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Resumo da Dissertagdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de
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INATIVACAO DE Listeria monocytogenes EMPREGANDO
DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

Douglas Soares
Janeiro /2012
Orientadores: José Vladimir de Oliveira

Rogério Luis Cansian

Métodos inovadores de estabilizagdo microbiolégica em alimentos como alternativas aos
métodos tradicionais, que podem trazer perdas nutricionais e sensoriais aos alimentos, vem
tornando-se objeto comum de estudo entre pesquisadores de todo o mundo. O uso de didxido
de carbono supercritico surge como uma alternativa aos tradicionais técnicas térmicas, porque
demonstra ser eficaz na reducdo do nimero de micro-organismos causando poucas alteracdes
nas propriedades originais do produto. Este estudo avaliou a eficiéncia do didéxido de carbono
supercritico na inativacdo de Listeria monocytogenes. O delineamento experimental foi usado
como ferramenta para determinar os efeitos da temperatura, taxa de despressurizacdo, numero
de ciclos e relagcdo entre massa de inoculo e massa de CO,. A taxa de despressurizacdo e a
razdo entre a massa de inoculo de L. monocytogenes e massa de CO, mostraram-se
significativos no processo de inativacdo de Listeria monocytogenes através da utilizacdo de
diéxido de carbono supercritico. A cinética de inativacdo do mico-organismo foi de primeira
ordem. A eficiencia da inativagdo aumentou conforme o aumento da taxa de despressurizacéo
entre 60 e 120 bar.min?, mantendo-se praticamente constantante acima desse valor. Os
tempos de reducdo decimal (D) variaram entre 12,6 e 17,85 minutos. O incremento de pressdo
necessario para ocasionar a reducdo de um ciclo logaritmico nos valores de D é descrito pelo
valor Z e corresponde a 500 bar. Os resultados descritos nesse trabalho sdo Uteis para
viabilizar estudos de inativagdo de micro-organismos atraves da utilizagdo de dioxido de
carbono supercritico em diversos alimentos.

Palavras-chave: micro-organismo; inativacdo; didxido de carbono; Listeria monocytogenes.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial fulfillme nt

of the require ments for the Degree of Master in Food Engineering.

INACTIVATION OF Listeria monocytogenes USING
SUPERCRITICAL CARBON DIOXIDE

Douglas Soares
January /2012
Advirsors: José Vladimir de Oliveira

Rogério Luis Cansian

Recently, there has been a growing interest in innovative techniques towards microbiological
stabilization of food compared to traditional methods in attempt to reduce nutritional and
sensory losses. In this scenery, the use of supercritical or compressed carbon dioxide is
pointed as a promising alternative to heat-based techniques due to its efficiency, preservation
of food original characteristics and saving energy. In this context, this work evaluated the
efficiency of Listeria monocytogenes inactivation through the use of supercritical carbon
dioxide. For this purpose the experimental design methodology was successfully employed as
a tool to assess the effects of temperature, depressurizarion rate, number of
pressurization/depressurization cycles and the ratio of solute to CO, mass. It was observed
that the depressurization rate and solute to CO, ratio were statistically significant. The
microorganism inactivation kinetics was verified to be of first order. It was also observed that
the inactivation efficiency increased with increasing depressurization rates in the range of 60
to 120 bar.min, keeping nearly constant above the upper value. The decimal reduction times
(D) varied between 12.6 - 17.85 min. It was noticed that a system pressure of 500 bar was
needed to cause one logarithm reduction in D, as described by Z parameter. Results obtained
in this work may be quite useful to the industry committed to microorganism inactivation

present in food using a new technology of supercritical carbon dioxide.

Keywords: microorganism; inactivation; carbon dioxide; Listeria monocytogenes.
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1 INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é um bacilo Gram positivo, ndo produtor de esporos,
anaerobio- facultativo, oxidase negativo, catalase positivo, com motilidade a 25°C através de
flagelos peritriquios (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1998). E facilmente encontrado no
ambiente podendo multiplicar-se em temperaturas entre 4 a 45°C.

Segundo Gerner-Smidt (2007) e Tham et al. (2000) os alimentos geralmente
envolvidos em surtos de Listeriose sdo aqueles prontos para o consumo, conservados sob
refrigeracdo e consumidos sem aquecimento ou cozimento como leite e seus derivados, carne
e derivados, frutos do mar e vegetais diversos.

Em humanos saudaveis a listeriose apresenta-se sob forma de gastroenterite, mas em
individuos pertencentes a certos grupos de risco pode causar aborto, nascimento prematuro,
meningite e encefalite (OKWUMABUA et al., 2005; GERNER-SMIDT, 2007).

A Listeriose possui uma taxa de letalidade elevada quando comparada a outras
doencas de origemalimentar. De acordo com Rossmanith et al. (2006), na Australia no ano de
2004 houve uma incidéncia de 0,24 casos para cada 100 mil habitantes, com taxa de
mortalidade de 21%. Estimativas apontam que nos Estados Unidos anualmente cerca de 2500
pessoas adquirem listeriose, das quais 500 véo a ébito (CDC, 2008).

Torna-se cada vez maior a busca por novas tecnologias a serem utilizadas no processo
de conservacao dos alimentos ja que o consumidor vem tornando-se cada vez mais exigente,
buscando alimentos com melhor qualidade nutricional e sensorial, maior vida de prateleira e
inbcuos microbiologicamente (SOUZA, 2006).

Entre as novas tecnologias utilizadas na preservacdo de alimentos esta o
processamento por altas pressdes, que ao submeter o alimento a alta pressdo busca inibir
micro-organismos patdgenos e inativar enzimas, causando degradagdo minima dos nutrientes,
além de preservar moléculas responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do alimento com
maior eficiéncia, conveniéncia e lucratividade associada a extensdo da sua vida Uil
(NORTON & SUN, 2008).

Nessa tecnologia, o alimento ou cultura de micro-organismo podem ser expostos em
bateladas ao didéxido de carbono (CO,) pressurizado por um determinado periodo de tempo, 0
suficiente para promover a difusdo do fluido no interior das células. Posteriormente ocorre o
processo de despressurizacdo e consequente expansao do CO, causando rompimento celular e

destruicdo do micro-organismo.



O efeito bactericida do processo de Alta Pressdo 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 pressdo no
processamento de salmdo foram quantificados por Yagiz et al. (2009), que aplicando 150 MPa
por 15 minutos obteve uma reducdo de 2 ciclos logaritmicos na contagem de micro-
organismos inicial e aplicando 300 MPa pelo mesmo periodo obteve a inativagcdo completa.

Conforme Choi et al. (2008), a utilizagdo de dioxido de carbono supercritico € muito
promissora na industria de alimentos ja que ele € um gas inerte, atoxico, de baixo custo, ndo
inflamavel, de alta densidade e baixa viscosidade, além de ter grande disponibilidade em alto
grau de pureza.

Huang et al. (1999) verificaram os efeitos do uso de alta pressdo hidrostatica sobre a
inativacdo de L. monocytogenes em linguicas frescais de carne suina. As linguicas foram
inoculadas com contagens de 10” UFC/g de Listeria monocytogenes e submetidas a pressdes
de 414 e 552 MPa, em temperaturas de 25 e 50 °C e intervalos de tempo de 2, 4, 6, 8 e 10
minutos. Os melhores resultados foram obtidos a pressdo de 414 MPa/50 °C por 2 minutos,
que acarretou a completa inativacdo dos microrganismos presentes na linguica e mudancas
minimas nas caracteristicas do produto.

Ja em carne suina marinada, com a aplicacdo de didéxido de carbono supercritico, com
pressio de 14MPa, a 45°C por 40 minutos houve uma reducdo de 2,49 UFC/cm? nas
contagens de L. monocytogenes (CHOI et al., 2009).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
temperatura (33 — 41°C), taxa de despressurizacdo (10 — 100 bar.mim™), nimero de ciclos (1
— 7 ciclos) e razdo entre massa de L. monocytogenes e massa de CO, (1:.0,1 — 1:1,5) na
inativacdo de Listeria monocytogenes através da acdo de dioxido de carbono supercritico.
Primeiramente foi aplicada a metodologia de planejamento experimental para avaliar o efeito
das varidveis independentes no processo de inativacdo, e em seguida foi investigado a

influencia do tempo e pressao sobre a cinética de inativacéao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tendo em vista que o constante aumento populacional mundial ocorre de maneira
mais acelerada que a capacidade de expansdo da producdo e disponibilizacdo de alimentos
para a populacdo, pode-se perceber que tanto a produgédo quanto a preservacdo dos alimentos
sdo de extrema importancia.

Atualmente, cerca de 1 bilhdo de pessoas sofre de desnutricdo cronica, ou seja,
alimentam-se com menos alimentos do que a quantidade necessaria para manter 0s niveis
minimos de energia (FAO, 2011).

Ainda segundo a FAO (2011), a mortalidade por falta de energia proteica,
principalmente infantil, atinge anualmente 13 milhdes de individuos com idade entre zero e
cinco anos de idade.

Dados como os mostrados acima apontam a necessidade de ndo somente produzir 0s
alimentos como de preserva-los e/ou conserva-los, para garantir que além de chegarem ao
consumidor, cheguem de forma sadia, mantendo suas caracteristicas nutricionais, isentos de
contaminacdo por micro-organismos patogenos e deteriorantes, além de apresentar
caracteristicas sensoriais desejaveis.

Segundo Silva (2000), o principal fundamento da conservagdo de alimentos é prevenir
as alteracBes fisicas, quimicas ou biolégicas nos mesmos. Dessa forma, é de extrema
importancia que a matéria prima alimenticia a ser submetida aos processos de conservacao
tenha um namero inicial de micro-organismos 0 mais baixo possivel. Cabe ressaltar que a
maioria dos tecidos animais e vegetais sdo naturalmente livres de contaminagéo microbiana,
ou quando essa existe € insuficiente para causar algum dano ao alimento.

