquisas com HPCD tem sido conduzidas usando suspinsoes
culturas puras de diferentes microrganismos e o meétodo é predmesrde aplicado a
produtos alimentares liquidos, como sucos, cerveja, vinho e leite (DABRLABAN,

2006; GARCIA-GONZALEZet al., 2007). No entanto, sdo poucas as pesquisas realizadas
com alimentos solidos. Além disso, a maioria dos trabalhos publicddoada na inativacéo
microbiana, enquanto que as informacdes disponiveis sobre os efeitosopasdades
sensoriais, nutricionais e antioxidantes dos alimentos submetidos sao aindastritas.re

Por essas razfes mais pesquisas sdo necessarias panacestigita especifico da
HPCD em alimentos. As condi¢cdes de tratamentos devem seramtamia fim de obter a

maior descontaminacdo para cada produto e a menor perda sensoralguasta
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comercializagcdo bem sucedida deste método depende fortementgaltioi do C® nas
propriedades organolépticas dos produtos (CALVO e TORRES, 2010).

Karaman e Erkmen (2001) afirmam que os tratamentos a a#fsépreom dioxido de
carbono afetam os sistemas bioldégicos causando desnaturacacapnoiéitanca na fase
lipidica, ruptura das membranas e das paredes celulares. Estitd@glos por Enomoto et
al. (1997), Hong e Pyun, (2001), Liao et al., (2007) apud Liao €2@l0), mostraram um
efeito perceptivel na inativacdo de alta pressdo de diéxidoadmmno (HPCD) sobre
microrganismos em alimentos liquidos como uma técnica nao-térmica.

Estudos realizados por Damar e Balaban (2006) demonstraram quévacdua
microbiana alcancada pela HPCD variou de 2-12 logs com pressoes deab0 MPa e
temperaturas entre 5 a 60 °C. De acordo com Zhang et al. (2006), pele hitbactérias
gram positivas, 10 bactérias gram negativas, 8 esporos bacterianokingo8 como
filamentos e esporos tém sido estudados com esta técnica.

Kamihira et al. (1987), Arreola et al. (1991), Lin et al. (1993), Dilval.(1999),
Hong et al. (1999), Spilimbergo et al. (2003) apud Liao et al. (201@xmelque o tempo de
exposicao, pressao, temperatura, numero inicial de células, numeiockdeale pressao, pH
do meio inicial, atividade de &gua, fase de crescimento ou idadarcedspécies de
microrganismos e tipos de tratamento, podem ter efeitos sobréivagéa microbiana por
HPCD.

Bae et al. (2009) investigaram o efeito de dioxido de carbono siligeranas
temperaturas de 65 e 70 °C, pressdes de 80, 100 e 120 bar e tempo de 10 sobdenais
esporos deélicyclobacillus acidoterrestri#m suco de maca. Esporos Aleacidoterrestris
foram completamente inativados pelo dioxido de carbono supercritico pairgeissacima de
65 °C, 100 bar por 40 min e também a 70 °C, com 80 bar durante 30 min.

2.3.2. Inativacao de microrganismos a altas pressoes

Segundo Cheftel (1995) apud Lavinas et al. (2007), os primeiros estudos que

avaliaram o efeito da alta pressao hidrostatica (APH) solimeorganismos em alimentos

foram realizados na Franca, por CERTES, em 1884, e nos Estados poidd$TE, entre
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1899 e 1914. A partir de entdo, outros pesquisadores tém se dedicado ao eARHoeda
alimentos.

De acordo com Hugas et al. (2002) apud Torrezan (2003), a inativacdo dos
microrganismos pela alta pressdo hidrostatica €, provavelmentesultade de diversos
fatores. A alta presséo hidrostatica ndo inibe e nem destroil @$peifico da célula ou uma
Unica funcao celular, porém, pode causar a morte da célula pelo acundaioodedentro da
mesma. A membrana celular é o primeiro alvo dos danos causadssaltata pressoes,
principalmente pelo efeito de cristalizacdo dos fosfolipidios,aaltler sua permeabilidade.
Outras fung@es celulares sensiveis aos efeitos da pressao entrolv@ de ions, composi¢ao
de &cidos graxos, morfologia dos ribossomos e da célula, desnaturaigcapmtividade
enzimatica, replicacdo do DNA, formacé&o do vacuolo, etc.

De acordo com Palou et al. (1999) apud Lavinas et al. (2007), as diatasanas
vegetativas podem ser inativadas em pressdes entre 400 e 60€nglfEnto que 0S esporos
(formas mais resistentes) podem suportar até 1000 MPa em atumpexmbiente. Segundo
alguns autores, o efeito letal da alta pressao hidrostatice ssbcélulas vegetativas €
provocado pela ionizacédo e concomitante precipitacdo de complexasqa ¢8®ANGRONIS
et al., 1997).

O processamento a alta presséo inativa microrganismos interrompenidmcoes
celulares responsaveis pela reproducao e sobrevivéncia, istdikzsn o produto abusivo do
calor (TORRES e VELAZQUEZ, 2005%8egundo Cheftel (1995), as bactérias Gram positivas
sd0 mais resistentes aos efeitos da alta presséo hidrodtatigee as Gram negativas. Ja os
fungos filamentosos e leveduras sdo muito sensiveis, enquanto que osawirastante
resistentes.

A aplicacdo de alta pressdo pode causar danos a fisiologia merobiasua
viabilidade, tanto danificando as células como inativando-as. Assinceexefeito direto
sobre a segurancga dos alimentos, podendo prolongar a sua vida-derpréf€I&REZAN,
2003). Ainda de acordo com Torrezan (2003), as membranas biologicas tém sidcadestifi
como as mais afetadas pela pressdo. As membranas sdo corpposta@sa camada de
fosfolipidios envolvidos por proteinas funcionais que (entre outras funoGasgee papel
importante no transporte de ions e outras substancias para as células.

O efeito da pressao sobre os microrganismos depende de fatacemaelas com os

microrganismos propriamente ditos (espécie, formato, tipo de Game,de crescimento e
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idade da cultura), com a natureza do meio (pH, composi¢cdo do alimentoeio de
dispersao, presenca de sais e/ou nutrientes, atividade de aguadriaagee tipos de ions
presentes) e com as variaveis de pressao (niveis de presgim,eteéemperatura e tipo do
tratamento — continuo ou descontinuo) (CAMPOS et al., 2003; TORREZAN, 2003).

Quanto a forma, vegetativa ou esporulada, as bactérias na forma vegetativdaprese
maior sensibilidade a pressdo que na forma esporulada, pois nestaafaesisténcia de
muitas espécies a pressao € alta, resistindo a tratamert680aMPa pelo processo
ultrapressdo. Dessa forma, a aplicagdo mais comum da tecnologitadpressdo na
preservacdo de alimentos € naquelas onde o pH é baixo e a soimiavdds esporos ndo
causa maiores problemas pela inabilidade dos mesmos em se desarestbecondicdes. A
forma da bactéria influencia na resisténcia a prességeea cocos s&0 mais resistentes que
bastonetes, pois possui uma maior resisténcia mecanica (MALICKI et al., 2005).

Hugas et al (2002), Cheftel e Culioli (1997), Sherry et al. (2002) apucezBn
(2003), mencionam que a morfologia das células dos microrganismoentifl sua
sensibilidade aos efeitos da pressdo, sendo os bacilos mais sedsivpie 0s cocos. As
células anteriormente estressadas (por exemplo, aquecimento |sablethoque a frio)
apresentaram maior resisténcia a pressdao. A temperaturee exeportante papel na
inativagdo microbiana durante o tratamento sob alta pressdo Hideos#a inativagéo
microbiana é menor na temperatura Otima de crescimento e aoai@a ou abaixo dessa. As
células anteriormente estressadas podem ser mais ou menusise@usiratamento térmico.
Assim, a combinagdo de alta pressdo com temperaturas moddeadi@amento podem
proporcionar excelentes estabilidades microbianas.

