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A eficacia de qualquer técnica de preservacao de alimentos é avaliada com base na
sua capacidade de erradicar micro-organismos patogénicos presentes e, assim, aumentar a
seguranca do produto, sem, contudo, produzir alteracfes indesejaveis no produto. A
fosfatase alcalina (FAL) é uma enzima encontrada normalmente no leite cru. Com o
processo de esterilizacdo, a enzima € inativada definitivamente. Assim, a detec¢do da FAL
é utilizada na verificacdo da ocorréncia ou ndo de tratamento térmico do leite. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver um processo de esterilizacdo de leite empregando didxido de
carbono (CO,) em meio pressurizado avaliando diminuicdo da contagem de Escherichia
coli ATCC 25922. Os efeitos das variaveis do processo para a inativacdo da fosfatase
alcalina e inativacdo do micro-organismos foram investigados utilizando a técnica de
planejamento experimental. A condi¢do otimizada para a inativagdo da mesma foram de
70°C e uma relacdo de 5% Leite/CO, com um tempo de residéncia no reator de 30 min.
Utilizando a condicdo otimizada para verificar a inativacdo da Escherichia coli ATCC

25922 verificou-se uma diminuic¢do de 97% dos micro-organismos no leite tratado.
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The effectiveness of any food preservation technique is assessed based on their
ability to eradicate pathogenic micro-organisms present, and thus increase safety of the
product, without, however, produce undesirable changes in the product. Alkaline
phosphatase (FAL) is an enzyme normally found in raw milk. With the sterilization
process, the enzyme is inactivated permanently. Thus, the detection of FAL is used to
check the occurrence of heat treatment of milk. The objective of this study was to develop
a process for sterilizing milk using carbon dioxide (COy) in pressurized medium evaluating
count decreased Escherichia coli ATCC 25922. The effects of process variables for the
inactivation of alkaline phosphatase and inactivation of micro-organisms were investigated
using experimental design technique. The optimized conditions for the inactivation of the
same were 70°C and a ratio of 5% CO,/Milk with a residence time in the reactor for 30
min. Using the optimized condition to verify the inactivation of Escherichia coli ATCC

25922 there was a decrease of 97% of micro-organisms in the treated milk.
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1. INTRODUCAO

Processos que utilizam o calor como forma de preservacao tais como, esterilizacao,
pasteurizacdo, desidratacdo e defumacédo, diminuem o crescimento ou inativam 0s micro-
organismos patogénicos e deteriorantes de alimentos. Entretanto, podem produzir
alteracOes indesejaveis que afetam o sabor, o aroma, a textura e a cor dos alimentos
processados, além de destruir nutrientes, especialmente as vitaminas (Ramos et al., 2003).

Dentre as inovacdes tecnoldgicas para preservacdo de alimentos, encontra-se o
tratamento por alta pressdo (AP), também conhecido por alta pressdo hidrostatica (APH)
ou alta pressao isostatica (API). Neste processo, os alimentos liquidos ou so6lidos, com ou
sem embalagem, sdo submetidos a pressdes entre 100 e 1000 MPa (1000-10000 bar),
sendo que a temperatura do processo durante o tratamento a alta pressdo pode ser
controlada, podendo atingir temperaturas abaixo de 0°C ou acima de 100°C. O tempo de
exposicao ao tratamento para produtos comerciais pode variar de pulsos de milissegundos
a até mais que 20 minutos (FDA, 2000).

A idéia de utilizar alta pressdao no processamento de alimentos ndo é nova. A
primeira mencdo de alta pressao utilizada como um método de preservacédo de alimento foi
feita por Hite (1899), na qual o leite conservou-se por um longo periodo apds tratamento a
689 MPa por 1 h em temperatura ambiente, obtendo cerca de 6 reducdes decimais na
contagem bacteriana total.

Em 1990, no Japao, foi lancado o primeiro alimento tratado por alta pressao (geléia
de frutas). Recentemente, varios produtos estdo sendo lancados, incluindo ostras nos EUA,
suco de laranja na Franga, guacamole no México e leite pasteurizado no mercado inglés
(Mertens e Deplace, 1993; Campos et al., 2003).

Leite pasteurizado € um dos alimentos mais consumidos no mundo, devido ao alto
valor nutricional e caracteristicas sensoriais agradaveis. Porém sua baixa vida de prateleira
é um obstaculo para a sua comercializacdo em grandes regiGes. A pasteurizacdo do leite
para destruicdo de micro-organismos patogénicos e reducdo da microbiota natural do leite,
é tradicionalmente aplicada com uso do calor (72-75°C/ 15-20s). Uma das tecnologias

atualmente estudadas como alternativa para o tratamento pelo aguecimento € a alta



pressdo, uma alternativa que pode trazer melhores beneficios microbioldgicos e ainda
melhores caracteristicas nutricionais e sensoriais do que a pasteurizacdo tradicional
(Hernéandez, 2005).

O processo que emprega alta pressdo € livre de aditivos e pode operar com
temperaturas elevadas ou reduzidas. Esta técnica é baseada em 2 principios basicos da
fisica: o primeiro, teoria de Le Chatelier, se traduz pela diminui¢do do volume, quando se
eleva a pressao do meio ou vice-versa. Exemplo disso é a 4gua, que diminui seu volume
em 15% quando submetida a uma pressao igual a 600 MPa a temperatura constante. No
segundo principio, pressdo isostatica ou teoria de Pascal, a pressdo é transmitida
instantanea e uniformemente, independentemente do tamanho e forma do produto,
diferente da transferéncia de calor em que o volume do produto interfere no tempo de
aquecimento (Hayashi et al., 1989; Tauscher, 1995). Outro fato importante da APl é a
variacdo de temperatura que ocorre durante o periodo de compressdo (aquecimento de até
+3°C para cada 100 MPa) e descompressédo (resfriamento) do equipamento e do produto
que esta sendo tratado. Este gradiente é chamado de aquecimento ou resfriamento
adiabatico (Knorr, 1993).

A efetividade do tratamento pela alta pressdo € influenciada por fatores intrinsecos
e extrinsecos ao alimento, como o tempo de tratamento, taxa de compressao/
descompressao, temperatura, nimero de pulsos, composicdo do alimento e o estado
fisiolégico dos micro-organismos a serem inativados, por isso, o adequado conhecimento
do processo e do alimento sdo essenciais para a producdo de alimentos com alta qualidade
(Smelt et al., 2002).

Independentemente do sistema utilizado para o processamento por API, ©
equipamento basico é composto por 4 componentes: recipiente de pressao, sistema gerador
de pressao, dispositivo para controle da temperatura e sistema operacional. A parte mais
importante é o recipiente, pois é ele que suporta toda a pressdo aplicada no processo. Os
recipientes sdo fabricados a partir de um bloco de liga de aco, com capacidades de suportar
diferentes pressdes. O sistema gerador de pressdo causa um leve aumento da temperatura
do alimento, sendo este um dos motivos pelo qual se faz necessario o dispositivo de
controle da temperatura. A outra funcdo deste dispositivo € 0 uso de diferentes faixas de
temperatura para o processo (0-100°C), o qual funciona pelo bombeamento de &gua fria ou

quente ao redor do recipiente de pressao (Mertens e Deplace, 1993).



Quanto aos modos de operacgéo, a alta pressao pode ser dividida em 3 categorias:
batelada, semicontinuo e continuo. O processo por batelada ¢ o mais simples: uma
quantidade de produto é pressurizada por vez. Esta pressurizacdo pode ser direta ou
indireta. No processo direto (bulk processing), o préprio alimento é o meio pressurizante.
Exemplos sdo os alimentos liquidos, como os sucos e o leite, que sdo embalados ap6s o
processamento por alta pressdo em sistema asséptico. O processo semicontinuo, no qual
varios recipientes de pressdo sdo colocados em sequéncia, enquanto alguns estdo em
pressdo constante, outros estdo sendo pressurizados, carregados ou descarregados,
reduzindo o tempo entre 0s processos e permitindo a recuperagdo de energia. No
equipamento do processo semicontinuo, o pistdo que gera a pressao fica livre, podendo
atuar sobre varios recipientes. O processo por batelada e o semicontinuo podem ser
utilizados tanto para alimentos liquidos como para sélidos. O processo continuo é visto
como um método usado a fim de garantir maior quantidade fabricada de um determinado
produto durante o menor espaco de tempo possivel. Um processo continuo é coerente,

constante e ininterrupto, em contraste com o processamento em lote. (Fao, 2001).

Assim, o processamento a alta pressdo oferece a inddstria de alimentos uma
tecnologia que pode atingir as caracteristicas desejaveis de seguranca alimentar, como nos
alimentos tratados termicamente, e ainda satisfazer a demanda dos consumidores por
alimentos com caracteristicas de alimento fresco. Para a selecdo das condicbes de
processamento mais adequado para um determinado produto alimentar, as caracteristicas
sensoriais devem ser levadas em consideracdo (Polydera et al., 2003). O aumento das
pressdes de tratamento leva a um aumento geral de inativacdo microbiana, mas em
pressdes mais elevadas também pode ocorrer um maior nivel de desnaturacdo de proteinas
e outras mudancas potencialmente prejudiciais a qualidade dos alimentos que podem afetar

a aparéncia e a textura dos alimentos, em compara¢do ao produto ndo processado.

O efeito biocida da alta pressdo empregando dioxido de carbono (CO,)
foi estudado em vaérias espécies de bactérias e relatado por Tarafa et. al. (2010). O uso de
CO, como um agente esterilizante tem apresentado varios beneficios. Em primeiro lugar, o
CO, nédo é inflamavel e ndo é toxico em baixas concentragfes, ndo requer nenhum
tratamento especial ou ventilagdo, e ndo deixa residuos toxicos, alem de ser inerte. O CO,
tem uma temperatura critica baixa (31,1°C) (McHugh e Krukonis, 1993) préxima a

temperatura ambiente, de modo que a degradacdo térmica ndo € um problema quando o



processo é realizado em temperaturas proximas ao ponto critico. Devido a estes beneficios,
0 CO, tem sido utilizado para esterilizacdo de biomateriais. Além disso, no estado
supercritico, o CO, tem baixa viscosidade (3-7 x 10° Nsm™) e tenséo superficial igual a
zero (McHugh e Krukonis, 1993), para que ele possa penetrar rapidamente em estruturas
complexas e materiais porosos. Finalmente, o CO, é barato e facilmente disponivel, o que
pode viabilizar o seu emprego na esterilizagdo, conforme ressaltado no estudo realizado
por Mattews et al. (2001).

Levando-se em conta a baixa temperatura e auséncia de residuos toxicos, a
esterilizacdo utilizando CO, pode ser melhor que a esterilizacdo empregando vapor a 6xido
de etileno para certas aplicacdes. A técnica de esterilizacdo utilizando CO, é apontada por
Zhang et al. (2006) como uma opcdo para a esterilizacdo de biomateriais para a area

médica.



2. OBJETIVO

Avaliar 0 uso de CO, a alta presséo para a esterilizacdo de leite cru visando minimizar

os efeitos das altas temperaturas empregadas no tratamento convencional.

2.1 Objetivos Especificos

>

>

Desenvolvimento de um sistema reacional para esterilizacdo do produto.

Testes no reator de esterilizacdo e avaliagdes dos parametros pertinentes ao

processo.
Otimizacdo do processo de esterilizacdo em sistema desenvolvido na etapa anterior.

Caracterizacdo e desenvolvimento de técnicas analiticas para avaliagdo e

acompanhar as alteracdes do produto (leite) ao longo do processo.

Acompanhamento das alteracdes fisico-quimicas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Induzida pelo desenvolvimento de um novo ambiente competitivo internacional,
resultante da adocdo de politicas econdmicas mais liberais, a economia brasileira passou
por profundas mudangas desde o inicio dos anos de mil novecentos e noventa. No setor de
laticinios ocorreu também a desregulamentacdo do mercado, a qual alterou as regras para

0s produtores e o restante do sistema (Filho et al, 2011).

A desregulamentacdo serviu de incentivo a entrada de novas empresas no setor, ja
que permitiu aos produtores atuarem com maior liberdade, pois o tabelamento de pregos do
leite e de seus derivados agia como um desestimulo a criacdo de produtos de maior valor
agregado, visto que o preco era determinado pelo governo. Assim, com a liberalizacdo dos
precos, as agroindustrias incentivaram e passaram a fazer pagamentos diferenciados pela

matéria-prima, observando as caracteristicas do produto (Carvalho, 2002).

Guimarées (2008) comenta que a determinagdo governamental de abrir 0 mercado
levou o Brasil a despertar para o tema competitividade. Vivendo anteriormente num
aspecto competitivo basicamente restrito ao territorio nacional, as cooperativas brasileiras
de leite, de capital nacional, se viram obrigadas a se reestruturar sob a ameaca de
desaparecerem. A indudstria de laticinios expandiu ap6s a década de 1990, apresentando
empresas gigantes, concentradoras e com a capacidade de atender a todo o mercado

nacional e até mesmo exportar, fato até entdo raro no setor.

A formacdo do Mercosul também contribuiu para o surgimento de mudancas
importantes no setor, uma vez que trouxe a extin¢do de tarifas diferenciadas para os paises
e a implantagdo do Real em 1994 gerou uma forte valorizacdo da moeda brasileira. Com
isso, 0 pais passou a importar leite, especialmente dos paises vizinhos, Uruguai e
Argentina. Em 1999, ocorreu uma forte desvalorizagdo da moeda brasileira e o produto
gerado internamente voltou a ser competitivo. Diante da nova situagdo, Carvalho (2002)
afirma que o produtor de matéria-prima teve que realizar investimentos para aumentar a
produtividade e/ou a producdo em face das exigéncias da industria, sob pena de ser

excluido da cadeia produtiva.



Ainda que 0s pre¢os pagos ao produtor possam afetar negativamente o seu animo e
a sua autoestima, a producao de leite pode ser considerada uma atividade estratégica para o
desenvolvimento, principalmente quando se trata das regides coloniais do Estado do Rio
Grande do Sul. A producdo de leite, portanto, tem um lugar assegurado em agriculturas
capitalizadas e produtivas, podendo-se levantar como hipdtese que isso s6 ndo é uma
realidade também no Brasil por ndo se ter dispensado um tratamento adequado ao setor
(Silva Neto; Frantz, 2003).

E interessante observar também que paises mais competitivos, como a Nova
Zeléndia e a Austrélia, desenvolveram um modelo proprio de producdo de leite, com
caracteristicas diferentes do modelo desenvolvido e preconizado pelos norte-americanos e
canadenses, tendo este Ultimo historicamente maior prestigio e influéncia entre os
pesquisadores e difusores da pecuaria leiteira no Brasil. Pelas suas condic¢des ecoldgicas e
socioeconémicas, 0 Rio Grande do Sul possui condigdes excepcionais para desenvolver um
modelo de producdo de leite especifico e altamente competitivo (Basso et al, 2002).