Assim, a conservacdo de alimentos consiste em empregar técnicas capazes de protegé-
los contra a acdo de agentes deteriorantes, principalmente 0s micro-organismos, assegurando-
Ihes caracteristicas similares aquelas do produto in natura. Os métodos e processos
empregados na conservacdo de alimentos, ndo se apdiam apenas na reducdo parcial ou
integral da acéo de elementos deterioradores, mas também na modificacdo ou eliminacgéo dos
diversos fatores indispensaveis ao desenvolvimento microbiano, tornando o meio inadequado
a sua sobrevivéncia e multiplicacdo (SILVA, 2000). Os métodos de conservacdo de alimentos

podem ser classificados em tradicionais e novos, conforme descrito brevemente a seguir.



2.1 Métodos tradicionais de conservacao de alimentos

Segundo Silva (2000), os méetodos tradicionais de conservagdo de alimentos consistem
na utilizacdo de calor, refrigeracdo/congelamento, defumacdo, conservantes quimicos e
irradiacdo. A conservacdo de alimentos pelo calor significa aplicacdo de métodos e de
técnicas resultantes de processos controlados industrialmente como pasteurizacdo,
tindalizacdo, branqueamento e esterilizacao.

Conforme Freitas e Figueiredo (2000), o calor destroi os micro-organismos atravées da
desnaturacdo das suas proteinas e inativacdo das enzimas que lhes possibilitam atividade
metabdlica. A intensidade do tratamento térmico depende dos micro-organismos a eliminar,
do seu estado fisiologico e das condi¢bes do meio.

A aplicacdo de temperaturas baixas aos alimentos tem por objetivo a diminuicdo da
velocidade das rea¢Bes quimicas e da atividade enzimatica e ainda a inibicdo da multiplicacéo
e da atividade dos micro-organismos. Quanto menor for a temperatura utilizada, menor serao
as velocidades das reacfes gquimicas, a atividade enzimatica e o desenvolvimento de micro-
organismos (FREITAS e FIGUEIREDO, 2000).

Segundo Evangelista (2001), os principais processos empregados pelo frio sdo: pré-
refrigeracdo, refrigeracdo, congelamento, supergelacao e liofilizacdo. A indicacdo de cada um
dos diferentes processos de frio é feita de acordo com o tipo, constituicdo e composicdo
quimica do alimento e o tempo requerido para sua conservagdo, semque haja sensiveis perdas
de seu valor nutritivo e de seus caracteres organolépticos.

Outra técnica muita utilizada na conservacdo de alimentos é o processo de defumacao,
que baseia-se na exposicdo do alimento a fumaca proveniente da queima incompleta de
madeira, serragem ou carvao. Este processo é utilizado, principalmente, para carnes bovinas,
pescado e embutidos. Além do efeito dos compostos quimicos formados durante o processo, a
exposicdo do alimento a altas temperaturas tem papel coadjuvante, uma vez que age como
tratamento pelo calor e como desidratante, diminuindo, portanto, o teor de agua presente nos
alimentos. Durante o processo ocorre também a formagdo de uma “casca” externa que atua
como um “isolante” que dificulta a entrada de novos contaminantes (EVANGELISTA, 2001).
Pode-se considerar também como um método tradicional de conservacdo de alimentos o uso

de aditivos ou conservantes quimicos.



Segundo Freitas e Figueiredo (2000), da-se o nome de conservantes quimicos as
substancias que sdo adicionadas ao alimento com o proposito de evitar contaminacdes e
alteracOes nesses produtos. Tais conservantes t€ém por objetivo eliminar ou reduzir a atividade
microbiana e enzimética, e ainda impedir que ocorram as reaces quimicas causadoras de
alteracOes consideradas prejudiciais.

Outro método utilizado com o propdsito de conservar alimentos é a irradiacao.
Segundo Evangelista (2000), a irradiacdo consiste em um processo em que o alimento ja
embalado ou a granel é submetido a uma quantidade controlada de radiacdo visando a
inibicdo de brotamentos; retardo na maturacdo; reducdo da carga microbiana; eliminacdo de
micro-organismos patogénicos; esterilizacdo; desinfeccdo de grdos, cereais, frutas e
especiarias. As radiacfes ionizantes usadas sdo 0s raios gama, obtidos por meio de fontes

radioativas como o Cobalto 60 e o Césio 137.

2.2 Novos métodos para conservacao de alime ntos

Conforme Marino et al. (2001), a conservacdo dos alimentos vem tornando-se cada
vez mais complexa. Tal fato pode ser explicado tanto pelo surgimento de novos produtos no
mercado, ou pela exigéncia cada vez maior de alimentos com maior vida de prateleira. Outro
ponto que deve ser observado é o desejo cada vez maior do consumidor por alimentos naturais
ou com caracteristicas de naturais, que apresentem baixos niveis de aditivos quimicos, com
baixo impacto ao meio ambiente (DEVLIEGHERE et al., 2004).

Essa tendéncia é reforcada por Costa et al. (1999) que afirma que as novas tendéncias
em tecnologia, além de preservar as caracteristicas do alimento, devem buscar seguranga ao
meio ambiente, revelando preocupagdo com o equilibrio entre a producdo e o consumo de
alimentos.

Entre essas novas tecnologias, ou tecnologias emergentes envolvidas na conservagao
de alimentos Rosenthal e Silva (1997) destacam o tratamento 6hmico, o processamento por
campos eletromagnéticos, a tecnologia de ultrassom, a esterilizagdo por membranas e a
tecnologia de alta pressao.

O aquecimento 6hmico € um processo que consiste na passagem de uma corrente
elétrica alternada através de um alimento com a finalidade de aquecimento através da geragao
interna de energia. Em funcdo da resisténcia inerente, o alimento transforma energia elétrica

em energia térmica, promovendo assim, um aumento de temperatura em seu interior sem
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haver a necessidade de transferéncia de calor através das interfaces sélido liquido ou no
interior de particulas solidas (SASTRY, 2008).

Alguns estudos ja observam os efeitos dos campos eletromagnéticos sobre a matéria
bioldgica, tais efeitos refletem na atividade enzimatica, integridade do DNA, no metabolismo
celular e principalmente no desenvolvimento de micro-organismos (NUNES et al., 2008).
Segundo Pothakamury et al. (1993) os campos eletromagnéticos tem potencial para
pasteurizar alimentos com melhor eficiéncia do que as formas tradicionais.

Segundo Knorr (2004), o ultrassom tem atraido consideravel interesse na ciéncia e
tecnologia de alimentos, devido aos efeitos promissores no processamento e preservacao dos
alimentos.

O ultrassom consiste em uma onda sonora que € produzida a partir de um elemento
vibrador como um cristal ou uma haste. Seu efeito em células e macromoléculas em
suspensdo aquosa estd ligado a alteracdes estruturais e funcionais, através de um fenémeno
chamado cavitacdo, que consiste na formacdo de bolhas que colapsam violentamente
desintegrando as células dos micro-organismos (McCCLEMENTS, 1995).

A esterilizagdo por membrana esta ligada principalmente ao processo de microfiltracdo
gue surge como alternativa aos tratamentos térmicos convencionais fazendo a retencdo de
células com grande economia de energia (HABERT et al., 2006).

Conforme Norton e Sun (2008), o processamento a alta pressdo é uma tecnologia que
atende aos mais recentes desafios que a indUstria de alimentos enfrenta, uma vez que oferece
a possibilidade de conservar os alimentos mantendo as suas qualidades, aumentando também
a lucratividade em decorréncia do aumento da vida Util desse alimento.

A alta pressao produz diversos efeitos sobre os alimentos como inativacdo de micro-
organismos, modificacdo de biopolimeros, ativacdo e inativacdo de enzimas, desnaturacao
proteica e formacédo de gel (INDRAWATI; HENDRICKX, 2002).

2.2.1 Processamento a Alta Pressdo

Datam do ano de 1899 os primeiros registros do uso de alta pressdo como metodo de
preservacdo de alimentos. Estudos realizados na Universidade da Virginia do Oeste, Estados
Unidos da Ameérica, testaram o uso da pressdao hidrostatica para a preservacdo de sucos de
fruta, carnes e leite (HENDRIKX; KNORR, 2002).



Ainda segundo Hendrikx e Knorr (2002), o pesquisador chamado Bert Hite
demonstrou que 0s micro-organismos poderiam ser destruidos no leite caso o alimento fosse
submetido a uma pressdo de 650 MPa. Em 1914, Bridgman mostrou que ocorria a coagulagdo
da albumina do ovo pela aplicacdo de presséo, e que o gel formado possuia caracteristicas
diferentes dos géis obtidos em processos que utilizavam o calor.

Embora o inicio das pesquisas envolvendo o uso de altas pressdes na preservacao de
alimentos tenha ocorrido a mais de um século, as pesquisas em tecnologia de alta presséo
aplicadas a alimentos se restringiram a iniciativas isoladas até o final dos anos 1980. No inicio
dos anos 90, com a implementacdo de um Programa em Alta Pressdo pelo Governo Japonés,
envolvendo aproximadamente 30 participantes, incluindo Indlstrias de Alimentos,
Universidades e Institutos de Pesquisa, as pesquisas foram bastante incrementadas resultando
no surgimento de diversos produtos comerciais produzidos por alta presséo (ROSENTHAL,
SILVA, 1997).

