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O uso de novas tecnologias no processo de conservagdo dos alimentos como alternativa a
métodos tradicionais vem tornando-se objeto comum de estudo entre pesquisadores de todo o
mundo. A utilizacdo de processos ndo térmicos surge como uma alternativa aos tratamentos
térmicos convencionais para melhorar a qualidade microbiolégica, preservando as
caracteristicas sensoriais do produto “in natura”, além de promover o aumento da vida util,
facilitando a sua comercializacdo, manuseio e transporte. O presente estudo avaliou a inativacdo
de Staphylococcus aureus em matriz liquida e em salmé&o cru por tratamento com didxido de
carbono supercritico. Para tanto utilizou-se de metodologia de planejamento experimental para
avaliar os efeitos da pressdo, a taxa de despressurizacao e razao entre massa de indculo e massa
de COz na inativagdo de S. aureus, bem como a determinacdo de valores D, determinacdo de
cinética de inativacdo em cultura liquida e em salm@o cru e alteragdes fisicas (Aw, pH e cor)
provocadas pelo tratamento em salmao cru. O tratamento com dioxido de carbono supercritico
apresentou efeito positivo na inativacdo de Staphylococcus aureus em cultura pura e em salméo
cru, sendo que a pressao teve influéncia significativa na inativacdo de S. aureus em cultura
pura, enquanto a taxa de despressurizacao e a razdo entre a massa de indculo e a massa de CO>
ndo foram significativas (p<0,05). Os estudos de cinética mostraram que o numero de
sobreviventes diminuiu com o aumento da pressédo, sendo que a 130 bar por 120 minutos houve
inativacdo total de S. aureus em inoculo puro (~10® UFC/mL). Os tempos de reducio decimal
(valor D) variaram entre 17,4 a 46,7 min, com valor Z calculado de 138 bar. Em salmao cru,
verificou-se que, quanto maior a carga microbiana inicial no produto, menor a eficacia do
tratamento com didxido de carbono supercritico na inativacdo de S. aureus. O tempo de
exposicéo do salmdo ao S. aureus e 0 tempo de tratamento apresentaram influéncia no processo,
sendo que o tratamento se mostrou mais eficaz nos tempos de contaminacéo superficial de 1 e
30 minutos, com inativacgdo total do S. aureus, a partir de 60 e 90 minutos de exposicao a alta
pressdo, respectivamente. A forma de inoculacdo também exerce influéncia na eficicia do
processo, ficou evidente que a redugcdo microbiana é maior quando a contaminacdo é
superficial. A pressédo (92,8 a 220 bar) e taxa de despressurizacdo (<10 a 100 bar/min), foram
fatores que também influenciaram significativamente a inativagcdo microbiana, enquanto a razdo
entre a massa de COz e a massa de salméo, ndo influenciaram o sistema de forma isolada, porém
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a interacdo entre a taxa de despressurizacdo e a razdo mostrou influéncia significativa. O
tratamento ndo exerceu influéncia sobre a Aw e pH e com relagdo a cor houve influéncia
significativa (efeito negativo no parametro L, e efeito positivo nos parametros a* e b*). A
cinética de inativagdo de S. aureus em salméo cru mostrou inativacdo total do micro-organismo
(~10° UFC/g com inoculac¢do por injecdo no interior do produto) com 252,6 bar por 120
minutos, razdo massa de CO>: massa de salmdo cru de 0,6:1, taxa de despressurizagao de 130
bar/minuto, a 33°C. A cineética de tempo indicou a obtenc¢éo de reducéo total de S. aureus com
123,1 minutos a 225 bar e demais variaveis fixas. Os valores D variaram de 21,4 a 36,9 minutos
com 225 e 150 bar em salméo cru (~10° UFC/g com inoculagio por injecdo no interior do
produto). Sendo assim, 0s resultados apontam a viabilidade técnica do procedimento,
confirmando que o didxido de carbono supercritico € efetivo na inativacdo de Staphylococcus
aureus em cultura liquida e em salmao cru.

Palavras chave: Cultura liquida, salmdo cru, dioxido de carbono supercritico, Staphylococcus
aureus.
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The use of new technologies in the process of food conservation as an alternative to traditional
methods has become a common object of study among researchers around the world. The use
of non-thermal processes appears as an alternative to conventional thermal treatments to
improve the microbiological quality, preserving the sensorial characteristics of the in natura
product, besides promoting the increase of the useful life, facilitating its commercialization,
handling and transport. The present study evaluated the inactivation of Staphylococcus aureus
in liquid matrix and in raw salmon by treatment with supercritical carbon dioxide. For this
purpose, experimental design methodology was used to evaluate the effects of pressure, the rate
of depressurizing and the ratio of inoculum mass and CO2 mass in the inactivation of S. aureus,
as well as the determination of values D, determination of inactivation kinetics in liquid culture
and in raw salmon and physical alterations (Aw, pH and color) caused by treatment in raw
salmon. The treatment with supercritical carbon dioxide showed a positive effect on the
inactivation of S. aureus in pure culture and in raw salmon, and the pressure had a significant
influence on the inactivation of S. aureus in pure culture, while the rate of depressurization and
the ratio between inoculum mass and CO, mass were not significant (p<0.05). Kinetic studies
showed that the number of survivors decreased with increasing pressure, and at 130 bar for 120
minutes there was total inactivation of S. aureus in pure inoculum (~108 CFU/mL). The decimal
reduction times (D value) ranged from 17.4 to 46.7 min, with a calculated Z value of 138 bar.
In raw salmon, it was found that the higher the initial microbial load in the product, the less
effective the treatment with supercritical carbon dioxide in the inactivation of S. aureus. The
time of exposure of salmon to S. aureus and the time of treatment showed an influence in the
process, being that the treatment was more effective in times of superficial contamination of 1
and 30 minutes, with total inactivation of S. aureus, from 60 and 90 minutes of exposure to high
pressure, respectively. The inoculation form also exerts influence on the efficacy of the process,
it was evident that the microbial reduction is greater when the contamination is superficial.
Pressure (92.8 to 220 bar) and depressurizing rate (<10 to 100 bar/min) were the factors that
significantly influenced microbial inactivation, whereas the ratio between CO> mass and
salmon mass did not influence the system in isolation, but the interaction between the rate of
depressurization and the ratio showed significant influence. The treatment had no influence on
Aw and pH and with respect to color there was a significant influence (negative effect on L
parameter and positive effect on a * and b * parameters). The inactivation Kinetics of S. aureus
in raw salmon showed total inactivation of the microorganism (~10° CFU/g with injection
inoculation inside the product) with 252.6 bar for 120 minutes, mass ratio of CO2: salmon mass
Crude ratio of 0.6:1, rate of depressurizing 130 bar/minute, at 33 °C. The kinetics of time
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indicated a total reduction of S. aureus with 123.1 minutes at 225 bar and other fixed variables.
D values ranged from 21.4 to 36.9 minutes at 225 and 150 bar in raw salmon (~10° CFU/g with
injection inoculation into the product). Thus, the results indicate the technical viability of the
procedure, confirming that supercritical carbon dioxide is effective in the inactivation of S.
aureus in liquid culture and in raw salmon.

Keywords: Liquid culture, raw salmon, supercritical carbon dioxide, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

Os fabricantes de produtos alimentares estdo enfrentando cada vez mais as rigorosas
exigéncias em matéria de processos de producdo. Esta fase é essencialmente provocada pelo
interesse crescente dos consumidores por produtos de alta qualidade e “processamento
minimo"”, bem como por economia de energia e producdo em processos mais seguros.
Alimentos minimamente processados sdo obtidos com métodos de seguranga alimentar e
preservacdo que sdo projetados para manter as propriedades naturais e frescor de alimentos. A
maioria dos produtos alimentares contém altos niveis de nutrientes ou uma atividade de agua
alta; portanto, eles sdo particularmente suscetiveis a deterioracdo microbiana, que resulta numa
deterioracdo de suas caracteristicas organolépticas, e pode até apresentar risco a salde dos
individuos imunocomprometidos (FERRENTINO e SPILIMBERGO, 2011).

A grande maioria dos chamados “tratamentos tradicionais” de conservacao de alimentos
cumprem seu papel na conservagao com efeitos degenerativos de enzimas e micro-organismos,
mas, por outro lado, eles também podem reduzir a qualidade do alimento causando alteracdes
organolépticas e nas caracteristicas dos produtos alimentares (BERK, 2013).

Neste sentido, torna-se necessario a busca por novas tecnologias a serem utilizadas no
processo de conservacdao dos alimentos ja que o consumidor estd mais exigente, buscando
alimentos com melhor qualidade nutricional e sensorial, maior vida de prateleira e in6cuos
microbiologicamente (TIRONI et al., 2010).

A tecnologia de didxido de carbono a alta pressdo (SC-COy) aplicada a alimentos
ganhou um interesse cientifico particular, considerando o numero de publicacbes e patentes
publicados nas ultimas décadas. No trabalho de Garcia-Gonzales et al. (2007) é possivel se ter
uma ideia do numero de patentes depositadas cujo objetivo é a inativacdo microbiana, estas
patentes encontram-se expalhadas pelo mundo e tratam de diversas aplicacGes do processo
como: métodos para aumentar a vida Gtil de produtos liquidos (ovo liquido e produtos lacteos)
de Franz Juchem GmbH da Alemanha; métodos para inativacdo de enzimas em alimentos da
University of Florida dos Estados Unidos e diferentes métodos e aparatos para inativacao de
enzimas e micro-organismos em liquidos, ou para desodorizacdo de materiais liquidos usando
microbolhas de CO. em batelada ou em processo continuo da Shimadzu Corporation and
Nippon Tansan Company, Ltd do Japdo (GARCIA-GONZALES et al., 2007).

Embora o efeito antimicrobiano do SC-CO; tenha sido demonstrado principalmente
para produtos alimentares liquidos, alguns trabalhos de pesquisa investigaram a possibilidade

de explorar o tratamento em alimentos solidos. O método de preservacao de SC — CO> oferece



varias vantagens, pois o dioxido de carbono (CO2) usado neste processo ndo é apenas um
solvente potente para uma ampla gama de compostos de interesse no processamento de
alimentos, mas é relativamente inerte, barato, ndo toxico, ndo inflamavel, reciclavel e
prontamente disponivel em alta pureza ndo deixando nenhum residuo quando removido apés o
processo (WILLIAMS E CLIFFORD, 2000). Além disso, é considerado um solvente GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro para Alimentos), que significa que ele pode ser
utilizado em produtos alimentares (FERRENTINO et al., 2014).

O dioxido de carbono pressurizado tem sido utilizado como tratamento para a reducao
ou eliminacdo de micro-organismos. As pesquisas publicadas estdo concentradas na aplicagédo
do didxido de carbono supercritico para inativacdo de cultura pura de micro-organismos.
Diferentes bactérias ja foram estudadas, incluindo Gram-positivas e Gram-negativas. Perrut,
(2012) reuniu as principais publicacdes sobre este assunto, destacando os géneros estudados:
Alicyclobacillus, Aspergillus, Bacillus, Candida, Clostridium, Escherichia, Staphylococcus,
Kloeckera, Kluyveromyces, Lactobacillus, Leuconostoc, Legionella, Listeria, Micrococcus,
Penicillium, Pichia, Proteus, Pseudomonas, Saccharomyces, Salmonella e Streptococcus.

O Staphylococcus aureus € uma bactéria patogénica que nao faz parte da flora
microbiana normal dos peixes. No entanto, este micro-organismo € responsavel por
aproximadamente 45% das toxinfec¢des do mundo sendo um dos agentes patogénicos mais
comuns, responsavel por surtos de origem alimentar, sendo normalmente transmitido aos
alimentos por manipuladores (GERMANO E GERMANO, 2015; SANTIAGO et al., 2013).

Com relacdo aos alimentos solidos, o processamento a alta pressao tem sido utilizado
para a preservacgdo da carne de frango, carne de porco, surimi e salméo, com efeitos positivos
consideraveis sobre a atividade de proteases, propriedades de textura, sabor e aroma (YAGIZ
et al., 2009, CHOUHAN et al., 2015).

O salmdo fresco é um produto de alta qualidade, com consideravel importancia
econdmica. Geralmente comercializado embalado a vicuo e armazenado congelado sem
tratamento adicional. A vida de prateleira é dificil de estimar devido a falta de critérios
padronizados para a determinacdo do frescor, mas uma vida uUtil comercial é geralmente
limitada para apenas uma semana, quando armazenado entre 2 e 8 °C. A baixa de qualidade se
manifesta através de alteracbes na aparéncia, odor, cor ou textura. Novas estratégias de
preservacao que prolongam a vida Gtil enquanto garantem a seguranga microbiana permitiriam
a distribuicdo de salmdo fora dos mercados atuais. A seguranca do pescado quanto ao padréo

microbioldgico € de suma importancia, visto que as doencas transmitidas por alimentos tém
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sempre ocorrido em decorréncia da falta de cuidados e controle desde a aquisicdo da matéria
prima até a manipulacéo e processamento (SOARES e GONCALVES, 2012).

Neste contexto, a utilizacdo de processos ndo térmicos em salmdo surge como uma
alternativa aos tratamentos térmicos convencionais, para melhorar a qualidade microbiologica
do produto, preservando as caracteristicas sensoriais do produto in natura, além de promover o
aumento da vida util, facilitando a sua comercializagdo, manuseio e transporte. A tecnologia
supercritica demonstra ser uma técnica atrativa e de grande utilidade para a sociedade, pois €
capaz de atender a expectativa de “seguran¢a alimentar” sem perder caracteristicas de sabor,
sem adigé@o de conservantes e aditivos, sem agredir a natureza nem gerar lixo extra, tem sido
apontado como uma opg¢do a utilizacdo de processos de pasteurizacdo de alimentos,
principalmente, pelo seu potencial para a inativacdo de micro-organismos. Como se trata de um
processo ndo térmico, a utilizacdo do dioxido de carbono a alta pressao tem recebido destaque
pela preservacédo do alimento dos efeitos adversos do calor, como alterages fisicas, nutricionais

e sensoriais.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a inativacdo de Staphylococcus aureus em cultura liquida e em salméo cru,

utilizando CO; supercritico.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Determinar os parametros de presséo, taxa de despressurizacao e razdo entre massa de

indculo e massa de CO; na inativagdo de Staphylococcus aureus em cultura liquida;

Determinar os parametros de presséo, taxa de despressurizacao e razéo entre massa de

indculo e massa de COz na inativagdo de S. aureus previamente inoculado em salmao cru;

Determinar a cinética de inativacao de S. aureus, com o emprego de didxido de carbono
supercritico, na melhor condicdo de processo em cultura liquida e em salméo cru previamente

contaminado;

Avaliar as alteracdes fisicas (Aw, pH e cor) do salmé&o cru apos os tratamentos com CO2

supercritico;

Determinar os valores D para a inativacdo de S. aureus em cultura liquida com COz

supercritico e em salmao cru;



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Consumo de Salmao e sua importancia para saude publica

A descoberta de que o consumo de alimentos ricos em acidos graxos poli-insaturados,
vitamina D e com baixos niveis de colesterol reduz o risco de doencas cardiacas esta levando a
uma alteragdo nos hébitos alimentares, fazendo com que os consumidores prefiram as carnes
brancas, e contribuindo para aumentar o consumo de peixes como o salmdo além se seus
derivados. As vitaminas B12 presente em frutos do mar como mexilhfes ou ostras estdo
implicados no alivio do estresse em seres humanos (CAIA, 2013).