ALPAS et al. (1999) estudaram a resisténcia de estirpes deo qoatbgenos
veiculados por alimentosS{aphylococcus aureut85 e 765 Listeria monocytogeneGA e
OH,, Escherichia coliO157: H7 933 e 931Salmonella enteritidisFDA e Salmonella
typhimuriumg21274). Mostraram que. aureust85,L.monocytogene€A, E.coli O157: H7
933 eS.enteritidisFDA foram mais resistentes a pressdo do que as outras edérpessma
espécie.

A alta presséo hidrostatica produz alteracdes morfoldgicas, biagqsirai genéticas
que ocorrem na membrana e na parede celular dos microrganismos REANG et al.,
1997). Além disso, aumenta a permeabilidade da célula, inibe reagbgétielas e desnatura

enzimas essenciais ao crescimento e a reproducdo de micsorgan{CALDERON-
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MIRANDA et al.,, 1998). Embora muitos estudos abordem o efeito da Aéle os
microrganismos, as causas da inativagdo microbiana sdo ainda poupoeearuiidas
(CHEFTEL, 1995).

Lavinas et al. (2007) citam que a capacidade de destruicdo owuaqdati de
microrganismos pelo processo de alta pressado hidrostatica pode devido a diversos
fatores tais como: nivel, tempo e temperatura de pressurizacdgpode tda fase de
crescimento dos microrganismos utilizados, além da composi¢cdo do meio ou do alimento.

Dogan e Erkmen (2003) apud Lavinas et al. (2007) mostraram que a sem&hdaa
Escherichia coliinoculada em meio de cultura e submetida a alta pressédo hideo$tatic
maior com a elevagdo do nivel de pressao do que com o aumento do tegmposigdo ao
tratamento. Entretanto, ndo existe relacao proporcional entre otaudeenivel de presséo e
a reducédo da populacdo microbiana.

Kalchayanand et al. (1998) apud Lavinas et al. (2007), sugeriram gaesan®acao
por longo tempo associada com baixo nivel de presséo, utilizado paraizainafeitos
adversos na textura e cor do alimento, pode ndo ser vantajosa para a inativacaanaicrobi

Gola et al. (2000) apud Torrezan (2003) inocularam a mistura de pas dekE. coli
0157:H7 (nivel de contaminacdo de®10 10 UFC/mL) em carne bovina crua moida e
solucdo tampdo fisioldgica. Compararam seu comportamento quando subraetttas
pressdes hidrostaticas de 400, 500, 600 e 700 MPa a 15 °C durante diterepes de
tratamento. A cinética de inativacdo apresentou dois tipos de giEmaOs experimentos
mostraram reduc¢des decimais de 2,5, 5,2 e 3,2 para os tratamé@@osiBa (10 min), a 500
MPa (5 min) e a 600 MPa (1 min) em solucdo tampéo, respectivan@rntatamento da
carne a 600 MPa (2 min) provocou reducdo na contagelh deli O 157:H7 de 7,5 x f0
para 75 UFC/g, enquanto que a 700 MPa (1 min) causou cinco reducdesisi€eara 0s
tratamentos sob pressdo de 400 MPa (10 min), 500 MPa (3 min) e 60@Q2M®a) as
reducbes decimais foram respectivamente de 2,7, 3,2 e 4,7 em solugim tande
respectivamente, 1,4, 3,1 e 4 na carne. Tal fato evidencia quepas mostraram-se
ligeiramente mais resistentes ao tratamento quando inoculadasrm@ E importante
ressaltar que a temperatura aumentou cerca de 3°C a cada ROOukéiate a etapa de
pressurizacéo do produto.

O lombo bovino marinado, produto cru com alta atividade de agua e baixo saiy de

sem a adicdo de nitrito, apresenta microbiota variada de micremyzs patogénicos e
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deterioradores naturais da carne decorrentes do seu manuseiore. [B&RRIGA et al.
(2002) estudaram o lombo bovino fatiado marinado e embalado a vacuo, trataaltasob
presséao hidrostatica a 600 MPa por 6 min a 31 °C. Esse tratamento foi efetivo pataramnt
crescimento de bactérias aerdbicas, psicroéfilas e badiéciasas e, especialmente, 0s riscos
associados 8almonella sppeListeria monocytogenes

As mudancas na qualidade e os efeitos do uso de alta pressédo Iudrosat
sobrevivéncia de microrganismos em linglicas frescas de porco fokastigadas por
Huang et al. (1999) apud Torrezan (2003). As linglicas de porco, inocutaddsés cepas
de Listeria monocytogengd 0’ UFC/g), foram submetidas a pressées de 414 e 552 MPa, em
temperaturas de 25 e 50 °C e intervalos de tempo de 2, 4, 6, 8 e 10 mificafigp reducao
na contagem deisteria monocytogendsi verificada a presséao de 414 MPa/50 °C por 2 min.
Tal condicdo mostrou também completa inativacdo dos microrganismestpeesa linglica
de porco fresca e mudancgas minimas na sua qualidade.

A capacidade do processo de alta pressédo de destruir e/ou inatk@wrganismos
varia grandemente de acordo com o nivel de presséo e tempo dertatancom o tipo de
microorganismo contaminante. Enquanto que fungos, leveduras e céluladivagstio, em
geral, sensiveis ao tratamento por alta presséo, certos espctersabas apresentam alta
resisténcia ao processo (ROSENTHAL e SILVA, 1997).

2.3.2.1. Inativacdo de microrganismos usando dioxido de carbono pressurizado

Atualmente, existe um crescente interesse na inativacao d@gaitismos em meios
de crescimento e de alimentos com alta pressao de didxido de carh@Dd)(como uma
alternativa aos tratamentos térmicos, devido aos aspectos ber&diore os atributos de
qualidade, caracteristicas fisicas e sensoriais de alimemssurizados (ERKMEM, 2001).
Segundo Calvo et al. (2007), o tratamento a alta pressdo com dioxianbdaatem sido
aplicado principalmente em alimentos liquidos, como sucos, cerveja, girlede. No
entanto, os alimentos sdlidos tém sido pouco estudados

Kincal et al. (2005) avaliaram suco de laranja tratado com di6éxideadsono
pressurizado e mostraram uma reducdo de 5 log na carga microbéarando a qualidade

quimica e sensorial do produto tratado. Pouca diferenca foi detextadBrix, pH e cor,
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enquanto a acidez aumentou ligeiramente para as amostras tiadadta pressdao em
comparacao com as amostras nao tratadas.

Suco de maca preparado a partir de ‘puré de macad Annurca’ Bxdrabm um
sistema de alta pressdo com diéxido de carbono. O pH, °Brix garo@robiana do suco de
maca pressurizado foram comparados com 0 suco termicamentesadaoceBrocessos
térmicos foram realizados em 3, 50, 65 e 85 °C e tempos dedrdtavariando entre 10 e
140 min. A analise cinética de inativacdo microbiana indicou a redigé log da flora
natural do suco de maca, foi conseguido a 85 °C e 60 min de tempdateetr® por
processo térmico convencional e a 16 MPa, 60 °C e 40 min para o prdeealta pressao
com diéxido de carbono. Nao houve diferenca significativa entre astrasdratadas e néo
tratadas em °Brix (p = 0,05). Foram detectadas diferencas sagiviis nos valores de pH
entre as amostras néo tratadas e as tratadas com didxido de carbono ptegpurifg05s). A
andlise estatistica de °Brix e pH n&o mostraram diferaamgas as amostras nado tratadas e as
tratadas com diéxido de carbono pressurizado nas duas primeiras Semanaazenamento
a 4 °C. Esses resultados reforcam o potencial do uso desta tecrenogaplicacoes
industriais (FERRENTINO et al., 2009).