Processos na industria de alimentos que utilizam a alta pressdo hidrostatica ja sdo
utilizados ha algum tempo em alguns paises. No Japédo, o primeiro produto processado por
alta pressdo foi lancado no mercado pela Meidy-ya e tratava-se de uma geléia. ApOs esse
primeiro lancamento vieram molhos, sucos de frutas, bolos de arroz e frutos do mar in natura
(ELIZONDO, 1995).

Nos anos seguintes, paises europeus lancaram produtos como sucos, presuntos,
embutidos e guacamole, todos processados em alta pressdo. Em 2007 ja existiam 110 plantas
fabris espalhadas pelo mundo utilizando essa tecnologia (MATHYS, 2008).

A tecnologia de alta pressdo é vista como promissora para melhorar a seguranca
microbiologica dos produtos alimentares, preservando suas caracteristicas sensoriais e
nutricionais. O processamento a alta pressdo fornece um meio para manter a qualidade dos
alimentos, evitando a necessidade de tratamentos térmicos excessivos ou conservantes
quimicos. O processo a altas pressGes proporciona uma oportunidade Unica para 0sS
processadores de alimentos para desenvolverem uma nova geragdo de produtos alimenticios
com valor agregado, tendo qualidade e shelf-life superiores aos produzidos
convencionalmente (YORDANOV; ANGELOVA, 2010).

Uma das principais vantagens da utilizacdo da alta pressdo para o processamento de
alimentos é que ndo ocorre o rompimento das ligacBes quimicas covalentes, as quais
apresentam pequena compressibilidade, devido a minima distincia entre os atomos

envolvidos na ligagdo. Isso influencia diretamente na preservacdo das caracteristicas dos
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alimentos, pois preserva compostos responsaveis pelo aroma, sabor e valor nutritivo,
conservando a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos (CHEFTEL, 1995).

Submeter um alimento ao processo de alta pressdo hidrostatica consiste em submeter
esse alimento a alta pressdo dentro de um recipiente pressurizado através de um meio que
transfira pressdo ao produto (CAMPOS et al., 2003). Nesse tipo de processo, utiliza-se a dgua
como meio de transferéncia da pressdo. A pressdo € aplicada de igual modo em todas as
direcdes, 0 que permite aos sdlidos a retencdo de seu formato original (TORREZAN, 2003).

Conforme citado por Ardia et al. (2004) a aplicagdo de altas pressdes resulta no
aumento da temperatura do alimento, cerca de 3°C a cada 100 MPa. Porém, se o alimento
contiver elevada quantidade de gordura o aumento de temperatura podera chegar a 9°C para
cada 100 MPa empregado.

Para realizacdo do processamento hidrostatico, o produto precisa ser embalado em
uma garrafa ou bolsa plastica antes de ser colocado no vaso de pressao para ser processado.
Produtos liquidos podem ser processados atraves de processo semicontinuo
(MERMELSTEIN, 1999).

A utilizacdo de elevadas pressdes hidrostaticas no processamento de alimentos que
possuem agua na sua composicdo, como por exemplo, o leite, suco de frutas e a carne
conduzem a uma total ou, no minimo, parcial desativa¢cdo dos micro-organismos, assim como
de enzimas. Sabe-se também que o processamento em altas pressdes pode provocar mudancas
no equilibrio de dissociacdo da agua, sais, cidos e outras moléculas, dependendo, de alguma
forma, do valor da pressdo, da temperatura, bem como do tempo de duracdo da pressdo
utilizada. Essas mudancas podem ser tanto reversiveis como irreversiveis (COELHO, 2002).

Lavinas et al. (2007) citam que a capacidade de destruicdo ou inativacdo de micro-
organismos pelo processo de alta pressdo hidrostatica pode variar devido a diversos fatores
tais como: nivel, tempo e temperatura de pressurizagdo, do tipo e da fase de crescimento do
micro-organismo utilizado, além da composicdo do meio ou do alimento.

O processamento de alimentos a alta pressdo pode também ser através do método de
Alta Pressdo Dinamica (HUAP). Torrezan (2003) relata que este processo € realizado para
alimentos fluidos com equipamentos dotados de pistdes onde ocorre o bombeamento,
pressurizacdo e homogeneizacao.

O mecanismo de inativacdo de micro-organismos no processo de HUAP ndo é
plenamente elucidado, mas seu efeito sobre as células é de rompimento (DIELS et al., 2005).

Nesse processo, atribui-se a morte celular ao atrito, cisalhamento, friccdo e cavitacdo. Isso
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ocorre no momento em que o fluido passa pela valvula de homogeneizacdo (KLEINIG;
MIDDELBERG, 1998), em funcéo do espaco restrito para a passagemdo fluido ou pelas altas
velocidades atingidas ou ainda pela queda brusca de pressdo. Acredita-se que todos esses
mecanismos sejam validos, mas ndo existe consenso sobre qual é o mais relevante para o
processo (INNINGS; TRAGARDH, 2007).

Mecanismos como turbuléncia, velocidade e magnitude da queda de pressdo e
viscosidade dindmica também foram propostos (DOULAH et al., 1975). Dois parametros
afetam fortemente a inativagdo microbiana pelo processo de HUAP, a viscosidade do fluido e
a temperatura (THIEBAUD et al., 2004).

Um sistema de processamento a alta pressdo de uso industrial pode custar entre 500
mil e 2,5 milhdes de dblares dependendo do tamanho e automacdo do modelo. Ja os produtos
produzidos com essa tecnologia podem custas entre 6 a 12 centavos de dblar a mais por
quilograma  produzido em relagdo a  processos  térmicos  convencionais
(BALASUBRAMANIAN; FARKAS, 2008).

2.2.2 Processamento a Alta Pressdo Utilizando Di6xido de Carbono

Cada vez mais o uso do dioxido de carbono a alta pressdao (HPCD) € tido como uma
tecnologia muito promissora na indlstria de alimentos, principalmente em processos que
envolvem a inativagdo de micro-organismos (GARCIA-GONZALES et al., 2007).

O diéxido de carbono possui diversas condi¢Ges favoraveis ao seu uso na industria de
alimentos. Conforme Zhang et al. (2006) o di6xido de carbono é um gas nao inflamavel, ndo
toxico, inerte, com temperatura critica de 31,1°C. No estado supercritico tem baixa
viscosidade e tensdo superficial zero, além de ter baixo custo quando comparado com outros
gases.

O processamento com HPCD envolve o contato dos alimentos com um fluido
supercritico (ou pressurizado), durante um determinado tempo, podendo ser de forma
continua ou semi-continua (ZHANG et al., 2006). Este processo inativa efetivamente os
micro-organismos vegetativos e, devido ao uso de baixas temperaturas, mantém as
caracteristicas originais do produto.

Um fluido é chamado de fluido supercritico quando as condicdes de temperatura e

pressdo se encontram acima da temperatura critica e da pressdo critica do referido fluido,
9



ponto no qual o vapor e o liquido possuem a mesma densidade e acimas das condicOes
denominadas criticas o fluido ndo pode ser liquefeito através do simples aumento da pressdo
(McNALLY, 1996).

Segundo Darr e Poliakoff (1999), fluidos supercriticos podem ser relativamente
densos e dissolver certos solidos, exibindo alta difusidade e baixa viscosidade. Além disso,
nas vizinhancas do ponto critico, tais fluidos sdo altamente compressiveis e a densidade pode
ser alterada sobre uma vasta faixa de pressao e temperatura, conforme pode ser observado na
Figura 1. Esta capacidade pode ser (til na separacdo de produtos reacionais ou no

fracionamento de polimeros.
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Figura 1 — Variac¢&o da densidade do CO> puro a 35°C.

As propriedades dos fluidos supercriticos mais importantes sdo a densidade, a
viscosidade e o coeficiente de difusdo. Propriedades relacionadas a capacidade de
solubilizagcdo como a densidade aproximam-se daquelas tipicas de um liquido, enquanto que
propriedades relacionadas ao transporte de matéria, como a difusividade e a viscosidade
apresentam valores tipicos de um gas. Estas propriedades, particularmente a densidade,
podem ser alteradas com pequenas variaces de pressdo e/ou temperatura. Na zona proxima
do ponto critico é onde se produzem, com pequenas alteracBes de pressdo, as maiores
variacdes da densidade do fluido supercritico (CARDOSO, 2002).

Dentre os fluidos que podem ser usados como fluidos supercriticos, o didéxido de
carbono apresenta algumas vantagens, conforme citado por Choiet al. (2008):

o Nao cria problemas ambientais;
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o Nao e toxico nas quantidades utilizadas;

Nao é inflamavel;

e Ecomercializado em larga escala;
e Mesmo em altos graus de pureza é barato quando comparado a outros gases;
e E considerado inerte do ponto de vista quimico;

e Pode ser utilizado em temperaturas inferiores a 50°C.

O mecanismo de inativacdo de bactérias por HPCD ndo esta, no entanto, totalmente
elucidado, embora vérias teorias tenham sido apresentadas nos ultimos anos (GARCIA-
GONZALEZ et al.,, 2007; ZHANG et al., 2006).

2.2.3 Mecanismo de A¢do Bactericida do Dioxido de Carbono

E conhecido que o didxido de carbono pode exercer um efeito inibidor sobre o
crescimento bacteriano. Estudos ainda séo realizados para avaliar as principais teorias para
explicacdo da acdo bacteriostatica do didxido de carbono.