O Brasil vem seguindo essa tendéncia mundial de consumir alimentos mais saudaveis,
incluindo, neste caso a carne de pescado. Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA), os brasileiros ultrapassaram o consumo minimo de pescado recomendado pela OMS
(Organizagdo Mundial da Saude) que é de 12 quilos por habitante ao ano. No Brasil, 0 consumo
chega a 14,50 quilos por habitante/ano de acordo com o levantamento feito em 2015. Além dos
peixes nacionais, 0 Pais tem uma das maiores biodiversidades em pescado do planeta, 0s
brasileiros tradicionalmente apreciam peixes de aguas frias, como o bacalhau, da Noruega, e o
salmé&o, proveniente especialmente do Chile, mas também da Argentina e da China.

Aliado ao crescimento do mercado pesqueiro, a partir do ano 2000, o mundo tem
presenciado um acelerado processo de globalizagdo dos costumes e habitos alimentares. Houve
uma rapida difusdo de alimentos como o sushi e o sashimi, anteriormente consumidos somente
em paises asiaticos. Esses pratos a base de pescado cru, em pouco tempo tornaram-se sinbnimo
de “comida saudavel”. Locais especializados nesse tipo de culinaria sdo cada vez mais
frequentados nas cidades ocidentais. No entanto, ja existe uma preocupacdo dos 6rgados ligados
a Saude Publica com o crescente consumo desse tipo de alimento, principalmente, pelo fato de
ser um produto altamente perecivel, ser consumido “in natura”, resfriado e, principalmente, por
necessitar de condigdes higiénico-sanitarias adequadas para sua preparacdo e conservacdo
(WILMA E OLIVEIRA, 2012).

Restaurantes especializados em pratos tipo sashimi (que sdo pedacos finos de musculo
de peixe servidos crus) e sushi (sashimi moldado sobre arroz fermentado) séo cada vez mais
frequentes nas grandes metropoles ocidentais. O sashimi € uma iguaria da culinaria do Japéo
primariamente consistindo de frutos do mar bem frescos, cortados em fatias finas e servidos
crus. O salmdo (Oncorhynchus spp.) é um peixe da familia Salmonidae, muito apreciado pela

carne rosada, peculiar aos mares e rios europeus, utilizado também em aquicultura e um dos
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pescados mais utilizados como matéria-prima pelos estabelecimentos especializados em
culinéria japonesa (GARCIA, 2011).

O consumo de peixe cru, sob forma de sushi e sashimi, ocorre em restaurantes de
culinaria exclusiva japonesa, mas é cada vez mais encontrado em restaurantes comercias de
auto-servico por quilo ou rodizio. Como estes estabelecimentos ndo sdo especializados na
culinéria oriental, em alguns casos os sushis e sashimis sdo preparados com 0S mesmos
utensilios e pelos mesmos colaboradores que manipulam os demais alimentos, aumentando o
risco de contaminacdo do pescado cru. Além disso, os estabelecimentos nem sempre oferecem
adequadamente o alimento, no que se refere a temperatura, local e tempo de exposicao;
oferecendo risco a saude de quem o consome (LEISNER et al., 2014).

Por ser um alimento de facil decomposicdo, 0 pescado exige cuidados especiais,
notadamente os relacionados com a conservacdo pelo frio. Do mesmo modo, estd sujeito a
contaminagdo pelos mais variados micro-organismos, adquiridos no ambiente aquético, ou
durante as diferentes etapas de captura, transporte (MONTANARI et al., 2015).

3.2 O pescado como via de transmissdo de agentes patogénicos

As Doengas Transmitidas por Alimentos - DTA's constituem um grupo de
enfermidades, na qual o alimento contaminado € o mais importante veiculo do agente
patogénico (WELKER et al., 2010).

O peixe pode ser veiculador de uma série de bactérias patogénicas, sendo que a maior
parte é fruto da contaminacdo ambiental. Desta forma, as inddstrias de pescado precisam ter
cuidados especiais durante todas as etapas do processamento (LIMA, 2012).

Segundo Jay, (2005), a microbiota do pescado reflete a &gua onde esses animais vivem,
visto que os tecidos internos de um peixe sadio sdo estéreis. A microbiota dos peixes
normalmente é encontrada em trés lugares: na superficie externa, nas guelras e nos intestinos.
Os peixes de agua morna tendem a ter a microbiota mais rica em bactérias mesofilas Gram-
positivas do que peixes de agua fria, os quais tém mais bacterias Gram-negativas.

Este alimento relne, em seu estado fresco ou refrigerado, caracteristicas intrinsecas
necessarias ao desenvolvimento e sobrevivéncia de inimeros patégenos. O pH préximo a
neutralidade, elevada atividade de agua (igual ou superior a 0,98), aliados ao seu teor de
nutrientes, constituem exemplos destas caracteristicas (ICMSF, 1980; APHA, 2001).

Devido a sua natureza extremamente perecivel, sdo exigidos cuidados extras com

relacdo a sua manipulacao, tanto durante o processo e captura, quanto a estocagem nos barcos
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pesqueiros. Logo apos a retirada do pescado da agua, ocorrem diversos fendmenos naturais que
levam a sua deterioracdo, essas alteragdes ocorrem independentemente da forma como o
pescado é manuseado, mas a velocidade com que elas se instalam, podem ser reduzidas se forem
adotadas praticas adequadas de manipulacdo do produto. Algumas praticas de manuseio
recomendadas para aumentar a qualidade do pescado séo: evisceracdo, lavagem, sanitizacao,
resfriamento e acondicionamento sob frio.

Os métodos de captura no qual o pescado é submetido, € outro fator que influencia no
quesito qualidade do produto. Se o pescado se debate tentando se libertar das redes de pesca,
ou morrem em agonia nos barcos pesqueiros, vao se esgotando suas reservas de energia —
glicogénio, ocasionando uma deterioracdo mais rapida e intensa, portanto quanto mais
glicogénio armazenado, maior o tempo de vida dtil do produto (GALVAO e OETTERER,
2014).

As bactérias de maior preocupacdo em peixes sdao as formas patogénicas de: Listeria
monocytogenes, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Escherichia coli,
Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni e Yersinia enterocolitica. Estes géneros e espécies mesmo que presentes
em baixos niveis, merecem consideracdo, porque em alguns casos uma dose infectante baixa é
suficiente para provocar sérios problemas para a saude publica. Se o patdgeno for psicrotréfico
a atencdo deve ser redobrada, devido principalmente a sua capacidade de multiplicar-se a baixas
temperaturas (MINAMI et al., 2010; FOOD and DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2011)

A maior parte das bactérias patogénicas é destruida por processamentos térmicos e
muitas podem ser controladas por préticas adequadas de manipulacdo e gerenciamento de
tempo e temperatura de exposi¢do do produto (JHA et al., 2010).

No caso de iguarias como “sushi” e “sashimi”, preparadas manualmente, além da
contaminacdo do pescado, o contato direto do alimento com as maos pode levar ao aumento da
incidéncia de patégenos como Staphylococcus aureus e coliformes termotolerantes (JAY,
2005). Segundo Vallandro (2010), preparagdes muito manipuladas sdo consideradas de alto
risco, especialmente quando elaboradas por pessoas que ndo possuem treinamento adequado.
Além disso, preparacOes a base de pescado cru oferecem risco ainda maior a satde pelo fato de
ndo serem submetidos a tratamentos bactericidas como cocgéo.

A maioria dos surtos de toxinfeccao alimentar associados a peixes derivam do consumo
de peixe cru ou submetido a tratamento térmico ineficiente (JHA et al., 2010; RALL et al.,

2011). Assim, a proporcdo de surtos nos alimentos envolvendo peixes € significativamente mais
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alta no Japdo devido ao alto consumo de peixes in natura quando comparado a outros paises
como Canada e Estados Unidos (SILVA et al., 2008). Em 2008, nos EUA, os peixes foram
implicados em 14% dos surtos de toxinfeccdo alimentares (CDC, 2011). Dados de Portugal
mostram que peixes e derivados foram envolvidos em 17,8% dos surtos de doencas causadas
por alimentos de origem conhecida no ano de 2007 (VEIGA et al., 2009).

No Brasil, as enfermidades de origem alimentar ndo sdo de notificacdo compulsoria, o
que compromete a real avaliacdo do problema. A analise microbioldgica dos alimentos
envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar, juntamente com avaliacGes sanitarias e
epidemioldgicas, sdo ferramentas indispensaveis para elucidar a origem e as condi¢cdes que
possibilitaram a veiculagdo dos micro-organismos (RALL et al., 2011). Segundo a Secretaria
de Vigilancia em Saude brasileira, entre 2000 e 2015 foram notificados cerca de 10.666 surtos
de doencas de origem alimentar. No entanto o agente etiologico e o alimento ndo foram
identificados em 58,1% e 50,5% dos surtos, respectivamente. As informagdes apontam que o
pescado foi a causa de 0,9% dos surtos identificados, sendo ainda que 0s surtos ocorrem em sua
maioria nas residéncias, sendo registrado 38,7% do total de Doencas Transmitidas por Alimento
(DTA) por local de ocorréncia (BRASIL, 2011).

3.3 Staphylococcus spp.

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, imoveis, agrupados
de forma irregular ou semelhante a cachos de uva, pertencentes a familia Micrococcaceae.
Anaerdbios facultativos fermentam glicose com producdo de &cido, tanto em aerobiose como
em anaerobiose. Tradicionalmente, os estafilococos sdo divididos em duas categorias:
coagulase positivos e coagulase negativos. Essa divisao estd baseada na capacidade de coagular
o0 plasma, considerada uma importante propriedade associada com a patogenicidade. Algumas
cepas produzem enterotoxina termoestavel, responsavel no homem, pelos quadros de
intoxicacdo alimentar (ICMSF, 1980; FDA, 2011; FORSYTHE, 2013; FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

As bactérias desse género sdo mesofilas, apresentando temperatura de crescimento na
faixa de 7°C a 47,8°C, com o étimo na faixa de 30°C e 37°C, enquanto suas enterotoxinas sao
produzidas preferentemente entre 40-45°C. Enterotoxinas termorresistentes sdo produzidas em
alimentos que permanecem neste intervalo de temperatura por periodo superior a quatro horas.
O Staphylococcus aureus apresenta grande importancia em saude pablica, em particular na area

de vigilancia sanitaria de alimentos (JAY, 2005).



Além de ser um dos mais frequentes causadores de surtos de toxinfeccéo alimentar, pode
muitas vezes dar origem a infec¢des assintomaticas devido ao seu alto poder colonizador em
diferentes regides do organismo (FDA, 2011; NEWELL et al.; 2010; GERMANO e
GERMANO, 2015).

A presenca de S. aureus no pescado ocorre, predominantemente, através de
manipulacdo. Pessoas que manuseiam o pescado podem carrear a bactéria em suas maos,
cavidade oral e mucosa nasal e, durante o processamento podem contaminar o pescado, sem
que este sofra modificagcbes em sua aparéncia ou sabor. Ainda podem estar presentes no ar,
poeira, esgoto, agua, € em variadas superficies e equipamentos que tenham entrado em contato
com portadores (GERMANO e GERMANO, 2015).

A intoxicacdo é provocada pela ingestdo do alimento com a toxina pré-formada. No caso
de S. aureus, sdo necessarias cerca de 108 células por grama de alimento para que a toxina seja
acumulada em niveis capazes de provocar uma intoxicacdo. O periodo de incubagdo da doenca
pode variar de 30 minutos até 8 horas, porém, na maioria dos casos, 0s sintomas aparecem entre
2 a 4 horas apoés a ingestdo do alimento contaminado (JABLONSKY et al., 1997). Os sintomas
variam com o grau de suscetibilidade do individuo, concentracdo da enterotoxina no alimento
e quantidade ingerida. Os principais sintomas sdo nauseas, vOmitos, cdlicas abdominais,
diarréia e sudorese, e a recuperacao da-se, na maior parte dos casos, em 24 a 48 horas (BRASIL,
1998; APHA, 2001; SILVA JR, 2008).

A pesquisa de S. aureus em alimentos permite avaliar a qualidade higiénico-sanitaria
dos processos de producdo de alimentos, servindo como indicador de contaminagdo pos-
processo (VIEIRA et al., 2007). A producdo de coagulase é uma importante caracteristica
utilizada na identificacdo do S. aureus, portanto a legislacdo brasileira indica a pesquisa de
estafilococos coagulase positiva como indicativo de S. aureus (BRASIL, 2001; MARTINS,
2006).

3.4 Processamento néo térmico de alimentos

A preferéncia dos consumidores por produtos frescos e com sabor de fresco tem levado
ao desenvolvimento de tecnologias de conservacdo mais brandas. Os produtores de alimentos
tém procurado solugdes que previnem o crescimento de micro-organismos sem comprometer a
qualidade e sabor natural dos produtos.

Novos processos estdo sendo avaliados e assim, novas técnicas e produtos vém

aparecendo no mercado. Os processos de conservagédo que mais chamam a atengéo e o interesse,
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sdo aqueles nos quais 0s produtos sdo sujeitos a um tratamento fisico, ou seja, onde ndo ha
adicdo de nenhum ingrediente conservante, e a temperaturas inferiores aquelas normalmente
empregadas na pasteurizacdo. Com isto, a qualidade e o sabor natural dos produtos nao sédo
negativamente afetados pelo calor. Ademais, a auséncia de aditivos conservantes é de grande
importancia, segundo as legislacGes européias e norteamericanas. Essa importancia reside no
fato de que tanto a EFSA (European Food Safety Authority) quanto a FDA (United States Food
and Drug Administration) consideram de formas distintas os processos usando um tratamento
fisico e 0s processos nos quais sdo empregados aditivos. Dentre 0s processos fisicos que estéo
comecando a chamar a atencdo dos processadores de alimentos, a tecnologia dos campos
elétricos pulsados (CEP), o processamento sob alta pressao, e o ultrassom vem se destacando
(PEREIRA e VICENTE, 2010; DEVLIEGHERE et al., 2004).