A cinética de inativacdo d&almonella typhimuriumcom dioxido de carbono
pressurizado na faixa de 1,51 para 7,56 MPa a 35 °C foi investigaddugi@es de meios de
cultura e solucdo salina fisiologica. O tempo até atingir umssfoeexerce um importante
efeito sobre a sobrevivéncia 8almonella typhimuriumAs taxas de inativagdo aumentaram
com a pressado. A inativagdo seguiu uma cinética de reacaardsrarordem, com taxa de
inativacao especifica (k) e tempo de reducdo decidjajfe variaram de 0,0975 para 1,5561
mint e de 23,63 para 1,48 min, respectivamente. A dependéncia da pressamsiate ta
inativagdo deSalmonella typhimuriunpode ser descrita pelo valop, Zlependendo das
solucdes de meios de cultura e solugéo salina fisiologica (ERKMEN e KARAKMBM).

Estudos realizados por Fabroni et al. (2010) mostraram que o tnétadeesuco de
laranja com HPCD em pressdes de operacdo (130 bar) e detamjuantidade de GO
(0,385 g CQQg suco), pode garantir boa inativacdo microbiana, estendendo a vida de
prateleira do suco de laranja fresco. As propriedades nutricioremsioxidantes do suco
tratado por HPCD mantiveram-se praticamente inalteradas 2(€é dia de armazenamento
refrigerado, em seguida, verificou-se um ligeiro declinio, ndo rdievam relacdo as

propriedades antioxidantes do produto. Além disso, a avaliacdo sensqrralddto tratado
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por HPCD, por um painel treinado, sugeriu que 0 suco seria bem pe@isoconsumidores.
Os autores consideraram que o tratamento por HPCD, ndo pode serradosidea
alternativa ao tratamento térmico, mas uma nova tecnologiaoptea a estabilidade e as
propriedades sensoriais e antioxidantes. Ainda, sugeriu-se o grateteial do suco de
laranja tratado por HPCD como um novo produto a ser alocado no mercadogldestratas
frescas, dentro de um novo quadro de varejo de sucos, com vida util de 20 dias.

Calvo e Torres (2010) utilizaram o processamento de HPCD paratizagaa
microbiana em paprica. Os resultados indicaram que o referidospooéeviavel para o
produto em questdo. A pressao pode ser mantida em niveis (60-100 ba@ngpos de
tratamento da ordem de 30-45 min. Estas condi¢des foram suficierdaestipgir a reducao
da contagem total microbiana necessaria, de acordo com adagisia vigor. Além disso, a
paprica manteve a cor e sua umidade final dentro dos niveis pegai® armazenamento

seguro.

2.4. APLICACAO DE DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO NO
PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

Um fluido supercritico pode ser definido como uma substédncia na qual sua
temperatura e pressao estdo acima dos valores criticosa(Ejglintretanto, essa definicéo é
de uso limitado, uma vez que nenhuma informacéo é dada sobre a dedaigathstancia.
Darr & Poliakoff (1999), define um fluido supercritico como qualquer &nb& que se
encontra na temperatura, pressdo e densidade acima de seus ordtiooss Proximo da
densidade critica, fluidos supercriticos apresentam propriedadest@menegas vezes entre
aquelas de um liquido e um gas. Por exemplo, um fluido supercritics@odaativamente
denso e dissolver certos solidos, exibindo alta difusidade e baixsidisde. Ainda, fluidos
supercriticos sao altamente compressiveis e a densidade padersela sobre uma vasta
faixa de presséo e temperatura (Figura 2a). Esta propriedadsgradglorada, por exemplo,
na separacdo de produtos reacionais ou no fracionamento de polimeros. d3efttidos
supercriticos, o diéxido de carbono tem sido amplamente usado, uma vez gtiézsigao
pode acarretar em alguns beneficios reais, como, a reducdolidacadi de solventes

organicos toxicos e a facilidade da separacéo do solvente.
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Quando um liquido é aquecido acima de sua temperatura critica pressao que

exceda sua presséo critica, a transicao de liquido para $wbocritico é continua (Figura
2b).

SCF
Liquid

Pressure
(2]

Solid

/

Gas

T

1+
Temperature

Figura 1 - Diagrama de fases P-T para um fluido puro
Fonte: Cooper (2000).
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Figura 2 — (a) Demonstragéo grafica da variacdo da densidade,gm@@ 35 °C. (b)
Representacdo esquematica da variacdo a partir do equilibrio gas-ligeide) @ara fluido
supercritico (= T¢), onde a substancia é aquecida até sua temperatura critica na pressao

acima da P

Fonte: Cooper (2000).
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Entretanto, sob condi¢cbes apropriadas (logo abaixo da temperatess&opcritica), o
diéxido de carbono liquido apresenta propriedades semelhantes as dossilpieiasiticos
(baixa viscosidade e densidade). Como consequéncia, bgoi@o proximo de sua condigcédo
critica demonstra um grau de compressibilidade limitado e soasigtades podem ser
“ajustadas” em funcéo da pressdo. Uma vantagem praticatcibathar com C@liquido é
que densidades relativamente altas podem ser encontradas enespressferadas, por
exemplo, a densidade do €l@uido a 20 °C é de 0,84 g.¢hem pressées acima de 75 bar.

Segundo Palmer e Ting, (1995) apud Choi et al. (2008), a tecnologianddiZluido
supercritico explora o poder solvente e as propriedades fisicasndcomposto puro ou
misturadas a temperaturas e pressoes perto do ponto criticeendefaquilibrio. De acordo
com Clifford e Williams, (2000) apud Choi et al. (2008), o dioxido de carbonacsitjp®
nao € apenas um veiculo poderoso para uma ampla gama de compostoseske igm@
processamento de alimentos, mas também, é considerado inertexadeus#n, ndo-toxico,
nao inflamavel, de alta densidade, baixa viscosidade, disponiveitagmur@za e nao deixam
residuos.

Erkmen (2000), avaliando a inativagdo microbiana com dioxido de carbono &6,1 M
e tempo de 150 min, conseguiu reduzir 5 log a contageBratdothrix thermosphactam
carne.

A técnica de esterilizacdo usando QDpercritico mostrou ser eficiente, uma vez que
apos o tratamento durante 15 min, operando a uma pressdo de 150 bar, lewwnaa me
reducdo microbiana obtida no tratamento com pressdo hidrostétiB@00 bar na mesma
temperatura. O processo de esterilizacdo usando didxido de carbonoitstpedo tém sido
muito explorado em escala industrial, mas apresenta vantaggmsnadas com as condicdes
empregadas, dentre as quais, destacam-se condi¢bes mais suaves do igtanscentd a alta
pressdo hidrostatica, condicbes mais facilmente controladas, asirhiemie mais seguro,
uma vez que, o COé um gas atoxico, podendo ser economicamente mais viavel. Até o
momento, foi provado que o meétodo garante uma inativacdo microbiana tatalits
espécies de bactérias, principalmente suspensa em soluctes $BRIIAMBERGO et al.,
2002).

Fraser (1951), Haas et al. (1989), Wei et al. (1991), Lin et al. (19%988),
Nakamura et al. (1994), Enomoto et al. (1997b), Debs-Louka et al. (1999), Hong Kong e Pyun
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(1999) apud Garcia-Gonzalez et al. (2007), citaram que o diéxido de calmffiaido de
escolha viavel para reduzir a carga microbiana no processametitb @essdo. Poucos
pesquisadores aplicaram outros gases pressurizados para essopi©@ogas nitrogénio ¢N
foi um dos gases mais estudados. Estudos realizados demonstrana guesafio com GO
causa grande ou completa inativagcdo microbiana, um tratamento gomasNmesmas
condicbes, mostra pouco ou nenhum efeito sobre a reducdo das células viaveis.

Dillow et al. (1999) apud Garcia-Gonzalez et al. (2007) salientaramportancia da
proximidade do ponto critico do fluido sobre a eficiéncia microbiana. Ex@etos com e
CO, foram conduzidos em condi¢cdes idénticas, onde nenhum efeito estexilica
observado nos experimentos com, EMnquanto experiéncias com £foram muito bem
sucedidas. Dado que as condi¢cBes experimentais foram também sedivaglanto critico de
N2 (T. = -147 °C e P= 3,39 MPa), concluindo que esse gas ndo se comportou Como 0s gases
ideais para as propriedades de um fluido supercritico.