As afirmacdes de Carvalho (2002) e de Guimardes (2008) sobre mudangas no
sistema agroindustrial do leite (SAG) servem para todos os sistemas dispersos no territorio
nacional. O SAG do Rio Grande do Sul, como aponta Silveira e Pedrazzi (2009), também
nédo ficou imune ao processo, e isto abre uma importante agenda para estudos regulares e

sistematicos, ja que a importancia social deste sistema ndo pode ser ignorada.

3.1 Capacidade de Producéo de Leite no Rio Grande do Sul e da Regido

No Rio Grande do Sul, as agroindustrias processadoras de leite fluido
reestruturaram-se e focarn a producdo para a venda do leite longa vida, adaptando-se ao
novo cenario brasileiro. Finamore e Maroso (2004) constataram que no periodo de 1990 a
2003 houve aumento na produtividade e na producdo de leite no Estado, decorrente do
melhoramento genético, da nutricdo animal e de avangos tecnoldgicos, com estabilizacdo

do rebanho de vacas ordenhadas.

Em 2005, 74.118 familias gauchas tinham o leite como sua base de renda mensal,
sendo o Rio Grande do Sul o terceiro maior produtor do Brasil, com sete milhdes de litros
por dia. A inddstria gaucha possui 232 empresas, exporta leite para 25 paises e gera
686.904 empregos diretos e indiretos Suzigan et al, (2003).



Segundo dados do IBGE (2009), a producdo de leite no Brasil vem crescendo
continuamente e, no periodo de 1990 a 2007, aumentou 80,45%. As regides Sudeste e Sul
do pais continuam sendo as mais importantes na geracao do produto e, juntas, responderam
por, aproximadamente, dois tercos da producdo nacional de leite de 2007. Entretanto, no
periodo de 1990 a 2007, a expansdo da producdo no Sul foi superior a ocorrida no Sudeste,
130,22% contra 41,60%, respectivamente. Esse desempenho diferenciado das regides fez
com que o Sul aumentasse a sua participacdo no total nacional do produto de 22,52% em
1990 para 28,73% em 2007 e a sudeste perdesse participacdo de 47,80% para 37,51%.

Dentro da regido Sul, o desempenho dos estados na producao de leite foi diferente
no periodo (1999 — 2007), sendo o de Santa Catarina o melhor (186,83%), seguido por
Parana (132,83%) e Rio Grande do Sul (102,76%). Mesmo com crescimento maior na
producdo, em 2007 Santa Catarina teve a menor participacdo na producdo da regido
(24,84%), com Parana em segundo (35,96%) e o Rio Grande do Sul em primeiro (39,20%).
Quanto a produtividade por vaca ordenhada, os estados do Sul tém as trés maiores do
Brasil, sendo a maior em Santa Catariana (2.321 litros), seguida pelo Rio Grande do Sul
(2.221 litros) e em terceiro o Parand, com 1.997 litros. O Brasil como um todo teve uma
producdo de 1.237 litros por vaca em 2007.

A crescente producdo de leite destes dltimos anos no Rio Grande do Sul vém
ocorrendo de forma desigual, mudando o mapa regional na geracdo do produto. A
microrregido de Passo Fundo tornou-se a regido mais especializada, e vem acompanhada,
em ordem decrescente de importancia, pelas regides de ljui, Santa Rosa, Ndo-Me-Toque,
Trés Passos, Sananduva e Cerro Largo. Estas regides sdo de especializacdo recente, ja que
atingiram o coeficiente 2 nos anos de 2000 e/ou 2005 (Tabela 1). Por outro lado, Lajeado—

Estrela, Gramado—Canela e Vacaria se tornaram ndo especializadas.



Tabela 1 — Principais microrregides produtoras de leite do Rio Grande do Sul.

Microrregido 1990 1996 2000 2005
Passo Fundo 0,91 1,01 1,58 3,07
ljui 1,22 1,67 2,02 2,77
Santa Rosa 1,48 1,73 2,79 2,71
Néo-Me-Toque 0,81 1,90 2,46 2,40
Trés Passos 0,92 1,59 1,89 2,21
Sananduva 1,02 0,91 1,22 2,21
Cerro Largo 1,20 1,95 2,02 2,03
Lajeado-Estrela 2,41 1,86 1,75 1,53
Gramado-Canela 2,15 2,18 1,67 1,47
Vacaria 2,77 0,86 0,69 0,48

Fonte: Elaborada por (Filho et al. 2011) com dados a partir do IBGE (2009) e da FEE (2009).

As microrregides especializadas na producéo de leite em 2005 sdo préximas e se
localizam na mesorregido Noroeste do Rio Grande do Sul. A producdo de leite vem
crescendo continuamente no Estado desde 1990 e atingiu em 2007 a producdo de
2.943.684 bilhdes de litros, um crescimento de 102,76%. No mesmo periodo, a producao
por vaca ordenhada aumentou 79,58%, passou de 1.237 litros em 1990 para 2.221 litros em
2007, e o numero de vacas ordenhadas cresceu 12,91%. A pesquisa também revelou que
em 19 das 35 microrregides o0 nimero de vacas ordenhadas em 2007 é menor do que o de
1990, e que as regides de Restinga Seca, Santa Cruz do Sul, Cachoeira do Sul, Séo

Jerbnimo e Osorio tiveram queda na produtividade.

Passo Fundo é a microrregido mais importante, pois, produziu 325.626 mil litros de
leite em 2007 e teve uma expansdo da atividade no periodo 1990/2007 igual a 430,44%.
Além disso, teve a maior produtividade em 2007 e o maior incremento da mesma no
periodo, respectivamente, 3,982 litros por vaca ordenhada e 198,17%. Estes dados
mostram que a regido é especializada e que a atividade vem se expandindo, corroborando

com os resultados obtidos pelo quociente locacional IBGE (2009).

As microrregides de Ndo-Me-Toque, Guapore e Cruz Alta também ultrapassaram a
producdo de trés mil litros de leite por vaca ordenhada em 2007 e apresentaram um
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aumento importante de produtividade: N&o-Me-Toque (3.938 litros; 123,45% de
crescimento); Guaporé (3.346 litros; 144,27%) e Cruz Alta (3.190 litros; 133,47%).

Em termos de volume produzido, as dez microrregides com maior producao de leite
em 2007 sdo: Passo Fundo, Lajeado-Estrela, Trés Passos, Erechim, Guaporé, Santa Rosa,
Frederico Westphalen, ljui, Cruz Alta e Caxias do Sul (Tabela 2). Estas regides produziram
juntas 61,96% do leite gerado no Estado, e fazem parte das mesorregides Noroeste e
Nordeste, exceto a microrregido de Lajeado — Estrela, que faz parte da mesorregido Centro

Oriental.

Tabela 2 — Microrregides do Rio Grande do Sul que mais produziram leite em 2007.

Microrregiao Mil litros Microrregido Mil litros
Passo Fundo 325.626 Santa Rosa 172.725
Lajeado — Estrela 216.844 Frederico Westphalen 159.953
Trés Passos 188.249 ljui 144.414
Erechim 184.929 Cruz Alta 129.232
Guaporé 178.038 Caxias do Sul 123.962

Fonte: Elaborada por (Filho et al. 2011), com dados do IBGE (2009).

Portanto, a microrregido de Passo Fundo possui 0 maior volume produzido e a
maior produtividade por vaca ordenhada em 2007, e a maior taxa de crescimento da
produtividade e da producdo de 1990 para 2007 (ver Tabela 3). Além disso, tem quatro
municipios entre os vinte de maior producéo do Estado, sendo Marau o maior de todos. Os
demais municipios sdo: Casca, Ibiraiaras e Vila Maria. Também chama atenc¢do a taxa de
crescimento da producdo de leite nestes municipios, pois, nos ualtimos cinco anos
(2002/2007), Casca aumentou a producdo em 78,66%, Ibiraiaras em 139,73%, Marau em
45,97% e Vila Maria gerou 83,52% a mais de leite.

Na Tabela 3 ¢ visivel a expansdo apresentada na producdo de leite por regibes
menos especializadas na geracdo do produto, mas que em breve possivelmente estardo

entre as mais especializadas, como € o caso de Carazinho e Guaporé.
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Tabela 3 - As dez microrregides do RS que tiveram a maior expansao e a maior redugéo
na producado de leite de 1990 para 2007.

Microrregido % Microrregiao %
Passo Fundo 430,44 Osorio -62,83
Carazinho 404,52 Cachoeira do Sul -48,50
Sananduva 320,67 Camaqua -45,76
N&o-Me-Toque 273,72 Sao Jerébnimo -32,77
Guaporé 269,80 Porto Alegre -30,13
Trés Passos 211,45 Santa Cruz do Sul -28,68
Soledade 208,90 Campanha Central -26,52
Santiago 189,12 Restinga Seca -23,29
Frederico Westphalen 166,86 Santa Maria -20,10
ljui 164,63 Serras de Sudeste -18,36

Fonte: Elaborada por (Filho et al. 2011) com dados do IBGE (2009).

Entre as regides de maior reducdo na producdo de leite do Estado estdo Osorio,
Cachoeira do Sul e Camaqud, todas com mais de 45%. Portanto, verifica-se que algumas
regibes apresentam uma importante expansdo na producdo de leite e outras uma forte
contracdo, o que também contribui para explicar a especializacdo na producdo verificada
no Rio Grande do Sul (Filho et al. 2011).

O principal argumento em defesa do estimulo a producédo de leite como estratégia
para a promocéo do desenvolvimento em algumas regides do Estado se fundamenta no fato
de ela se constituir numa atividade imprescindivel para a construcdo de uma sociedade
economicamente mais produtiva, socialmente mais justa e territorialmente mais equilibrada
(Frantz e Silva Neto 2005).

A cadeia produtiva de leite no Rio Grande do Sul, onde este produto se mostra com
principal fonte de renda € representada por um grande numero de médios e grandes

produtores (Basso et al., 2002).
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3.2 Leite

O leite produzido pelo animal varia quanto ao volume e quanto a relagdo entre os
seus diversos componentes. As variacdes quanto a composicdo do leite dependem dos
fatores: espécie animal, raca, individualidade animal, intervalo entre ordenhas, variacéo
durante a ordenha, diferencas entre os quartos, periodo de lactacdo, influéncia das estagdes,
alimentacdo, temperatura, doencas, idade do animal e condigdes climéticas (Pinheiro &
Mosquim, 1991).

Defeitos na qualidade de produtos lacteos tém sido atribuidos a altas contagens
bacterianas no leite cru e a producédo de leite de alta qualidade deve ser a prioridade para
estabelecer um forte mercado para o leite e derivados, uma vez que, a qualidade do leite

cru determina a qualidade dos produtos lacteos (Santos; Bergmann, 2003a).

O perfil microbioldgico do leite cru esta relacionado com a vida util dos produtos
lacteos, com o desenvolvimento de sabores indesejaveis no leite e derivados e em menor
escala, com a diminuicdo no rendimento industrial (Hoffmann et al.,1999). Santana et al.
(2001) comentam que no Brasil, o leite “in natura” em geral, apresenta altas contagens de

micro-organismos aerdbios mesofilos e coliformes.

A qualidade do leite cru esta intimamente relacionada com o grau de contaminacéao
inicial e com o bindbmio tempo/temperatura em que o leite permanece desde a ordenha até
0 processamento (Xavier et al., 2000). Sendo o leite praticamente o Unico alimento de
origem animal costumeiramente ingerido sem aquecimento, e estd em contato intimo com
muitas pessoas durante os processos de producdo e distribuicdo, as oportunidades para a

introducdo de micro-organismos patogénicos sdo numerosas (Silva, 1999).

Entretanto, pela sua riqueza em nutrientes, constitui-se em importante fonte
alimentar para o0 homem e excelentes meio de cultura para o desenvolvimento de um
grande numero de micro-organismos e esta qualidade e a conservacao deste alimento estdo
diretamente relacionados com a sua carga microbiana (Timm et al., 2003).

O leite ¢ uma emulsdo de globulos graxos, estabilizado por substancias
albumindides num soro que contém em solucdo: um agucar - a lactose, materias protéicas,

sais minerais e organicos e pequenas quantidades de varios produtos, tais como: lecitina,
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uréia, aminodcidos, 4acido citrico, acido lactico, &cido acético, &lcool, lactocromo,
vitaminas, enzimas, e outros (Behmer, 1984).

A composicdo do leite € muito equilibrada, tanto qualitativa como
quantitativamente, sendo o alimento bioldgico por exceléncia entre outras como mostra a
tabela 4 (Santos; Bergmann, 2003b).

Tabela 4 - Composicao geral do leite.

Composicéo Média (%0) Variacgao (%)
Agua 87 85,5 - 89,5
Lipidios 3,8 2,5-6,1
Proteinas 3,5 26-5
Lactose 5 3,6-55
Minerais 0,7 06-09

Fonte: Behmer, 1984.

3.3 Agua

A &gua constitui, em volume, o principal componente do leite. Entra em média na
percentagem de 87,5%, influindo sensivelmente na densidade do leite. Como causa da
variacdo da percentagem de agua na composicdo do leite salientam-se 0s seguintes fatores:

a raca do gado e o tempo de lactacdo (Behmer, 1984).

3.4 Lipidios

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de substancias relativamente diversas,
guanto a estrutura quimica, apresentando, como caracteristica comum, a solubilidade em
solventes organicos e insolubilidade em agua. Os lipidios constituem qualitativa e
quantitativamente a fracdo mais variavel do leite e pode modificar-se durante a ordenha,
sendo que o primeiro leite é relativamente magro (0,7%), enquanto que o Ultimo ordenhado
é muito gordo (11%) (Pinheiro & Mosquim, 1991).

A matéria gorda do leite é formada de globulos de diversos tamanhos, que se
encontram em suspensdo no liquido, dando-lhe aspecto emulsivo e opaco. Tem 0 peso

especifico de 0,93 a 15°C, funde-se a 33°C e solidifica-se entre 20 a 25°C. Por ser menos



14

densa a matéria gorda flutua quando o leite estd em repouso, constituindo em grande parte
0 que se chama nata-creme (Behmer, 1984).

A presenca da gordura € um fator importante para determinar a palatabilidade dos
alimentos. A gordura lactea é particularmente importante neste aspecto, porque contém um
namero alto de lipidios de tamanho molecular pequeno, de acidos gordurosos de cadeia
curta e seus derivados que contribuem ao sabor, aroma e no caso dos lipidios para a

sensacdo na boca (Varnam & Sutherland, 1995).