Em cada método de processamento minimo, o tratamento destréi micro-organismos e,
em alguns casos, enzimas, e ndo ha aumento substancial da temperatura do produto. Ha,
portanto, poucos danos aos pigmentos, compostos de sabor e vitaminas e, em contraste com oS
processos usando altas temperaturas, as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos
ndo sdo degradadas, pelo menos de forma significativa. Os produtos resultantes possuem maior
qualidade e apelo junto aos consumidores, particularmente em mercados onde a conservagao
das caracteristicas sensoriais naturais pode significar a aplicagao de precos premium (GOULD,
2009; COSTA et al., 2000).

Os campos elétricos pulsados e o processamento sob alta pressdo hidrostatica tem sido
estudados por muitos anos e agora estdo na fase inicial de explora¢do comercial. O ultrassom
tem sido utilizado para homogeneizar alimentos e na limpeza das unidades industriais, e agora
estdo sendo combinados com tratamentos térmicos sob pressdo para reduzir a quantidade de
calor necessaria para a destruicdo microbiana ou inativacdo de enzimas. O tratamento sob luz
pulsada é um desenvolvimento mais recente, que pode ter um bom potencial no tratamento de
superficie de alimentos e materiais de embalagem ou para tratamento de dgua. As vantagens e
limitacOes dessas tecnologias estdo resumidas na Tabela 1, juntamente com exemplos de
potenciais produtos que podem se tornar comercialmente importantes (DOONA e FEEHERRY,
2007).

Em todos os alimentos, com processamento minimo, ndo é apenas a melhora da
qualidade alimentar dos produtos que € importante, mas o0 processo deve ser capaz de operar
em um ambiente de fabrica e em um laboratorio com pessoal altamente qualificado; deve

assegurar um beneficio financeiro para o fabricante e devera ser suficientemente flexivel para
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acomodar uma ampla gama de produtos, muitas vezes com séries de producgdo curta e breve
ciclo de vida dos produtos.

Considerando a aplicacdo industrial, sabe-se que o0s processos de alta pressao
hidrostatica e irradiacdo ja estdo sendo utilizados para a producdo de alimentos comerciais,
como por exemplo, sucos, guacamole e presunto. No entanto, um dos desafios da
comercializacdo de novas tecnologias € a necessidade de aprovacdo junto aos Orgaos
regulatérios. Nos Estados Unidos, por exemplo, Food and Drug Administration (FDA) ja
aprovou a alta pressdo hidrostatica como tecnologia para a conservacao de alimentos. Por outro
lado, a Nova Zeléndia proibe o uso da irradiacdo para o processamento de alimentos (DOONA
e FEEHERRY, 2007).

Os custos envolvidos na aquisi¢do dos equipamentos e de processamento limitam o uso
da tecnologia de alta pressdo. Avancos tém sido realizados no desenho e construcdo desses
equipamentos para tornar os custos de processamento mais competitivos em relacdo a
esterilizacdo e ao congelamento. Estima-se que os custos para modificar a linha de
processamento ja existente e obter o produto sob alta pressdo esteja em torno de US$
0,0455/libra, considerando-se a depreciacdo dos equipamentos como sendo de 10 anos
(MEYER et al., 2000). Esse custo € similar ao do tratamento de presunto cozido citado por
HUGAS et al. (2002) como sendo de 0,1 euros/Kg.
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Tabela 1: Vantagens e limitagdes dos métodos de processamento minimo dos alimentos.

Processo

Vantagens

Limitacdes

Aplicacdes

Campo elétrico
pulsado

Elimina células
vegetativas;
Preservar “flavor”;
Sem evidéncia de
toxicidade;

Tempo de tratamento
curto.

N&o afeta enzimas e
esporos;

Dificuldade de uso com
materiais condutivos;
Adequado apenas para
liquidos;

Efetivo apenas em
combinacdo com calor.

Alimentos liquidos;
Descongelamento
acelerado;
Descontaminacdo de
alimentos sensiveis ao
calor.

Alta presséo

Elimina células
vegetativas;
Preservar “flavor”;
Sem evidéncia de
toxicidade;

Tempo de tratamento
curto;

Uniformidade de
tratamento;
Possibilita tratar alimento
na embalagem.

Pouco efeito sobre
enzimas;

Custo alto do
equipamento;

Tratamento de produto em
batelada;

Opcdes limitadas de
embalagens.

Pasteurizacdo e
esterilizacdo de derivados
de frutas, molhos, picles e
iogurtes;

Carnes e vegetais;
Descontaminagéo de
produtos de alto valor e
sensiveis ao calor como
vitaminas e aromatizantes.

Custo médio;
Processo rapido;
Né&o provoca mudancas

Efeito melhor em
superficies;

Materiais de embalagem;
Produtos cozidos;

Luz pulsada significativas nos Permite sobrevivéncia de Frutas e vegetais frescos;
alimentos; esporos. Carnes e frutos do mar.
Adequacdo para alimentos
Secos.
Eficéz contra células Modo de acéo completo;
vegetativas, esporos e Eventuais danos causados
enzimas; por radicais livres;

Ultrassom Reducdo do tempo de Modificagdo indesejavel Qualquer alimento que

processamento e
temperaturas;

Operagdo continua ou em
batelada.

da textura dos alimentos
Precisa ser associado com
outro processo
(aquecimento).

possa ser aquecido).

Campo magnético

Eficaz contra células
vegetativas;
Preserva “flavor”;
Baixo custo do
equipamento

Sem efeito sobre esporos
ou enzimas;

Pouco penetrativo em
materiais condutivos;

Pasteurizacéo de
alimentos;

Sistema
fotodinamico

Baixo custo;

N&o requer aditivos;
Pode ser incorporado em
embalagens ou utilizado

Provoca oxidagdo em
alimentos sensiveis;
Alguma resisténcia

Embalagens ativas;
Descontaminagéo em
processo de lavagem;

como um processo de bacteriana. Tratamento de agua.

fabrica.

Excelente penetracdo nos

alimentos; Alto custo .

. . Frutas e vegetais;

Adequado para Risco localizado de S

L o o Ervas e especiarias;
Radiacdo gama esterilizagdo; radiacdo

Confiavel;
Adequado para uso em
larga escala.

Alterac6es no alimento por
oxidacdo.

Embalagens;
Carne e peixes.

Fonte: GOULD, 1995 com adaptagOes

12



3.5. Processamentos a alta pressao

O tratamento a altas pressdes foi reconhecido como uma técnica de preservacdo em
potencial ha aproximadamente um século atrés, com trabalhos realizados na década de 1890
por Hite (PATTERSON, 2014). Primeiramente, 0 processo a alta pressao hidrostatica foi
utilizado com sucesso para melhorar a qualidade do leite e também para demonstrar a
suscetibilidade de micro-organismos presentes em frutas (JAY, 2005). Desde entdo, o
processamento por altas pressdes em alimentos tem sido extensamente estudado durante o
ultimo século.

Em 1899, Hite desenvolveu um equipamento capaz de produzir pressdes da ordem de
100.000 psi (em torno de 6800 Bar) submetendo varios alimentos e bebidas. Em 1914, Bridgam
fez a primeira observacdo sistematica do efeito da pressdo em proteina. Ele observou que a
aparéncia da albumina do ovo submetida a 7500 bar (~750 MPa) era semelhante ao seu
cozimento a 100°C, e que o efeito era irreversivel. Isto levou a uma excepcional contribuico
para a influéncia da pressdo em biomoléculas nos altimos 50 anos, incluindo ai os alimentos
(PATTERSON et al., 2007).

No inicio dos anos 90, com a implementacdo de um Programa em Alta Pressdao pelo
Governo Japonés, envolvendo aproximadamente 30 participantes, incluindo Industrias de
Alimentos, Universidades e Institutos de Pesquisa, as pesquisas foram bastante incrementadas
resultando no surgimento de diversos produtos comerciais produzidos por alta presséo
(PEREIRA e VICENTE, 2010).

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

Para compreender os efeitos da alta pressdo sobre os componentes alimentares é
necessario conhecer seus principios basicos como o isostatico, ou seja, a pressdo é transmitida
de maneira uniforme e instantanea por todo o alimento, independente da sua forma ou tamanho.
O principio de “Le Chatelier”, de acordo com o qual todo e qualquer fendmeno (transicdo de

fase, mudanga na configuracdo molecular, reagdo quimica) acompanhado de decréscimo de
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volume é incrementado pela alta pressdo e, se acompanhado de aumento de volume é
dificultado pela alta pressao (HEREMANS, 2002).

Ainda de acordo com Heremans (2002), uma das principais vantagens da utilizacdo da
alta pressdo para o processamento de alimentos é o ndo rompimento das ligagdes quimicas
covalentes, as quais apresentam pequena compressibilidade, devido a minima distancia entre
os atomos envolvidos na ligacdo, resultando na preservacdo dos principais compostos
responsaveis pelo aroma, sabor e valor nutritivo, conservando a qualidade sensorial e
nutricional dos alimentos.

Existem dois métodos utilizados para o processamento de alimentos por alta presséo: o
método de alta pressdo hidrostatica (APH), no qual o produto é processado ja dentro da
embalagem final e 0 método de homogeneizacao a ultra alta pressdo ou alta pressao dindmica
(HUAP), onde o produto ¢ processado de forma continua e depois embalado de forma asséptica
(PATTERSON, 2014).

A aplicacdo do processo de alta pressdo hidrostatica (APH) tem como principio
fundamental a habilidade em romper as ligacGes secundarias e terciarias das moléculas
enquanto as ligacGes covalentes ndo sdo afetadas, proporcionando maior retencdo das
caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto (HEINZ e BUCKOW, 2010).

O processo de alta pressao hidrostatica consiste em submeter o produto a alta pressao
dentro de um recipiente pressurizado, utilizando um meio que transfere pressao ao produto. Em
sistemas comerciais, as pressdes utilizadas enquadram-se na faixa de 4000 a 7000 Bar. Na
pressurizacdo realizada em espaco confinado, emprega-se fluido (que no caso da alta pressao
hidrostatica é a 4gua) que atua como meio de transferéncia da pressdo. A pressao € aplicada de
igual modo em todas as dire¢des, 0 que permite aos solidos a retencdo de seu formato original
(HEINZ e BUCKOW, 2010).

A utilizacdo do método de homogeneizacdo a ultra alta pressdo ou alta pressao dindmica
(HUAP) vem se desenvolvendo consideravelmente desde a década de 2000. Este processo
baseia-se no mesmo principio dos homogeneizadores tradicionais, mas operam em niveis de
pressdo muito mais altos. O desenvolvimento deste processo permitiu a utilizacdo do mesmo
como método de preservacdo, uma vez que causa inativacdo microbiana. Inicialmente
desenvolvido para a industria de laticinios, o processo passou a ser aplicado também pela
industria farmacéutica, quimica e biotecnologica para dispersar, misturar e processar emulsdes
e suspensoes (DIELS et al., 2005).
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Em termos gerais, durante o processo de homogeneizacdo em alta pressdo (HUAP), o
fluido é forcado a passar através de uma abertura estreita existente na valvula do
homogeneizador, onde ele é submetido a uma rapida aceleracdo, como consequéncia,
fendmenos como cavitacdo e turbuléncia sdo simultaneamente induzidos o que conduz a um
aumento de temperatura instantdnea cuja magnitude depende da intensidade da pressédo
(PANOZZO et al., 2014).

3.6 Processamento a alta pressao utilizando diéxido de carbono

O uso de dioxido de carbono supercritico (SC-CO.) (pressdes acima de 73 bar, e
temperaturas acima de 32°C) € considerado um tratamento ndo térmico promissor. Dados
publicados demonstraram que esta tecnologia pode efetivamente inativar micro-organismos e
enzimas ndo s6 em meio de cultura, mas também em alimentos liquidos, frutas frescas, vegetais
e carnes (ZHAO et al. 2012). Quando comparado ao uso em liquidos, a aplicagdo de SC-CO>
para alimentos so6lidos tem sido menos estudada e, devido a complexidade da matriz, acredita-
se que pode tornar a acao bactericida do CO2 mais dificil aliado a falta de informacdes sobre o
mecanismo de inativacdo (FERRENTINO e SPILIMBERGO, 2011). No entanto, estudos
realizados até agora prop6em que o CO; atue em contato com a membrana celular e provoque
consequentes modificacBes fisico-quimicas como o passo fundamental do processo
(FERRENTINO et al., 2013A).

Dados recentes indicam que a maior parte da investigacdo foi focada em suspensdes de
culturas puras de diferentes micro-organismos inoculados ou que ocorrem naturalmente em
produtos alimentares liquidos (por exemplo, sumos de fruta, cerveja, vinho e leite) que afetam
o0 alimento causando deterioracdo e trazem maior preocupacao com a saude (ARREOLA et al.,
1991; DEL POZO-INSFRAN et al., 2006). O método parece ser muito promissor porque o SC
— CO2 é capaz de eliminar bactérias, leveduras e fungos, a pressdo moderada e baixa
temperatura preservando mais atributos de qualidade dos produtos do que os tratamentos
tradicionais (FERRENTINO et al., 2009; SPILIMBERGO e CIOLA, 2010).

O processamento com SC — CO2 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).

Um fluido supercritico pode ser definido como uma substancia na qual sua temperatura
e pressao estdo acima dos valores criticos (Figura 1). Darr e Poliakoff (1999), definem que “um

fluido supercritico (SCF) é qualquer substancia, onde a temperatura e a pressao sdo maior do
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que os seus valores criticos”. Contudo, esta definicdo ndo é de grande valor porque poucos
quimicos considerariam gas Hz (Tc = 33K/-240.1500°C e Pc = 1.23Mpa/ 12,3 bar) como sendo
"supercritico” a temperatura ambiente e pressdo de 12,3 bar, porque sua densidade sob estas
condi¢des € muito abaixo do seu valor critico (pc = 0,03 g/mL). Assim, quando apresentar
valores muito inferior a sua densidade critica, um fluido deixa de exibir as propriedades ndo
ideais tipicamente associado com as de fluidos supercriticos. Estas propriedades, as vezes
denominadas "hibrido entre um liquido e um gas", incluem a capacidade para se dissolver os
solidos, com a miscibilidade de gases permanentes, de alta difusividade, baixa viscosidade, etc.
Proximo da densidade critica, fluidos supercriticos apresentam propriedades que estdo muitas
vezes entre aquelas de um liquido e um gas. Por exemplo, um fluido supercritico pode ser
relativamente denso e dissolver certos sélidos, exibindo alta difusidade e baixa viscosidade.
Ainda, fluidos supercriticos sdo altamente compressiveis e a densidade pode ser alterada sobre
uma vasta faixa de pressao e temperatura (Figura 2a). Esta propriedade pode ser explorada, por
exemplo, na separacdo de produtos reacionais ou no fracionamento de polimeros. Dentre 0s
fluidos supercriticos, o didxido de carbono tem sido amplamente usado, uma vez que sua
utilizacdo pode acarretar em alguns beneficios reais, como, a reducdo da utilizacdo de solventes

organicos toxicos e a facilidade da separacdo do solvente (DARR e POLIAKOFF, 1999).