Segundo Garcia-Gonzalez et al. (2007) e citado por Silva (2011), existem diferentes
etapas no mecanismo de inativacao e estas podem ser resumidas da seguinte forma:

e Solubilizacdo do didéxido de carbono pressurizado na fase externa liquida. Em
alimentos ou caldos com alto teor de agua, o didxido de carbono pode se dissolver na
agua para formar o acido carbdnico (H,CO3), 0 qual se dissocia em bicarbonato
(HCO3), carbonato (CO4%) e hidrogénio (H*) para formar o equilibrio. Como
conseqiiéncia do equilibrio, a 4gua entra em contato com o didxido de carbono
pressurizado, tornando os ions &cidos devido a formacdo e dissociacdo do acido
carbdnico, que libera ions de hidrogénio. Este fato reduz o pH extra celular que pode
inibir o crescimento microbiano e também pode diminuir a resisténcia microbiana a
inativacdo por causa do aumento do consumo de energia para manter a homeostase do

pH pela forca motriz do préton.
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Modificacdo da membrana celular. Ao se aproximar da superficie da célula bacteriana,
o0 diéxido de carbono aquoso pode se espalhar no plasma da membrana e pode se
acumular dentro da sua camada lipofilica interna. A grande afinidade entre 0 CO; e a
membrana plasmatica foi confirmada por Spilimbergo et al. (2002), que calculou que
0 diéxido de carbono pode ser dissolvido nos fosfolipidios da membrana celular em
um grau muito elevado. Este montante de CO, acumulado na fase lipidica pode entdo,
sofrer um transtorno tanto estrutural como funcional da membrana celular devido a
uma perda na cadeia lipidica, o que pode aumentar a fluidez e, portanto, a
permeabilidade da membrana.

Redugdo pH intracelular. Devido ao aumento da permeabilidade da membrana, o
dibxido de carbono pressurizado pode penetrar facilmente através da membrana
celular bacteriana e se acumular no interior do citoplasma das células. No citoplasma,
as concentragdes relativas de ambos CO, e HCO3 aquosos, estdo sendo controladas
pelo pH interno como resultado do pH da homeostase, a fim de manter o pH do
citoplasma constante (0 que € essencial para viabilidade celular ideal e da atividade
celular).

Inativacdo de enzimas/inibicdo do metabolismo celular devido a reducdo do pH.
Mesmo que muitos aspectos da estrutura e funcdo celular sejam influenciados pelo pH,
a atividade catalitica das enzimas € especialmente sensivel. Enzimas que compdem a
maioria das proteinas no citosol tém atividade maxima no pH 6timo e sua atividade
diminui drasticamente em ambos lados do ideal. Assim, a reducdo do pH citosdlico
pode causar a inibicdo e/ou inativacdo de enzimas essenciais para a regulacdo dos
processos metabolicos.

Efeito inibitorio direto do CO, e HCO3 molecular no metabolismo. O regulamento de
uma via metabdlica pode ocorrer em varios niveis. A taxa de reacdo enzimatica ndo €
apenas uma funcdo do pH, mas também das concentracfes intracelulares do substrato,
produto, cofator, os quais sdo 0s elementos fundamentais na regulacdo da atividade
enzimatica. A concentracdo de &cido carbdnico parece ser fundamental para a
regulacdo da atividade enzimatica com algumas enzimas sendo estimuladas e outras
inibidas por este anion.

Transtorno do equilibrio intracelular de eletrélitos. Danos letais ao sistema bioldgico

das células podem ser produzidos quando aplica-se pressdo e acumula-se di6xido de
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carbono no interior do citoplasma das células bacterianas. Este fato, pode converter o
HCO3 para CO3, 0 que poderia precipitar eletrolitos inorganicos intracelulares a partir
de células e membranas celulares.

e Remocdo dos componentes vitais das células e membranas celulares. Diferentes
autores (Kamihira et al., 1987; Lin et al., 1992a, 1993 apud Garcia-Gonzalez et al.,
2007) também sugeriram que o CO, acumulado pode ser devido ao seu poder de
solvéncia relativamente alto e “extrair” constituintes vitais das células ou das
membranas celulares. Neste mecanismo, sob pressdo, o CO, primeiro penetra nas
celulas para construir a densidade de um nivel critico no interior das células, depois,
remove componentes intracelulares (como fosfolipidios e compostos hidrofobicos)
para perturbar ou alterar a estrutura das membranas e/ou o equilibrio do sistema

biolégico, promovendo assim a inativacéo.

Corroborando com estes mecanismos propostos, diferentes autores tém sugerido
mecanismos de inativacdo microbiana semelhantes. Para Jacobsen e Bertelsen, (2002) apud
Choietal. (2008), o diéxido de carbono supercritico é facilmente absorvido pela carne e pode
diminuir o pH. Quando a carne € exposta ao didxido de carbono, o &cido carbdnico é formado,
se dissociando em bicarbonato e ions de hidrogénio. Além disso, a presséo e a temperatura do
tratamento podem afetar as interacGes moleculares e conformacdo da proteina, levando a
desnaturacdo e agregacdo da proteina da carne (MESSENS et al., 1997).

Segundo Spilimbergo e Bertucco (2003), os efeitos inibitérios do didxido de carbono
supercritico em bactérias patogénicas de origem alimentar sdo causados pela inducdo dos
seguintes fenbmenos: (1) a ruptura celular explosivo devido a um aumento da pressdo interna,
(2) a modificacdo das membranas celulares e a extracdo de lipidios da parede celular (3), a
inativacdo de enzimas essenciais para 0 metabolismo celular, e (4) a extracdo de substancias
intracelulares.

De acordo com Patterson (2005) a membrana celular é a parte do micro-organismo
gue mais sofre acdo da alta pressdo. Ela provoca mudancas na organizacdo molecular do
complexo lipideo-peptideo rompendo a estrutura da membrana de dupla camada de acidos
fosfatidicos. Quando ocorre a reorganizacdo da membrana, ocorrem alteraces nas funcoes
das proteinas que controlam a permeabilidade de ions, 0 que faz com que a membrana perca a
sua funcionalidade (PATTERSON, 2005)
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2.2.4 Inativagdo de Micro-organismos Utilizando Di6xido de Carbono Pressurizado

A maioria das pesquisas com didéxido de carbono a alta pressdo tem sido realizadas
usando suspensdes de culturas de diferentes micro-organismos e, quando aplicado em
alimentos, o método é preferencialmente aplicado a produtos liquidos (DAMAR; BALABAN,
2006; GARCIA-GONZALEZ et al., 2007). No entanto, si0 poucas as pesquisas realizadas
comalimentos solidos.

Estudos realizados por Damar e Balabam (2006) em suspensdes de culturas puras, de
diferentes micro-organismos, demonstraram que a inativagdo microbiana alcancada pela
HPCD variou de 2 a 12 logs com pressdes abaixo de 50 MPa e temperaturas entre 5 a 60°C.

J& 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 inativacéo total
deste micro-organismo sob diversas condicdes.

Em trabalho feito por Kincal et al. (2005) suco de laranja foi processado com diéxido
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 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 redugdo 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 came suina
marinada, quando o didxido de carbono supercritico foi aplicado em pressao de 14 MPa e 45
°C por 40 min., a reducdo dos niveis de Listeria monocytogenes foi de 2,49 e 1,92 log
UFClcn? .

Ja em seus estudos, Fabroni et al. (2010) demonstraram que o tratamento de suco de
laranja com HPCD em pressdes de operacdo (130 bar) e determinada quantidade de CO»
(0,385 gCO,/g suco), levam a boa inativacdo microbiana, prolongando a vida de prateleira do
suco do laranja.

Erkmen e Karaman (2001) avaliaram a cinética de inativagdo de Salmonella

typhimurium através da utilizacdo de didéxido de carbono pressurizado na faixa entre 1,51 a
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7,56 MPa a 35°C. As taxas de inativacdo aumentaram conforme ocorreu 0 aumento da
pressdo. A inativacdo seguiu uma cinética de reacdo de primeira ordem, com taxa de
inativacdo especifica (k) e tempo de reducdo decimal (D) que variaram de 0,0975 para 1,5561
min™ e de 23,63 para 1,48 min., respectivamente.

Erkmen (2000), avaliou a inativacdo microbiana com di6xido de carbono a 6,1 MPa e
tempo de 150 min., conseguindo reduzir em 5 log a contagem de Brochothrix thermosphacta

emcarne.

2.3 Listeria monocytogenes e Listeriose

Ha muitos anos que a Listeria monocytogenes € uma bactéria conhecida dos
pesquisadores e suas caracteristicas de patogénicas vém atraindo diversos estudos desde que
Murray e seus colegas relataram, em 1924, o primeiro isolamento de um micro-organismo
responsavel por uma leucocitose mononuclear tipica em coelhos, denominando-o de
Bacterium monocytogenes (MURRAY et al., 1926).

Conforme Breed et al. (1948), em 1930 Pirie isolou um micro-organismo semelhante
em roedores e 0 nomeou de Listerella hepatolytica em homenagem ao cirurgido britanico Sir
Joseph Lister. A denominacéo Listeria monocytogenes so foi definida em 1940 e, em 1948 foi
incluida no Manual Bacteriologico Determinativo de Bergey.

O género Listeria contém seis espécies, L. monocytogenes, L. ivanovii, L. welshimeri,
L. innocua, L. seeligeri e L. grayi. Porém, apenas as duas primeiras sdo patogénicas
(GASANOV et al., 2005; REISSBRODF, 2004).

Caracteriza-se como um bacilo curto de 0,4 a 0,5 um de didmetro e 0,5 a 2 um de
comprimento, gram-positivo, anaerébio facultativo, ndo esporulado e ndo formador de
capsulas. Apresentam mobilidade a 25°C devido a presenca de flagelos peritriquios (BREED,
1948). Pode multiplicar-se em uma ampla faixa de temperatura (1°C a 45°C) e pH (4,3 a 9,6),
além de tolerar concentracfes salinas maiores que 10% (ROCOUT et al., 1997).