3.5 Proteinas

As proteinas do leite vém despertando interesse, cada vez maior, sob o ponto de
vista econdémico e nutricional. A demanda crescente de derivados lacteos providos de
teores elevados deste componente, a exemplo de queijos e outros produtos alimenticios,
demonstra uma maior conscientizacdo do povo quanto ao uso de proteinas balanceadas, de
sabor agradavel e a baixo custo (Pinheiro & Mosquim, 1991).

O leite contém aproximadamente, 3,5% de proteinas, das quais 85% sdo

constituidas pelas caseinas e 15% pelas proteinas do soro (Pinheiro & Mosquim, 1991).

3.6 Lactose

A lactose é um dissacarideo caracteristico do leite, sendo considerado quase que
exclusivo deste produto. Este carboidrato é obtido pela reacdo (ligacdo covalente) de alfa
ou da beta-glucose com a beta-galactose. A sua concentracdo, embora relativamente
constante, varia de 4,4 a 5,2% (média 5,0%), depende do teor de sais no leite com os quais
mantém a pressdo osmatica igual a do sangue (Pinheiro & Mosquim, 1991).

A lactose é uma importante fonte de energia na dieta e pode facilitar a absor¢éo do
calcio. Porém, o uso de lactose como fonte de energia esta limitado pela porcentagem
relativamente alta de pessoas intolerantes a lactose (Varnam & Sutherland, 1995).

3.7 Minerais

O leite contém, em niveis elevados de cloro, fosforo, potassio, sodio, célcio,
magnésio e (macroelementos) e, em pequenas concentracfes (microelementos) o aluminio,
bromo, zinco, manganés e ferro, de modo geral, associados as proteinas do produto
(Pinheiro & Mosquim, 1991).
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Tabela 5 - Porcentagem de elementos minerais no leite.

Elemento %
Calcio 0,13
Fosforo 0,10
Potassio 0,15
Magnésio 0,012
Cloro 0,10
Sédio 0,05
Cobre 0,00002
Ferro 0,00005
Enxofre 0,03

Fonte: Pinheiro & Mosquim, 1991.

As caracteristicas de qualidade dos produtos lacteos, um dos principais itens da
dieta de criancas, devido a qualidade de suas proteinas, e de seu teor elevado em célcio,
magnésio e fésforo, embora pobres em cobre e ferro, dependem muito da relacéo entre os

seus diversos sais (Pinheiro & Mosquim, 1991).
3.8 Vitaminas

O leite € uma fonte de vitaminas lipossoliveis, A, D e E, e de vitaminas
hidrossollveis C, B1, B2, B6, acido pantoténico, niacina, biotina e acido félico. Contém a
variedade mais completa de vitaminas, porém estas se encontram em pequenas quantidades
(Veisseyre, 1988).

O leite contribui significativamente para atender as necessidades de vitamina A do
homem e possui quantidades relativamente grandes de vitaminas hidrossollveis, como a
vitamina B1 e B2, enquanto outras pouco contribuem para atender as necessidades do

homem, a exemplo da C e do acido nicotinico (Pinheiro & Mosquim, 1991).
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Tabela 6- Quantidades de vitaminas presentes no leite.

Vitaminas mg/l de leite
Vitamina A 0,38
Vitamina B; 0,44
Vitamina B, 1,70
Vitamina Bs 0,50
Vitamina B, 0,004
Vitamina C 15,00
Vitamina D 0,04
Vitamina E 0,98
Acido pantoténico 0,30
Niacina 0,94
Biotina 0,035
Ac. Folico 0,003

Fonte: Pinheiro & Mosquim, 1991.

3.9 Leite Tratado Termicamente

A maioria dos alimentos que sdo consumidos pelo homem, tanto os de origem
animal como de origem vegetal, contém micro-organismos que poderao ser incorporados a
esses alimentos, durante qualquer uma das etapas de sua producéo (Silva, 2000).

Os métodos de conservacdo, que utilizam o calor, visam principalmente a
eliminacdo dos micro-organismos indesejaveis, que se encontram no alimento. A aplicacéo
dos processos de conservacdo pelo calor estd condicionada ao grau adequado de
temperatura, ao tempo de sua exposicéao, as diferentes caracteristicas dos produtos a serem
submetidos aos tratamentos, como também a resisténcia térmica dos micro-organismos a
serem destruidos. A intensidade e o tempo de exposi¢do ao calor, além de sua vigorosa
acdo sobre os micro-organismos, poderdo alterar também o valor nutritivo e modificar a
natureza histologica, fisica e quimica do alimento, reduzindo as suas qualidades sensoriais
e nutricionais, tornando-o inadequado ao consumo humano e consequentemente, reduzindo

0 seu valor comercial. Portanto, a aplicacdo do calor como método de conservagdo



17

necessita de um rigoroso controle, sob pena de destruir o alimento, ao invés de contribuir
para a sua conservacéo (Silva, 2000).

Segundo o grau de tratamento térmico, que permite aumentar o tempo de
conservacao, se distinguem dois tipos de leite, o leite pasteurizado e o leite esterilizado,
(Amiot, 1991).

3.10 Pasteurizacao

A pasteurizacdo € um tratamento térmico que persegue duplo objetivo: obter um
leite saudavel e prolongar sua vida util. O processo de pasteuriza¢do consiste na aplicagdo
de um tratamento térmico no leite, com a finalidade de destruir 0os micro-organismos
patogénicos e parte da flora banal do leite, evitando a disseminacdo de doencas,
preservando as caracteristicas fisico-quimicas pela destrui¢do quase total de sua microbiota
normal ou saprofita conjuntamente com a inativacdo de algumas enzimas (Pinheiro &
Mosquim, 1991).

E um tratamento térmico que destrdi parte, mas ndo todas as células vegetativas dos
micro-organismos presentes no alimento. Este tratamento é usado quando processos mais
rigorosos poderiam afetar as suas propriedades sensoriais e nutricionais. E utilizado para
destruir micro-organismos patogénicos ou deterioradores de baixa resisténcia ao calor
(Amiot, 1991; Silva, 2000).

A pasteurizacdo € um tratamento térmico relativamente suave (temperaturas
geralmente inferiores a 100°C), que € utilizado para prolongar a vida atil dos alimentos
durante varios dias ou varios meses. Este método, que conserva os alimentos por
inativacdo de suas enzimas e destruicdo dos micro-organismos termossensiveis (por
exemplo: bactérias ndo esporuladas, leveduras e mofos), provoca mudangas minimas no

valor nutritivo e nas caracteristicas sensoriais do alimento em questdo (Silva, 2000).

A temperatura e 0 tempo empregados na pasteurizacdo dependem de varios fatores
como: pH do alimento, sua composi¢cdo quimica, resisténcia térmica de enzimas e de
micro-organismos a serem destruidos, a resisténcia do préprio alimento a altas
temperaturas e a vida-de-prateleira que se deseja para o produto depois da pasteurizacéo
(Silva, 2000).
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As “temperaturas e tempos” dos diversos processos de aquecimento do leite foram
organizados para serem suficientes para a destruicdo da Coxiella burnetti, que é dos
germes patogénicos um dos mais resistentes, sem, contudo modificar os componentes do
leite (Behmer, 1984).

Com relagéo ao tempo e a temperatura a ser utilizado, o processo pode ser realizado
de duas maneiras. A pasteurizacdo lenta a baixas temperaturas, denominado LTLT (Low
Temperature Long Time) processo realizado em temperaturas proximas de 63°C por 30
minutos e a pasteurizacdo rapida a altas temperaturas, esse processo € denominado HTST
(High Temperature Short Time) realizado a 72°C por 15 segundos (Silva, 2000; Varnam &
Sutherland, 1995).

A pasteurizacdo lenta € um processo de pouca utilizacdo industrial, continua sendo
empregada a nivel laboratorial e pelos pequenos produtores rurais, na pasteurizacdo do
leite (Silva, 2000).

A pasteurizacdo rédpida tem sido largamente utilizada nas grandes industrias,
principalmente nas que operam com grandes volumes como as usinas de laticinios. Essa
operacdo é realizada em trocadores de calor de placas ou de tubos, sob alta presséo e
resfriamento, logo depois do tratamento térmico, sendo que, toda a operacdo é realizada no
mesmo equipamento (Silva, 2000).

Imediatamente apds a pasteurizacdo, o produto deve ser acondicionado em
embalagens apropriadas, de acordo com o produto e com 0 mercado a que se destina para
evitar a sua recontaminacdo. Como a pasteurizacao ndo elimina todos 0s micro-organismos
presentes, o alimento deve ser mantido sob refrigeracdo, até sua utilizacdo final (Silva,
2000).

3.11 Esterilizacéo

A esterilizacdo pelo calor é a operagdo unitaria na qual os alimentos sdo aquecidos
a uma temperatura suficientemente elevada, durante minutos ou até mesmo segundos, para
destruir micro-organismos e inativar enzimas capazes de deteriorar o produto durante o
armazenamento. Os alimentos estabilizados por este sistema possuem uma vida Util

superior a seis meses. As melhoras nos processos tecnoldgicos de esterilizagdo tém a
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finalidade de reduzir efeitos ndo desejados sobre os componentes nutritivos e as
caracteristicas sensoriais dos alimentos, diminuindo o tempo de tratamento dos produtos

envasados ou esterilizados a granel em sistemas assépticos (Fellows, 1994).

A esterilizacdo dos alimentos envasados provoca modificagdes tanto no seu valor
nutritivo como nas suas caracteristicas sensoriais. Os melhores processos sdo aqueles
capazes de promover a eliminagdo de micro-organismos patogénicos e deterioradores e a
inativacdo de enzimas, contudo provocar modificacBes indesejaveis nas caracteristicas

gerais das matérias-primas submetidas ao tratamento (Silva, 2000).

Para definir o tempo de tratamento que devera ser aplicado a um alimento, faz-se
necessario conhecer a resisténcia térmica, tanto dos micro-organismos como das enzimas
presentes. E necessério ainda conhecer a velocidade de penetracdo de calor, que é uma
funcdo de diversos parametros assim como o estado fisico do alimento. E importante
conhecer também as propriedades térmicas do alimento, do material de envase e o tamanho
do recipiente (Silva, 2000).

A temperatura de esterilizacdo é aquela suficiente para conseguir a morte térmica
dos micro-organismos. Nos processos de esterilizacdo de alimentos, 0s esporos,
principalmente os bacterianos, oferecem uma resisténcia adicional a perda de suas fungdes
reprodutivas, portanto, a esterilizacdo ndo elimina totalmente a flora microbiana, restando,
porém 0s micro-organismos termorresistentes e, consequentemente, 0S Seus esporos, por

este motivo, o processo tem sido chamado de esterilizacdo comercial (Silva, 2000).

O termo “esterilizacdo comercial” indica que o alimento ¢ microbiologicamente
estavel, visto que 0s micro-organismos que sobreviveram a esterilizacdo sdo espécies
termdfilas e s6 conseguem se desenvolver em temperaturas superiores a 45°C e, portanto,
ndo sdo capazes de se desenvolver nas condigdes normais de armazenamento do leite
(Silva, 2000).

E conveniente que a esterilizagdo venha precedida por uma pasteurizacio a alta
temperatura, a pré-esterilizacdo, destinada a eliminar a maioria dos germes em condigdes
térmicas mais toleraveis. E sabido que a intensidade e a duracdo média de aquecimento a
que tem sido submetido o leite para sua esterilizacdo depende em certa medida, de sua
populacdo microbiana e, especialmente, do nimero de esporos (Varnam & Sutherland,

1995; Veisseyre, 1988). H& pelo menos dois sistemas bésicos de esterilizacdo, o sistema
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convencional e o sistema de fluxo continuo ou UHT (Ultra High Temperature) (Pinheiro &
Mosquim, 1991).

3.11.1 Sistema convencional

No sistema convencional, o leite é devidamente embalado em um recipiente
hermeticamente fechado, impermeavel aos liquidos e aos micro-organismos e esterilizado
depois de envasado por meio do calor, que deve destruir as enzimas e 0S micro-organismos
patdgenos. A esterilizacdo se realiza a uma temperatura de 109 a 120°C por um periodo de
15 a 40 minutos. Este método é pouco utilizado nas industrias (Pinheiro & Mosquim,
1991).

A esterilizagdo convencional propicia o escurecimento do produto, devido a reacdo
de Maillard que envolve a condensacdo dos grupos amino dos aminoécidos das proteinas
com o grupo hemi-acetal da lactose, resultando em sabor de cozido ou de caramelo, devido

a decomposicao dos polimeros resultantes da reacéo (Pinheiro & Mosquim, 1991).

3.11.2 Sistema de fluxo continuo ou UHT

O leite UHT comecou a ser fabricado para cobrir a demanda de um leite que
permaneceria estavel durante um largo periodo de tempo armazenado a temperatura
ambiente e que ademais ndo apresentaria 0 desagradavel gosto do leite esterilizado em
garrafas (Varnam & Sutherland, 1995).

O leite UHT é definido como leite homogeneizado, submetido durante 2 a 4
segundos a uma temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico de fluxo
continuo, sendo imediatamente resfriado a temperatura inferior a 32°C, e envasado sob
condigdes assepticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (Brasil, 1996).

Por esse processo as bactérias, inclusive as esporuladas, sdo eliminadas. A
esterilizacdo absoluta ndo existe, uma vez que esporos extremamente termorresistentes
podem permanecer no produto, porém em condi¢des tais que ndo interferem na
durabilidade do produto (Veisseyre, 1988).
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O processamento UHT inicia-se com um pré-aquecimento e desaeracdo do leite,
pois a presenca de oxigénio pode comprometer a viabilidade de alguns nutrientes, logo em

seguida deve ser utilizado o aquecimento (Neto et al., 2002).

O método de esterilizacdo em fluxo continuo se baseia na eficacia bacterioldgica de
um tratamento térmico a alta temperatura durante um tempo muito curto. Os métodos de
aquecimento utilizados para a esterilizacdo UHT sdo de dois tipos: aquecimento indireto
em trocador de calor tubular ou de placas e aquecimento direto por contato do leite com
vapor de 4gua quente (Veisseyre, 1988).

3.12 Método de aquecimento indireto

No método de aquecimento indireto, hd uma superficie de separacdo, entre o
elemento de aquecimento e o produto, por meio do qual se faz a permutacdo de calor. A

temperatura de esterilizacdo é de 140 a 150°C por 3 a 5 segundos (Veisseyre, 1988).

3.13 Métodos de aquecimento direto

No método de aquecimento direto o vapor pode ser injetado no produto, fluindo
para produzir a exigida temperatura de pasteurizacdo, temperatura na qual o leite deve ser
pré-aquecido. Este processo causa uma diluicdo, aproximadamente de 10% no volume do
produto com o vapor condensado. A diluicdo é compensada, durante o resfriamento, onde
0 produto quente é borrifado, dentro de uma cdmara de vacuo, para promover sua
evaporacdo. A temperatura de esterilizacdo acontece a 138°C por 3 a 5 segundos
(Veisseyre, 1988).