Quando um liquido é aquecido acima de sua temperatura critica a uma pressdo que

exceda sua pressao critica, a transicao de liquido para fluido supercritico é continua (Figura 2b).

Figura 1: Diagrama de fases P-T para um fluido puro.

SCF
Liquido

Pressdo

Solido

Gas

T

T

[
Temperatura

Fonte: Cooper, (2000).
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Figura 2: (a) Demonstracdo grafica da variacdo da densidade do CO, puro a 35°C. (b)
Representacdo esquematica da variacao a partir do equilibrio gés-liquido (T < T¢) para fluido
supercritico (T > T¢), onde a substancia é aquecida até sua temperatura critica na pressao acima
da P¢
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Fonte: Cooper, (2000).

Entretanto, sob condic¢des apropriadas (logo abaixo da temperatura e pressao critica), o
dioxido de carbono liquido apresenta propriedades semelhantes as dos fluidos supercriticos
(baixa viscosidade e densidade). Como consequéncia, 0 CO- liquido proximo de sua condicao
critica demonstra um grau de compressibilidade limitado e suas propriedades podem ser
“ajustadas” em fungdo da pressdo. Uma vantagem pratica de se trabalhar com CO2 liquido é
que densidades relativamente altas podem ser encontradas em pressdes moderadas, por
exemplo, a densidade do CO liquido a 20°C é de 818,74 Kg/m?® em pressdes acima de 75 bar.

As propriedades dos fluidos supercriticos mais importantes sdo a densidade, a
viscosidade e o coeficiente de difusdo. Propriedades relacionadas a capacidade de solubilizacéo
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 géas. Estas propriedades, particularmente a densidade, podem ser alteradas com
pequenas variacdes de pressdo e/ou temperatura. Na zona préxima do ponto critico é onde se
produzem, com pequenas alteracdes de pressdo, as maiores variagdes da densidade do fluido
supercritico (CARDOSO, 2002).

Dentre os fluidos que podem ser usados como fluidos supercriticos, o dioxido de
carbono apresenta algumas vantagens, conforme citado por Choi et al. (2008) e Clifford e
Williams, (2000):

17



N&o cria problemas ambientais;

N&o é toxico nas quantidades utilizadas;

Né&o é inflamavel;

E comercializado em larga escala;

Mesmo em altos graus de pureza € barato quando comparado a outros gases;
E considerado inerte do ponto de vista quimico;

AN N N N N N

Pode ser utilizado em temperaturas inferiores a 50°C.

Segundo Choi et al. (2008), a tecnologia utilizando fluido supercritico explora o poder
solvente e propriedades fisicas de um composto puro ou misturado a temperaturas e pressées
perto do ponto critico na fase de equilibrio.

Erkmen (2000), avaliando a inativacdo microbiana com dioxido de carbono a 61 bar e
tempo de 150 min, conseguiu reduzir 5 log a contagem de Brochothrix thermosphacta em carne.

A técnica de esterilizacdo usando CO> supercritico mostrou ser eficiente, uma vez que
apos o tratamento durante 15 min, operando a uma presséo de 150 bar, levou a mesma reducgéo
microbiana obtida no tratamento com pressao hidrostatica de 3000 bar na mesma temperatura.
Até o momento, foi demonstrado que o método garante uma inativacdo microbiana total de
muitas espécies de bactérias, principalmente suspensa em solugGes simples (SPILIMBERGO,
et al., 2002).

Na literatura diversos autores, Diels e Michiels (2006), Haas et al. (1989), Wei et al.
(1991), Lin et al. (1992), Nakamura et al. (1994), Enomoto et al. (1997), Debs-Louka et al.
(1999), Hong e Pyun (1999), citaram que o didxido de carbono é o fluido de escolha viavel para
reduzir a carga microbiana no processamento a alta pressdo e que poucos pesquisadores
aplicaram outros gases pressurizados para este processo sendo que o gas nitrogénio (N2) foi um

dos gases mais estudados.

3.7 Aplicagao do tratamento a alta pressdo em alimentos

O processo utilizando didxido de carbono pressurizado tem sido aplicado, na sua
maioria, em alimentos liquidos, particularmente, em suco de frutas. Park, et al. (2002) avaliaram
0 efeito do CO> pressurizado na qualidade de suco de cenoura. O tratamento foi realizado nas
seguintes condicOes de pressdo e tempo: 9,8; 29,4 e 49 bar por 10 minutos. O processo
possibilitou a reducdo do pH, sendo que na pressao de 49 bar, o pH diminuiu de 6,5 para 4,4.
A contagem de micro-organismos aerébios também foi afetada pelo tratamento, sendo que, a

reducdo na contagem inicial foi maior, com o aumento da presséo; na condicdo de 49 bar, foi
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obtida uma reducdo de 4 ciclos logaritmicos. Em relacdo ao efeito na atividade enzimatica,
nenhuma das condic¢Oes avaliadas foi suficiente para a total inativacdo da polifenol-oxidase,
responsavel pelo escurecimento enzimatico, no suco. A utilizacdo da pressdo de 49 bar
possibilitou uma reducdo de 70% na atividade enzimatica da lisil-oxidase, esta enzima destroi
0s &cidos graxos essenciais, produzindo compostos que alteram o sabor do suco (off flavor). Os
autores também avaliaram o efeito combinado de CO> pressurizado e o tratamento a alta pressao
hidrostatica. Quando combinados, os processamentos possibilitaram uma inativacdo total da
carga de micro-organismos aerdbios. E ainda, o suco ndo apresentou diferenca significativa na
sua cor. Em relagdo a atividade enzimaética, a combinacao dos processos possibilitou a obtengéo
de um suco com atividade enzimaética residual de 20%.

O efeito do processamento de suco de laranja com CO; pressurizado foi avaliado por
Kincal et al. (2005). O processo permitiu a reducdo de 5 ciclos logaritmicos da carga de micro-
organismos deteriorantes do suco e das bactérias patogénicas Escherichia coli O157:H7,
Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes.

Damar e Balaban (2006) avaliaram o efeito do CO. pressurizado nas caracteristicas
microbiologicas, sensoriais e fisico-quimicas de agua de coco. A melhor condi¢do para a
inativacdo microbiana foi obtida com os seguintes pardmetros de processo: 13% CO», 25°C,
345 bar por 6 minutos. Os autores concluiram que € possivel obter um produto (dgua de coco)
com uma vida Util superior a nove semanas (armazenado a 4°C), apresentando caracteristicas
sensoriais préximas ao do produto in natura.

Amostras de pimenta-do-reino em po, inoculadas com aproximadamente 10® UFC.g*!
de esporos de Bacillus cereus, foram submetidas ao tratamento com CO- supercritico de 350
bar, a 40°C, durante 30, 45 e 60 minutos. Nenhuma das condigdes avaliadas foi suficiente para
alterar a populacdo de B. cereus inoculada na pimenta-do-reino. Os autores indicam que a
auséncia de efetividade do tratamento com CO> supercritico pode estar relacionada com a baixa
atividade de agua da pimenta-do-reino. O efeito da pressdo e, principalmente, do CO:
supercritico sdo aumentados na presenca de agua. A agua € necessaria para a dissolucdo do CO>
para formar o acido carbdnico, que diminui o pH que, por sua vez, age sobre 0 micro-organismo,
eliminando-o (FROEHLICH et al., 2009). A temperatura influencia a inativacdo de esporos no
processamento com CO- supercritico, temperaturas maiores (na faixa de 50 a 60°C) estimulam
a difusividade do CO. e podem também aumentar a fluidez da membrana, facilitando a
penetracdo do CO2; consequentemente, diminuindo a taxa de sobrevivéncia de esporos

bacterianos (ENOMOTO et al., 1997).
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Choi et al. (2009) avaliaram o efeito do CO- supercritico no processamento de molho
de soja, molho de pimenta e em produto suino marinado, para a inativacdo de Escherichia coli,
L. monocytogenes, S. typhimurium, e E. coli O157:H7, nas condi¢des: 100, 120 e 140 bar, 40 e
45°C, por 20, 30 e 40 min. O tratamento foi mais efetivo na destruicdo dos micro-organismos
patogénicos nas amostras de molhos quando comparados com o produto suino marinado. Na
condigé@o de 140 bar, 45°C e 40 minutos possibilitou uma redugdo maior no molho de soja
(2,52-3,47 log UFC/cm?) do que no molho de pimenta (2,12-2,72 log UFC/cm?). Nesta mesma
condicdo, a reducdo de L. monocytogenes na carne suina marinada com molho de soja e com
molho de pimenta foi de 2,49 e 1,92 log UFC/cm?, respectivamente.

Suco de maca foi submetido ao tratamento com CO> pressurizado, nas condicdes: 35,
50 e 60°C, a 7, 13 e 160 bar, por 40, 80 e 150 minutos, para avaliacdo do efeito no pH, °Brix,
cor e na carga microbiana. A reducédo de cinco ciclos logaritmicos foi obtida na condicdo de
160 bar, 60°C e 40 minutos. Os resultados obtidos indicam que a temperatura exerce papel
importante no processo com utilizagdo de CO> pressurizado, sendo que a inativagao foi maior
guando a temperatura aumentou de 35 para 60°C. Por outro lado, as faixas de pressao utilizadas
ndo apresentaram influéncia na inativacdo microbiana.

Ao avaliar o efeito de ciclos de pressurizacgao e despressurizagdo em suco de Grapefruit
0s autores obtiveram a reducdo de cinco ciclos logaritmicos, quando aplicados seis ciclos, a 130
bar, 35°C por 10 minutos (FERRENTINO et al., 2009).

Fabroni et al. (2010), submeteram suco de laranja a trés diferentes condicGes de processo
com CO> pressurizado. Os resultados com o processamento do suco na condi¢do 130 bar, na
razdo massica de 0,385g CO2/g suco, por 15 minutos, permitiu a obtencdo de um produto com
prazo de validade de 20 dias, armazenado em refrigeracdo. Sendo que, as propriedades
nutricionais e antioxidantes do produto foram praticamente inalteradas durante esse periodo.

Valverde et al. (2010) utilizaram péras in natura fatiadas, como um exemplo de alimento
pronto para 0 consumo, para ser tratado com CO» pressurizado. Experimentos foram realizados
com um fluxo continuo de CO2 em diferentes pressdes (60 a 300 bar), temperaturas (25 a 55°C)
e tempos de exposicdo (10 a 90 minutos) para avaliar a inativacao de Saccharomyces cerevisiae.
Os resultados obtidos com CO: pressurizado foram mais eficientes quando comparados aos
tratamentos com calor, realizados nas mesmas condicdes de temperatura e tempo. A inativacdo
total da levedura (5 ciclos logaritmicos) foi obtida na temperatura de 55°C, na utilizacéo de
CO. pressurizado, e 70°C, nos experimentos envolvendo apenas calor. O pH e o °Brix da fruta

néo foram afetados pelo tratamento com CO> pressurizado. Por outro lado, os autores relataram
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perda de firmeza e o escurecimento das frutas. Houve apenas uma reducéo parcial da atividade
da peroxidase. A adi¢cdo de um antioxidante nédo foi eficiente para evitar o escurecimento das
frutas.

Li et al. (2012), estudaram o efeito individual e combinado de CO, pressurizado,
aquecimento brando e adicdo de nisina na inativacdo dos micro-organismos naturalmente
presentes no suco de lichia. As amostras foram submetidas a pressédo de 100 bar e temperaturas
de 32, 42 e 52°C por 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Os resultados indicaram que a temperatura
¢ parametro importante para a inativacdo das bactérias aerdbias e de bolores e leveduras. A
reducdo de 4,19 ciclos logaritmicos foi obtida pela combinacdo de CO. pressurizado e
aquecimento a temperatura de 52°C, por 15 minutos. Sendo que, a inativacdo das bactérias
aerobias foi total com a combinagdo de CO- pressurizado, aquecimento brando e adicdo de
nisina.

Casas et al. (2012) avaliaram o efeito do processo com CO> pressurizado na inativagao
do micro-organismo formador de esporos, A. acidorrestris, em creme de maca. Os resultados
indicaram uma reducdo de 4 ciclos logaritmicos da carga inicial dos micro-organismos, nas
condicdes de processo a 30°C e 100 bar. Os autores relataram uma peguena perda na quantidade
de vitamina C, porém, o processo ndo alterou as principais caracteristicas sensoriais e reoldgicas
do produto processado.

Galvanin et al. (2014), verificou a inativagdo por CO. pressurizado em trés matrizes
solidas distintas: corte fresco de cenoura (Daucus carota) enriquecida com E. coli, superficie
de presunto cru enriquecida com Listeria monocytogenes e corte de coco fresco (Cocos
nucifera) enriquecida com Salmonella enterica. Para as cenouras ocorreu inativagéo de E. coli
a niveis indetectaveis em 7 e 10 min de tratamento com a pressdo de 100 e 120 bar e a 26 e 35°
C, respectivamente. Para o presunto cru a inativacdo L. monocytogenes foi alcancada com
pressdo de 80 bar, 50° C por 60 minutos. Porém para os cortes de coco fresco os resultados
mostraram que foram necessarias condi¢des extremas de processo (120 bar, 40° C, 60 min) para
induzir 3.5 reducgdo Log. Além disso, um aumento de temperatura de 50°C ndo aumentou
significativamente a taxa de inativacdo, provavelmente devido a alta resisténcia da S. enterica
a permeacao do CO..

Ainda ¢ limitado o niumero de publicagdes sobre a aplicagcdo do CO; pressurizado - SC
— CO2 em alimentos s6lidos. Comparado com os sistemas alimentares liquidos, a aplicacdo de
CO. pressurizado em alimentos sélidos é mais dificil no que diz respeito a seguranca

microbiana, atributos de qualidade, fisicos e nutricionais.
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Geralmente, é necessario um tempo de tratamento mais longo para atingir substancial
inativacdo microbiana, como resultado de (i) interagdes entre os ingredientes dos alimentos e
fatores intrinsecos, e (ii) a difusdo de CO> mais limitada em matrizes solidas e células, uma vez
que a amostra ndo pode ser agitada. Consequentemente, a probabilidade de que propriedades

sensoriais poderiam ser afetadas negativamente é aumentada.