Foi realizado um experimento de esterilizacdo com tetrafluaref&FE), que tem
propriedades criticas semelhantes ag 0@ = 55 °C e P= 4,06 MPa), mas propriedades
quimicas diferentes. Em uma temperatura e presséo reduzida,rimmexpe com TFE nao
resultou em reducdo de células viaveis quando comparados com o ritataoe CQ
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

Fraser (1951), Enomoto et al. (1997b), Debs-Louka et al. (1999) apud Garcia-
Gonzalez et al. (2007) estudaram a pressurizacdo com argonm A mistura de Ne G
comparado ao uso de didxido de carbono, demonstrando que a mistura foi noazoguefia
utilizagéo do CQ

Segundo Garcia-Gonzalez et al. (2007) a acdo bactericida do Oxid@ mbds ser
explicada pela sua natureza quimica, pois este gas tem baxonpéscular, possui alta
solubilidade em lipideos, e é relativamente ndo-polar, podendo rapidaseediieindir na
membrana celular de fosfolipidios, influenciando diretamente mea eta modificacdo da
membrana celular e na remocao dos constituintes vitais das @& mkasbranas celulares do
mecanismo de acéo bactericida. Além disso,© tém propriedades criticas semelhantes ao
CO, (T, = 36,5 °C e P= 7,24 MPa). Entretanto, embora a solubilidade em agua seja
semelhante ao do GOo N,O nao vai acidificar a agua (como faz ¢0@s), e, portanto, nao
diminuira o pH extracelular, que influencia nas etapas de sohgiilizde didéxido de carbono

pressurizado na fase externa liquida e reducdo do pH intracelul@mecenismo de acdo
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bactericida.

2.4.1. Mecanismo de ac¢éo bactericida do diéxido de carbono

E conhecido que o dioxido de carbono pode exercer um efeito inibidor sobre o
crescimento bacteriano. Estudos ainda séo realizados para agapéancipais teorias para
explicacédo da acao bacteriostéatica e bactericida do didxido de carbono.

Segundo Garcia-Gonzalez et al. (2007) existem diferentes etapamcanismo de
inativacao e este pode ser resumido da seguinte forma:

a) solubilizacdo de dioxido de carbono pressurizado na fase externa lidtnaa.
alimentos ou caldos com alto teor de agua, o didxido de carbono podeoteedEs

agua para formar o acido carbbnico,Q;), o qual se dissocia em bicarbonato

(HCOy), carbonato (C€) e hidrogénio (M) para formar o equilibrio. Como

consequéncia do equilibrio, a agua entra em contato com o diéxido de carbono

pressurizado, tornando os ions acidos devido a formacdo e dissociacdo do acido
carbdnico, que libera ions de hidrogénio. Este fato reduz o pH ekttarajue pode

inibir o crescimento microbiano e também pode diminuir a resisténwrobiana a

inativacao por causa do aumento do consumo de energia para manter adsentenst

pH pela forca motriz do proton.

b) modificacdo da membrana celular. Ao se aproximar da supeatfiaiélula bacteriana,

o diéxido de carbono aquoso pode se espalhar no plasma da membrana e pode se

acumular dentro da sua camada lipofilica interna. A grande afinetdoeo CQe a

membrana plasmatica foi confirmada por Spilimbergo ef28l02), que calcularam

qgue o diéxido de carbono pode ser dissolvido nos fosfolipideos da membrana celula

em um grau muito elevado. Este montante de &@Dmulado na fase lipidica pode

entdo, sofrer um transtorno tanto estrutural como funcional da membekutar c

devido a uma perda na cadeia lipidica, o que pode aumentar a flujdezamto, a

permeabilidade da membrana.

c) reducédo pH intracelular. Devido ao aumento da permeabilidade da membrana,
diéxido de carbono pressurizado pode penetrar facilmente através daramam

celular bacteriana e se acumular no interior do citoplasmegtlalas. No citoplasma,
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d)

f)

¢)

as concentracoes relativas de ambos E®ICQ aquosos, estdo sendo controladas
pelo pH interno como resultado do pH da homeostase, a fim de manterdo pH
citoplasma constante (0 que é essencial para viabilidade celeddre da atividade
celular).

inativacdo da enzima / inibicdo do metabolismo celular devido a &eddg pH.
Mesmo que muitos aspectos da estrutura e funcéo celular sejam influenciagads, pel
a atividade catalitica das enzimas é especialmente seSizehas que compdem a
maioria das proteinas no citosol tém atividade maxima no pH otisua atividade
diminui drasticamente em ambos lados do ideal. Assim, a reducad ditogdlico
pode causar a inibicdo e/ou inativacdo de enzimas essenciais fEyalagdo dos
processos metabdlicos.

efeito inibitério direto do C®e HCQ molecular no metabolismo. O regulamento de
uma via metabolica pode ocorrer em varios niveis. A taxa de reagépatica ndo é
apenas uma funcdo do pH, mas também, das concentracdes intracdmsubstrato,
produto, cofator, os quais sdo os elementos fundamentais na regulag¢dddddea
enzimatica. A concentracdo de acido carbdnico parece ser fundanpand a
regulacdo da atividade enzimatica com algumas enzimas seirdolasas e outras
inibidas por este anion.

transtorno do equilibrio intracelular de eletrdlitos. Danos letaisisiema biologico
das células podem ser produzidos quando aplica-se pressdo e acudididdsede
carbono no interior do citoplasma das células bacterianasfatstpode converter o
HCQO; para CQ, o que poderia precipitar eletrélitos inorganicos intracelukai@srtir

de células e membranas celulares.

remocao dos componentes vitais das células e membranas celulares. Biferemes
Kamihira et al. (1987) Lin et al. (1992a, 1993) apud Garcia-Gonzalez @08a7)
também sugeriram que o ¢@cumulado pode ser devido ao seu poder de solvéncia
relativamente alto - "extrair" constituintes vitais das @subu das membranas
celulares. Neste mecanismo, sob pressao, g [Ziheiro penetra nas ceélulas para
construir a densidade de um nivel critico no interior das célulgsisgaemove
componentes intracelulares (como fosfolipideos e compostos hidrofébic@s) pa
perturbar ou alterar a estrutura das membranas e / ou o equilibrio do sisiégiadi

promovendo assim a inativacao.
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De acordo com Jacobsen e Bertelsen, (2002) apud Choi(@0@8), o didxido de
carbono supercritico € facilmente absorvido pela carne e pode dimipirQuando a carne
€ exposta ao diéxido de carbono, o acido carbénico é formado, se dideamia bicarbonato
e ions de hidrogénio. Além disso, a pressdo e a temperatura deetritgpodem afetar as
interacbes moleculares e conformacdo da proteina, levando a desi@ateragregacao da
proteina da carne (Messens, Van Camp, Huyghebaert, 1997).

Os efeitos inibitorios do dioxido de carbono supercritico em baxtgsitngénicas de
origem alimentar sdo causados pela inducdo do seguinte fendmenorufura celular
explosiva devido a um aumento da pressao interna, (2) a modificacamettalsranas
celulares e a extracao de lipidios da parede celular (3), a inativacaordaseegsenciais para
0 metabolismo celular, e (4) a extracdo de substancias Inteaes (SPILIMBERGO e
BERTUCCO, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. PREPARACAO DO INOCULO

O microrganismoEscherichia coli ATCC 25922 foi obtido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Universidade Regional Integrada. Qulmdicial foi preparado
pela transferéncia da cultura estoqueedeoli em um tubo de ensaio com 10 mL com meio
liqguido Luria Bentami (LB) sob condi¢cbes assépticas, sendo incubadtCag®r um periodo
de 24 h. Na sequéncia, foi realizado um repique em um erlenmeyer caniLX@meio LB
liquido esterilizado, acrescentando-se 2 mL do in6culo inicidt.deoli, e posteriormente,
incubando o mesmo a 37 °C durante 24 h. As culturas utilizadas enotdgperimentos
foram armazenadas a 4 °C, por um periodo maximo de 7 d, garantindagassa® células
bacterianas estivessem vivas. O nimero findEdeoli em geral, variou em torno de’

10 unidades formadoras de col6nias (UFC/mL).