Outra forma do método de aquecimento direto € o sistema por infusdo, no qual o
leite é pulverizado na cdmara de vapor. Instantaneamente, por condensacdo de vapor, a
temperatura do leite alcanca 140 a 150°C. O produto passa entdo para um segundo recinto
(separador de vapor) que funciona através do sistema de vacuo. O vapor condensado
anteriormente se evapora ao descer bruscamente a temperatura do leite até 70 a 75°C. Por
ultimo, o produto é refrigerado mediante um trocador que funciona com agua fria e 4gua

gelada (Veisseyre, 1988).
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3.14 Principios da alta pressdo aplicada a alimentos

Atualmente, pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de compreender 0s
efeitos da alta pressdo em alimentos e seus constituintes. Embora o potencial para
utilizacdo do processamento de alimentos a alta pressdo seja conhecido desde o século
XI1X, a sua aplicacdo foi amplamente reconhecida recentemente. Nos ultimos anos, 0 uso
da alta pressdao como uma técnica de conservagdo de alimentos ganhou impulso em todo o
mundo como uma alternativa aos métodos tradicionais, pelos motivos citados
anteriormente. Grande parte destas investigacdes relatam aspectos dos efeitos da pressdo
hidrostatica sobre os sistemas bioldgicos e a conseqliente inativacdo de algumas espécies
de micro-organismos (Ashie e Simpson, 1996; Krebbers et al., 2003). O processamento a
alta pressdo pode ser aplicado a uma ampla variedade de diferentes alimentos, incluindo
produtos a base de carne (presunto cozido e maturado, entre outros), peixes, pratos pre-
cozidos, frutas, legumes e sucos. As principais aplica¢es hoje sdo na producéo de geleias
e sucos de fruta.

3.15 Efeitos da alta pressdo sobre micro-organismos

A eficacia de qualquer técnica de preservacao de alimentos é avaliada com base na
sua capacidade de erradicar micro-organismos patogénicos presentes e, assim, aumentar a
seguranca do produto. Um objetivo secundario é a inativacdo de micro-organismos
deteriorantes para melhorar a vida de prateleira do alimento (McClements et al., 2001). O
crescimento de micro-organismos nos alimentos pode causar deterioracdo produzindo
alteracbes inaceitaveis no gosto, odor e textura. Os micro-organismos Sao grupos
heterogéneos de organismos que séo capazes de crescer em temperaturas bem abaixo da de
congelamento (psicrofilos extremos) e a temperaturas acima de 100°C (termdfilos
extremos). No entanto, cada espécie tem uma temperatura especifica de desenvolvimento e
esse intervalo é determinado em grande parte pela influéncia da temperatura sobre as
membranas celulares e enzimas e, portanto, o crescimento desses organismos é restrito as
temperaturas em que as enzimas e membranas celulares conseguem desenvolver suas
fungdes. O tratamento a alta pressdo também é conhecido por causar lesdes subletais em
micro-organismos, que é particularmente importante para qualquer método de preservacao,

mas que representam apenas danos reversiveis as celulas, sendo que a morte celular é
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associada a danos irreversiveis aos componentes essenciais para 0 crescimento e

reproducéo celular (McClements et al., 2001).

A inativagdo microbiana por alta pressao tem sido extensivamente estudada e pode
ser atribuida a uma combinacdo de fatores. O principal local a ser afetado visando uma
inativacdo microbiana é a membrana celular. Micro-organismos sao resistentes a ataques
quimicos seletivos, devido a sua capacidade de excluir esses agentes a partir da célula,
principalmente pela acdo da membrana celular, no entanto, se a membrana torna-se
danificada, a tolerncia a estes agentes € nula. Além disso, a alta pressdo promove
alteracdes na morfologia celular, nas reacdes bioquimicas, desnaturacdo de proteinas e
inibicdo de mecanismos genéticos. Outros mecanismos de acdo que podem ser
responsaveis pela inativagdo microbiana incluem a desnaturacdo de enzimas e as
perturbacdes dos ribossomos (Linton e Patterson, 2000). Diferentes micro-organismos
reagem a um tratamento de alta pressdo com diferentes niveis de resisténcia. Observa-se
que a resisténcia a pressdo dos micro-organismos varia consideravelmente, dependendo de

fatores como espécie, linhagem, fase de crescimento e de composicao de alimentos.

Em trabalho feito por Kincal et al. (2005) suco de laranja foi processado com
dioxido de carbono pressurizado e mostrou uma reducdo de 5 log na carga microbiana,
mantendo a qualidade quimica e sensorial do produto tratado. Os autores observaram-se
poucas alteracdes em relacdo a °Brix, pH e cor, enquanto a acidez aumentou ligeiramente

para as amostras tratadas com alta pressdo em comparagdo com as amostras ndo tratadas.

Choi et al. (2009), avaliaram os efeitos do tratamento com CO, supercritico em
molho de soja e pasta de pimenta marinada, bem como em produtos de carne de porco
marinados, visando a inibicdo de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium e Escherichia coli O157:H7. Tratamentos com CO, supercritico a 14 MPa e
45°C por 40 min. resultaram em uma reducdo da carga microbiana no molho de soja de
(2,52 — 3,47 log UFC/cm?), na pasta de pimenta marinada (2,12 — 2,72 log UFC/cm?). Na
carne suina marinada, quando o dioxido de carbono supercritico foi aplicado em presséo de
14 MPa e 45°C por 40 min., a reducdo dos niveis de Listeria monocytogenes foi de 2,49 e
1,92 log UFC/cm?.
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3.16 Efeitos da alta pressao na qualidade dos alimentos

Embora a seguranca alimentar e a vida util sejam aspectos muitas vezes
estreitamente relacionados com a qualidade microbioldgica, outros fenbmenos como as
reacOes bioquimicas, reacGes enzimaticas e as mudancas estruturais podem influenciar
significativamente a percepgdo dos consumidores quanto a qualidade dos alimentos (Le
Bail et al., 2003). Os processos convencionais de esterilizacdo térmica envolvem a extensa
penetracdo do calor para o ndcleo (ponto frio) do produto e posterior resfriamento. Este
processo térmico leva a mudangas na qualidade do produto de forma dependente ao
produto e as temperaturas empregadas, que podem incluir geracdo off-flavor,

amolecimento e destruicdo de cores e vitaminas.

Assim, o processamento a alta pressdo oferece a industria de alimentos uma
tecnologia que pode atingir as caracteristicas desejaveis de seguranga alimentar, como nos
alimentos tratados termicamente, e ainda satisfazer a demanda dos consumidores por
alimentos com caracteristicas de alimento fresco. Para a sele¢cdo das condicdes de
processamento mais adequado para um determinado produto alimentar, as caracteristicas
sensoriais devem ser levadas em consideracdo (Polydera et al., 2003). O aumento das
pressdes de tratamento leva a um aumento geral de inativagdo microbiana, mas em
pressdes mais elevadas também pode ocorrer um maior nivel de desnaturacdo de proteinas
e outras mudancas potencialmente prejudiciais a qualidade dos alimentos que podem afetar
a aparéncia e a textura dos alimentos, em comparacéo ao produto nao processado.

A necessidade do emprego de altas temperaturas e elevadas pressdes no
processamento de alimentos pode ser minimizado fazendo uso de solventes, o que pode

refletir em alteracdes mais amenas nas propriedades dos alimentos.

3.17 O uso de diéxido de carbono

O efeito biocida da alta pressdo empregando diéxido de carbono (CO5) foi estudado
em varias especies de bactérias e relatado por Tarafa et. al. (2010). O uso de CO, como um
agente esterilizante tem apresentado varios beneficios. Em primeiro lugar, o CO; ndo €
inflamével e ndo € toxico em baixas concentragdes, ndo requer nenhum tratamento especial
ou ventilagdo, e ndo deixa residuos toxicos, além de ser inerte. O CO, tem uma

temperatura critica baixa (31,1°C) (McHugh e Krukonis, 1993) proxima a temperatura
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ambiente, de modo que a degradagdo térmica ndo é um problema quando o processo é
realizado em temperaturas proximas ao seu ponto critico. Devido a estes beneficios, o0 CO,
tem sido utilizacdo para esterilizacdo de biomateriais. Além disso, no estado supercritico, 0
CO, tem baixa viscosidade (3-7 x 10° Nsm™) e tenséo superficial igual a zero (McHugh e
Krukonis, 1993), permitindo que ele possa penetrar rapidamente em estruturas complexas e
materiais porosos. Finalmente, o CO; é barato e facilmente disponivel, o que pode tornar
viavel o seu emprego na esterilizacdo, conforme ressaltado no estudo realizado por
Mattews et al. (2001).

Levando-se em conta a baixa temperatura e auséncia de residuos toxicos, a
esterilizacdo utilizando CO, pode ser melhor que a esterilizacdo empregando vapor para
certas aplicacdes. A tecnica de esterilizacdo utilizando CO; é apontada por Zhang et al.
(2006) como uma opcdo para a esterilizacdo de biomateriais para a &rea médica.

3.18 Temperatura X pressio

A temperatura e a pressdao sdo os fatores mais importantes e que afetam
significativamente o crescimento de micro-organismos. Cada micro-organismo tem uma
temperatura maxima especifica de morte térmica. Acima dessa temperatura, ocorre a
desnaturacdo protéica, o colapso da membrana citoplasméatica e sua consequente
desativacdo. Uma vasta faixa de temperaturas foi estudada para o tratamento de alta
pressdo utilizando CO,, de 0°C a 100°C. As bactérias sdo mais resistentes a pressao do que
a temperatura, segundo Zhang et al. (2006). As pressdes hidrostaticas entre 100 e 1000MPa
desativa bactérias. Elevadas pressdes hidrostaticas foram avaliadas e observou-se que se 0
CO, a alta pressao foi usado, os niveis de pressao exigidos pode ser reduzidos abaixo de
20MPa na inativacdo de bactérias, sendo que a maior pressdo relatada é de 33MPa
(Cheftel, 2005).

Apos uma revisdo detalhada da literatura sobre o tratamento de micro-organismos a
alta pressao fazendo uso de CO,, Zhang et al., (2006) relata que: 1. Bactérias vegetativas
foram amplamente estudados e sdo suscetiveis ao tratamento a alta pressdo utilizando COy;
2. Os efeitos da temperatura, pressdo e media da desativacdo das células vegetativas podem
ser substanciais, mas ndo ha ainda uma compreensdo clara desses efeitos; 3. Varios
mecanismos de desativacéo tém sido propostos. E dificil adquirir dados que confirmem um

determinado mecanismo. E possivel que espécies variadas reajam de forma diferente frente
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a diferentes condigcdes de exposicdo ao CO,. Entdo, observa-se que o principal desafio
deste processo € como adaptar os métodos de esterilizacdo a alta pressdo sem, contudo,

prejudicar as propriedades dos alimentos.

3.19 Tipos de microrganismos que contaminam o leite

Conforme a legislacéo brasileira atual, ndo existem padrdes microbiologicos para o
leite cru tipo C, somente para o leite A e B. De acordo com a federacdo Internacional de
Laticinios (FIL, documento 212-1991), o leite cru ¢ considerado “higido” quando, no ato

de sua coleta ou no momento de sua utilizagdo artesanal, atenda as seguintes exigéncias:

1) Flora microbiana total < 100.000 UFC/ml;

2) Celulas somaticas < 300.000 UFC/ml;

3) Staphylococcus aureus < 1.000 UFC/ml;

4) Escherichia coli < 1.000 UFC/ml;

5) Salmonella: auséncia/1000 ml;

6) Streptococcus [ (Lancefild, A, B, C, G e L): auséncia/0,1 ml.

De acordo com a temperatura de crescimento, 0S micro-organismos contaminantes
do leite podem ser divididos em trés grupos principais: os mesoéfilos, que se multiplicam
rapidamente quando o leite ndo é armazenado sob refrigeracdo, os termoddricos que
sobrevivem a pasteurizacdo (30 minutos a 63°C ou 15 segundos a 72°C) e os psicrotroficos,
que se multiplicam em temperaturas baixas (7°C ou menos) (Godkin, 2000).

As bactérias psicrotroficas causam degradacdo das proteinas e gordura do leite, com
conseqiientes alteraces no sabor e odor e mesmo a redugdo no rendimento dos queijos. A
acao deletéria resulta de proteases e lipases termoestaveis, ataque proteolitico a caseina e
aumento dos compostos nitrogenados de baixo peso molecular, que atuam como nutrientes
para 0s contaminantes pos-pasteurizacdo. A presenca de enzimas termoestaveis é
especialmente prejudicial para a qualidade do leite UHT (Ultra Alta Temperatura, 140-
145°C, 2-4 segundos) porque este leite é estocado a temperaturas mais elevadas por longos

periodos de tempo (Sumner, J. 1996).

As bactérias psicrotroficas, na maioria, sdo mesofilicas, isto €, a temperatura 6tima
de multiplicagéo é entre 25 a 35°C. Entretanto, possuem a capacidade de se multiplicar a

baixas temperaturas, embora de forma mais lenta. A contaminagdo do leite com essas
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bactérias se da, geralmente, devido a falhas nos processos de higienizacdo das tetas antes
da ordenha e a falhas nos sistemas de limpeza e sanitizagdo dos equipamentos de ordenha,
tanque de refrigeracdo ou utensilios que entram em contato com o leite. Os principais
géneros sdo: Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, Clostridium, Achromobacter,
Lactobacillus e Flavobacterium (Godkin, 2000).

As bactérias termodulricas resistem a pasteurizagdo porque (1) suportam
temperaturas mais altas (menos de 100°C) ou (2) produzem esporos que sdo formas de
resisténcia contra condicGes adversas. Exemplos de géneros com espécies esporuladas sao
Clostridium e Bacillus. Os esporos sdo inertes, ndo apresentam atividade metabolica e ndo
se multiplicam, podendo sobreviver por anos no ambiente. S0 extremamente resistentes
ao calor necessitando-se, em geral, de 20 minutos a 120°C para serem inativados. Como
sobrevivem a pasteurizacdo, podem reduzir o tempo de prateleira do leite, principalmente
se as bactérias esporuladas forem também psicrotroficas. As bactérias termoduricas sdo
associadas com falhas crénicas ou persistentes de limpeza dos equipamentos de ordenha ou
de contaminacdo originada do solo. Outras causas sdo vazamentos ou rachaduras nos
componentes de borracha e depésitos que se formam nos equipamentos (biofilmes ou
pedras do leite). Independentemente da origem da contaminagdo microbiana, quanto mais
elevado o nimero de bactérias no leite, menor sera o tempo de prateleira do leite fluido
Sumner, J. (1996).