3.8 Aplicacao do tratamento a alta pressdo em pescados

A primeira tentativa de aplicar o tratamento de SC — CO> para a preservacao de pescados
foi realizada por Wei et al. (1991). Neste estudo, amostras de camardo inoculado com Listeria
foram tratados por SC — CO. a 58,5 bar, 35° C durante 2h, os resultados demonstraram que o
tratamento reduziu as contagens bacterianas apenas 35 e 45%, mas 0 aumento da pressdo para
137 bar conseguiu uma redu¢do microbiana igual a 99%.

Observacgoes de qualidade das amostras de camardo tratados por Wei et al. (1991)
mostraram algumas mudancas de cor ap6s o tratamento de SC — CO; realizado a 137 bar, 35 °C
durante 2 h, os autores relataram que a camada externa dos camardes ficaram esbranquicada e
a aparéncia de ter sido preparados rapidamente a baixa temperatura ou embebida em acido.
Houve também perda de pequena quantidade de liquido dando a idéia de algum tecido
danificado causado pelo tratamento.

Para observar os efeitos do CO> como técnica de pasteurizacdo ndo térmica, 0S
experimentos foram realizados in vitro em cultura de bactérias de estirpe ndo patogénica de
Vibrio utilizado como um modelo para Vibrio spp. e véarias bacterias isoladas a partir de um
homogeneizado de ostras. Os autores relataram que o nivel de inativacdo bacteriana total foi
obtido com o tratamento de SC — CO2 (100 bar durante 30 min a 37°C ou a 172 bar durante 60
min a 60° C), foi comparavel ao alcancado com varios métodos de processamentos pos-colheita
aprovado pelo FDA para ostras, de alta pressdo hidrostatica e ultracongelados (PRAPAIWONG
et al., 2009).

Mais recentemente, uma abordagem inovadora para processamento pds-colheita de
ostra foi introduzida incidindo sobre os efeitos do diéxido de carbono supercritico em
contaminantes bacterianos preso no sistema digestivo de ostras. Meujo et al. (2010), ao
estudarem o efeito do CO> supercritico na inativagdo microbiana de ostras inteiras, obtiveram
2 reducdes logaritmicas e 3 reducdes logaritmicas na contagem de micro-organismos aerdbios,
nas condigOes 100 bar e 37°C por 30 minutos e 172 bar e 60°C por 60 minutos, respectivamente.

Inclusive, o desprendimento dos musculos adutores da concha foi observado em ostras tratadas
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a 172 bar e 60°C durante 60 minutos, o que ndo foi o0 caso para as ostras tratadas a 100 bar e
37°C durante 30 minutos. A analise sensorial indicou que ndo houve diferenca significativa na
aparéncia, odor e textura das ostras in natura e ostras tratadas. E ainda, os autores avaliaram a
inativacao de Vibrio fisheri e obtiveram a reducéo de seis ciclos logaritmicos.

As ostras tratadas foram comparadas com dois padrdes: uma recém retirada da concha
e uma ostra deixada a temperatura ambiente durante cerca de dois dias para desenvolver um
odor suave associado com ostras estragadas. A analise sensorial revelou que as ostras
mantiveram aspecto aceitavel considerando-se a sua aparéncia fisica, textura e cheiro depois da
exposicdo ao processo de CO> (100 e 200 Bar para 20 e 50 min a 37°C) (MEUJO et al., 2010).

3.9 Mecanismos de Inativacdo de micro-organismos usando diéxido de carbono
pressurizado

A capacidade do processo de alta pressédo de destruir e/ou inativar micro-organismos
varia grandemente de acordo com o nivel de pressdo e tempo de tratamento, e com o tipo de
micro-organismo contaminante. Enquanto que fungos, leveduras e células vegetativas sao, em
geral, sensiveis ao tratamento por alta pressdo, certos esporos bacterianos apresentam alta
resisténcia ao processo (ROSENTHAL e SILVA, 1997).

A Figura 3 ilustra esquematicamente como o CO> pressurizado pode exercer sua agdo
letal sobre as bactérias. As diferentes etapas deste mecanismo de inativacdo de forma
simplificada e hipotética podem ser resumidas como segue: (1) solubilizacdo de CO:
pressurizado na fase liquida externa, (2) modificacdo da membrana celular, (3) reducdo do pH
intracelular (pHi), (4) inativacdo da enzima chave/inibi¢cdo do metabolismo celular devido a
reducdo do pHi, (5) efeito inibitério direto do CO2 molecular e HCO3™ sobre o metabolismo, (6)
transtorno do equilibrio eletrolitico intracelular, e (7) remocao dos componentes vitais a partir
de células e membranas celulares. Deve-se notar, no entanto, que a maioria destes passos ndo
ird ocorrer consecutivamente, mas simultaneamente de uma forma complexa e inter-

relacionada.
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Figura 3 - Diagrama esquematico de como o CO; pressurizado pode exercer a sua agéo letal
sobre bacteérias.
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Fonte: Garcia-Gonzalez et al., (2007).
Segundo Garcia-Gonzalez et al. (2007), existem diferentes etapas no mecanismo

de inativacdo e estas podem ser resumidas da seguinte forma:

. Solubilizacdo do diéxido de carbono pressurizado na fase externa liquida: Em

alimentos ou caldos com alto teor de agua, o diéxido de carbono pode se dissolver na dgua para
formar o acido carbénico (H2.COs), o qual se dissocia em bicarbonato (HCOs3), carbonato
(CO3?) e hidrogénio (H*) para formar o equilibrio. Como consequéncia do equilibrio, a 4gua
entra em contato com o diéxido de carbono pressurizado, tornando os ions acidos devido a
formacéo e dissociacdo do acido carbbnico, 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 forga motriz do proton.

24



o Modificacdo da membrana celular: Ao se aproximar da superficie da célula
bacteriana, o didxido 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 CO2 e a membrana
plasmatica foi confirmada por Spilimbergo et al. (2002), que calculou que o dioxido 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, 0 que pode
aumentar a fluidez e, portanto, a permeabilidade da membrana.

o Reducéo pH intracelular: Devido ao aumento da permeabilidade da membrana,

o dioxido de carbono pressurizado pode penetrar facilmente através da membrana celular
bacteriana e se acumular no interior do citoplasma das células. No citoplasma, as concentracdes
relativas de ambos CO, e HCOs aquosos, estdo sendo controladas pelo pH interno como
resultado do pH da homeostase, a fim de manter o pH do citoplasma constante (o que é 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 é especialmente sensivel. Enzimas que compdem a maioria das
proteinas no citosol tém atividade maxima no pH 6timo e sua atividade diminui drasticamente
em ambos os lados. Assim, a reducdo do pH citosélico pode causar a inibi¢do e/ou inativacao
de enzimas essenciais para a regulacdo dos processos metabdlicos.

° Efeito inibitério direto do CO, e HCOs no metabolismo molecular: O

regulamento de uma via metabdlica pode ocorrer em varios niveis. A taxa de reacdo enzimatica
ndo é apenas uma funcdo do pH, mas também das concentracdes intracelulares do substrato,
produto, cofator, os quais séo os elementos fundamentais na regulacao da atividade enzimatica.
A concentracdo de acido 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 se aplica pressdo e acumula-se dioxido de
carbono no interior do citoplasma das células bacterianas. Este fato pode converter o HCOs
para COs, 0 que poderia precipitar eletrélitos inorganicos intracelulares a partir de células e

membranas celulares.
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. Remocdo dos componentes vitais das células e membranas celulares: Diferentes
autores (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007) também sugeriram que o CO, acumulado pode

ser devido ao seu poder de solvéncia relativamente alto e "extracdo™ de constituintes vitais das

celulas ou das membranas celulares. Neste mecanismo, sob pressdo, o0 CO2 penetra primeiro
nas células para construir a densidade de um nivel critico no interior das células, depois, remove
componentes intracelulares (como fosfolipidios e compostos hidrofébicos) para perturbar ou
alterar a estrutura das membranas e/ou o equilibrio do sistema bioldgico, promovendo assim a
inativacao.

Corroborando com estes mecanismos propostos, diferentes autores tém sugerido
mecanismos de inativacdo microbiana semelhantes. Para Choi et al. (2008), o didxido de
carbono supercritico é facilmente absorvido pela carne (por exemplo) e pode diminuir o pH.
Quando a amostra (carne) é exposta ao didxido de carbono, o &cido carbonico é formado, se
dissociando em bicarbonato e ions de hidrogénio. Além disso, a pressdo e a temperatura do
tratamento podem afetar as interagcdes moleculares e conformacdo da proteina, levando a
desnaturacdo e agregacdo da proteina (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 fendmenos: (1) a ruptura celular por explosdo devido a um aumento da pressdo
interna, (2) a modificacdo das membranas celulares e a extragdo de lipidios da parede celular
(3), a inativagdo de enzimas essenciais para o metabolismo celular, e (4) a extracdo de
substancias intracelulares.

De acordo com Patterson (2005), a membrana celular é a parte do micro-organismo que
mais sofre acdo da alta pressdo. Ela provoca mudancas na organizagdo molecular do complexo
lipideo-peptideo rompendo a estrutura da membrana de dupla camada de 4cidos fosfatidicos.
Quando ocorre a reorganizacdo da membrana, ocorrem alteracfes nas funcbes das proteinas
qgue controlam a permeabilidade de ions, o que faz com que a membrana perca a sua

funcionalidade.

Efeito de parametros fisicos e microbiolédgicos na Inativacdo de Células vegetativas

o Efeitos da pressdo e temperatura: Estes parametros afetam a inativacéo

microbiana em sua maioria por dominar o efeito sobre as caracteristicas de transferéncia de
massa de CO: e as atividades bioldgicas das celulas microbianas. Em geral, a inativagdo

microbiana é acelerada com o aumento pressdes de CO2. Como consequéncia, a pressdes mais
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elevadas, é necessario menor tempo de exposicdo para inativar o mesmo nivel de células
microbianas (LIN et al., 1993, LIN et al., 1994, HONG e PYUN, 1999). A pressdo controla a
taxa de solubilizagdo de CO: e a sua solubilidade total num meio de suspenséo. Portanto, uma
pressdo mais elevada aumenta a solubilizacdo de CO: para facilitar tanto a acidificagdo do meio
externo, como o seu contato com as células. Além disso, 0 CO2 com pressfes mais elevadas,
em geral, exibe um poder de dilui¢do superior. A inativacdo microbiana é também sensivel a
aplicacdo da temperatura. Em geral, a taxa de inativacdo aumenta com aumento da temperatura
(em igualdade de condigdes). Temperaturas mais altas estimulam a difusividade do COg, e pode
também aumentar a fluidez da membrana celular para realizar a penetracdo mais facilmente
(LIN et al., 1993; HONG e PYUN, 1999). No entanto, o tratamento de SC — CO2 néo deve ser
operado a temperaturas muito acima da sua temperatura critica (certamente, na vizinhanca da
pressdo critica de COy), porque dentro desta regido, sua densidade e sua capacidade de
solubilizagdo diminui muito rapidamente conforme a temperatura aumenta. Assim, a
temperatura tem efeito estimulante na penetracdo de CO. podendo ser parcialmente
contrabalancada por ter efeito inibidor sobre a solubilidade de CO,. Tratamentos com SC — CO»
ndo devem ser realizados a temperaturas muito elevadas, porque eles podem deteriorar a
qualidade dos alimentos em muitas aplicagGes.

. Efeito do estado fisico do CO,: Dependendo da temperatura e da presséo,

tratamentos com SC — COz podem ser realizados tanto no estado subcritico (liquido ou gasoso)
como no estado supercritico. Estudos comprovaram que o CO> supercritico é mais eficaz na
inativac&o de células microbianas que o CO2 em condigdes subcriticas. A letalidade microbiana
é aumentada com CO> supercritico podendo ser atribuido as suas propriedades fisico-quimicas
interessantes, que estdo entre aqueles de liquidos e gases. O CO> supercritico apresenta maior
densidade como liquido, enquanto propriedades de transporte de massa (isto é, viscosidade e
difusividade) sdo mais proxima de um gas. A densidade semelhante a liquido permite uma
maior solvatacdo (e, consequentemente, maior extracdo) de energia em compara¢do com 0
estado gasoso. Por outro lado, a massa de gas tem propriedade semelhante de transporte com
melhor taxa de difusdo quando comparado com o estado liquido. Além disso, a tensdo
superficial muito baixa do CO: supercritico permite a penetracdo facil em materiais
microporosos. Assim, CO> supercritico com essas propriedades melhoradas podem ser mais
eficazes do que o CO. gasoso e liquido a penetrar em células e extrair componentes
intracelulares o que resulta em um aumento da perturbacao dos sistemas bioldgicos (GARCIA-

GONZALEZ et al., 2007).
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o Efeito da agitacdo: A agitacdo pode aumentar a solubilizacdo do CO; e seu

contato com células bacterianas, tornando a penetracao celular mais fécil. Portanto, apropriada
agitacdo geralmente melhora a inativagdo microbiana por SC — CO.. Diversos autores (LIN et
al., 1992, LIN et al., 1993, LIN et al., 1994; DILLOW et al., 1999), tém relatado a importancia
da agitacdo adequada, mas ndo ha dados especificos. Tsuji et al. (2005) observaram taxas de
reducao mais elevadas com o aumento da velocidade de rotacdo. Sem agitacéo, Lin et al. (1992)
relataram uma significativa diminuicéo das taxas de inativacao de células de levedura.

o Efeito do conteddo de agua: Inativacdo microbiana depende fortemente do teor

de 4gua (ou a atividade da agua) do meio no qual as células s&o suspensas durante o tratamento
SC — CO2. Experimentos com diferentes teores de agua demonstraram que as células
vegetativas com baixo conteldo de agua foram mal inativadas, e que a sua resisténcia a
inativacdo aumentou com a diminuicdo do teor de agua. Além disso, Haas et al. (1989)
sugeriram que o tratamento a SC — CO2 ndo seria aplicivel a substancias secas.

A razdo pela qual as células microbianas molhadas sdo mais propensas a inativagdo por
SC — CO; é provavelmente o resultado direto de um aumento de solubilidade do CO; e, por
conseguinte, um aumento da formacao e de dissociacdo (H2 COs), que libera mais ions H* que,
posteriormente, reduz o pHex do meio de suspensdo para valores mais baixos. Além disso, Lin
et al. (1993) também atribuiram o efeito sinérgico de &gua para as paredes celulares e
membranas inchadas, devido a presenca de agua, pelo que estas barreiras bioldgicas séo
expandidas para se tornar mais penetravel pelo CO..