L. monocytogenes € um patdgeno associado com altas taxas de hospitalizacdo (CDC,
1999). Segundo estimativas, anualmente 2500 pessoas adquirem listeriose nos Estados Unidos
da America, das quais 500 morrem (CDC, 2008). A partir do ano de 1980, diversos casos de
listeriose passaram a ser relatados, em 1981, no Canada, teve-se um registro da doenca em

que o alimento contaminado foi uma salada de repolho do tipo coleslaw (ROCOURT, 1996).
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Segundo Farber e Peterkin (1991) e Gerner-Smidt (2007) os alimentos mais
comumente envolvidos em casos de listeriose destacam-se 0s prontos para consumo,
guardados em ambientes refrigerados e que ndo passam por cozimento antes do consumo,
como leite e derivados, carne e derivados, vegetais e frutos do mar.

Os alimentos contaminados se constituem nas maiores fontes de transmissdo do micro-
organismo, tanto nos surtos como nos casos esporadicos de listeriose, o trato gastrointestinal
(TGI) ¢é o principal ponto de entrada do patdgeno e foco de colonizacdo. A fim de colonizar o
TGI, o micro-organismo deve sobreviver as condigdes adversas, como a acidez estomacal, a
alta osmolaridade e a presenca de sais biliares no intestino delgado (COOB et al., 1996).

Vaérios fatores influenciam o sucesso da colonizagdo por L. monocytogenes no
hospedeiro, como a presenca de células citotoxicas e linfocitos T do sistema imune intestinal,
a integridade do epitélio intestinal, carga microbiana do alimento contaminado e grau de
viruléncia das cepas (JACQUET et al., 2002). Rossmanith et al. (2006) citam que na Australia
em 2004, a taxa de mortalidade por listeriose foi de 21 %.

A listeriose ainda € responsavel por casos de aborto, meningite e septicemia,
diagnosticadas principalmente em pessoas pertencentes a grupos de risco tais como
imunodeprimidos, idosos, criancas e mulheres gravidas (FARBER; PETERKIN, 1991).
Roberts (2003) afirma que L. monocytogenes pode causar duas formas clinicas de listeriose:
infeccdo ndo invasiva limitada ao intestino e infeccdo invasiva localizada ou sistémica.

No Brasil, a Unica legislacdo existente que trata do controle de Listeria em alimentos
processados refere-se a queijos de média a elevada umidade, onde exige-se “auséncia” em 25
g de amostra (BRASIL, 2001).
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Entretanto, tal micro-organismo encontra-se amplamente distribuido no ambiente; em
solos, dgua, adguas residuais e vegetacdo em decomposicdo, sendo comum no intestino de
humanos e animais domésticos, produtos agricolas frescos e meio ambiente da area de
processamento na industria (TOMPKIN et al., 2001). Este tem sido isolado de diferentes
alimentos, tais como leite cru e pasteurizado, queijo, carne bovina, suina, de aves, peixes,
embutidos, carne moida de diferentes animais, produtos carneos crus e termoprocessados,
aléem de produtos de origem vegetal, de origem marinha, e refeicbes preparadas. Estes
isolamentos tém sido realizados ndo sé em outros paises como também no Brasil (FRANCO;
LANDGRAF, 2003). De acordo com Franchin (2008), no Brasil, trabalhos indicam a
presenca de Listeria monocytogenes em camardes (10% - regido sul), filé de peixe (29,1% -
regido sul), leite pasteurizado e ensacado (16,7% - regido nordeste), produtos carneos

refrigerados (10% - regido sudeste), e mortadelas (8% - regido sudeste).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacéo do inéculo

Foi utilizado o micro-organismo Listeria monocytogenes (ATCC 7644) obtido da
colecdo de culturas do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da URI - Campus de Erechim. O
inbculo inicial foi preparado pela transferéncia da cultura estoque de L. monocytogenes 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 condicBes assépticas, sendo incubado a 37°C por um
periodo de 24 horas.

A cada 48 horas foi realizado um repique em um novo Erlenmeyer contendo 50 mL de
meio LB liquido, onde foram acrescentados 2 mL do indculo anterior. O nimero inicial de L.
monocytogenes antes dos experimentos manteve-se em torno de 10*° unidades formadoras de

coldnias por mililitro (UFC/mL).
3.2 Descricdo do Aparato Experimental

Os experimentos de inativacdo de micro-organismos a altas pressoes realizados neste
trabalho foram todos realizados em uma célula de volume variavel com visualizacdo, dotada

de um pistdo mdvel, que permite a variacdo de volume e, consequentemente, da pressdo no

interior da célula. A Figura 2 apresenta o diagrama esquematico da unidade experimental.
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Figura 2 - Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado.

A unidade experimental é formada pelos seguintes componentes:

C1- Reservatorio de solvente: armazenamento do solvente utilizado nos experimentos;
V1 - Vélvula de esfera (Marca HOKE, Modelo 7155F2Y). Esta valvula quando aberta
permite o fluxo do solvente do cilindro para bomba;

BR- Banho de recirculagdo (Marca QUIMIS, Modelo 214M2): é usado para manter a
temperatura no cilindro da bomba constante;

BS - Bomba de alta pressdo (ISCO 500): para a verificacdo da inativacdo através desta
técnica é necessario um equipamento que permita a quantificacdo da massa do fluido
deslocada e que sirva para manipular a pressdo do sistema. Bombas do tipo seringa
encaixam-se perfeitamente neste contexto, pois possuem um cilindro interno onde
pode ser computado o volume ou massa de fluido e, a0 mesmo tempo, permite a
pressurizacdo e despressurizacdo do sistema conforme este fluido é deslocado (a partir
ou para dentro) deste reservatério, respectivamente. Neste trabalho foi utilizada uma
bomba seringa (Marca ISCO, Modelo 500D) que possui um cilindro interno de 500

mL, pressdo de trabalho de até 500 bar e fluxo de até 107mL/min. O cilindro da
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bomba é encamisado, o que possibilita a manutencdo da temperatura do reservatorio
em um valor pré-determinado com auxilio de umbanho de recirculacéo;

CE - Célula de equilibrio de volume variavel: consiste em um cilindro de aco inox
316, com capacidade maxima de 25 mL, possuindo um diametro interno de 17,2 mm e
comprimento de 176 mm. No interior da célula existe um pistdo que tem por objetivo
controlar o volume e, consequentemente, a pressdo do sistema. A célula possui duas
entradas superiores: uma para conexdo com termopar (ST) e outra com a valvula de
alimentacdo (V7); uma entrada lateral onde é fixada a janela de safira lateral (JS) e
entrada frontal (janela frontal) e traseira (fechamento e conexd com a valvula V5);

JS - Janela de safira e janela frontal: a célula possui duas janelas de safira (Swiss
Jewel Company), sendo uma janela frontal (d=25,4 mm e espessura = 9,52 mm) para
visualizacdo do interior da célula e outra lateral (JS) (d = 15,87 mm e espessura = 4,56
mm) para entrada de luz;

V2 - Valvula de via unica (Marca HOKE, Modelo 6133F2Y): a funcédo desta valvula é
permitir o fluxo em apenas um sentido. E inserida entre o cilindro do solvente e a
bomba apds a valvula V1 com o intuito de evitar que pressbes elevadas fossem
aplicadas a cabeca do cilindro;

V3, V4 e V5 - Valvulas de esferas (Marca SWAGELOK, Modelo SS-H83PF2): a
funcdo das valvulas de esfera é interromper e permitir o fluxo em uma determinada
linha. As valvulas empregadas na unidade sdo do tipo esfera, com pressao de trabalho
de 690 bar a temperatura ambiente; Valvula V3: utilizada para isolar a unidade da
bomba de alta pressdo durante a montagem e desmontagem da célula de equilibrio.
Vélvula V4: utilizada para isolar a cAmara do transdutor durante o processo de
descarga do sistema. Sua fungdo é impedir que qualguer quantidade de soluto entrasse
na camara do transdutor. Valvula V5: sua funcéo e impedir a passagem de fluxo para o
fundo da célula durante o processo de carga do solvente ao sistema e também para
permitir a pressurizacdo do fundo da célula através da passagem do liquido
comprimido até o fundo do pistéo;

V6- Valvula de alivio (Marca SWAGELOK, Modelo SS-4R3A): é a valvula de
seguranca do sistema. Quando a pressdo do sistema aumenta demasiadamente, esta

valvula se abre automaticamente evitando riscos de operacdo. Estas valvulas de alivio
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possuem uma faixa de abertura que pode ser regulada (275-340 bar para este modelo).
Apos a reducdo da pressdo do sistema, a valvula fecha mecanicamente;

V7- Valvula de alimentacdo (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511 AF1): permite
a alimentacdo do liquido comprimido a célula. A valvula em questdo permite uma
abertura gradual e, consequentemente, uma regulagem do fluxo de solvente
alimentado a célula;

V8 - Valvula de descarga (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511 AF1): usada para
descarga do sistema e despressurizacdo do fundo da célula;

BR2 e Linha Pontilhada - Sistema de aquecimento da célula: o sistema de
aquecimento da célula é composto por uma célula de equilibrio encamisada. O
controle de temperatura € realizado por um banho termostatico de recirculacdo (BR2)
(Marca MARCONI, Modelo MA 184/6) onde hd circulagdo de adgua de banho
passando para a parte encamisada e retornando ao banho maria. As roscas de
fechamento da célula sdo alongadas para permitir que possa realizar a entrada de luz e
a visualizacdo da amostra atraves das janelas de safira;

IT - Indicador de temperatura (Marca DIGMEC, Modelo FHMD): é um conjunto
composto por um sensor de temperatura (termopar) tipo Y e um indicador de
temperatura, utilizado para medir o valor real da temperatura da solugéo no interior da
célula. Este sensor é inserido na célula de modo que a junta fria fique no centro da
célula;

TP - Transdutor de pressdo (Marca SMAR, Modelo LD 031): é conectado a linha
proveniente da bomba para verificar a real pressdo do sistema. Foi utilizado um
transdutor de pressdo absoluto com faixa de operacdo de 0-250 bar para medida da
pressdo do sistema. De acordo com especificacdo da fébrica, a precisdo do
equipamento é de 0,125 % da faixa operacional (0,31 bar);

MP - Monitor de pressdao (Marca SMAR, Modelo HT2, Verséo 5.08): os valores de
pressdo eram coletados em um indicador que recebe um sinal digital do TP indicando
a pressdo da linha. Ambos o0s equipamentos, transdutor e monitorador eram
alimentados em corrente continua entre 12 e 30 V. Para tal foi utilizada uma fonte de
energia (FE);

FE - Fonte de alimentacéo de energia: utilizada para manter a tenséo e alimentar em

corrente continua o transdutor e 0 monitor de presséo;
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e AM - Agitador (Marca Velp Scientifica): utilizado somente como suporte para melhor
visualiza¢do do processo na janela da célula;

e FL - Fonte de luz: foi utilizado um feixe de luz branca na janela lateral da célula para
iluminar o interior da célula e facilitar a visualizagdo do processo;

e ST - Termopar.