3.2. DESCRICAO DO APARATO EXPERIMENTAL

As medidas experimentais de inativagdo de microrganismossgedissoes realizadas
neste trabalho foram conduzidas em uma célula de volume varidvel so@lizdcéo,
baseado no método estatico sintético. A unidade experimental ers®rdraisponivel no
Laboratério de Termodinamica Aplicada da URI — Campus de Ereghiigura 3 apresenta
o diagrama esquematico da unidade experimental que foi usado nedte asjual consiste

basicamente dos seguintes itens com suas respectivas funcoes:

C1) reservatorio de solvente: armazenamento do solvente utilizado nos experimentos;
V1) valvula de esfera (Marca HOKE, Modelo 7155F2Y). Esta vélvula quandt@aaber

permite o fluxo do solvente do cilindro para bomba,;



BR1) banho de recirculagdo (Marca QUIMIS, Modelo 214M2): é usado paramaante
temperatura no cilindro da bomba constante;

BS) bomba de alta presséao (ISCO 500): para a verificacdo da gétiasraves desta
técnica é necessario um equipamento que permita a quantificacd@ssa oo fluido
deslocada e que sirva para manipular a pressao do sistema. Rluntipasseringa encaixam-
se perfeitamente neste contexto, pois possuem um cilindro interno ondsepodeputado o
volume ou massa de fluido e, a0 mesmo tempo, permite a pressuazEsmressurizacao do
sistema conforme este fluido é deslocado (a partir ou para denst® kservatorio,
respectivamente. Neste trabalho foi utilizada uma bomba servigecg ISCO, Modelo
500D) que possui um cilindro interno de 500 mL, pressao de trabalho de até 80luka
de até 107 mL/min. O cilindro da bomba é encamisado, o que possibilaawdemcdo da
temperatura do reservatorio em um valor pré-determinado com auxiliondeanho de
recirculacéo;

CE) célula de equilibrio de volume variavel: consiste em um cilindiegdenox 316,
com capacidade maxima de 25 mL, possuindo um diametro interno de 17,2 mm e
comprimento de 176 mm. No interior da célula existe um pistao aquepte objetivo
controlar o volume e, conseqlientemente, a pressdo do sistema. A c&ulalpas entradas
superiores: uma para conexao com termopar (ST) e outra com awdvalimentacéo (V7);
uma entrada lateral onde é fixada a janela de safirallddSa e entrada frontal (janela
frontal) e traseira (fechamento e conexao com a valvula V5);

JS) janela de safira e janela frontal: a célula possui duas fadelaafira (Swiis Jewel
Company), sendo uma janela frontal (diametro = 25,4 mm e espes€)52 mm) para
visualizacao do interior da célula e outra lateral (JS) (d = 15fB&raspessura = 4,56 mm)
para entrada de luz;

V2) valvula de via Unica (Marca HOKE, Modelo 6133F2Y): a funcéo desta aaévul
permitir o fluxo em apenas um sentido. E inserida entre o cilindsoldente e a bomba apds
a valvula V1 com o intuito de evitar que pressdes elevadas fossmadapla cabeca do
cilindro;

V3, V4 e V5) valvulas de esferas (Marca SWAGELOK, Modelo SS-H83PF2): a
funcéo das valvulas de esfera € interromper e permitir o floxorea determinada linha. As
valvulas empregadas na unidade sé@o do tipo esfera, com pressao ltie tieb@90 bar a

temperatura ambiente; Valvula V3: utilizada para isolar a unidadeomba de alta pressao
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durante a montagem e desmontagem da célula de equilibrio. Valvulail\?4da para isolar
a camara do transdutor durante o processo de descarga do s&tarfmcéo € impedir que
qualquer quantidade de soluto entrasse na camara do transdutor. Valvslaa\fén¢cao €
impedir a passagem de fluxo para o fundo da célula durante o processgalelo solvente
ao sistema e também para permitir a pressuriza¢do do fundiuldaateaves da passagem do
liquido comprimido até o fundo do pistao;

V6) valvula de alivio (Marca SWAGELOK, Modelo SS-4R3A): é a valvula de
seguranca do sistema. Quando a pressao do sistema aumenta demeastdsta valvula se
abre automaticamente evitando riscos de operagdo. Estas valvudsisiagpossuem uma
faixa de abertura que pode ser regulada (275-340 bar para este)mbpés a reducédo da
presséao do sistema, a valvula fecha mecanicamente;

V7) valvula de alimentacéo (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511 Apdmite
a alimentacdo do liquido comprimido a célula. A valvula em quest@oitpeuma abertura
gradual e, consequentemente, uma regulagem do fluxo de solvente alimentado a célula;

V8) valvula de descarga (Véalvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511AFadaipara
descarga do sistema e despressurizacao do fundo da célula;

BR2 e Linha Pontilhada) sistema de aquecimento da célula: o sistema de
agquecimento da célula é composto por uma cuba de metal adaptadaaabd da célula de
equilibrio a qual possui roscas de fechamento alongadas paraxag@ofdentro da cuba. O
controle de temperatura € realizado por um banho termostatico meleeg@io (BR2) (Marca
MARCONI, Modelo MA 184/6) onde hé circulacdo de agua de banhormisgara a cuba e
retornando ao banho. As roscas de fechamento da célula sdo alongadpsripétir que
possa realizar a entrada de luz e a visualizacdo da amostra atrgeésldasle safira;

IT) indicador de temperatura (Marca DIGMEC, Modelo FHMD): é um conjunto
composto por um sensor de temperatura (termopar) tipo Y e um inda@demperatura.
Usado para medir o valor real da temperatura da solucdo no imarag#iula. Este sensor é
inserido na célula de modo que a junta fria fique no centro da célula;

TP) transdutor de pressdo (Marca SMAR, Modelo LD 031): é conectadtha |
proveniente da bomba para verificar a real pressédo do sistemailiFaiaitum transdutor de
presséo absoluto com faixa de operacédo de 0—-250 bar para medidsséda presistema. De
acordo com especificacdo da fabrica, a precisdo do equipamentd,d28686 da faixa

operacional (0,31 bar);
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MP) monitor de pressdo (Marca SMAR, Modelo HT2, Versao 5.08): os valeres
pressdo eram coletados em um indicador que recebe um sinal dgi#d indicando a
pressédo da linha. Ambos os equipamentos, transdutor e monitoradorlienantaalos em
corrente continua entre 12 e 30 V. Para tal foi utilizada uma fonte de energia (FE);

FE) fonte de alimentacdo de energia: utilizada para mantersades alimentar em

corrente continua o transdutor e o monitor de presséo;
AM) agitador (Marca Velp Scientifica): utilizado somente como sapmara melhor

visualizacéo do processo na janela da célula;
FL) fonte de luz: foi utilizado um feixe de luz branca na janetxdata célula para

iluminar o interior da célula e facilitar a visualizacdo do processo;

ST) termopar.

1
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Janela Frontal

Figura 3 - Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado.

Uma vista geral da unidade pode ser observada na Figura 4.agreadb pode ser

vista a célula de equilibrio. Na Figura 5 apresenta-se aajaeekafira onde é observada a
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mudanca de fases, com o detalhe da posicédo do termopar no interiaraaocéle é tomada

a medida da temperatura.

Figura 4 - (a) Vista geral da unidade (b) Célula de equilibrio de

volume variavel.