. Efeito da taxa de despressurizacdo: Acredita-se que as células microbianas sejam

rompidas por meio da acdo de explosdo durante a descompressdo. Esta descompressao
explosiva (ou flash) consiste de uma fase de pressurizacéo para induzir a primeira penetragéo
do COz gasoso aplicado nas células microbianas, seguido por um flash posterior com liberagéo
repentina da presséo aplicada com COz a partir do meio de suspenséo que resulta na expansdo
rapida de gas no interior das células. Com este sistema, a maior parte das células microbianas
sdo rompidas mecanicamente como um "estouro de baldo” no momento da despressurizacao do
flash, devido a diferenca de pressdo entre o interior o exterior desequilibrado das células
bacterianas.

. Suscetibilidade dos micro-organismos: A sensibilidade microbiana ao

tratamento SC — CO; varia grandemente entre as espécies. No entanto, as comparagfes sdo

dificeis de fazer porque ha diversas interferéncias como o tipo de equipamento, o tratamento,
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estirpes, as condigdes de teste, etc. Portanto, somente estirpes diferentes dentro de um estudo
podem ser comparadas. Em geral, micro-organismos gram-positivos sdo mais resistentes do
que as gram-negativas devido a composicdo de sua da parede celular (mais grossa), embora
exista muitas vezes inimeras exce¢fes, mesmo dentro do mesmo estudo.

. Efeito da concentracdo inicial de bactérias na eficiéncia do processo: A

concentracdo inicial de bactérias afeta a eficiéncia do processo com CO; pressurizado. Nas
mesmas condi¢des, quando h& uma concentragdo menor de bactérias, obtém-se maior
inativacdo. Consequentemente, nos casos em que a concentracao inicial de micro-organismos
é elevada, sera necessario aumentar o tempo de processo para obter o mesmo nivel de inativacao
(ERKMEN, 2000). Uma elevada concentracgdo inicial parece exercer um efeito de protecdo nas
células microbianas, que estardo menos expostas ao efeito do CO- pressurizado. Por outro lado,
quando a carga microbiana inicial € menor, as células ficardo mais expostas ao CO> durante o
processo e, portanto, mais sensiveis a inativacdo (TAHIRI et al., 2006).

. Efeito das caracteristicas fisicas e quimicas do meio: A taxa de inativacdo €

fortemente afetada pelos constituintes do meio de cultura e pela composicdo do alimento,
durante o processo. Alimentos, que possuem caracteristica fisico-quimica complexa, parecem
exercer uma prote¢do das células microbianas quando comparados com solugdes mais simples
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2007). O aumento da resisténcia a inativacdo de células
vegetativas suspensas em um meio complexo esta relacionado a presenca de componentes
lipidicos. A gordura provavelmente dificulta a penetracdo do CO2 nas células por meio de uma
alteracdo na parede e membrana celular (ERKMEN e KARAMAN, 2001).

. Efeito do pH do meio de suspensdo de células microbianas: A inativacdo

microbiana é reforcada quando o pH inicial da suspensdo de células é menor. O pH reduzido
aparentemente contribui para um aumento da permeabilidade das células a fim de facilitar a
penetracdo de CO; para as células (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

o Efeito das condicBes de cultura e do estagio de crescimento: De um modo geral,

0S micro-organismos que estdo na fase estacionaria sdo mais resistentes a temperatura e pressao
qguando comparados com aqueles que estdo na fase log. Ceélulas que estdo no final da fase
exponencial foram mais sensiveis ao tratamento quando comparadas com celulas que estavam
na fase estacionaria. A maior resisténcia da fase estacionaria pode ser explicada pelo fato de
gue, neste estagio, 0s micro-organismos sao capazes de sintetizar novas proteinas que protegem
as celulas contra condicdes adversas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).
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3.10 Considerac0es sobre o estado da arte

No Brasil, 0 consumo de pescado in natura cresce a cada ano, sendo o peixe cru (sushi
e sashimi) um produto cada vez mais consumido em diversos estabelecimentos, inclusive
churrascarias e restaurantes self-service (ndo especializados). A culinéria japonesa pode ser
destacada como uma das principais responsaveis pelo maior consumo de pescado, que é um
alimento completo, capaz de proporcionar ao organismo todas as substancias necessarias e ndo
sintetizaveis, tratando-se de um produto de excelente composicao de aminoacidos, vitaminas e
sais minerais, além de ser rico em &cidos graxos. Na producao destes produtos deve-se trabalhar
com peixes de 6tima qualidade e de procedéncia conhecida. Dentre os pescados utilizados na
preparacdo destes produtos esta o salmao e com a crescente popularizacdo do consumo de peixe
cru (sushi e sashimi) aumenta a preocupacdo com a qualidade higiénico-sanitaria dos pescados
e de suas preparacBes, uma vez que pescados crus sdo veiculos de agentes causadores de
infeccOes e intoxicagdes alimentares.

A utilizacdo de tratamentos térmicos € uma possibilidade para melhorar a qualidade
higiénico-sanitaria. Porém, este tipo de processo pode acarretar em alteracdes indesejaveis nas
caracteristicas sensoriais do produto, além de ocasionar perdas de componentes
nutricionais/bioquimicos fundamentais devido a possivel ocorréncia de processos oxidativos,
favorecidos neste tipo de processamento. Desta forma, a utilizacdo de processos ndo térmicos
surge como uma alternativa para melhorar a qualidade microbioldgica deste produto,
preservando as caracteristicas sensoriais do produto in natura, além de promover o aumento da
vida util, facilitando a sua comercializa¢do, manuseio e transporte.

Dentre os diferentes processos nao térmicos, a literatura relata 0 emprego de processos
a alta pressao (high-pressure processing — HPP), por mecanismo de pressdo hidrostatica, que
também apresentam limitacdes, tais como: ocorréncia de micro-organismos resistentes a
pressao apds tratamentos sucessivos, altos custos de investimento devido as elevadas pressdes
de operacdo e a natureza ndo continua do processo. A utilizagdo do dioxido de carbono
pressurizado como tratamento para a inativacdo de micro-organismos, por sua vez aparece
como alternativa interessante neste campo, dado que pressbes muito mais amenas estdo
envolvidas. Porém, a maioria dos estudos publicados esta concentrada em avaliar o efeito deste
processo na reducdo de bactérias, em cultura pura, hd um nimero pequeno de pesquisas
realizadas com a utilizacdo do dioxido de carbono a alta pressdo em alimentos in natura.

Entretanto, o estudo utilizando didxido de carbono pressurizado para investigar a inativacao de
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determinados micro-organismos deve ser feita considerando que a composi¢cdo do produto
influenciara a eficécia do tratamento. Desta forma, é importante ter cuidado ao extrapolar os
resultados de cultura pura para situagdes em que had um produto contaminado pelo mesmo
micro-organismo. Além disso, um fato importante em relacdo ao status quo da literatura diz
respeito ao sistema empregado, uma vez que aparatos que empregam o principio por extracao
ao final do processo resultam em perdas significativas na qualidade do produto final, tendo em
vista o arraste natural de substancias essenciais na corrente de dioxido de carbono, conferindo
aparéncia de produto “cozido”, de cor palida, 0 uso, por sua vez, de aparato de volume variavel,
como o empregado neste trabalho, além de permitir alternancia da pressdo durante o processo
de tratamento, ndo ocasiona em arraste de elementos essenciais aos alimentos, implicando em
ganho significativo de processo e melhoria importante da qualidade do produto final.

Neste sentido, o presente trabalho, tem como finalidade a proposicdo de um novo
sistema, baseado em inovacdo tecnoldgica e um processo diferente dos atuais meios, de
inativacdo de micro-organismos presentes em pescados e, possivelmente aplicavel a outros
produtos denominados “pescados e frutos do mar”, justificando assim a execugdo da presente

tese.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho desenvolvido esté dividido em trés partes. A primeira delas foi realizada com
0 objetivo de inativar a cultura pura de Staphylococcus aureus em matriz liquida com dioxido
de carbono supercritico. A segunda etapa consistiu na avaliacdo da inativacdo de
Staphylococcus aureus em matriz solida (salmédo) em diéxido de carbono supercritico, bem
como avaliacdo dos aspectos de qualidade do produto. E, finalmente, para a melhor condigéo
de processo, identificada na segunda etapa, realizou-se a cinética de inativacdo de S. aureus em

salmao previamente contaminado.

4.1 PREPARO DO INOCULO

O micro-organismo Staphylococcus aureus (ATCC 6538) utilizado no estudo foi obtido
da colecdo de culturas do Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da URI - Campus de Erechim.
O indculo inicial foi preparado pela transferéncia da cultura estoque de S. aureus em um tubo
de ensaio com 10 mL de meio liquido Luria Bertani LB (triptona 10,0 gL, extrato de levedura
5,09 L%, NaCl 5,0 g L) sob condic@es assépticas, sendo incubado a 37°C por um periodo de
24 horas.

A cada 24 horas foi realizado um repique em um tubo de ensaio contendo 10 m/L de
meio LB liquido, em seguida acrescentados 1 mL do inoculo anterior.

Os experimentos com a matriz liquida foram feitos carregando-se a célula de trabalho
apos o fechamento da mesma, injetando-se de forma asséptica 18g da suspensdo de S. aureus
com 10° UFC/mL e, posteriormente 4g de CO». Para o salméo cru denominado matriz sélida,
5g de amostra foram contaminados com a solugéo bacteriana de S. aureus, contendo em torno
de 10° UFC/mL) que em seguida, apds o tempo de contato, foi levado até célula de trabalho,
com auxilio de pinca estéril sob condi¢des assépticas. Outros 13g de salméo cru ndo inoculado
foram colocados no interior da célula para manter uma massa minima de 18g (massa
proporcional ao volume da célula para evitar que o pistdo de pressurizacdo esmague a amostra)
e, posteriormente a célula foi fechada, e carregada com CO3, respeitando as proporgdes de

massa de CO2 e massa de amostra e definidas no planejamento.

4.2 APLICACAO DE DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO
Todos os experimentos envolvendo o emprego do dioxido de carbono supercritico foram
realizados com o mesmo aparato experimental e seguindo um procedimento padrdo. Além

disso, as analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com uma Unica metodologia.
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Dessa forma, optou-se em descrever inicialmente as caracteristicas da unidade experimental
utilizada, as etapas do procedimento experimental e a metodologia das anélises microbioldgicas
realizadas. Para em seguida descrever os aspectos especificos do processo utilizando a cultura

pura de S. aureus e o0 salméao.

4.2.1 Descricdo do aparato experimental

Figura 4: Diagrama esquematico do aparato experimental utilizado.
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Fonte: Ferrentino, et al., (2013?%) com adaptacdes.

As medidas experimentais de inativacdo de micro-organismos a altas pressoes
realizadas neste trabalho foram conduzidas em uma célula de equilibrio de volume varidvel. A
unidade experimental encontra-se a disponivel no Laboratério de Termodinamica Aplicada da
URI — Erechim. A Figura 4 apresenta o diagrama esquematico da unidade experimental usado
neste estudo, enquanto a Figura 5 apresenta a unidade e a célula de trabalho, as quais consistem
basicamente dos seguintes itens com suas respectivas funcoes:

C1) Reservatdrio de solvente: armazenamento do solvente utilizado nos experimentos;

V1) Valvula de esfera (Marca SWAGELOK, Modelo SS-83KS4). Esta valvula quando
aberta permite o fluxo do solvente do cilindro para bomba;

BR1) Banho de recirculagdo (Marca NOVA ETICA, Modelo 521-2D): é usado para
manter a temperatura no cilindro da bomba constante;

BS) Bomba de alta presséo (ISCO 260D): para a verificagdo da inativagdo 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
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perfeitamente neste contexto, pois possuem um cilindro interno onde pode ser computado 0
volume ou massa de fluido e, a0 mesmo tempo, permite a pressurizagédo e despressurizacéo do
sistema conforme este fluido é deslocado (a partir ou para dentro) deste reservatorio,
respectivamente. Neste trabalho foi utilizada uma bomba seringa (Marca ISCO, Modelo 260D)
que possui um cilindro interno de 260 mL, pressdo de trabalho de até 500 bar e fluxo de até
107mL/min. O cilindro da bomba é encamisado, 0 que possibilita a manutencéo da temperatura
do reservatorio em um valor pré-determinado com auxilio de um banho de recirculacao;

CE) Célula de equilibrio de volume variavel: consiste em um cilindro de a¢o inox 316,
com capacidade maxima de 42 mL. 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 conexao com termopar (ST) e outra com a valvula de alimentacédo (V5);
uma entrada frontal (janela frontal) e traseira (fechamento e conexdo com a valvula V4);

V2) Valvula de via Unica (Marca HIP, Modelo 15-41A1T): a funcdo 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 pressdes elevadas fossem aplicadas a cabeca do
cilindro;

V3 e V4) Vélvulas de esferas (Marca SWAGELOK, Modelo SS-83KSA): a funcéo das
valvulas de esfera é interromper e permitir o fluxo em uma determinada linha. As valvulas
empregadas na unidade sdo do tipo esfera, com pressdo 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. Valvula V4: sua funcdo é 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 pistdo; também funciona como véalvula de descarga: usada para
descarga do sistema e despressurizacdo do fundo da célula;

V5) Vélvula de alimentagdo (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511AF1): permite
a alimentagéo do liquido comprimido a celula. A valvula em questdo permite uma abertura
gradual e, consequentemente, uma regulagem do fluxo de solvente alimentado a célula;

V6) Valvula de descarga (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo 1511AF1): Usada para
descarga do sistema e despressurizagdo do fundo da célula;

BR2) Sistema de aquecimento da célula: o sistema de aquecimento da célula é composto
por uma dupla camisa de metal envolta na célula de inox com duas aberturas para acoplamento

de mangueiras do banho externo ao sistema. O controle de temperatura € realizado por um
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banho termostatico de recirculacdo (BR2) (Marca NOVA ETICA, Modelo 521/3D) onde ha
circulacdo de &gua de banho passando para a célula e retornando ao banho.

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.
Usado para medir o valor real da temperatura no interior da célula. Este sensor é inserido na
célula de modo que a junta fria fique no centro da célulg;

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

AM) Agitador (Marca IKA RH BASIC 2): utilizado para garantir homogeneizacao da
solucdo no interior do sistema;

ST) Termopar, acoplado ao interior da célula para controle interno de temperatura.

Figura 5: Imagem do Aparato Experimental e célula de equilibrio.