Na Figura 3 é apresentada a estrutura geral da unidade experimental empregada no
presente trabalho e seus componentes (A) e a célula de equilibrio (B), onde podem ser
observadas as conexdes que servem para alimentacdo de CO; e insercdo do termopar. Além
disso, pode-se observar a parte encamisada onde é feita a conexdo que permite a circulacéo de

agua para garantir que o experimento ocorra na temperatura desejada.

(B)
Figura 3 — Estrutura geral da unidade experimental utilizada neste trabalho (A) e célula de
equilibrio de fases (B).

3.3 Determinagédo dos dados de inativacdo de micro-organismos a altas pressdes

O procedimento experimental utilizado para o estudo da inativacdo de Listeria
monocytogenes a altas pressoes, utilizando o aparato experimental descrito acima segue 0s
seguintes passos:

e inicia-se com o carregamento do cilindro da bomba com o dioxido de carbono
proveniente do cilindro de estocagem. A carga de solvente envolve algumas etapas,
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sendo a primeira a transferéncia do solvente do cilindro para a camara interna da
bomba. Recomenda-se alimentar uma quantidade de solvente relativamente grande
dentro da cdmara da bomba ja que o proprio solvente era utilizado como fluido
pressurizador.

Depois é ajustada a temperatura do banho de recirculacdo (BR1), em torno de 5°C,
para manter a temperatura no cilindro da bomba constante e a pressdo mantida em 100
bar.

Nesse momento, realiza-se a montagem da célula de equilibrio.

Ainda na montagem da célula, deve dar-se atencdo especial a montagem do pistédo,
sendo que o fechamento das extremidades do pistdo deve ser efetuado de forma que o
pistdo possa deslizar pelo interior da célula e ndo permita a passagem e troca de
fluidos entre a parte anterior e posterior do pistao.

Nesse momento a célula é recolocada na unidade e a mesma € abastecida com o
auxilio de uma seringa estéril com a quantidade de indculo de Listeria monocytogenes
correspondente a quantidade pré-estabelecida para o experimento no planejamento
experimental.

Posteriormente, ocorre o fechamento da célula, insercdo do termopar e linha
alimentacdo de diéxido de carbono. Deve-se ter cuidado nesse ponto, pois o
fechamento inadequado pode resultar em vazamentos e conseqlente perda do
experimento.

A bomba de seringa possui um reservatorio interno encamisado (cilindro da bomba) de
forma que se pode conhecer o volume de solvente dentro do reservatorio a uma
determinada pressdo e temperatura. A medida do volume deslocado, a fim de formar
uma mistura de composicdo desejada, sera computada baseada no decréscimo do
volume interno do cilindro da bomba pela abertura da valvula V7. Para tal, é
necessario conhecer a densidade do solvente como liquido comprimido na pressdo e
temperatura do cilindro da bomba.

A temperatura e pressdo do solvente na bomba sdo mantidas constantes durante a
carga e a massa de solvente adicionada ¢ computada com base em sua densidade.
Durante o processo de carga do solvente, nenhuma pressdo é aplicada no fundo do
pistdo, para permitir que o experimento comece com a célula em seu volume méaximo.

Apos a alimentacdo, a pressdo do sistema é entdo reduzida a 50 bar.
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e Apos, faz-se a conexdo das mangueiras de circulacdo de dgua do banho termostatico

de recirculacdo (BR2) na célula para que o experimento ocorra na temperatura pre-

estabelecida pelo planejamento experimental. Essa temperatura pode ser observada

pela leitura do termopar.

e Por fim, faz-se a programacdo da bomba conforme o planejamento experimental e

executa-se o0 programa.

Todos os experimentos, com excecdo das cinéticas, foram estipulados em 2 horas e

pressdes inicial de 80 e final de 200 bar. Nesse intervalo de tempo ocorrem os ciclos que

consistem de pressurizacdo (sempre a 100 bar.mint), permanéncia em 200 bar e

despressurizacdo até 80 bar com taxa definida pelo planejamento experimental.

Os efeitos da temperatura, taxa de despressurizagdo, numero de ciclos e razdo entre

massa de CO; e massa da cultura de L. monocytogenes foram avaliados através da realizacdo

de delineamento composto central (DCC) 2* e 23, com realizacdo de triplicata no ponto central

cujos niveis sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis das variaveis independentes avaliados no primeiro e segundo delineamento

composto central.

1°DCC
Variaveis Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 33 37 41
Taxa de despressurizacéo (bar.min™) 10 55 100
Numero de ciclos 1 4 7
Razdo massa de cultura e a massa de CO, 1.01 1:0,8 115
2°DCC
Taxa de despressurizacdo (bar.min™?) 10 55 100
Numero de ciclos 1 4 7
Razdo massa de cultura e a massa de CO2 1:.02 1:05 1:0,8

Ao termino de cada experimento, apds a abertura da célula, realizou-se o

plagueamento em meio LB agar (triptona 10,0 g L?, extrato de levedura 5,0 g L™, NaCI 5,0 g
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L!, agar 20g L™) estéril, e posterior incubacdo por 24 horas a temperatura de 37°C para
posterior contagem dos micro-organismos, expressos em UFC/mL.

As andlises estatisticas referentes aos efeitos estimados de cada varidvel foram
realizadas com auxilio do software Statistica 8.0 (STARSOFT, USA).

3.4 Determinacéo da cinética de inativacdo de Listeria monocytogenes

Foram realizadas cinéticas de inativacdo para verificar as redugdes das contagens de
micro-organismos viaveis. Para avaliar o efeito da taxa de despressurizacdo sobre a inativagédo
de L. monocytogenes através da utilizagdo de CO; supercritico, foram realizados experimentos
comtaxas de despressurizacéo de 200, 160, 120, 80 e 60 bar.min™. Todos esses experimentos
tiveram duracgdo total de 2 horas (pressurizagdo, fase estacionaria e despressurizagéo), 1 ciclo,
razdo entre massa de indculo e massa de CO, de 1:0,2, temperatura de 33°C e taxa de
pressurizacdo de 100 bar.min™.

Para avaliar o efeito do tempo de pressurizacdo sobre a inativacdo de L.
monocytogenes através da utilizacdo de CO, supercritico, foi feita uma cinética de inativacdo
em funcéo do tempo do processo (pressurizacdo, fase estacionaria e despressurizacdo) com 5,
10, 15, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, com 1 ciclo, razdo entre massa de inoculo e massa
de CO, de 10,2, temperatura de 33°C, taxa de pressurizacdo de 100 bar.min™ e taxas de
despressurizacéo de 100, 120 e 160 bar.min™.

O modelo matematico para determinar o tempo de reducdo decimal (valor-D) de
L.monocytogenes em uma determinada taxa de despressurizacdo foi baseado em um balanco
diferencial de primeira ordem (baseado em similaridades com processos de tratamento

térmico);

dN
— =—kN 1
o 1)
onde N é o nimero de UCF, t é tempo de processo, k é a constante de proporcionalidade.
Integrando-se a equacgdo (1) coma seguinte condi¢do inicial N (t=0) = No, onde Ng é 0

ndamero de UCF inicial, tem-se;

INN —In N, = -kt (2)
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Rearranjando a equacao (2) emtermos de log tem-se;

Iog(NﬁJ:—%t (3)

onde, k = 1/D e D definido como a constante de reducdo decimal, a qual representa o tempo

necessario para haver a reducdo de 1 (um) ciclo log no processo.

Para a obtencdo do valor D, foi realizada a regresséo linear entre os diferentes tempos
de exposicdo do micro-organismo a taxa de despressurizacdo e o log de UFC sobreviventes,
sendo D o inverso do coeficiente angular da reta ajustada.

A constante de resisténcia de morte de L. monocytogenes a taxa de despressurizagcao

(valor-Z) foideterminada pela seguinte equacao:

D 1
log {Elj:f C,-C, 4)

2

Onde D; e D, sdo valores de redugdo decimal obtidos para as taxas de despressurizagdo C1 e
C2, respectivamente. A constante Z representa a alteracdo de concentragdo necessaria para
que ocorra uma alteracdo de um ciclo log (90% de redugéo) no tempo de morte ocasionado
pelo sistema.