Figura 5 - Detalhe da janela de safira mostrando o posicionamento do termopar.
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3.3. DETERMINACAO DOS DADOS DE INATIVACAO DE MICRORGANEMOS A
ALTAS PRESSOES

O procedimento experimental adotado para inativacdo de microrngenia altas
pressdes, utilizando o aparato experimental descrito no item 3.Zpuis& com O
carregamento do cilindro da bomba com o solvente (di6xido de carbono) pnbeetiie
cilindro de estocagem. A carga de solvente envolve algumas et@pak a primeira a
transferéncia do solvente do cilindro para a camara interna da b@uabe-se ter uma
quantidade de solvente relativamente grande dentro da camara da jhoguigao préprio
solvente era utilizado como fluido pressurizador. E importante notaroga@to maior a
quantidade de solvente transferida para dentro da camara da bonmos, veees sera
necessario repetir o procedimento de carga na bomba.

Posteriormente, foi ajustada a temperatura do banho de recircuRED ém torno
de 5 °C, para manter a temperatura no cilindro da bomba constante e a pressaod@iemanti
torno de 100 bar. As valvulas V3 e V4 foram entdo abertas e a press@&véda atraves da
bomba, pressurizando toda a linha. Enquanto o fluxo do solvente estabiliigliftada a
montagem da célula de equilibrio. Para isto, foram obedecidos pasdadosos para a
montagem e fechamento da mesma.

Primeiramente, a montagem do pistdo foi realizada, sendo que amfatio das
extremidades do pistdo foi efetuado de forma que o pistdo possaadeslio interior da
célula e ndo permita a passagem de fluido do fundo para frente-eevéa. Posteriormente,
foram manipuladas as roscas de fechamento da célula. Na metodsidgiaca estatica
empregada, utilizou-se amostra (5 g) retirada da solucdo estogioeme item 3.1., com o
auxilio de uma seringa estéril de 5 mL dentro de uma camafilaxde e posteriormente
injetada na valvula do termopar com a célula fechada.

ApOds essa etapa, as linhas que contém as valvulas V5 e V7 famantaras na célula
e preenchidas com o solvente a baixa pressdo e depois evacuadasgnpaer o ar
remanescente.

A bomba de seringa possui um reservatorio interno encamisado (cilindro da bomba) de
forma que se pode conhecer o volume de solvente dentro do reservaidrodeterminada
pressdo e temperatura. A medida do volume deslocado, a fim de foamaamistura de

composicao desejada, foi computada baseada no decréscimo do volumealmig@lindro da
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bomba pela abertura da valvula V7. Para tal, é necessario coahgeesidade do solvente
como liquido comprimido na pressao e temperatura do cilindro da bomba.

A temperatura e pressao do solvente na bomba foram mantidas emdiamainte a
carga e a massa de solvente adicionada foi computada com basa elensidade. Desta
forma, a célula foi carregada com composi¢cdo global conhecida. Umgueeo sistema
encontra-se estabilizado (fluxo da bomba estavel em + 0,01 mL/neim torno de 30
minutos), a valvula V7 sera aberta lentamente, permitindo a eleagt@vente na célula, até
gue o volume da camara da bomba atinja o valor pré-estabelecidonpa@@ef a composicao
desejada dentro da célula de equilibrio. Durante o processo de carmgaetbes nenhuma
pressdo sera aplicada no fundo do pistdo, para permitir que onexm@ricomece com a
célula em seu volume maximo. ApoOs a alimentacao, a pressdoainasisi entdo reduzida
(definindo-se um valor baixo na bomba de 40 a 50 bar) e, com a valvula Matldea
valvula de esfera V5 foi aberta para permitir que o solvente emtr@ontato com o fundo do
pistdo. O sistema de aquecimento foi entdo acionado.

O sistema de aquecimento empregado neste trabalho foi constituid@anke de
recirculacdo (BR2) que através de uma bomba faz-se a cé&outi; agua e se aquece a
mesma até o valor pré-determinado no banho. A temperatura da solugpéeriooda célula
sera entdo captada pelo termopar (ST) dentro da célula e mdaitpeto indicador de
temperatura (IT). Mantendo-se a temperatura constante, iniai@sgpressurizacao lenta do
sistema através da diminuicdo gradativa da presséao pela bomba.

Durante todos os experimentos foi mantida uma relagcdo constantenastt@ de CO
e massa de meio liquido contendo as célulds. @eli, onde foi empregado 7 g de €85 g
de meio liquido. A temperatura foi mantida constante em 36 °C.

A pressdo do sistema foi aumentada da pressdo critica doatéOa pressao
estabelecida no planejamento de experimentos a uma taxa deipaedsude 100 bar/min.
Neste ponto o sistema foi mantido por um determinado periodo de tempo, sendo
despressurizada até a pressao critica de @Oacordo com a taxa de despressurizacao
definida no planejamento experimental. Este procedimento foidepettezes, em funcao do
namero de ciclos estabelecidos. ApGs os experimentos, foi realizatdéagem microbiana e
os resultados foram expressos em termos da reducéo logardenicontagem microbiana,

conforme equagcéo:
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Reducéo= Iog(%j (1)

Onde N e N sdo a contagem microbiana no tempo t e no inicio do tratamento,
respectivamente. Os efeitos de presséo, taxa de despressueizagiero de ciclos foram
avaliados atraves da realiza¢do de dois delineamentos compostais ¢xtC), cujos niveis

sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis das variaveis independentes avaliados nos dois DCC

Niveis -1 0 1
Primeiro DCC

Presséo (bar) 80 180 280
Taxa de despressurizacao (bar/min) 10 60 110
Numero de Ciclos 1 3 5
Segundo DCC

Presséo (bar) 80 130 180
Taxa de despressurizagao (bar/min) 10 35 60
Numero de Ciclos 2 3 4

3.4. DETERMINACAO DA CINETICA DE INATIVACAO DO MICRORGANISMO

Escherichia coli

Foram determinadas as reducdes de contagens de células vigidnsadmorte por
pressurizacdo para o microrganismo alZecherichia coli,as pressdes de trabalho de 80,
100, 120, 140 e 160 bar, na temperatura fixada em 36 °C para todos experimentos
diferentes intervalos de tempos, variando de 2,5 a 120 min. As contageoBiamias foram
realizadas por plaqueamento em meio estéril LB sélido e oadsudtxpresso em UFC/mL,
sendo realizadas depois do tratamento. Foram preparadas contaggmsiids da ordem de
10 UFC/mL e foram adicionados na diluicdo de 1% (v/v). As contagens f@alizadas em

triplicata para confirmacao das tendéncias do processo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagéo da inativagédo d&scherichia coli usando CQ supercritico

A primeira etapa do trabalho consistiu no levantamento das variengstantes que
influenciaram o processo de inativacao, sendo que as escolhidasdaramero de ciclos de
pressurizacao/despressurizacdo, a taxa de despressurizacfgcessa do sistema. Para
avaliar o efeito destas variaveis sobre a contagem finBkdeerichia colifoi realizado um
primeiro delineamento composto central para trés variaveis indepesidmom 3 pontos
centrais (DCC), cujos resultados séo apresentados na Tabela 2ifleasideeque a contagem
microbiana teve variacfes significativas entre os experimeapos o tratamento, sendo
observados valores de reducgéo logaritmica da contagem na ordefiExgeBmento 1) até 8
(Experimentos 2, 6, 8-11). E importante salientar que a reducdo deo$ loighritmicos
corresponde a inativacdo completa, uma vez que a contagemfaiitiel® UFC/mL. Além
disso, a Tabela 2 apresenta o tempo total de tratamento de cada corrida quie\28ial240

minutos.

Tabela 2 - Matriz contendo os resultados experimentais obtidos no primeiro DCC para a

avaliacdo da inativacéo @scherichia colcom CQ supercritico.