Fonte: O autor, 2015.

4.2.2 Procedimento para inativacdo de Staphylococcus aureus em altas pressées
O procedimento experimental adotado para inativacdo de micro-organismos a altas
pressdes, utilizando o aparato experimental descrito anteriormente, iniciou com o carregamento
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do cilindro da bomba com solvente (diéxido de carbono) proveniente do cilindro de estocagem.
A carga de solvente envolve algumas etapas, sendo a primeira a transferéncia do solvente do
cilindro para a cdmara interna da bomba. Deve-se ter uma quantidade de solvente relativamente
grande dentro da camara da bomba ja que o proprio solvente é utilizado como fluido
pressurizador.

Posteriormente, foi ajustada a temperatura do banho de recirculagédo (BR1), a 7°C, para
manter a temperatura no cilindro da bomba constante e a pressdo mantida a 100 bar até iniciar
a alimentacdo, quando foi reduzida para 80 bar. As valvulas V3 foram ent&o abertas e a pressdo
elevada atraves da bomba, pressurizando toda a linha. Enquanto o fluxo do solvente estabiliza,
foi realizada a montagem da célula de equilibrio. Para isto, foram obedecidos passos cuidadosos
para a montagem e fechamento da mesma (ESTEVES et al., 2009).

Primeiramente, a montagem do pistdo foi realizada, de forma que 0 0 mesmo possa
deslizar pelo interior da célula e ndo permita a passagem de fluido do fundo para frente e vice-
versa. Posteriormente, sdo manipuladas as roscas de fechamento da célula.

A amostra (quando liquida) foi retirada da solucdo estoque, com o auxilio de uma
seringa esteril de 10 mL dentro de uma camara de fluxo, e posteriormente injetada na valvula
do termopar com a célula fechada. Quando realizado experimento com salmao (matriz solida)
o mesmo foi adicionado em camara de fluxo antes do fechamento da janela frontal e apds o
fechamento da janela traseira.

Apds essa etapa, as linhas que contém as valvulas V5 e V6 sdo conectadas na célula e
preenchidas com o solvente a baixa pressdo e depois evacuadas, para remover o0 ar
remanescente.

A bomba de seringa possui um reservatorio interno encamisado (cilindro da bomba) de
forma que se pode conhecer o volume de solvente dentro do reservatorio a uma determinada
pressdo e temperatura. A medida do volume deslocado, a fim de formar uma mistura de
composicdo desejada, é computada baseada no decréscimo do volume interno do cilindro da
bomba pela abertura da valvula V5. Para tal, € necessario conhecer a densidade do solvente
como liguido 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. Desta forma, a
célula é carregada com composicdo global conhecida. Uma vez que o sistema encontra-se
estabilizado (fluxo da bomba estavel em + 0,01 mL/min — em torno de 30 minutos), a valvula

V5 é aberta lentamente, permitindo a entrada de solvente na célula, até que o volume da camara
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da bomba atinja o valor pré-estabelecido para fornecer a composicdo desejada dentro da célula.
Durante o processo de carga do solvente, nenhuma pressao € aplicada no fundo do pistéo, para
permitir que o experimento comece com a célula em seu volume méaximo. Apoés a alimentacao,
a pressdo do sistema é entdo reduzida (em torno de 60 bar) e, com a valvula V5 fechada, a
valvula de esfera V4 é aberta para permitir que o solvente entre em contato com o fundo do
pistdo. O sistema de aquecimento é entdo acionado.

O sistema de aquecimento empregado neste trabalho é constituido de banho de
recirculacdo (BR2) que através de uma bomba faz-se a circulacdo da agua e aquece a mesma
até o valor pré-determinado no banho. A temperatura da solucdo no interior da célula é captada
pelo termopar (ST) dentro da célula e monitorada pelo indicador de temperatura (IT).
Mantendo-se a temperatura constante, inicia-se a despressurizacdo lenta do sistema através da
diminuicdo gradativa da pressao pela bomba.

Todos os experimentos foram realizados, considerando uma presséo inicial de 80 bar e a
final dependente do experimento. O tempo total de processo englobou um ciclo (inicialmente
de 2 horas e depois conforme o experimento, nas cinéticas), com pressurizagdo de 30 bar.min
e posterior despressurizacdo conforme o planejamento, sendo que cada ciclo consiste de: uma
etapa de pressurizacdo, uma fase estacionaria (permanéncia em pressao teste) e uma etapa de
despressurizacdo até 80 bar e a temperatura de opera¢do do sistema foi fixada em 33°C.

4.3 INATIVACAO DE CULTURA PURA DE Staphylococcus aureus - MATRIZ
LIQUIDA

Para cada experimento o in6culo inicial foi preparado conforme descrito no passo 4.1.

4.3.1 Otimizacao do processo de inativacao de S. aureus

Os efeitos do CO; pressurizado sobre a inativacéo de S. aureus foram avaliados através
de um planejamento experimental fatorial 23 (Delineamento Central Composto Rotacional —
DCCR). As variaveis independentes estudadas foram: presséo, taxa de despressurizagdo e razéo
entre massa do indculo e massa do CO, conforme demonstrado na Tabela 2. Como varidveis

dependentes (respostas) avaliou-se a contagem microbiana.
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Tabela 2: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial 23 para

inativacdo de S. aureus em matriz liquida.

. Niveis
Variaveis independentes**
-1 0* +1
Pressao (bar) 120 160 200
Taxa de despressurizacdo (bar/mim) 10 55 100
Razdo (v/v)*** 0,2:1 0,6:1 1,0:1

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: quantidade de inéculo 10° (UFC/mL),

tempo de processo de 2h e temperatura 33°C. *** VVolume/volume massa de CO; e indculo.

4.4.2 Determinagdo da cinética de inativacdo de S. aureus em cultura pura

Foi realizada uma cinética de inativacdo para avaliar o efeito da pressdo sobre a
inativacdo de S. aureus através da utilizacdo de CO: supercritico. Foram realizados
experimentos com pressdes variando de 90 a 140 bar, com as demais variaveis iguais ao ponto
central (Pressdo maxima de 160 bar, taxa de despressurizacao de 55 bar/min e razdo entre massa
de CO2 e in6culo de 0,6:1). Todos experimentos foram conduzidos conforme descrito no passo
4.2.2.

Para avaliar o efeito do tempo de exposicdo sobre a inativacao de S. aureus através da
utilizacdo de CO> supercritico, foram realizados experimentos com 15, 30, 60, 75, 90, 105 e
120 minutos de exposicdo, as pressdes avaliadas foram de 100, 130 e 160 bar.

Os indicadores biolégicos possuem o chamado valor D que serve para definir o tempo
para reduzir em um log a concentracdo da carga microbiana inicial, e com isso podemos
determinar o tempo minimo de tratamento que os produtos devem ser expostos ao agente
esterilizante. O valor D, tempo de reducdo decimal, é o tempo em minutos necessario para
reduzir a populacdo microbiana em 90% ou um ciclo logaritmo, a uma condicdo especifica, isto
é, para uma fracdo sobrevivente de 1/10 (RDC 17/2010). O valor Z é o0 aumento de temperatura,
necessario para reduzir em 90% o tempo de destrui¢do térmica, ou seja, que ocasione 0 mesmo
efeito letal em um décimo do valor D. O valor Z reflete a resisténcia relativa de um
microrganismo para diferentes temperaturas destrutivas, ou seja reduzir o valor D 10 vezes
(Forsythe, 2013). Com isto é possivel calcular processos térmicos equivalentes sob diferentes
temperaturas. Os valores D e Z variam para cada microrganismo e conforme as condic¢des do
meio.

Para determinar o valor D e Z, foi utilizado 0 modelo matematico conforme a seguir:
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A determinacdo do tempo de reducdo decimal (valor-D) de S. aureus em uma
determinada pressdo foi baseado em um balanco diferencial de primeira ordem, Equacéo 1.

~KNZ2 (1)

Onde N é o numero de UFC, t é tempo de processo, K é a constante de
proporcionalidade.

Integrando-se a Equag&o (1) com a seguinte condicéo inicial N (t=0) = NO, onde NO é

0 nimero de UCF inicial, tem-se (Equacéo 2);
InN —Ln No = —KT (2)

Rearranjando a Equacao (2) em termos de log tem-se (Equagéo 3);

Log % = ;—i (3)

Onde, k = 1/D e D é definido como a constante de reducédo decimal, a qual representa o
tempo necessario para haver a reducao de um ciclo logaritmico no processo.

Para a obtencéo do valor D, foi realizada a regressao linear entre os diferentes tempos
de exposicao do micro-organismo a pressao e o log de UFC sobreviventes, sendo D o inverso
do coeficiente angular da reta ajustada.

A constante de resisténcia de morte de S.aureus a pressao (valor-Z) foi determinada pela
Equacao 4:

Log— =~ (C1—(2) (4)

Onde D1 e D2 sdo valores de reducédo decimal obtidos para as taxas de despressurizagao
Cle C2, respectivamente. A constante Z representa a alteracdo de concentragao necessaria para
que ocorra uma alteracdo de um ciclo log (90% de reducéo) no tempo de morte ocasionado pelo
sistema.

Para a obtencéo do valor Z, foi realizada a regresséo linear entre as diferentes pressoes
(C) e o log do respectivo valor D, sendo z obtido a partir do inverso do coeficiente angular da

reta ajustada.
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4.4 INATIVACAO DE Staphylococcus aureus PREVIAMENTE INOCULADO EM
SALMAO CRU - MATRIZ SOLIDA

Para cada experimento o indculo inicial, bactéria Gram-positiva Staphylococus aureus
(ATCC 6538), foi preparado conforme descrito no passo 4.1, sob condicGes assépticas.

O salméo, obtido em forma de filé congelado foi obtido em um mercado local (Figura
6). As amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel e
transportadas para o Laboratdrio, onde permaneceram congeladas a -18°C até o inicio dos
ensaios. Foram realizadas analises preliminares para identificacdo da presenca de S. aureus no

salmé&o e constatou-se a auséncia do micro-organismo nas amostras.

Figura 6: Filé de salm&o adquirido em mercado local.

Para os experimentos de inativagdo de S. aureus, o salméo cru foi cortado em cubos de
aproximadamente 5g (+ 100mm?) e estes contaminados com uma suspensdo bacteriana
(FERRENTINO et al., 2014), testando-se previamente a concentragdo de bactérias nesta
suspensdo e a forma de inoculagdo desta nos cubos de salméo cru.
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4.4.1 Testes prévios com salméo cru tratado com CO> supercritico

Inicialmente foram realizados testes preliminares a fim de elucidar questfes técnicas
como a quantidade de indculo a ser utilizado na amostra para teste, qual o tempo de exposi¢édo
a alta pressdo para verificar a eficacia do tratamento, qual a forma a ser utilizada para inocular

0 micro-organismo na amostra, em seguida partiu-se para os testes para otimizacao do processo.

4.4.1.1 Inativacdo de Staphylococcus aureus em funcdo quantidade de indculo e tempo
de exposicéo

Nesta etapa foi avaliada a eficiéncia do dioxido de carbono supercritico na inativacéo de
Staphylococcus aureus previamente impregnado em pedacos de salmé&o cru. As amostras foram
submetidas a contaminacdo inicial por 1 minuto com in6culos com diferentes cargas
microbianas, obtendo-se contagens entre 10° e 108 UFC.g%, nas amostras controle. As amostras
foram submetidas ao procedimento descrito em 4.2.2, variando-se 0s tempos de exposi¢ado ao
CO. supercritico, entre 15 minutos até 5 horas.

Apbs definir-se a quantidade de inoculo, com base em estudo anterior, optou-se por
trabalhar com indculo inicial com contagens em torno de 10° UFC/mL. Para tanto o indculo
inicial foi incubado individualmente em caldo LB (LB Merck) por 24 horas a 35-37°C. Em
seguida 5g de salmdo foram contaminados com uma solucdo bacteriana de S. aureus por
diferentes tempos (1, 30 e 60 minutos), avaliando-se as contagens iniciais obtidas. As amostras
foram submetidas a uma pressao inicial de 80 bar; logo ap6s, 200 bar com pressurizacao de 30
bar.min e posterior despressurizacéo (100 bar.mint), com diferentes tempos de pressurizagdo
maxima (15, 30, 60, 90 e 120 minutos) a 33°C.

4.4.1.2. Inativagcdo de Staphylococcus aureus em salmdo cru em fungdo da forma de
inoculacdo do micro-organismo

Nesta etapa foi avaliada a eficiéncia do diéxido de carbono supercritico na inativacdo de
Staphylococcus aureus previamente impregnado em pedacos de salmdo cru sob diferentes
formas: com injecdo de 1 mL de suspens&o bacteriana com 10° UFC/mL de S. aureus no interior
da amostra (contaminacdo profunda) usando seringa estéril e com manutengdo da amostra
mergulhada em contato com o inoculo de S. aureus (contaminagéo superficial) em tempos de

1, 30 e 60 minutos a fim de obter uma contagem final da amostra em torno de 10° UFC.g™*.
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4.4.2 Otimizacédo do processo de inativagdo de S. aureus

Os experimentos para otimizacgao do processo de inativagdo de S. aureus em salméo cru
foram feitos com inoculag&o prévia por injecdo de 1mL de suspenséo bacteriana (10° UFC/mL)
em cubos de salmao de aproximadamente 5g.

Os efeitos do CO> pressurizado sobre a inativacdo de S. aureus inoculado em salméo,
foram avaliados através de um planejamento experimental fatorial completo 22 (Delineamento
Central Composto Rotacional — DCCR). As variaveis independentes estudadas foram: presséo,
taxa de despressurizagdo e razdo entre massa do indculo e massa do CO2 conforme apresentado
na Tabela 3. Como variaveis dependentes (respostas) avaliou-se a contagem microbiana,
atividade de agua, cor e pH.

Tabela 3: Variaveis independentes e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 23 para

inativagéo de S. aureus em Salméo cru.

L Nivel
**

Variaveis independentes 168 X) o* 1 +1.68
Presséo (bar.min™) 92,8 120 160 200 227
Taxa d_e gespressurlzagao <10 10 55 100 130
(bar.min™)

Massa de CO»:Massa de salmao 0,1:1 0,2:1 0,6:1 1,0:1 1,3:1

* Triplicata do ponto central; **Variaveis independentes fixas: quantidade de inéculo 10° (UFC/mL),

tempo de processo de 2h e temperatura 33°C.