3.20 Enzimas utilizadas no controle do grau de aquecimento do leite

O leite contém vérias enzimas de elevada especificidade, que atuam como
catalisadores bioguimicos provocando importantes modificacbes em baixas concentracdes.
As enzimas chegam ao leite através da glandula mamaria e ainda através dos micro-
organismos. Podem ser classificadas em diversos sub-grupos, como hidroliticas
(proteoliticas ou lipoliticas), oxi-redutoras, etc.

De maior interesse na préatica rotineira de industrias s@o a fosfatase alcalina
(hidroliticas) e a peroxidase, amplamente utilizadas para controlar o grau de aquecimento
do leite. Em outras palavras, séo uteis para diferenciar se o leite foi submetido ao processo
de pasteurizagdo ou a outro. A peroxidase serve para controlar a pasteurizagéo do leite a

uma temperatura de 85-90°C durante 20 segundos aproximadamente.
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3.21 Fosfatase alcalina

A fosfatase € muito utilizada na indUstria para controlar a pasteurizacdo do leite,
processo que se baseia na liberacio do fenol de compostos fosforados. O
fenilfosfatodissddico, em presenca de fosfatase, libera fenol, detectado mediante reacdes

colorimétricas (Tronco, 1997).

A fosfatase alcalina é normalmente encontrada no leite cru e destruida pelo calor
produzido no processo de pasteurizacdo (72°C/15 segundos ou 63-65°C/30 segundos). A
presenca desta enzima em uma amostra de leite pasteurizado constitui indicativo de que o
leite ndo sofreu tratamento térmico adequado, podendo ter ocorrido mistura ou

recontaminacéo de leite cru (Tronco, 1997).

A fosfatase alcalina é capaz de hidrolisar alguns ésteres do acido fosférico,
propriedade utilizada para sua determinagdo qualitativa na préatica. A resisténcia ao calor
da enzima fosfatase é ligeiramente superior a das bactérias patogénicas que possam existir
no leite (Tronco, 1997).

Uma das formas de detectar a presenca desta enzima é a adicdo ao leite de uma
solucdo de p-nitro-fenilfosfato. Se houver enzima, a mesma desdobra por hidrolise,
produzindo o fosfato e p-nitrofenol, que possui cor amarela. Se a amostra foi
adequadamente pasteurizada, ndo ocorre mudanga de coloragao (Tronco, 1997).

A técnica de pesquisa da fosfatase da fosfatase alcalina constitui uma prova
qualitativa e é realizada com kit rapido. O procedimento é o seguinte: colocar 2,0 ml de p-
nitro-fenilfosfato em tubo de ensaio e acrescentar 0,04 ml de leite (ou 0,1 ml para acelerar
a reacdo). Levar entdo os tubos em banho-maria por 7 minutos a 37°C (quando se usa 0,04
ml), ou por trés minutos a 37°C (quando se usa 0,1 ml de leite). Caso ndo disponha de
banho-maria, pode-se deixar a solugdo em repouso na temperatura ambiente: 15 minutos
quando se usou 0,04 ml de leite ou 7 minutos quando se usou 0,1 ml de leite (Tronco,
1997).

Interpreta-se o resultado da seguinte forma: quando o leite for pasteurizado
corretamente, a cor permanecera normal (branca); tendo sinal mal pasteurizado, se estiver
cru ou contaminado, o leite apresentara cor amarela, caracteristica do p-nitrofenol
hidrolisado (Tronco, 1997).
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Recomenda-se fazer sempre o controle positivo e negativo, utilizando
respectivamente uma amostra de leite cru e uma amostra de leite pasteurizado

adequadamente (Tronco, 1997).

3.22 Peroxidase

A peroxidase serve para controlar a pasteurizacdo do leite a uma temperatura de 85-

90°C durante 20 segundos aproximadamente.

Trata-se de uma enzima oxidante, capas de liberar oxigénio do perdxido para o
hidrogénio (H,O, + peroxidase — H,O + O) e de ser destruida a 80°C por alguns
segundos. Sua pesquisa é feita aproveitando-se a propriedade da enzima de desdobrar a
agua oxigenada e liberar oxigénios ativos, o qual pode fixar-se em uma substancia oxidavel
como o guaiacol, produzindo uma oxidacdo de cor salméo (rosado). Se o teste for positivo,
torna-se visivel um anel marrom pouco abaixo da superficie do leite em caso de teste

negativo, todo o leite permanece branco (Tronco 1997).



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

As amostras de leite foram gentilmente cedidas pelo produtor Vitor Menegola, de
vacas de raca holandesa em condic¢des de ordenha e higiene adequadas, através de ordenha
mecanizada. O leite obtido apresentou pH em torno de 6,8 a 7,0 apo6s coletado foi

imediatamente envasadas e refrigeradas a uma temperatura de 4°C.

4.2 pH

O pH foi determinado utilizando-se um potenciémetro digital (GEHAKA modelo PG
2000), (IAL, 1985), realizando-se leituras diretamente na amostra de leite cru e nas
amostras coletadas no ponto otimizado do planejamento de experimentos.

4.3 Acidez Dornic

Realizada através de titulometria de neutralizacéo, utilizando-se solucdo padrdo de
NaOH 0,11N e indicador fenolftaleina, no leite cru e nas amostras coletadas no ponto

otimizado do planejamento de experimentos, segundo a metodologia de (Tronco, 1997).

4.4 Proteina

Foi utilizado método de Kjeldahl, que consiste na destruicdo da matéria organica
pela sua digestdo com acido sulfarico, passando o nitrogénio presente para a forma de
sulfato de amonio, conhecido também por método NKT (Nitrogénio Kjeldahl Total)
(TRONCO, 1997).

4.5 Lactose

O método de Munson-Walker foi utilizado para a determinacdo do teor de lactose
das amostras de leite cru e nas amostras coletadas no ponto otimizado do planejamento de
experimentos. Também conhecido como método de reducdo (Licor de Fehling), esse
método baseia-se na reducéo de ions cupricos (solucdo de sulfato de cobre) a ions cuprosos
pela lactose (agucar redutor) em meio alcalino aquecido. A solucdo de hidroxido de sdédio

faz a alcalinizacdo do meio e, com 0 agente complexante (tartarato de sodio e potassio),
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ambos impedem o consumo de cobre (I1) para a formagdo de hidroxido cuprico (Tronco
1997).

4.6 Minerais — (cinzas)

O método fundamenta-se na perda de peso do leite cru e nas amostras coletadas no
ponto otimizado do planejamento de experimentos, que ocorre quando o produto é
incubado a 500-550°C, com a destruicdo da matéria orgénica, sem decomposi¢do dos
constituintes do residuo mineral ou perda por volatilizacdo (Lanara, 1981).

4.7 Fosfatase

A metodologia para quantificagdo de fosfatase alcalina do leite cru e nas amostras
coletadas no ponto otimizado do planejamento de experimentos, foi realizada conforme
norma da 1SO 3356 IDF 63:2008 e conforme descrita a seguir. A amostra é diluida com
um tampéo de pH 10,6 e incubadas a uma temperatura de 37°C por uma hora. A fosfatase
alcalina presente na amostra ira liberar, sob estas circunstancias, fenol fenilfosfato
dissodico. O fenol liberado reage com uma imida-quinona (dibromo-quinonechlorimide)
para produzir dibromo-indofenol (cor azul), que é medida por fotometria a 610 nm.

Foi preparado um conjunto de cinco concentracdes diferentes de padrdo (fenol)
sendo que o tubo de ensaio padrdo continha O mg de fenol (controle ou branco),e o0s
demais tubos continham 2 mg, 5 mg, 10 mg e 20 mg de fenol, respectivamente. Apds
adicionou-se em todos os tudo de ensaio 1 ml da solucdo de sulfato de cobre, 5 ml de
solucdo tampdo de cor 1, 3 ml de agua e 1 ml de solucéo de BQC, 40 mg + 1 mg de BQC
(CsH2Br,CINO) em 10 ml de etanol 96%, e guardado em um frasco de cor escura, a 4°C £
2°C, entdo, deixou-se 0s tubos a temperatura ambiente por 30 min a fim de que pudesse

ser observada a cor definitiva.

4.7.1 Calculo e Expressédo dos Resultados Fosfatase Alcalina

A equacdo 1 apresentada a seguir foi utilizada para converter a densidade dptica
determinada para mg de fenol, referindo-se a curva padréo. Para calcular a atividade da

fosfatase, expressa em mg de fenol por mililitro de leite, utilizou-se a seguinte equagé&o:

ap = 24xmxd (equagéol)
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Onde

m = é a massa de fenol, em mg, obtidos através da densidade dptica.

d = é o fator de diluicdo para obter uma diluicdo adequada da amostra ou reconstituida a

amostra se necessario (se ndo d = 1).

4.8 Planejamento experimental para o tratamento empregado no Leite

Planejamentos fatoriais fracionarios 2° com um ponto central repetido trés vezes
foram realizados avaliando-se a inativacdo da fosfatase alcalina. As amostras foram
analisadas através da técnica descrita anteriormente. A metodologia de superficie de
resposta foi utilizada para determinar a influéncia das varidveis estudadas e otimizar as

condicdes do processo de esterilizacdo de leite a alta pressao.

As variaveis e niveis estudados nos planejamentos encontram-se na Tabela 7, sendo
que os niveis avaliados foram determinados com base em ensaios preliminares mantendo o

tempo de residéncia constante de 30 minutos para este planejamento.

Tabela 7- Variaveis e niveis estudados nos planejamento 1.

Variaveis Niveis
-1 0 1
T(°C) 30 50 70
CO,/L(%) 5% 25% 45%
P(bar) 80 130 180

Apds o tratamento estatistico para conhecimento das variaveis que possuem efeito
significativo no processo de esterilizagéo, partiu-se para a otimizagdo destes resultados
através de 1 novo planejamento experimental 2° com 4 fatoriais e 3 pontos centrais

variando apenas a temperatura e tempo que encontran-se na Tabela 8.
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Tabela 8 - Variaveis e niveis estudados nos planejamento 2.

Variaveis Niveis
-1 0 1
T(2C) 30 50 70
TEMPO (min) 10 20 30

4.9 Preparacao do indculo

Foi utilizado o micro-organismo Escherichia coli ATCC 25922 obtido da colecéo
de culturas do Laboratério de Biotecnologia Vegetal da URI - Campus de Erechim. O
inéculo inicial foi preparado pela transferéncia da cultura estoque de Escherichia coli
ATCC 25922 em um Erlenmeyer com 50 mL de meio liquido Luria Bentani LB (triptona
10,0 g L™, extrato de levedura 5,0 g L™, NaCl 5,0 g L™) sob condicdes assépticas, sendo

incubado a 37°C por um periodo de 24 horas.
4.9.1 Aparato Experimental

O sistema experimental utilizado neste trabalho foi baseado no trabalho de Silva
et al. (2007), Vieitez et al. (2008), Bertoldi et al. (2009), Silva (2009) e Silva et al. (2010)
no qual consiste num reator micro tubo, com alimentacdo da mistura reacional de leite
(substrato) e de CO,, em condic¢es de altas pressdes e temperaturas. A Figura 1 apresenta

um diagrama esquematico do aparato experimental utilizado neste trabalho.
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Figura 1 - Diagrama esquemético do aparato experimental utilizado nas reagBes de
esterilizacdo: (C1) cilindro de gas, (CV) check-valve, (V1) valvula de controle de fluxo do
solvente para o sistema reacional; (BS) bomba de alta pressdo, (BR1) banho de
recirculacdo, (MR) mistura reacional, (AG) agitador mecénico, (Bl) bomba Isocratica,
(FM) forno, (RT) reator tubular, (TP1) indicador de temperatura na entrada do reator,
(TP2) indicador de temperatura na saida do reator, (AD) Sistema de aquisi¢do de dados,
(SR) sistema de resfriamento, (\V2) valvula de controle da alimentacdo, (\VV2) valvula para
controle de pressdo e amostragem, (AM) amostragem; (PE) sensor de presséo; (PIC)

controlador e indicador de presséo.
Onde:

C1 - Cilindro de gas, com CO; liquefeito sob alta presséo.

BS - Bomba Seringa ISCO da SERIE-D (MODEL 500D - Marca ISCO) de alta
pressdo. Este tipo de bomba opera em modo de fluxo constante (0,01 mL/min a 204

mL/min) ou pressdo constante (0 a 258,6 bar). A bomba ¢ utilizada para deslocar o CO, até

a zona reacional.

BR - Banho de Recirculacdo (Marca QUIMIS, Modelo 214M2). Utilizado para

manter a temperatura no cilindro da bomba constante.

V1 - Vélvula metrica tipo agulha (Marca HIP, Modelo 15-11AF1, pressdo de
operacédo de até 1034 bar).
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MM — Micro Misturador (Marca Valco, modelo ZDV, com diametro de 1/16").

CV - Vélvula de Via Unica (check-valve Marca HOKE, Modelo 6133F2Y). A

funcdo desta valvula é permitir o fluxo em apenas um sentido.

MR - Mistura reacional constituido de leite em propor¢Ges molares determinadas

previamente para cada condicéo reacional.

AM - Agitador mecénico (Marca Fisatom, Modelo 712). Inserido em frasco
contendo a mistura reacional, era utilizado para homogeneizar e manter a mesma sob

agitacdo permanente durante a reacao.

BL - Bomba de alta pressdo de liquidos (HPLC) Digital Série Il (Marca
Acuflow). Este tipo de bomba opera com vazdo constante (0,1 mL/min a 10 mL/min) e
pressao de trabalho de 0 a 414 bar. A bomba é utilizada para deslocar a mistura reacional

para a zona de reacdo e manter a pressdo do sistema.

RT - Nas reacdes foi utilizado um reatores de micro tubo, constituido de tubo sem
costura (1/4 in de didmetro externo) ambos em aco inox (Marca Sandvik), um reator
denominado reator de micro tubo 1 possui didametro interno de 0,5 cm e volume de 37 mL
(Figura 2).

Figura 2 - Reator utilizado nos experimentos: micro reator com didmetro interno de 0,5
cm (MR). Indicador de temperatura na entrada do reator (T1), indicador de temperatura na
saida do reator (T2).
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FM - O reator encontrava-se acoplado em um forno (Marca JUNG) poténcia de 5
kW, com controlador e indicador de temperatura (Marca JUNG, Modelo J200), o qual

fornecia temperatura necessaria para conducao da reacéo.

TP1 e TP2 - Termopares de isolacdo mineral tipo K (Marca Salcas), devidamente
calibrados com referéncia a termopar calibrado por Salcas Laboratorio de Termometria,
certificado pela RBC (Rede Brasileira de Calibracdo). Os termopares se encontram
acoplados a entrada e saida do reator, por conexao tipo T (Marca Swagelok), ligados a um
indicador de temperatura (marca NOVUS, Modelo N1500).