Exp. Ciclos R (bar/min) Pressao (bar) Log (N¢/N) Tempo (min)
1 -1 (1) -1 (10) -1 (80) 50 28
2 1(5) -1 (10) -1 (80) 8,0 140
3 -1(1) 1(110) -1(80) 54 20
4 1(5) 1(110) -1 (80) 6,1 120
5 -1 (1) -1 (10) 1 (280) 5,0 50
6 1(5) -1 (10) 1 (280) 8,0 240
7 -1 (1) 1(110) 1 (280) 7,0 30
8 1(5) 1(110) 1 (280) 8,0 120
9 0 (3) 0 (60) 0 (180) 8,0 75
10 0 (3) 0 (60) 0 (180) 8,0 75
11 0 (3) 0 (60) 0 (180) 8,0 75

R=Taxa de despressurizacéo



Os resultados apresentados na Tabela 2 foram tratados estatisgogox@rit5) com a
finalidade de determinar o efeito das variaveis independentesaobsposta, sendo que 0s
mesmos sdo apresentados na Figura 6, sob a forma de graficoete Eatre as trés
variaveis independentes, o nimero de ciclos e a taxa de despagsgufR) foram as que
apresentaram efeito significativo sobre a inativagdo microbianare8sao nao exerceu
influéncia estatisticamente significativa dentro da fastdada. O efeito significativo para
curvatura indica a necessidade de avaliar a inativacdo em uxaaniais ampla que a
estudada neste primeiro DCC, sendo que esta avaliacdo podaizadaecatravés da insercao

de pontos axiais neste planejamento ou a realizagcdo de um novo.
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Figura 6 - Grafico de Pareto representando os efeitos das variaveis indeggeddegimeiro
DCC na inativacao deéscherichia colicom CQ supercritico.
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A partir da andlise dos efeitos, pode-se perceber que quanty mdiaxa de
despressurizacdo (R) mais eficiente é a inativac&sdaerichia coli Este resultado pode ser
consequUéncia de uma série de etapas: inicialmente ocorre a zaddtnlido C@no interior
da célula microbiana; com a despressurizagéo ocorre a expansae, dué€&caba rompendo
as células e levando a inativacdo. Quanto maior a taxa de despags®, maior a expansao
do CQ, levando a uma maior eficiéncia na inativacdo. Com relacdo acauameiclos,
percebe-se que quanto maior o namero, mais eficiente € a inativdgaentanto, esta
variavel traz consigo o efeito de outra que esta subentendida, a@tam@o de processo.
Como pode ser visto na Tabela 2, para tempos maiores que 120 min, vsef@anativacao
completa dd&scherichia coli

Baseado nos resultados obtidos no primeiro DCC foi realizado um segundo
delineamento, onde as faixas das variaveis independentes forardasltaamo a presséo
nao apresentou influéncia estatistica significativa, seus tidrai® reduzidos, uma vez que a
nivel industrial, menores pressdes melhoram a viabilidade do pro€gsanto a taxa de
despressurizacdo, os niveis foram reduzidos, embora a andlise itlms iafBcaram que
quanto maior, melhor a eficiéncia do processo de inativacdo. No enpara taxas de
despressurizagdo maiores que 120 bar/min, aumenta o risco operacnanazuque o pistdo
da célula de equilibrio pode se chocar com a janela de safiéuda. Quanto ao niumero de
ciclos, foi reduzido os niveis do delineamento, pois foi verificado que coitids ocorre
aquecimento do meio reacional, devido a compressao doNOprimeiro DCC, o tempo
final de processamento foi dependente da pressao, taxa de des@edsueinimero de
ciclos. Neste segundo DCC, o tempo total de processamento foi fixa@l6Gminutos, para
poder avaliar com clareza o efeito de cada variavel independentabelaT3 apresenta os

resultados obtidos no segundo DCC.

36



Tabela 3 - Matriz contendo os resultados experimentais obtidos no segundo DCC para a
avaliacao da inativacao @scherichia colicom CQ supercritico fixando-se o tempo total de

processo em 160 minutos.

Exp. Ciclos R Presséao Log (No/N)
(bar/min) (bar)
1 -1(2) -1 (10) -1 (80) 7,0
2 1 (4) -1 (10) -1 (80) 8,0
3 -1(2) 1 (60) -1(80) 6,8
4 1(4) 1 (60) -1 (80) 8,0
5 -1(2) -1 (10) 1 (180) 7,2
6 1 (4) -1 (10) 1 (180) 8,0
7 -1(2) 1 (60) 1 (180) 7,3
8 1(4) 1 (60) 1 (180) 8,0
9 0(3) 0 (35) 0 (130) 7,2
10 0 (3) 0 (35) 0 (130) 7,0
11 0 (3) 0 (35) 0 (130) 7,3

Observou-se que mesmo nas condicdes mais amenas do planejamentaldoa obt
eliminacdo quase total de microrganismos (Reducéo de 8 cigastinicos). Os resultados
apresentados na Tabela 3 foram tratados estatisticamente (psOrii5a finalidade de
determinar o efeito das variaveis independentes sobre a respostageromesmos sao
apresentados na Figura 7, sob a forma de grafico de Pareto. iNdlcdCC, a pressao e o
namero de ciclos apresentaram efeito significativo sobre aagath microbiana. A taxa de
despressurizacdo (R) e a curvatura ndo exerceram influénatesstestimente significativa

dentro da faixa estudada.
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Figura 7 - Gréfico de Pareto representando os efeitos das variaveis indesedoaegundo

DCC na inativacao deéscherichia colicom CQ supercritico.

Neste segundo DCC o numero de ciclos também apresentou influgndigativa na
inativacdo déscherichia colicom CQ supercritico, indicando que quanto maior o niumero
de ciclos, melhor é a eficiéncia, corroborando com os resultadomageAcredita-se que o
efeito de compressao/descompressdo estressa 0 microrganismo, lavandonativacao.
Quanto a presséo, verificou-se que, dentro da faixa avaliada, o semenizeleva ao
aumento da eficiéncia de inativag&o. A taxa de descompr@3adio apresentou influéncia

na faixa avaliada, contrariando os resultados obtidos anteriormemteegistado indica que
a taxa de descompressdo somente tem efeito letal sobre agamisono acima de 60
bar/min.

A patrtir dos resultados obtidos nos dois DCC realizados, verificquesa pressao do

sistema e o numero de ciclos apresentam efeito estatistiarsignificativos na inativacao
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Escherichia colicom CQ supercritico. Nesse sentido, faz-se necessario a avaliagicai

do efeito destas variaveis na inativacdo microbiana. No entantohan@ossibilidade da
realizacdo experimental da cinética para avaliar o efeito denoude ciclos na inativacao,
pois 0s experimentos sdo destrutivos. Nesse sentido, a proxima etapbattootestudara p
efeito da pressdo do sistema na cinética de inativagd&sdaerichia colicom CQ

supercritico.

4.2. Avaliacéo cinética da inativacao d&scherichia coli com CO, supercritico

Para avaliar o efeito da pressdao na inativagdoEsdeherichia colicom CQ
supercritico foram realizados experimentos nas pressodes de 80, 100, 120, 140 e 160 bar, sendc
observada a cinética de inativacdo. A Figura 8 (a — e) apaeseperfis cinéticos obtidos em
cada uma das pressdes avaliadas. De uma maneira geral, ocoareeducao acentuada da
contagem microbiana nos primeiros 2,5 min de processo, indicando gaetéiab €
susceptivel a inativacdo com g8upercritico. A partir das Figuras 8 (a-e), pode-se verificar
que o0 aumento da pressao vai diminuindo o valor da contagem normaliZBidpeid um

mesmo tempo, indicando que a mesma apresenta influéncia na inativacgao.
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Figura 8 (a — e) - Avaliacao cinética da inativaca&sieherichia colicom CQ supercritico:
a) 80 bar, b) 100 bar, c) 120 bar, d) 140 bar, €) 160 bar. A contagem normalizada no tempo

zero (N/Ny) foi omitida das figuras para facilitar a visualizag&o dos resultados.