Para a obtengéo do valor Z, foi realizada a regresséo linear entre as diferentes taxas de
despressurizacdo (C) e o log do respectivo valor D. Sendo Z obtido a partir do inverso do
coeficiente angular da reta ajustada. E interessante salientar que a Equacdo (3) é de
fundamental importancia e utilidade em projetos, simulacGes e aplicacdes industriais do

sistema em foco neste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo da inativacdo de Listeria monocytogenes usando CO; supercritico

Na Tabela 2, pode-se observar os resultados obtidos no primeiro DCC, onde foram
avaliados os efeitos da temperatura, taxa de despressurizacdo, nimero de ciclos e a razdo
entre a massa de cultura bacteriana e a massa de CO, (R), no processo de inativacdo de

Listeria monocytogenes.

Tabela 2 - Matriz do 1° DCC (valores reais e codificados) contendo os resultados de

inativacdo de L. monocytogenes.

Taxa de N© de N°
Exp. Temperatura despressurizagdo Ciclos R sobreviventes Logio UFC/mL
(°C) (bar.min™) (UFC/mL)

1 -1(33) -1 (10) -1(2) -1(0,1) 565000 5,76
2 1(41) -1 (10) -1(1) -1(0,1) 500000 5,69
3 -1(33) 1 (100) -1(2) -1(0,2) 190000 5,27
4 1(41) 1 (100) -1(1) -1(0,1) 530000 5,72
5 -1(33) -1 (10) 1(7) -1(0,2) 410000 5,61
6 1(41) -1 (10) 1(7) -1(0,1) 500000 5,69
7 -1(33) 1 (100) 1(7) -1(0,1) 321000 55
8 1(41) 1 (100) 1(7) -1(0,1) 120000 5,07
9 -1(33) -1 (10) -1 (1) 1(1,5) 90000 4,95
10 1(41) -1 (10) -1(1) 1(1,5) 80000 4,9
11 -1(33) 1 (100) -1(1) 1(1,5) 60000 4,77
12 1(41) 1 (100) -1(1) 1(1,5) 30000 4,47
13 -1(33) -1 (10) 1(7) 1(1,5) 15000 4,17
14 1(41) -1 (10) 1(7) 1(1,5) 43000 4,63
15 -1(33) 1 (100) 1(7) 1(1,5) 34000 4,53
16 1(41) 1 (100) 1(7) 1(1,5) 0 0

17 0 (37) 0 (55) 0(4) 0(0,8) 61000 4,78
18 0 (37) 0 (55) 0(4) 0(0,8) 63000 4,79
19 0 (37) 0 (55) 0(4) 0(0,8) 72000 4,85

Pode-se observar grandes diferencas quanto ao numero de micro-organismos

sobreviventes ao processo de inativacdo, indo desde a inativacdo completa (experimento 16)
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até a sobrevivéncia de 565.000 UFC/mL (experimento 1) onde houve a reducdo de 5 logs em
relacdo a contagem inicial de L. monocytogenes.

Os resultados da Tabela 2 foram tratados estatisticamente com o objetivo de explicitar
o efeito das variaveis sobre as respostas obtidas. Utilizou-se no tratamento p<0,05, e o

tratamento é apresentado na Figura 4.

(OR CO; -6,1050
(2)Taxa Despres. | .;20131
(3)n° Ciclos ¢ -1,32015
(1 Temparatura ¢ 25876
=05

Figura 4 - Gréfico de Pareto representando os efeitos das variaveis independentes do DCC 2*

na inativacao de Listeria monocytogenes com CO; supercritico.

Como pode ser observado, apenas a razdo entre a massa de cultura de L.
monocytogenes e a massa de CO, mostrou-se significativa (p<0,05) diferentemente das
demais, ou seja, quanto maior a oferta de didxido de carbono, mais eficiente foi a inativacéo
de L. monocytogenes.

A maior concentracdo de CO, facilita uma maior solubilizacdo do gas no interior das
células bacterianas fazendo com que no momento da despressurizacdo, quando ocorre a
expansdo do didxido de carbono, o rompimento celular ocorra com maior facilidade levando a
maior eficiéncia na inativagdo do micro-organismo (KARAMAN; ERKMEN 2001).

Porém pode-se observar na Tabela 2, que os resultados foram semelhantes nos
experimentos realizados coma maior razdo entre massa de L. monocytogenes e CO; e 0 ponto

central com mostrando que razbes de massa de L. monocytogenes e CO, menores de 1:1,5
28



podem apresentar resultados satisfatorios, que além de ser eficiente na inativacdo do micro-
organismo traga economia ao processo. Além disso, 0 excesso de CO, pode estar distorcendo
ou mascarando o efeito das demais variaveis, com isso decidimos manter as varidveis taxa de
pespressurizacdo e numero de ciclos no proximo planejamento experimental mesmo estas ndo
terem mostrado efeito significativo.

A variavel temperatura ndo apresentou efeito significativo sendo um excelente
resultado, pois mostra que a temperatura ndo exerce influéncia sobre o processo de inativacao,
e por tanto a mesma pode ser fixada em seu nivel mais baixo (33°C) para os demais
experimentos, temperatura esta proxima a temperatura ambiente, gerando economia de
energia durante o processo e mantendo-se distante das temperaturas que trazem prejuizos
nutricionais e sensoriais aos alimentos.

Assim, observou-se a necessidade da realizacdo de um novo DCC com ajustes das
faixas de abrangéncia das variaveis estudadas cujos niveis podem ser observados na Tabela 1.

Em funcéo dos resultados do primeiro DCC, o segundo DCC 2° foi realizado com a
variavel temperatura fixada em 33°C. A razdo entre a massa de inodculo e massa de CO, foi
avaliada entre 1:0,2 e 1:0,8, mantendo-se a taxa de despressurizag&o entre 10 e 100 bar.min™ e
0 namero de ciclos entre 1 e 7 ciclos, com tempo total de exposicéo de 2 horas.

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos nos experimentos do segundo DCC, onde
pode-se observar que os melhores resultados foram obtidos nos experimentos 3 e 4, em que a

contagem de micro-organismos foram respectivamente 8,7x10° e 2,5x10° UFC/mL.
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Tabela 3 - Matriz do 2° DCC (valores reais e codificados) contendo os resultados de

inativacdo de L. monocytogenes.

Taxa de N°
Exp RCO, despressurizagdo N°de Ciclos sobreviventes Log UFC/mL

' (bar.min™) (UFC/mL)

1 -1(0,2) -1(10) -1(2) 220000 5,342
2 1(0,8) -1(10) -1(2) 44250 4,645
3 -1(0,2) 1(100) -1(2) 8700 3,939
4 1(0,8) 1(100) -1(2) 2500 3,397
5 -1(0,2) -1(10) 1(7) 440000 5,643
6 1(0,8) -1(10) 1(7) 180000 5,255
7 -1(0,2) 1(100) 1(7) 61000 4,785
8 1(0,8) 1(100) 1(7) 10000 4

9 0(0,5) 0(55) 0(4) 190000 5,278
10 0(0,5) 0(55) 0(4) 141500 5,15
11 0(0,5) 0(55) 0(4) 170000 5,23

Os resultados obtidos no segundo planejamento foram tratados estatisticamente com o
objetivo de observar o efeito das varidveis sobre as respostas obtidas. Utilizou-se no

tratamento p<0,05, e o tratamento é apresentado na Figura 5.

Taxa Desp. | -4.80749
RCO2 r -243402
n®de Ciclos f 2,381544
D=i05 |

Figura 5 - Gréfico de Pareto representando os efeitos das variaveis independentes do segundo
DCC na inativacao de Listeria monocytogenes com CO; supercritico.
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Na Figura 5 observa-se que as trés varidveis mostraram-se significativas, com
destaque para a taxa de depressurizagdo mostrando que quanto maior a taxa de
despressurizacdo mais eficiente € o processo de inativacdo de L. monocytogenes. Estes
resultados confirmam que a razdo da massa de L. monocytogenes e CO; de 1:1,5 estavam
mascarando o efeito das demais variaveis.

Apesar do experimento 3 (razdo massa inoculo/massa CO, 1:0,2; taxa de
despressurizacdo 100 bar.min™; 1 ciclo) ter apresentado eficiéncia ligeiramente inferior ao
experimento 4 (razio massa indculo/massa CO; 1;0,8; taxa de despressurizagdo 100 bar.min™;
1 ciclo), esse utiliza quantidade bem menor de CO,, 20%, contra 80% na razdo massa/massa,
0 que o faz ser considerado o melhor resultado.

Baseado nos resultados do segundo DCC observou-se a necessidade da realizagdo de
experimentos para avaliar os efeitos da taxa de despressurizacdo sobre a inativacdo de L.
monocytogenes.

4.2 Efeito da taxa de despressurizacdo na inativacédo de Listeria monocytogenes.

Visando avaliar o efeito da taxa de despressurizacdo sobre a inativacdo de L.
monocytogenes através da utilizagdo de CO, supercritico realizou-se uma série de
experimentos com a taxa de despressurizacio variando de 200 a 60 bar.min™, mantendo as
demais variaveis fixas conforme o experimento 3 do segundo DCC. Os resultados desta

cinética encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da avaliagdo da inativagcdo de L. monocytogenes com variagdo da taxa

de despressurizacéo.

Taxa de despressurizagao N° sobreviventes

(bar.min’) (UFC/mL) Log UFC/mL
60 4800000 6,681
80 350000 5,544
100 8700 3,939
120 300 2477
160 180 2255
200 20 1,301
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Pode-se observar na Figura 6 que ocorre uma reducdo linear no nimero de micro-
organismos sobreviventes conforme ocorre o aumento da taxa de despressurizagdo no
intervalo entre 60 e 120 bar.min™. Apds esse ponto, 0 aumento das taxas de despressurizacao
ndo causou reducdo significativa na inativagdo de L. monocytogenes mantendo-se
praticamente constantes.
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Figura 6 — Cinética de inativacdo de L. monocytogenes em funcdo da taxa de
despressurizacdo, apresentando equacdo geral de reta y = 0,000x* - 0,117x + 12,69

e coeficiente de correlacdo R = 0,969.