V2 — Valvula eletropneumatica designada para aplicacdes com alta pressao
(Vélvula Série 51000 Series Baumann com Atuador Tipo 16 e Posicionador
Eletropneumatico 3661), sendo que a qual possibilitava o controle de pressdo no sistema

reacional, amostragem e despressurizagdo do sistema.

PE - Sensor de pressdo, da marca SMAR (Modelo A5), que atua na faixa de 30 a
3600 psi. O sensor de pressao esta conectado ao sistema reacional por uma conexao do tipo

T (Marca Swagelok), a fim de transmitir a pressdo da linha para o PIC.

PIC - Controlador e Indicador de pressdo, (marca NOVUS, Modelo N1100).
Controlador de caracteristicas universais, utilizado para receber o sinal do sensor e
transmiti-lo ao atuador da valvula eletropneumadtica, para esta monitorar e manter a pressao

desejada no sistema reacional.

SR - Sistema de resfriamento. Depois de decorrida a reagéo, a carga passava por
um banho com agua a temperatura ambiente, com o objetivo de cessar a reacdo e diminuir

a temperatura para posterior amostragem.

A vista geral da unidade experimental utilizada para a aquisicdo dos dados

experimentais (acima descrita) é apresentada na Figura 3.
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Figura 3 - Vista geral da unidade experimental: (MR) mistura reacional, (AG) agitador
mecanico, (BL) bomba HPLC, (C1) cilindro de co-solvente; (BS) bomba seringa; (BR)
banho termostéatico; (FM) forno mufla, (SR) sistema de resfriamento, (V1) valvula de
controle da alimentacdo, (MM) micro misturador, (V2) valvula para controle de pressdo e

amostragem, (AM) amostragem.

4.9.2 Procedimento Experimental

As reacOes de esterilizacdo foram realizadas em duplicata, utilizando um reator
micro tubo com uma capacidade de 37 mL em tubos de aco inoxidavel (1/16 “OD diametro
interno de 0,5 cm HIP”.). O procedimento experimental consiste no bombeamento
continuo de leite, e vazdo volumétrica de alimentacdo, até o completo preenchimento do
sistema reacional, usando uma bomba de alta pressdo para liquidos (Acuflow). Apos,
iniciava-se 0 aquecimento do forno até a temperatura da reacdo, monitorada atraves dos
termopares acoplados na entrada e na saida do reator, 0s quais estavam ligados ao sistema
de aquisicédo de dados, com isso a temperatura era controlada com uma preciséo de 5 K. A

temperatura do sistema foi ajustada pelo controlador do forno.

Paralelamente, o banho termostatico era ligado na temperatura de 7°C. Atingida a
temperatura iniciava-se o refil na bomba de alta pressdo através da abertura do cilindro de
solvente (CO,) e aguardava-se 30 minutos para dispor de maior volume de CO;, na mesma.
Depois de decorrido o tempo de refil fechava-se o cilindro e o sistema era entéo
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pressurizado da bomba de alta pressdo (ISCO, modelo 500D) até a valvula de entrada do
reator na pressdo definida para reacdo, mudava-se a condicdo da bomba para fluxo
constante a uma dada razdo de CO,. Todo sistema era entdo pressurizado, pelo ajuste da
valvula eletropneumatica (BaumannTM, modelo 51000) até obtencdo da pressdo desejada,
sendo a mesma monitorada pelo sensor (Smar, modelo A5) ligado ao controlador PID
(Novus, modelo N1100).

Apobs a mistura reacional percorrer toda a extensdo do microreator, a mesma
passava por um sistema de resfriamento e posterior coleta das amostras, em torno de
10 ml para analise, era realizada em frascos de amostragem (previamente pesados) em
duplicata, depois de estabelecidas temperatura e pressdo de reacao e decorridos 1,5 tempos
de residéncia da mistura na zona reacional. O tempo de residéncia foi calculado
considerando o volume do reator e a vaz&do de alimentac&o de leite da bomba de liquido.

Volume do reator (mL)
t= (equacéo 2)
Vazdo de alimentagdo (mL/min)

Conforme Minami e Saka (2006), o tempo de residéncia para reatores tubulares
pode ser estimado a partir da razdo entre o volume do reator e vazdo volumétrica de

alimentacédo dos reagentes em condigdes reacionais.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do Leite

As caracteristicas do leite submetido ao aquecimento € funcdo ndo somente da
temperatura alcancada, mas também do tempo de aquecimento.

Estas transformacOes sdo o resultado de acGes complexas sobre os diversos
componentes do leite (Veisseyre, 1988).

Depois dos planejamentos a caracterizacdo do leite foi efetuada para acompanhar
algumas alteragdes fisico-quimicas durante o processo de esterilizacdo do leite utilizando
CO; a alta pressé@o, com as condic¢des experimentais de 80 bar, com uma temperatura de
70°C e uma razéo de CO,/Leite de 5%.

Na Tabela 9 pode-se verificar a caracterizacdo do leite utilizado neste estudo.

Tabela 9 - Caracterizacdo do leite.

Anélise Antes Depois

pH 6,9 6,9

Acidez 15°D 16°D

Proteina 0,833% 0,832%
Lactose 4,710% 4,695%
Calcio 44,56mg/100g 44,40mg/100g
Ferro 0,072mg/100g 0,071mg/100g
Potéassio 64,18mg/100g 64,16mg/100g
Magnésio 6,05mg/100g 6,02mg/100g

Através dos resultados analisados pode-se verificar que ndo ocorreram diferencas
entre o leite antes e depois do processo de esterilizacdo do leite a alta pressao, na condigéo
investigada, em relagdo a proteina, lactose e minerais. Além disso, o leite apresentou uma
faixa de acidez, um pouco acima do normal, pois a faixa ideal de acidez do leite deve estar
em torno de 14 a 17°D (Veisseyre, 1988).
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5.2 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina é uma enzima encontrada normalmente no leite cru. Com o
processo de esterilizacdo, a enzima é inativada definitivamente. Assim, a deteccdo da FAL

é utilizada na verificacdo da ocorréncia ou nao de tratamento térmico do leite.

Para o estudo da fosfatase alcalina foi elaborado uma curva padrdo como mostra a
Tabela 10.

Tabela 10 - Curva padrdo da Fosfatase Alcalina.

[ ]mg Curva Média
2 0,103 0,105 0,104
5 0,168 0,163  0,1655
10 0,276 0,263  0,2695
20 0,446 0,442 0,444

Apds o preparo das amostras e obtencdo dos resultados mostrados na Tabela 10, foi
feito o grafico da fosfatase alcalina aonde obtivemos a equacdo da reta (y = 0,9846x —
0,0012) aonde o y é as mg de fenol encontradas no leite e 0 x é o valor de absorbancia
encontrados na curva de fosfatase, o que tornou possivel a determinacdo da concentracdo
de fosfatase alcalina no leite em mg/ml, conforme a equacédo (1), e obtencéo do coeficiente

de correlagcdo R2 = 0,985.

A fosfatase alcalina é uma enzima que ocorre naturalmente no leite. Como a
resisténcia térmica da enzima é maior do que a de esporos de micro-organismos
patogénicos encontrados no leite, a deteccdo de fosfatase alcalina é usada como um teste
legal para determinar se o leite tem sido adequadamente esterilizado ou pasteurizado
(Aschaffenburg e Mullen , 1949, Murthy e Cox, 1988). O leite de vacas pode diferir em até
40 vezes no teor de fosfatase alcalina, que também & afetada por outros fatores,

principalmente pelo rendimento de lactagéo (Andrews, 1992).

Na Tabela 11 pode-se observar que a inativagdo da fosfatase alcalina teve os
melhores resultados nos experimentos 5, 6, 7 e 8 seguidos pelos pontos centrais onde

obtiveram valores ndo tdo elevados.
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Tabela 11 - Matriz do planejamento experimental (1) (valores reais e codificados) com as

respostas de mg de fenol e a quantidade de fosfatase alcalina em mg/ml.

Fosfatase cru
Exp 1

Exp 2
Exp 3
Exp 4
Exp 5
Exp 6
Exp 7
Exp 8
Exp 9
Exp 10
Exp 11

COg,/Leite P(bar) T°C Tempo mgfenol Fosfatase mg/ml
(min)

; ) ; - 0,127998 30,71952
-1(5%)  -1(80) -1(30) 30 0,155567 37,336032
1(45%) -1(80) -1(30) 30 0,09846 23,6304
-1(5%)  1(180) -1(30) 30 0,139321 33,437016
1(45%) 1(180) -1(30) 30 0,157536 37,80864
-1(5%) -1(80)  1(70) 30 0,007385 1,77228
1(45%) -1(80)  1(70) 30 0,001969 0,472608
-1(5%) 1(180)  1(70) 30 0,0128 3,071952
1(45%) 1(180) 1(70) 30 0,006892 1,654128
0(25%) 0(130)  0(50) 30 0,076799 18,431712
0(25%) 0(130) 0(50) 30 0,077783 18,668016
0(25%) 0(130) 0(50) 30 0076799 18431712

Com base nos resultados obtidos na matriz do planejamento 1 foi definido a razao

que seria utilizado nos experimentos deste trabalho, como podemos observar os menores

valores de fosfatase encontrados foram com 45% em relacdo a CO,/Leite mas ao utilizar

essa relacdo em pressdes elevadas e temperaturas altas ocorria a desnaturagdo proteica e

rompimento da K-caseina do leite devido a concentracdo de CO, presente em contato com

o leite, fazendo que isso ocasionasse 0 coagulacdo do leite e danificando o unidade de

esterilizacdo, por esse motivo foi observado que com 5% de razdo CO,/Leite os valores

também se mostravam satisfatérios e ndo ocorria problemas no processo quando utilizado

5% e através dos resultado da matriz do planejamento 1 foi escolhido para trabalhar a

razédo de CO,/Leite de 5% e ndo 45% devido a problemas ocorridos durante os testes

preliminares.
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Figura 4 - Efeitos das variaveis manipuladas sobre a quantidade de fosfatase alcalina
obtida no processo de esterilizag&o.

A anélise estatistica dos resultados de fosfatase alcalina apresentados na Tabela 11
permitiu a obtencdo dos efeitos das varidveis estudadas. Os efeitos foram expressos na
forma de grafico de Pareto, apresentados na Figura 4. E interessante observar que a
temperatura apresenta efeito significativo negativo a nivel de 95% de confianca. Para os
demais efeitos ndo obteve-se valores significativos a nivel de 95% de confianca. Essa

analise mostra que pode haver necessidade de diminuir a faixa de temperatura estudada.

Com a andlise estatistica dos dados apresentados na Tabela 11, foi possivel a
validacdo de modelos empiricos para a inativacdo da fosfatase alcalina, no processo de

esterilizacdo a alta pressdo com CO,.

Tabela 12 - Analise de variancia para fosfatase alcalina do leite.

Fontede Somados Grausde Quadrados

Variagdo Quadrados Liberdade Médios P
Residuo 2019,3 6 336,6 24,0
Regressao 56,0 4 14,0
Total 2075,3 10

Coeficiente de correlagdo: R=0,98, F 4.4.005 =6,17

Os modelos codificados otimizados para inativagdo da fosfatase, respectivamente,

sdo mostrados na Equacdo abaixo, sendo que foi validado pela andlise de variancia
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(ANOVA), apresentadas nas Tabelas 12. Observa-se que os coeficientes de determinagéo
obtidos (0,98 respectivamente) e o F calculado (3,89 vezes maior que 0 Fyp para a
inativacdo da fosfatase alcalina) permitiram a validacdo do modelo com 95% de confianca.
Com o modelo validado foi possivel construir as superficies de respostas juntamente com

as curvas de contorno apresentadas nas Figuras 5, 6 e 7.

F=17,5050-1,7764*L/C0O2+1,8651*P-15,3851*T+2,5149*L*P+1,0971*L*T-1,2448*P*T

ONDE:

CO,/L: Relacdo Leite e CO; no reator durante o processo de esterilizacao.
P: Presséo

L: Leite

T: Temperatura

As superficies de resposta e curvas de contorno da Figura 5 mostram que para 0s
menores valores da vazdo de CO,/Leite e da temperatura obtém-se melhores resultados
para inativacdo da fosfatase alcalina. Com base no grafico de pareto e superficie de
resposta verifica-se que a pressdo pode ser utilizada em qualquer um dos niveis estudados

desde que os valores de vazao e temperatura sejam os niveis inferiores estudados.
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Figura 5 - Superficie de resposta e curva de contorno para inativagdo da fosfatase: (a)

Vazdo CO,/Leite e Pressdo P(bar); (b) Vazdo CO,/Leite e Temperatura T(°C); (c)
Temperatura T(°C) e Presséo P(bar).
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Com os resultados obtidos no planejamento anterior, observou-se necessario o
deslocamento dos niveis estudados para temperatura e diante do interesse em tempos
menores de processo, adotou-se como estratégia incluir a investigacdo do parametro
tempo. Frente a dificuldade de manuseio do aparato experimental na condi¢cdo com 45% de
razdo méssica CO,/Leite e ainda, pela ocorréncia de desnaturagdo protéica e rompimento
da K-caseina observados nesta condicdo pela coagulacdo do leite, e observando o0s
resultados de inativacdo da fosfatase alcalina na Tabela 11 € que se adotaram como
parametros fixos para 0s experimentos que seguem a variavel razdo de CO,/Leite e pressao
foram fixadas em 5% e 80 bar respectivamente. Assim, desenvolveu-se um novo
planejamento de experimento tendo como finalidade avaliar o efeito da inativacdo da
fosfatase alcalina variando os parametros tempo e temperatura. As faixas de estudo foram
ajustadas em funcdo dos resultados obtidos nos planejamento anteriores. A Tabela 13
apresenta os resultados para 0os novos planejamentos fatoriais para inativagéo da fosfatase
alcalina, respectivamente.

Tabela 13 - Matriz do planejamento experimental (2) (valores reais e codificados) com as
respostas de mg de fenol e a quantidade de fosfatase alcalina em mg/ml.

T(min) T°C  mgfenol fosfatase mg/mi
Fosfatase - - 0,14769 35,4456
Exp 1 -1 (10) -1(50) 0,059076  14,17824
Exp 2 1 (30) -1 (50) 0,044307 10,63368
Exp 3 -1 (10) 1(70) 0,063999  15,35976
Exp 4 1 (30) 1(70) 0,024615 5,9076
Exp 5 0 (20) 0(60) 0,034461 8,27064
Exp 6 0 (20) 0(60) 0,029538 7,08912
Exp 7 0 (20) 0(60) 0,039384 9,45216

Na Tabela 13 pode-se observar que a inativacao da fosfatase alcalina teve o melhor
resultado no experimento 4, onde o tempo de 30 minutos e a temperatura de 70°C obteve-
se maior inativacdo da fosfatase alcalina. Valores reduzidos de fosfatase ainda foram

observados na temperatura de 60°C e 20 minutos de tempos de exposi¢éo.