Para avaliar o efeito da pressdo sobre a inativacaiésdaerichia colicom CQ
supercritico, foi considerada que a inativacdo segue uma cinétoransgra ordem. Assim,
se N € o numero de microrganismos, sua variagdo com o tempo € expressa por:
dN

— =-k[N 2
m 2)

Integrando esta equacao tem-se:

Nﬁ = exp(- k) @3)

0
onde N e Iy sdo 0 numero de microrganismos presentes nos tempos t e t=0,vaspete,
e k é a constante de inativagéo.

O valor da constante de inativagéo depende do tipo do microrganismopnessao e
temperatura. Para um microrganismo especifico, o valor depende stddo edo
microrganismo, se na forma vegetativa ou na forma de esporos. A certganativacao k é
determinada a partir da linearizagao da Eq. 3, conforme:

N = —
ln(N_oj =k [ (4)
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Assim, tracando-se um gréfico de In(lyyNersus o tempo, obtém-se uma reta, cujo
coeficiente angular corresponde a constante deagab.

A Figura 9 apresenta a determinacdo da constanieatieacdo deEscherichia coli
com CQ supercritico considerando uma cinética de primgiceem para as pressées de 80-
160 bar. Como pode ser visto a partir dos resudtaddnativacdo d&scherichia colicom
CO, supercritico segue uma cinética de primeira ordema vez que ha uma boa
concordancia entre os dados do modelo e os expetimeO coeficiente de correlacdd, R

foi superior a 0,9600 em todos 0s casos.
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Figura 9 - Determinacdo da constante de inativde&scherichia colcom CQ supercritico

considerando uma cinética de primeira ordem papaessoes de 80, 100, 120, 140 e 160 bar.

Nos célculos envolvendo o tratamento térmico e/catamento com fluidos
pressurizados de alimentos € empregado o conceiterdpo de reducédo decimal (D) que
pode ser definido como o tempo requerido para re@@®b6 o niamero de microrganismos
inicial. Assume-se que este valor é independente da coniagegah de microrganismos, mas
gue é dependente da temperatura, tipo de micramané meio de cultura ou alimento que o

mesmo esta crescendo. Arranjando a expressao 4etem
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A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos coma®la constante de inativacédo e ao
tempo de reducgao decimal. Como pode ser vistohat@ote de inativacdo aumenta com o
aumento da pressao, indicando que pressdes measlateaceleram a taxa de inativacao. Por
outro lado, o tempo de reducdo decimal decresce @aammento da pressdo, conforme
esperado. Os resultados mostram que é necessatempo de processamento relativamente
curto para a reducdo de um ciclo na contagem mamab Por exemplo, a 160 bar é
necessario um tratamento 1,03 min para reduzirialm iga contagem, enquanto que a 80 bar
sdo necessarios 5,35 min. A partir dos dados dec@eddecimal é possivel fazer uma
predicdo do tempo de processamento, tendo em aistantagem inicial e o grau de
esterilidade requerido. Karaman e Erkmen (2001kmiasam que a inativacao d@e coli
segue uma cinética de primeira ordem. A constaaténdtivacdo e o tempo de reducao
decimal variaram de 0,0848 rifinpara 0,4717 mih e 4,90 min para 27,46 min,
respectivamente. Os valores de D obtidos nestel@$twam inferiores aos verificados para
Salmonella typhimuriumque também é uma bactéria gram negativa (ErkmkKaraman,
2001). Erkmen (2001) verificaram que as bactérimamg positivas, comoListeria
monocytogenesao mais resistentes ao tratamento sob pressdpacactid com as gram

negativas.

Tabela 4 - Efeito da pressao do sistema na coesti@nhativacdo e no tempo de redugéo
decimal obtidos na inativagédo Becherichia colcom CQ supercritico.

Presséo (bar) k (min') D (min)
80 0,4301 5,3536
100 0,7077 3,2536
120 1,1041 2,0855
140 1,1909 1,9335
160 2,2287 1,0331
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Analisando os valores da constante de inativacafuegdo da pressao, observa-se um
comportamento linear dentro da faixa estudada,ocor® a Equacédo (6). O coeficiente de
correlacéo (R obtido foi de 0,9671.

k =0,0219[P -1,4396 (6)

Na Equacdo 5, k é dado em fhia P é a pressdo em bar. Esta equacdo é valida dient
faixa de presséo estudada neste trabalho e swala@liiade pode ser constatada na predicéo
da constante de inativacao e, consequentemenpeedigdo do tempo de reducéo decimal em
pressoes diferentes daquelas avaliadas nestehiabal

Um outro pardmetro empregado com freqiéncia etivag@o de microrganismos é o
parametro z, o qual expressa a variacao da taxaode celular com a pressao/temperatura,
representando o aumento de pressao/temperaturaricegpara o reduzir 90% do tempo de
reducdo decimal. Uma relagcdo entre o tempo de noettdar e a temperatura ou pressao é
apresentada na Equacao 7 onde o tempo de mortarc@utempo de reducéo decimal sao
tracados em um grafico em funcdo da temperaturapm@ssdo. Pode-se observar o

comportamento linear, onde z € dado por:
1
log(D) =~ {P - P, ) +I0g(D.) ™

onde P e R sdo a pressao do sistema e a pressao de refef@adiarespectivamente, D e
Drer S&0 0 tempo de reducéo decimal nas pressoes.d; espectivamente. Neste trabalho,
adotou-se como,R a pressao de 120 bar, a qual corresponde aomaldio entre a pressao
minima e maxima respectivamente. O valqy @i retirado da Tabela 4 na pressédo de 120
bar. Dessa forma, o parametro z foi determinadolipearizagdo, conforme ilustrado na
Figura 10. O valor de z obtido neste trabalho #i1d3,64, o que indica que para ocorrer a
reducdo de 90% no tempo de reducéo decimal € prpoienover um acréscimo de 113,64
bar na presséo do sistema. Karaman e Erkmen (286@fifaram que o valor z variou de 39,2
para 89,9 bar e temperatura variou de 25 a 40 °@0 AC, o valor z obtido por Karaman e
Ermen (2001) (89,9 £14.7 bar) é préximo ao valdrdubneste estudo (113,64 bar).
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FiguralO - Determinac&o da constante z para a inativdg&scherichia colcom CQ
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a inativacaoEdecoli utilizando CQ supercritico. A
metodologia de planejamento experimental foi usamlao ferramenta para determinar 0s
efeitos de ciclos de presséo, taxa de despress@miza pressdo sobre a inativagcdo do
microrganismo. O numero de ciclos de pressdo eeas@io mostraram uma influéncia
significativa na inativacdo de. coli com CQ supercritico, indicando que o aumento do
namero de ciclos de presséo e a pressao do sistetharam a eficiéncia da inativacdo. A
inativacdo microbiana seguiu cinética de primeidem de reacdo, onde as taxas aumentaram
com o0 aumento da pressao de 80-160 bar. Os tengposddcao decimal (D) variaram de
1,03 a 5,35 min. A dependéncia da presséo da @kstivacdo especifica &ecoli pode ser
descrita pelo valor z, o qual foi encontrado corande 113,64. Os resultados apresentados

sao Uteis visando a esterilizacao eficaz e naoitarde alimentos em escala piloto/industrial.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

De acordo com os resultados apresentados nebs¢htraa seguir sdo apresentadas

algumas sugestdes de trabalhos que podem seadzaliz

» Estudo cinético da inativacdo de bactérias granitip@s e gram negativas
utilizando o processo de alta presséo com siercritico;

* Estudo da inativacdo de microrganismos inoculadordutos alimenticios,
sélidos e liquidos;

* Avaliacdo das caracteristicas sensoriais, fisicaguienicas dos alimentos
submetidos a altas pressdes com didéxido de cahpercritico;

* Avaliacdo da qualidade de produtos alimenticiosipreente submetidos a alta
pressdo com C{supercritico durante a estocagem;

* Avaliacdo da quantidade de g@bsorvido nos alimentos submetidos a alta

pressdo com C{supercritico;
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