4.3 Cinética de inativacdo de Listeria monocytogenes em funcdo do tempo total do

processo

Consideranderamdo-se os resultados obtidos no experimento anterior, fixou-se a taxa
de despressurizagdo em 120 bar.min™ e realizou-se uma cinética de inativacdo em funcéo do
tempo do processo. As demais varidveis também foram mantidas constantes (experimento 3
do segundo DCC). Foram realizados experimentos com 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100 e 120
minutos de tempo total de processo (Figura 7).
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Figura 7 — Cinética de inativacdo de L. monocytogenes em fungdo do tempo de processo com
taxa de despressurizacdo de 120 bar.min™, apresentando equacdo geral de reta y = 0,058x +

10,47 e coeficiente de correlacdo R? = 0,917.

A partir dessa cinética pode-se observar que somente houve uma inativacdo
significativa nos experimentos com maior duragdo, mostrando a necessidade de exposicdo da
L. monocytogenes ao fluido supercritico para que o mesmo consiga se difundir pela
membrana celular e se dissolver no meio intracelular.

Visando obter as constantes D e Z foram realizadas também duas cinéticas de
inativacdo em funcdo do tempo do processo, dessa vez, fixando a taxa de despressurizacdo em

100 e 160 bar.min™. Os resultados dessas cinéticas podem ser observados nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8 — Cinética de inativacdo de L. monocytogenes em fungdo do tempo de processo com
taxa de despressurizacdo de 100 bar.min™, apresentando equacdo geral de reta y = 0,049x +
10,32 e coeficiente de correlacdo R? = 0,958.
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Figura 9 — Cinética de inativacdo de L. monocytogenes em fungdo do tempo de processo com
taxa de despressurizacdo de 160 bar.min™, apresentando equacdo geral de reta y = 0,065x +
10,66 e coeficiente de correlacdo Rz = 0,912.
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As figuras 8 e 9 reforcam a importancia do tempo de exposicdo da cultura de L.
monocytogenes ao dioxido de carbono supercritico para que possa ocorrer penetracdo do
fluido nas células para sua posterior destruicao.

Nos calculos envolvendo o tratamento térmico e/ou tratamento com fluidos
pressurizados de alimentos ou meios de cultura € empregado o conceito de tempo de reducédo
decimal (valor D) que pode ser definido como o tempo requerido para reduzir 90% do nimero
de micro-organismos inicial, ou seja, reducdo de um ciclo logaritmico no nimero de
sobreviventes. O valor de D é considerado dependente do processo ou agente de morte, tipo
de micro-organismo e meio de cultura ou alimento que 0 mesmo estd crescendo (PENNA,
2002).

A partir dos coeficientes angulares das equacdes das retas obtidas na linearizacdo dos
pontos em cada uma das cinéticas de inativacdo de L. monocytogenes em fungdo do tempo,
com taxas de despressurizacdo fixadas em 100, 120 e 160 bar.min, foram obtidos os valores

de D = (-1/b) os quais podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores de D e log de D para as cinéticas de inativa¢do de L. monocytogenes em

funcdo da taxa de despressurizacao.

Taxa de despressurizagdo das cinéticas de inativacao D

(bar.min™) (min) °9P
160 1266 1,104
120 1499 11758
100 1785 1,2516

Os valores de D obtidos nesse estudo sdo superiores aos encontrados para E. coli
(SILVA, 2011) e Salmonella typhimurium (ERKMEN; KARAMAN, 2001), ambas bactérias
Gram-negativas.

Conforme Erkmen (2001), bactérias Gram-positivas como a Listeria monocytogenes,
sdo mais resistentes ao tratamento sob pressao quando comparadas as Gram-negativas. 1sso
pode ser atribuido a sua parede celular mais espessa, apresentando entre 20 e 80 nm contra

maximos 20 nm das Gram-negativas.

35



O parémetro Z, corresponde ao intervalo da temperatura ou pressédo que ocasiona uma
variacdo de 10 vezes no valor D, sendo numericamente igual a variacdo de temperatura ou
pressdo necessarios para a curva de resisténcia térmica atravessar um ciclo logaritmo. Tal
pardmetro € obtido a partir do Log dos valores de D e posterior linearizagdo desses pontos.
Obtendo-se a equacdo geral da reta aplica-se a equacdo Z=1/b. O gréafico de Log D pode ser
observado na Figura 10 e sendo a equacdo da reta correspondente a y = -0,002x + 1,479

obtivemos Z=500.
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Figura 10 — Grafico de Log de D para a obtencdo do parametro Z, apresentando equacéo geral

de reta y = 0,002x + 1,479 e coeficiente de correlagdo R? = 0,960.

O valor de Z=500 bar obtido neste trabalho indica que para ocorrer a reducéo de 90%
no tempo de reducdo decimal é preciso promover um acréscimo de 500 bar na pressdo do

sistema.

Conhecendo o valor de Z pode-se simular o valor de D para qualquer outra taxa de

despressurizacgdo utilizando a equagao 4.

-

~ 1 ~ =
logO© ==-€-P, +log0,,
z (4)

onde P e Prs representam a pressao do tratamento e pressdo de referéncia e D e Dyer S0 0

tempo de redugéo decimal na pressdo do sistema e na pressao de referéncia.
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Silva (2011) encontrou valores de Z= 113,64 para inativacdo de Escherichia coli a
pressao de 120 bar.

Ja Karaman e Erkmen (2001) observaram que a inativacdo de E. coli segue uma
cinética de primeira ordem. A constante de inativacdo e o tempo de reducdo decimal variou de
0,0848 para 0,4717 min e 4,90 para 27,46 min,.

Para Listeria monocytogenes, em experimentos realizados com suspensfes em meio de
cultura BHI, a 25°C, encontrou valores de D (mim) 34,49 utilizando 1,51MPa de pressao,
18,59 utilizando 3,02 MPa e 13,0 para presséo de 6,05 MPa. Nessas condi¢Ges o valor de Z
obtido foi de Z= 115,8 MPa (ERKMEM, 2001).

Ainda conforme Erkmen (2001), estudos realizados para avaliar a inativagéo de L.
monocytogens por alta pressdo de didxido de carbono em suspensdes em soro fisiologico, a
temperatura de 25°C, obtiveram D (mim) de 18,26 em pressdes de 1,51 MPa, 13,21 a 3,02
MPa, e 4,31 para pressdo de 6,05 MPa. Através desses valores foi encontrado Z= 70,03 MPa.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho avaliou a inativacdo de Listeria monocytogenes utilizando CO;
supercritico. Foi utilizada a metodologia de planejamento experimental como ferramenta para
determinar os efeitos de temperatura, taxa de despressurizacdo, nimero de ciclos e razdo entre
a massa de inoculo de L. monocytogenes e massa de CO».

A unidade experimental mostrou-se confidvel, apresentando boa reprodutibilidade dos
resultados experimentais. A unidade experimental mostrou-se de facil operacdo, segura
respeitando-se 0s procedimentos de seguranca, necessitou de pouca manutencdo ligada
sempre a troca de algumas conexdes na célula de volume variavel. O procedimento
experimental adotado mostrou-se adequado, praticamente inibindo problemas ligados a
contaminacgdo de outros micro-organismos. Quanto a estratégia experimental adotada pode-se
citar que a mesma foi bem elaborada, de forma que 0s experimentos transcorressem sem
problemas e conduzissem a obtencdo segura e confiavel do levantamento dos dados, além de
permitir o adequado acesso do efeito das variaveis de operacao.

A taxa de despressurizagdo e a razdo entre a massa de inoculo e massa de CO;
mostraram-se significativos no processo de inativacdo de Listeria monocytogenes através da
utilizagdo de dioxido de carbono supercritico. A melhor condi¢do para a inativagédo de L.
monocytogenes € razdo de massa de L. monocytogenes e CO; de 1:.0,2, taxa de
despressurizacdo de 100 bar.min, 1 ciclo de pressurizacdo/despressurizacdo, 30°C e 2 horas
de exposicdo tendo reduzido 6,1 logio. A eficiencia da inativagdo aumentou conforme o
aumento da taxa de despressurizacdo entre 60 e 120 bar.min, mantendo-se praticamente
constantante acima desse valor. Os tempos de reducdo decimal (D) variaram entre 12,6 e
17,85 minutos. O incremento de pressdo necessario para ocasionar a reducdo de um ciclo
logaritmico nos valores D é descrito pelo valor de Z e corresponde a 500 bar. Os resultados
descritos nesse trabalho sdo (teis para viabilizar estudos de inativacdo de micro-organismos

através da utilizagdo de didxido de carbono supercritico em diversos alimentos.
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5.1 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 populagcdes de micro-organismos com contagens mais
baixas, compativeis com as encontradas em alimentos;

e Estudo da inativacdo de microrganismos inoculados em produtos alimenticios, solidos
e liquidos;

e Estudo da inativacdo de micro-organismos atraves da acédo de fluidos supercriticos em
alimentos consumidos crus ou rapidamente cozidos, tais como frutos do mar.

e Avaliacdo das caracteristicas sensoriais dos alimentos submetidos a altas pressées com
dioxido de carbono supercritico;

e Avaliacdo da quantidade de CO; absorvido nos alimentos submetidos a alta pressédo

com CO, supercritico.
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