46
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Figura 6 - Efeitos das varidveis da determinacdo da fosfatase alcalina no leite ap6s o
tratamento do segundo planejamento.

Com os resultados obtidos pela analise estatistica do segundo planejamento

verifica-se que nem uma das variaveis estudadas apresenta efeito significativo (p<0,05).

N&o obstante, observa-se que um grande nimero de trabalhos da literatura (Behmer,
1980; Garcia CA et al. 2000; Jackson CJ. 1936; Duthie CM. 1985; Loss CR, Hotchkiss
JH. 2003; Rashed MA, Mehanna NM, Mehanna AS. 1986) e até mesmo as técnicas
convencionais para andlise de fosfatase alcalina no leite, fazem uso de técnicas
qualitativas, como a descrita por (Tronco 1997), o que tornam os resultados obtidos neste
estudo de grande relevancia, mas também de dificil comparacdo com a validacdo dos
demais processos. Frente a estes fatores, e imbuidos de espirito investigativo, é que foram
realizados os estudos, com 80 bar, e temperatura de 70°C e uma razéo de CO,/Leite de 5%

e um tempo de residéncia de 30 min.

5.3 Avaliaces da inativacdo de micro-organismos contaminantes

Ap0s a obtencdo do ponto 6timo do processo, comegou a ser avaliada a inativagédo
do micro-organismo Escherichia coli ATCC 25922 no processo de esterilizagdo, onde foi
preparada a amostra (leite) e logo ap6s contaminada com o micro-organismo Escherichia
coli ATCC 25922, em quantidade de populagdo 10° UFC/ml, e ap6s o preparo do inéculo
inicial foi preparado a transferéncia da cultura para a amostra de leites aonde foi
adicionado 1 ml da cultura de Escherichia coli ATCC 25922 para 1 litro de leite
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ocasionando a contaminacdo do leite para a realizacdo dos experimentos. Apos o leite ser
contaminado iniciou-se imediatamente o processo de esterilizagdo, na condicdo citada
anteriormente. Mantendo estas condi¢des e a vazdo de CO, constante, variando-se apenas a
vazdo do leite contaminado na bomba de liquido com um aumento de 1 ml/min na vazéo
da bomba a cada tempos de residéncia, que corresponde ao instante de amostragem.Sendo
assim, realizou-se uma cinética onde obteve-se os valores de inativacdo da Escherichia coli

ATCC 25922. Os resultados desta cinética encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14 - Resultados da cinética de inativacao de Escherichia coli ATCC 25922 com
variacdo da taxa de vazdo do leite.

Vazao do
Experimento Leite(ml/min) Crescimento UFC/mi n/n®

0 - (2,1x10°) 1

1 0,49 (8,0x10%) 0,038095
2 1,49 (3,0x10% 0,142857
3 2,49 (4,0x10% 0,190476
4 3,49 (5,0x10% 0,238095
5 4,49 (1,0x10°) 0,47619
6 5,49 (1,3x10°) 0,619048
7 6,49 (1,4x10°) 0,666667
8 7,49 (1,6x10°) 0,761905
9 8,49 (1,8x10°) 0,857143

*Onde n/n° corresponde a contagem encontrada apds o tratamento dividido pela

contagem inicial.

Pode-se observar na Tabela 14 que conforme aumenta a vazdo do leite aumenta
gradativamente o numero de micro-organismo presentes nas amostras coletas de cada
tratamento. Com resultados obtidos anteriormente é necessario que o leite permanega um
tempo de residéncia no reator para que ocorra a inativacdo da Escherichia coli ATCC
25922.
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Figura 7 - Curva de inativacdo da Escherichia coli ATCC 25922 ap0és tratamento
com CO, a 80 bar e temperatura de 50°C.

Na Figura 7 pode-se observar que o padrdo de UFC é 1 e esta indicado no grafico
com uma linha vermelha. Os demais pontos foram obtidos através de uma cinética de
inativacdo de Escherichia coli ATCC 25922 em funcdo da vazdo de leite, apresenta a
equacao geral de reta (y=0,1078x-0,0405), e coeficiente de correlacdo R2=0,97. A partir
dessa cinética pode-se observar que houve uma inativacdo significativa das células do
micro-organismo, mostrando a necessidade de exposic¢ao da Escherichia coli ATCC 25922
ao fluido pressurizado CO, por um determinado tempo de residéncia nas condicdes

investigadas.

Segundo Adams e Moss 1995 e Hitch-ins et al., 1992, a presenca de Escherichia
coli em alimentos como carnes, leite é um indicador de contaminacgdo fecal, portanto deve
ser ausente nos leites tipo A, B e C. Estudos demonstraram a viabilidade de alta pressédo
CO, no tratamento, tal como uma técnica alternativa para a inativacdo de micro-
organismos em alimentos, Ballestra et al. (1996), Daniels et al. (1985), Erkmen et al.
(2000), Haas et al. (1989), Lin H et al. (1994); Wei et al. (1991). A aplicacdo de CO,, a alta
pressdo pode reduzir o tempo e a temperatura necesséria para a inativacdo de micro-
organismos e enzimas, e minimizar a degradagdo térmica de substancias sensiveis em
produtos naturais, Ballestra et al. (1996); Chen et al. (1993). Alguns resultados

experimentais do efeito de alta pressdo de CO,, na inativagdo de varios agentes
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patogénicos alimentares ocorridos tém sido relatados (McMeekin et al., 1992; Ballestra et
al., 1996; Erkmen et al., 2000; Haas et al., 1989: Lin et al., 1994).

O efeito do processo de Alta Pressdao de Didxido de Carbono (HPCD - High
Pressure Carbon Dioxide) vem sendo estudado em diversas espécies de bactérias ou
diretamente em algumas classes de alimentos. Silva (2011) estudou os efeitos de HPCD na
inativacdo de Escherichia coli, enquanto os efeitos do processamento a alta presséo no
processamento de salmédo foram quantificados por Yagiz et al. (2009), que aplicando 150
MPa por 15 minutos obteve uma reducéo de 2 ciclos logaritmicos na contagem de micro-
organismos inicial e aplicando 300 MPa pelo mesmo periodo obteve a inativacdo
completa.

Estudos realizados por Damar e Balabam (2006) em suspensdes de culturas puras,
de diferentes micro-organismos, demonstraram que a inativacdo microbiana alcancada pela

HPCD variou de 2-12 logs com pressdes abaixo de 50 MPa e temperaturas entre 5 a 60°C.

Ja Silva (2011), descreve a eficiéncia do uso de HPCD na inativacdo de Escherichia
coli em pressdes que variaram de 80 a 160 bar em meio de cultura e indica a inativacdo

total deste micro-organismo sob diversas condigoes.



6. CONCLUSAO

Apos a realizacdo deste estudo pode-se concluir que:

O desenvolvimento do sistema reacional para esterilizacdo do produto (leite)

mostrou uma grande eficicia durante os experimentos.

O uso de alta pressdo associado ao CO, ndo acarretou em perdas de proteinas,

calcio, ferro, potassio, magneésio no leite apos tratamento.

A utilizacdo de didxido de carbono (CO;) para a inativacdo de fosfatase alcalina é
eficiente e a melhor condicdo encontrada nesse trabalho para que os indices de fosfatase
sejam minimos foi de temperatura de 70°C com uma relacdo massica de 5% de CO,/leite,
tempo de residéncia no reator de 30 min, e presséo de 80 bar.

Na cinética avaliada neste estudo que expressa a inativacdo do micro-organismo,
Escherichia coli ATCC 25922 verificou-se que o numero de crescimento dos micro-

organismos foi inibido a uma taxa de 97%.

Os resultados descritos nesse trabalho apresentam relevancia ciéntifica, uma vez
que grande parte dos trabalhos cientificos ndo acompanham a inativacdo das enzimas de
forma quantitativa. Ainda trouxe conhecimento sobre dados de tratamento térmico
utilizando técnicas exploratorias, como um sistema continuo de alta pressdo associado ao

uso de diéxido de carbono.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados apresentados nesse trabalho, a seguir sdo apresentadas

algumas sugestdes de trabalhos que podem ser realizados:

e Estudo cinético da inativacdo de populacbes de micro-organismos com contagens
mais baixas, compativeis com as encontradas no leite;

e Ampliacdo do estudo o do efeito e da adigdo de CO, e alta presséo sobre as
caracteristicas fisico quimicas do leite;

e Auvaliacdo das caracteristicas sensoriais dos alimentos submetidos a altas pressdes
com didxido de carbono.

e Realizacdo de célculos de morte térmica do micro-organismo Escherichia coli
ATCC 25922 para comparacdo com 0s dados experimentais obtidos.

e Testes com despressurizacdo ou queda brusca de pressdo ao longo do processo para

avaliar a morte dos micro-organismos.



8.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAM, M.R.; MOSS, M. O. Microbiologia de Los Alimentos. 1° ed. Zaragoza
(Espanha) Editorial Acribia p. 463.1995.

AMIOT, J. Ciéncia y tecnologia de la leche: Principios y aplicaciones.
ZARAGOZA: Acribia, 1991. 547p.

ANDREWS, A.T., 1992. Phosphatases in milk. In: Fox, P.F. (Ed.), Advanced
Dairy Chemistry-1. Proteins. Elsevier Applied Science LTD, Essex, pp. 322—
331.

ASCHAFFENBURG R & MULLEN JEC 1949 um ensaio da fosfatase rapida e
simples para o leite.Journal of Dairy Research 16 58-67.

ASHIE, 1., SIMPSON, B. Application of high hydrostatic pressure to control
enzyme related fresh seafood texture deterioration. Food Research International,
29 (5), 569-575.

BALLESTRA, P., SILVA, A. A. D., and CUQ, J. L.: Inactivation of Escherichia
coli by carbon dioxide under pressure. J. Food Sci.,61,829-836 (1996).

BASSO, DAVID; SILVA NETO, BENEDITO; BERTO, JORGE LUIZ.
Otimizagdo da producéo de leite em funcédo da qualidade dos alimentos nas
condi¢cbes do Noroeste do Rio Grande do Sul. Pesquisa Agropecuaria Gaucha,
Porto Alegre: Fepagro, v. 8, n. 1-2, p. 137-147, 2002.

BERTOLDI C.; SILVA C.; BERNARDON J. P.; CORAZZA M. L.; CARDOZO
FILHO L.; OLIVEIRA J. V.; CORAZZA F. C. Continuous Production of
Biodiesel from Soybean Oil in Supercritical Ethanol and Carbon Dioxide as
Co-solvent. Energy & Fuels, v. 23, pp. 5165-5172, 2009.

BEHMER, M. L. A. Tecnologia do leite. 10 ed. Sé&o Paulo: Nobel, p. 17-51,
1980.

BEHMER, M. L. A. Tecnologia do leite. 130 ed. Sdo Paulo: Ed. Nobel, 1984.
320p.BRASIL. (Ministério da Agricultura/DAS/DIPOA/SNT) Regulamento
Técnicos de Identidade e Qualidade dos produstos lacteos, Brasilia; 1996, 50p.

BRASIL. Regulamento técnico de identidade e qualidade dos produtos lacteos.
Portaria n® 146, de 07/03/96, leis decretos, etc, do Ministério da Agricultura, do
Abastecimento e da Reforma Agréria. Diario Oficial, Brasilia 11/01/96. secéo |,
p. 3977-3986, 1996.



53

BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Secretaria Nacional de
Defesa Agropecuaria. Laboratério Nacional de Referéncia Animal — LANARA.
Métodos Analiticos para o Controle de Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes — Métodos Fisico-Quimicos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 1981,
p. XIV1-22.Ministério da Salde. Portaria n. 451, 19 de setembro de 1997.
Regulamentos técnicos. Principios gerais para o estabelecimento de critérios e
padrBes microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 22
set. 1997. Secdo 1, p. 21005-210112.

CAMPOS, F. P.; DOSUALDO, G. L.; CRISTIANINI, M. Utilizacdo de tecnologia
de alta pressdo no processamento de alimentos. Brazilian Journal of Food
Technology, Campinas, v. 6, n. 2, p. 351-357, 2003.

CARVALHO, V.R.F. Industria de laticinios no Rio Grande do Sul: um
panorama apds o movimento de fusdes e aquisi¢cdes. 1° Encontro de Economia
Galcha, 2002. Disponivel em:
www.fee.tche.br/sitefee/download/eeg/l/mesa_10 carvalho.pdf. Acesso em: 27
out. 2011.

CHEFTEL J.C., CULIOLI L. Effects of high pressure on meat: A review. Meat
Science, 46 (3), 211-236, 2005.

CHEN, J. S., BALABAN, M. O., WEI, C. I., GLEESON, R. A, and MARSHALL,
M. R.: Effect of carbon dioxide on the inactivation of Florida spiny lobster
polyphenol oxidase. J. Sci. Food Agric., 61,253-259 (1993).

CHOI, Y.M.; BAE, Y.Y.; KIM, KH.; KIM, B.C.; RHEE, M. S. Effects of
supercritical carbon dioxide treatment against generic Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, and E. coli O157:H7 in
marinades and marinated pork. Meat Science, v 82, p 419-424, 2009.

DAMAR, S.; BALABAN, M. O. Review of dense phase CO2 technology:
microbial and enzyme inactivation, and effects on food quality. Journal of Food
Science, v 71, p 1-11, 2006.

DANIELS, J. A., KRISHNAMURTHI, R, and RIZVI, S. S. A.: A review of effects
of carbon dioxide on microbial growth and food quality. J. Food Prot., 48,532-
537 (1985).

DUTHIE CM. 1985. Effect of low-level carbonation on the keeping quality of
processed milk. [MS thesis]. Ithaca, N.Y.: Cornell Univ. p 60.

ENTICOTT, G. Risking the rural: nature, mortality and the consumption of
unpasteurized milk. Journal of Rural Studies, v.19, p.411-424. 2003. FEE -
Fundagdo de Economia e Estatistica Siegfried Emanuel Heuser. Disponivel em:
http://www.fee.rs.gov.br/feedados/consulta/sel modulo pesquisa.asp. Acesso
em: 24 out. 2011.



http://www.fee.tche.br/sitefee/download/eeg/1/mesa_10_carvalho.pdf
http://www.fee.rs.gov.br/feedados/consulta/sel_modulo_pesquisa.asp

54

Erkmen, 0.: Antimicrobial effect of pressurized carbon dioxide on
Enferococcus fuecalis in physiological saline and foods. J. Sci. Food Agri., 80(4),
465-470 (2000).

Erkmen, 0.: Inactivation of Salmonella typhimurium by high pressure carbon
dioxide. Food Microbial., 17(2), 225-232 (2000).

FDA, 2000. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Center For Food Safety
And Applied Nutrition. Kinetics of microbial inactivation for alternative food
processing technologies. High Pressure Processing. Disponivel em:
http://www.cfsan.fda. gov/~comm/ift-hpp.html. Acesso em: 2 June 2006.

FAO. 2001. Agriculture, alimentation et nutrition en Afrique: un ouvrage de
référence a I'usage des professeurs d'agriculture. Roma.

FILHO, M. J. P. OLIVEIRA, V. F. L. at Ensaios FEE, Porto Alegre, v. 31,
Numero Especial, p. 635-647, jun. 2011.

FINAMORE, E. B.; MAROSO, M. T. D. A dindmica da cadeia de lacteos
gaucha no periodo de 1990 a 2003: um enfoque no Corede Nordeste.
Disponivel em: http://www.fee.tche.br/3eeg/Artigos/m01t01.pdf. Acesso em: 05 de
janeiro de 2012.

FELLOWS, P. Tecnologia del procesado de los alimentos: principios y
practicas. Zaragoza: Acribia, 1994. 487p.

FRANTZ, Telmo Rudi; SILVA NETO, Benedito. A dindmica dos sistemas
agrarios e o desenvolvimento rural. In: SILVA NETO, Benedito; BASSO. David
(Orgs.). Sistemas Agrarios do Rio Grande do Sul: analise e recomendacfes de
politicas. ljui: Ed. Unijui, 2005. p. 109-156.

GARCIA CA, SILVA NR, LUQUETTI BC, SILVA RT, MARTINS IP, VIEIRA
RC. Influéncia do oz6nio sobre a microbiota do leite *'in natura™. Hig Aliment.
2000; 14(70): 36-50.

GODKIN, A. Qualidade do leite ao redor do mundo: o papel da CCS. In. Il
SIMPOSIO INTERNACIONAL SOBRE QUALIDADE DO LEITE, 2000,
Curitiba. Anais... Curitiba: Universidade Federal do Parand, 2000. P. 9-20.

GUIMARAES, J. N. Transnacionalizacdo das Cooperativas de Laticinios: Estudo
de caso das Cooperativas Brasileiras em comparativo com as Cooperativas
Internacionais, visando Competitividade Globalizada. Revista de Administragdo
da Unimep. v.6, n.1, jan./abr., 2008.

HAAS, G J., PRESCOTT, H. E., DUDLEY, E., Jr., Dik, R., HINTLIAN, C., and
KEANE, L.: Inactivation of microorganisms by carbon dioxide under pressure.
J. Food Safety, 9,253-265 (1989).


http://www.cfsan.fda/
http://www.fee.tche.br/3eeg/Artigos/m01t01.pdf

55

HAYASHI, R. Application of high pressure to food processing and
preservation: philosophy and development, Engineering and Food. (W. E. L.
Spiess and H. Schubert, eds.). London: Elsevier Applied Science, 1989. v. 2, p.
815.

HERNANDEZ, G. T.; PENA, H. R.; VELAZQUEZ, G.; RAMIREZ, J. A;
TORRES, J. A. Effect of combined thermal and high pressure processing on the
microbial stability of milk during refrigerated storage. IFT Annual Meeting +
Food Expo, 65, 15-20/07/2005. New Orleans, Louisiana. Book of Abstracts...
Chicago: IFT, 2005.

HITE, B. H. The effect of pressure in the preservation of milk. Bulletin of West
Virginia University Agricultural Experimental Station, Virginia, v. 58, p. 15-
35, 1899.

HITCHINS, A. D.; HARTMAN, P. A.; TODO, E. C. D. Coliforms, Escherichia
coli and. Its toxins. In. VANDERZANT, C.; SPLITTSTOESSER, D. F.
Compendium Public Health Association (APHA) p. 1219, 1992.

HOFFMANN, F. L. et. al. Microbiologia do leite pasteurizado tipo “C”,
comercializado na Regido de S&o José do Rio Preto — SP. Higiene Alimentar, v.
13, n. 65, p. 51-54, 1999.

IAL — INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz. 3° ed., Sdo Paulo, 1985.

IBGE - |Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel em:
http://www.sidra.ibge.gov.br. Acesso em: 22 nov. 2011.

JACKSON CJ. 1936. Technique for obtaining anaerobic milk with some
observations on its carbon dioxide content. J Dairy Res 7:25-8.

KINCAL, D; HILL, W. S.; BALABAN, M. O.; PORTIER, K. M.; WEI, C. |,
MARSHALL, M. R. A continuous high — pressure carbon dioxide system for
microbial reduction in Orange juice. Journal Food Science, v 70, p M249-M254,
2005.

KNORR, D. Effects of high-hydrostatic-pressure processes on food safety and
quality. Food Technology, Chicago, v. 47, n. 6, p. 158-161, 1993.

KREBBERS, B., MATSER, A.M., HOOGERWERF, S.\W., MOEZELAAR, R.,
TOMASSEN, M.M., VAN DEN BERG, R.W. Combined high-pressure and
thermal treatments for processing of tomato puree: evaluation of microbial
inactivation and quality parameters. Innovate Food Science e Emerging
Technologies, (4), 377-385, 2003.


http://www.sidra.ibge.gov.br/

56

LANARA - Meétodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem
Animal e seus Ingredientes. IlI-Métodos Fisico e Quimicos- Ministério da
Agricultura- Secretaria Nacional de Defesa Agropecuaria — Laboratorio
Nacional de Referéncia Animal. Brasilia, 1981.

LE BAIL A., BOILLEREAUX L., DAVENEL A., HAYERT M., LUCAS T.,
MONTEAU J.Y. Phase transition in foods : effect of pressure and methods to
assess or control phase transition. Innovate Food Science and Emerging
Technologies, 4, 15-24.

LINTON M., PATTERSON, M.F., high pressure processing of foods for
microbiological safety and quality. Acta microbiologia et Immunologica
Hungarica, 47 (2-3), 175-182, 2000.

LOSS CR, HOTCHKISS JH. 2003. The use of dissolved carbon dioxide to
extend the shelf-life of dairy products. In: Smit G, editor. Dairy processing:
improving quality. Boca Raton, Fla.: CRC Press. p 391-416.

MERTENS, B.; DEPLACE, G. Engineering aspects of high pressure technology in
the food industry. Food Technology, Chicago, v. 47, n .6, p. 164-169, 1993.

MURTHY, G. K., KLEYN, D. H., RICHARDSOn, T., & ROCCO, R. M. (1992).
Alkaline phosphatase methods. In R. T. Marshall (Ed.), Standard methods for
examination of dairy products (pp. 413-431). Washington, DC: American Public
Health Assoc.

McCLEMENTS, J.M.J., PATTERSON, M.F., LINTON, M. The effect of growth
stage and growth in milk. Journal of Food Protection, 64 (4), 514-522.

McHUGH, M. KRUKONIS, V. Supercritical Fluid Extraction, 2 nd ed.
Butterworth-Heinemann, Newton, M.A., 1993.

McMEEKIN, T. A., ROSS, T., and OLLEY, J.: Application of predictive
microbiology to asses the quality and safety of fish and fish products (review).
Int. J. Food Microbial., 15(1/2), 13-32 (1992).

NETO, L. G. G., et al. Influéncia do tratamento UAT no valor nutritivo do leite.
Leite e derivados, Sdo Paulo, vol. 12, n. 67, p. 36-39, nov./dez. 2002.

PINHEIRO, A. J. R.; MOSQUIM, M. C. A. V. Apostila: Processamento de leite de
consumo. Dep. Tecnologia de Alimentos. UFV: Vigosa, 1991.

POLYDERA A.C., GALANOU E. STOFOROS N.G.,, TAOUKIS P.S.
Inactivation kinetics of pectin methylesterase of greek navel orange juice as a
function of high hydrostatic pressure and temperatue process conditions.
Journal of Food Engineering, 62 (3), 291-298.



57

RAMOS, E. M.; FONTES, P. R.; RAMOS, A. L. S.; FONTES, E. A. F.; GOMIDE,
L. A. M. Tratamento de alimentos por alta pressao hidrostatica: 1- Equipamentos e
processos. Boletim SBCTA, Campinas, v. 37, p. 46-53, 2003.

RASHED MA, MEHANNA NM, MEHANNA AS. 1986. Effect of carbon
dioxide on improving the keeping quality of raw milk. J Soc Dairy Technol
39:62-4.

SANTANA, E. H. W. de.; BELOTI, V.; BARROS, M. de. A. F. Microrganismos
psicrotroficos em leite. Higiene Alimentar, Séo Paulo, v.15, n.88. p.27-32, 2001.

SANTOS, D. dos; BERGMANN, G. P. Estudo das caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas dos leites produzidos por mini-usinas da regido de Marilia — S&o
Paulo — Brasil. Higiene Alimentar, S&o Paulo, v.17, n.110. p.56-63, 2003a.

SANTQOS, D. dos; BERGMANN, G. P. Influéncia da temperatura durante o
transporte, na qualidade microbioldgica do leite cru. Parte | — mesofilos aerdbios.
Higiene Alimentar, Sdo Paulo, v.17, n.109. p.69-74, 2003b.

SILVA, J. A. As novas perspectivas para o controle sanitario dos alimentos.
Higiene Alimentar, S&o Paulo, v.13 n.65. p.19-25, 1999.

SILVA, J. A. Topicos da tecnologia dos alimentos. Sdo Paulo: Livraria Varela,
2000. 325p.

SILVA NETO, Benedito; FRANTZ, Telmo Rudi. The Dynamics of Agriculture
ad the Rural Development in Rio Grande do Sul. Revista de Economia e
Sociologia Rural. Brasilia: Sober, v. 41, n. 3, p. 253-272, jul./set. 2003.

SILVA, C. Producéo de ésteres etilicos por transesterificacdo ndo catalitica de
6leo de soja. Dissertacdo de M. Sc., Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes — URI, Erechim, RS, Brasil, 2007.

SILVA, C. Producéo Continua de Biodiesel por Transesterificagdo n&o
catalitica de Oleo de Soja, Dr. Thesis, Universidade Estadual de Maringa, Brazil,
2009 (in Portuguese).

SILVA, C.; CASTILHOS, F.; OLIVEIRA, J. V; FILHO, L. C. Continuous
production of soybean biodiesel with compressed ethanol in a microtube
reactor. Fuel Proc. Technol. doi: 10.1016/j.fuproc.2010.04.009.

SILVA, J. M.. INATIVAQA,O DE Escherichia coli UTILIZANDO DIOXIDO
DE CARBONO SUPERCRITICO. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
de Alimentos) — Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes,
2011.



58

SILVEIRA, Vicente Celestino Pires.; PEDRAZZI, Paulo Ramon. As
transformacdes na cadeia produtiva do Leite: impactos no Rio Grande do Sul e
em Santa Maria. Santa Maria, 2002. Disponivel em:
http://www.ufsm.br/cieper/mainfiles/Resumo CPlLeite2.doc. Acesso em: 06 de
janeiro de 2012.

SMELT, J. P.; HELLEMONS, J. C.; PATTERSON, M. Effects of high pressure on
vegetative microorganisms. In: HENDRICKX, M. and KNORR, D. (Eds). Ultra
high pressure treatments of foods. New York, United States: Kluwer
Academic/plenum Publishers, 2002. p. 55-76.

SUMNER, J. Farm production influences on milk hygiene quality. In:
SYMPOSIUM ON BACTERIOLOGICAL QUALITY OF RAW MILK, 1996,
Wolfpassing. Proceedings... Brussels: International Dairy Federation, 1996.p. 94-
102.

SUZIGAN, W; FURTADO, J.; GARCIA, R.; SAMPAIO, S. E. K. Coeficientes de
Gini locacionais — GL: aplicacdo a industria de calcados do Estado de Séo
Paulo. Nova Economia, Belo Horizonte, p. 39-60, jul.- dez. 2003.

TAUSCHER, B. Pasteurization of food by hydrostatic high pressure: chemical
aspects.  Zeitschrift fiur Lebensmitteluntersuchung und-Forschung A,
Heidelberg, v. 200, n. 1, p. 3-13, 1995.

TARAFA P. J,, JIMENEZ A., ZHANG J., MATTHEWS M.A., Compressed
carbon dioxide for decontamination of biomaterials and tissue scaffolds. The
Journal of Supercritical Fluids, 53, 192-199, 2010.

TIMM, C. D. et al. Avaliacdo da qualidade microbiolégica do leite Pasteurizado
integral, produzido em micro-usinas da regido sul do Rio Grande do Sul.
Higiene Alimentar, S&o Paulo, v.17 n.106. p.100-104, 2003.

TRONCO, V.M. Manual para inspe¢do da qualidade do leite. Guaiba: UFSM.
144pp. 1997.

WEI, C. I, BALABAN, M. 0., FERNANDO, S. Y., and PEPLOW, A. J.
Bacterial effect of high pressure CO, treatment on foods spiked with List&a or
Salmonella. J. Food Prot., 54, 189-193 (1991).

VARNAM, A. H.; SUTHERLAND, J. P. Leche e productos lacteos: tecnologia,
guimica y microbiologia. Zaragoza: Acribia, 1995. 476p.

VEISSEYRE, R. Lactologia técnica: composicidon, recogida, tratamiento y
transformacién de la leche. 20 ed. Zaragoza: Acribia, 1988. 629p.

VIEITEZ I.; SILVA C.; BORGES G. R.; CORAZZA F. C.; OLIVEIRA J. V;
GROMPONE M. A.; JACHMANIAN I.. Continuous production of soybean
biodiesel in supercritical ethanol-water mixtures. Energy & Fuels, v. 22, pp.
2805-2809, 2008.


http://www.ufsm.br/cieper/mainfiles/Resumo%20CPILeite2.doc

59

XAVIER, L. S. et al. Coleta de leite em latbes e a granel: Estudos de casos. Rev.
Inst. Lact. “Candido Tostes”, Juiz de Fora, v. 54, n. 54, p.22-26, 2000.

YAGIZ, Y.; KRISTINSSON, H. G.; BALABAM, M. O.; WELT, B. A.; RALAT,
M.; MARSHALL, M. R. Effect of high pressure processing and cooking treatment
on the quality of Atlantic salmon. Food Chemistry. v.116, p. 828-835, 20009.

ZHANG J. DAVIS M.A., DREWS M., LABERGE, Y.H. Sterilization using high-
pressure carbon dioxide. Journal of Supercritical Fluids. 38, 354-372, 2006.