4.4.3 Determinagdo da cinética de inativacdo de S. aureus em salmao cru

Foi realizada uma cinética de inativacdo para avaliar o efeito da pressdo sobre a
inativacdo de S. aureus através da utilizacdo de CO: supercritico. Foram realizados
experimentos com pressdes variando de 100 a 250 bar, com as demais varidveis iguais ao ponto
central (Pressdo maxima de 160 bar, taxa de despressurizacdo de 55 bar/min e razdo entre massa
de CO2e massa de salméo e de 0,6:1). Todos experimentos foram conduzidos conforme descrito
no item 4.2.2.

Para avaliar o efeito do tempo de exposicdo sobre a inativacao de S. aureus através da
utilizacdo de CO> supercritico, foram realizados experimentos com 15, 30, 60, 75, 90, 105 e

120 minutos, baseada em teste anterior a pressao avaliada foi fixada em 225 bar.
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4.4.4 Avaliacdo das alteragdes fisicas do salmdo cru apds os tratamentos com CO>

supercriticos.

A fim de avaliar as alteragGes fisicas do salmdo ap6s o tratamento com CO:

supercriticos, foram realizados testes de Aw, cor e pH, conforme descrito nos itens 4.5.2 a 4.5.4

4.5 DETERMINAQOES ANALITICAS
4.5.1 Analises microbiologicas

As analises microbioldgicas foram realizadas com as amostras antes (controle) e depois
do processamento com o dioxido de carbono supercritico, no laboratério de Biotecnologia, da
URI Erechim/RS.

Imediatamente apos o término de cada experimento, retirou-se a amostra da célula, na
capela de fluxo, e realizou-se a sua diluicdo em agua peptonada 0,1% com auxilio de Stomaker
(Stomacher® 400 Circulator, Seward Limited UK) e posterior plaqueamento em meio agar
Baird-Parker (Baird-Parker Agar Base - Merck®) estéril. As placas foram incubadas invertidas
a 36 £ 1°C por 24 a 48 horas, sendo que apos o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem

dos micro-organismos de cada placa, expressos em UFC/g.

4.5.2 Atividade de dgua (Aw)
A atividade de agua foi determinada utilizando o aparelho Aqualab (modelo Aqua lab,

mod-cx-2, série- 461453), cujo funcionamento se baseia nos higrometros de resposta rapida.

4.5.3 Cor

A cor foi determinada utilizando um colorimetro portatil (Minolta CR400 - mod-ch-
400, série ¢8201504.), com fonte de luz D65, na escala de L*, a*, b* do sistema CIELAB,
realizando-se as leituras em temperatura ambiente. No espa¢o colorimétrico CIELAB, definido
por L*, a*, b*, a coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas

de cromaticidade verde(-)/vermelho(+) e azul (-)/amarelo(+), respectivamente.

4.5.4 pH
O pH foi determinado por potenciometria, usando um medidor digital de pH (Hamilton

Instruments Inc., Bonaduz, Suica), a mensuracdo se deu apds a calibracdo com tampao
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comercial com solugbes a pH 7,0 e 4,0. A amostra tratada (2 g) foi homogeneizada com agua
destilada (10 mL), agitada em bequer e o pH registrado ap06s a estabilizacdo do sinal. As
medidas foram realizadas em triplicata (BRASIL, 2005).

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as anélises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a
Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significancia de 95% utilizando
0 programa Statistica® 8.0 (STATSOFT Inc).

Os resultados obtidos nos planejamentos fatoriais foram tratados estatisticamente
segundo metodologia de planejamentos de experimentos, com auxilio do software Statistica
versdo 8.0, com nivel de significancia de 95 % de confianca. Para validacdo dos modelos foi
utilizada a analise de variancia, verificando-se o coeficiente de correlacdo e a amplitude de

grandeza do F calculado em relagéo ao F tabelado (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INATIVACAO DE CULTURA PURA DE Staphylococcus aureus COM
DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

5.1.1. Otimizagdo da inativagéo de S. aureus

A Tabela 4 apresenta a matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) 23
(valores reais e codificados) para os percentuais de reducgéo de S. aureus, avaliando diferentes
taxas de despressurizacdo (bar/min), razdo (entre a massa de CO2 e a massa de cultura

bacteriana) e pressao (bar).

Tabela 4: Matriz do delineamento composto central rotacional 22 (valores reais e codificados)

da inativacdo de S. aureus e as respostas em reducdo percentual e logaritmica.

X1 X2 X3 Reducéo Reducéo
. . Taxa ~
Ensaio P(rszi?o despressur_izagéo (COT:?rﬁggulo) % (Log/g) Log UFC/g
(bar/min)
1 (120)-1 (10)-1 (0,2)-1 24,0 1,2
2 (120)-1 (10)-1 (1,0)+1 34,0 1,7
3 (120)-1 (100)+1 (0,2)-1 44,0 2,2
4 (200)+1 (10)-1 (0,2)-1 100,0 5,0
5 (120)-1 (100)+1 (1,0)+1 46,0 2,3
6 (200)+1 (100)+1 (0,2)-1 100,0 5,0
7 (200)+1 (10)-1 (1,0)+1 100,0 51
8 (200)+1 (100)+1 (1,0)+1 100,0 5,0
9 (160)0 (55)0 (0,6)0 100,0 5,2
10 (160)0 (55)0 (0,6)0 100,0 5,0
11 (160)0 (55)0 (0,6)0 100,0 5,2

Considerando a reducdo na contagem de S. aureus da amostra processada, é possivel
verificar redugdes de 100% da carga inicial nos ensaios 4, 6, 7, 8, 9, 10 e 11, impactando uma
reducéo logaritmica da carga inicial de 5,0 a 5,2 Log UFC. g ..

Ao analisar os demais ensaios observa-se reducdes na faixa de 46 e 44% nos ensaios 5
e 3 (reducdes de 2,3 e 2,2 Log UFC.g™}) e reducgBes de 34 e 24% nos ensaios 2 e 1 (reducdes

de 1,7 e 1,2 Log UFC.g), sendo valores considerados baixos levando-se em conta os demais
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ensaios. Estes resultados mostram que a reducdo na pressdo (120 bar) dificulta a inativacédo
microbiana.

Os resultados foram tratados estatisticamente e a Figura 7 apresenta o grafico de Pareto
com os efeitos estimados das variaveis estudadas. Verifica-se que a somente a pressdo
apresentou efeito significativo (p<0,05) positivo, indicando que, quanto maior a pressdo, maior
sera ainativacdo de S. aureus. A taxa de despressurizagdo e a razdo, bem como a interagdo entre

elas ndo exerceram influéncia estatisticamente significativa dentro da faixa estudada.

Figura 7: Grafico de Pareto com efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no

planejamento fatorial completo 22 para a inativacéo de S. aureus com diéxido de carbono.
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Em geral, a inativacdo microbiana € acelerada com o aumento das pressdes de COx.
Como consequéncia, a pressdes mais elevadas, € necessario menor tempo de exposi¢do para
inativar 0 mesmo nivel de células microbianas (LIN et al., 1994; HONG E PYUN, 1999). A
pressdo controla a taxa de solubilizacdo de CO: e a sua solubilidade total num meio de
suspensdo. Portanto, uma pressdo mais elevada aumenta a solubilizacdo de CO> para facilitar
tanto a acidificacdo do meio externo, como o0 seu contato com as células. Além disso, o CO>
com pressdes mais elevadas, em geral, exibe um poder de diluigdo superior. A inativagdo
microbiana é também sensivel a aplicagdo da temperatura. Em geral, a taxa de inativacéo

aumenta com aumento da temperatura (em igualdade de condic¢des). Temperaturas mais altas
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estimulam a difusividade do CO>, e pode também aumentar a fluidez da membrana celular para
realizar a penetragdo mais facilmente (LIN et al., 1994; HONG E PYUN, 1999).

De acordo com Patterson (2005), a membrana celular € a parte do micro-organismo que
mais sofre acdo da alta pressao. Ela provoca mudancas na organizacdo molecular do complexo
lipideo-peptideo rompendo a estrutura da membrana de dupla camada de &cidos fosfatidicos.
Quando ocorre a reorganizagdo da membrana, ocorrem alteracfes nas funcdes das proteinas
que controlam a permeabilidade de ions, o que faz com que a membrana perca a sua
funcionalidade.

Spilimbergo et al. (2002), obtiveram esterilizagdo completa de bactéria Gram-positiva
B. Subtilis, assim como de bactéria Gram-negativa P. aeruginosa, sob pressao de operacdo de
74 bar e um tempo de exposicdo em condicdes estaveis de 2,5 min. Segundo este estudo a
hipbtese mais provavel para a inativacao de bactérias é o efeito sinérgico de diminuicao do pH
intracelular e a modificacdo da membrana citoplasmatica causada por dissolugdo de CO,. O
passo limitador da velocidade é, por conseguinte, a taxa de pressurizacdo que determina a
velocidade de saturacdo do CO2 no meio. Em particular, o CO> tem relativamente baixa
solubilidade em &gua; pelo contrario, € bem soltvel em lipidios, dependendo da pressao e
temperatura utilizada no processo.

O fato da razdo entre produto e CO2 ndo se mostrar significativa no processo significa
que é possivel usar a menor quantidade de CO3, ocasionando uma maior economia no processo,
devido a um menor consumo de CO». Dados divergentes foram relatados por Soares et al.
(2013), onde a razdo entre a massa de cultura de L. monocytogenes e a massa de CO2 mostrou-
se significativa (p<0,05) ou seja, quanto maior a oferta de dioxido de carbono, mais eficiente
foi a inativacdo de L. monocytogenes. No entanto, os mesmos autores, usando quantidade de
CO2 menor (1:0,2) obtiveram reducdo de 100%, indicando que € possivel obter reducéo
microbiana com baixas concentracdes de CO». Segundo Erkmen e Karaman (2001), a maior
concentracdo de CO; facilita a solubilizacdo do gas no interior das células bacterianas fazendo
com que no momento da despressurizacdo, quando ocorre a expansao do dioxido de carbono, o
rompimento celular ocorra com maior facilidade levando a maior eficiéncia na inativacéo do
micro-organismo. Fatores como as caracteristicas da parede celular do micro-organismo Gram
+ como € o0 caso do S. aureus e a presenca de gordura no salmédo devem ser considerados como
favoraveis a solubilizagdo do CO». Embora conforme demonstrado por diversos autores citados

por Perrut (2012), a deterioragdo microbiana aumenta com o aumento da presséo e ndo com a
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quantidade de CO> presente no meio, pois a pressao € que provoca aumento na dissolugdo do

fluido atraves da membrana e parede celular.

5.1.2 Inativacdo de S. aureus em matriz liquida em funcéo da presséao

A fim de verificar a influencia da pressdo na inativagédo de S. aureus foram realizados
testes com pressdes variando entre 90 e 140 bar.

A Tabela 5 apresenta os resultados do efeito da pressao sobre a inativacdo de S. aureus

através da utilizacdo de CO; supercritico.

Tabela 5: Evolugdo da inativagdo (N° de sobreviventes e Log) de S. aureus empregando

diferentes pressdes

Presséo Densidade N° Sobreviventes Log
(bar) (Kg/md) UFC/mL UFC/mL
140 815,57 0 0
130 801,26 0 0
125 793,27 500 2,69
120 784,57 800 2,90
110 764,36 9000 3,95
100 738,34 13000 4,11

90 700,34 19000 4,27

A inativacdo de S. aureus em matriz liquida, tratados a diferentes pressées, combinada
com taxa de despressurizagio de 55 bar.min"* a uma temperatura fixa de 33°C, tempo total de
tratamento de 2 horas e razdo de 1:0,2 (in6culo:CO-), apresentaram reducdes significativas
qguando houve aumento da pressao de trabalho com reducdo significativa na sobrevivéncia do
micro-organismo: reducdo de cerca de 5 log foram obtidos a partir de 130 bar. Os dados de
densidade sdo apresentados na Tabela 5 uma vez que possuem efeito positivo na solvatacdo do
CO.. A Figura 8 demonstra que ha reducdo linear no numero de micro-organismos
sobreviventes conforme se aumenta a pressdo, com reducdo total de S. aureus a 130 bar.
Diversos estudos relataram o efeito benéfico de pressdo durante tratamentos com CO:
supercritico (FERRENTINO el al, 2014). O aumento de pressao € benéfico sobre a inativacdo
microbiana gragas ao aumento dramatico da densidade e poder de solvatagdo de CO2 que
promove o contato com as células que induzem a remocao de componentes vitais a partir de
celulas ou membranas celulares (BRUNNER, 2005).
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Figura 8: Inativagéo de S. aureus em funcgéo da pressao.
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Os dados deste estudo corroboram com achados de Liao et al. (2010), que obteve
reducdes de 5,24 ciclos log para testes com suco de cenoura em pressdes de 100, 200 e 300 bar,
e temperaturas de 32, 37 e 42°C, o tempo de tratamento foi de 5-90 min para inativagédo de
Salmonella typhimurium e concluiram que o efeito de inativacdo foi melhorada pelo aumento
da pressdo e temperatura. Liao et al. (2007) testou a inativacdo de Escherichia coli em sumo de
maca atraves do dioxido de carbono supercritico, seus testes foram realizados com CO; a 200
bare 37°C e a 300 bar e 42°C, 0 que o levou a concluir que temperatura ou pressédo mais elevada
aumentou significativamente o efeito bactericida (p <0,05), a reducdo méxima foi de 7,66 log
UFC a 450 bar e 52°C durante 30 min. Ja reduc@es de até 8 log foram obtidos por Erkmen e
Karaman (2001), que trataram S. typhimurium em 75,6 bar e 35°C suspenso em solucdo salina.
Estes resultados mesmo com diferentes pressdes e temperaturas indicam que a pressdo

influencia a eficacia do processo.

5.1.3 Inativacéo de S. aureus em funcdo do tempo total do processo

Considerando os resultados obtidos no item 5.1.2, optou-se por avaliar a inativacdo de
S. aureus em funcdo de diferentes tempos de pressurizacdo (0 a 120 min.) em diferentes
pressdes. A Figura 9 demonstra as cinéticas de inativagéo a 100, 130 e 160 bar, respectivamente,

durante 120 min. A razdo e taxa de despresurizagédo foram mantidas constantes conforme o
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ponto central do planejamento (0,6:1 massa de COz:massa de indculo e 55 bar/min,
respectivamente).

Figura 9: Cinética de inativacdo de S. aureus com pressdo de 100 bar, 130 bar e 160 bar.
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A Figura 9 apresenta a reducdo de S. aureus em diferentes pressdes (100, 130 e 160 bar),
pela qual é possivel dizer que a taxa de inativagdo aumenta conforme se aumenta a presséo do
sistema, permitindo desta forma reduzir o tempo de tratamento. E possivel verificar que a 100
bar a inativacdo ocorre de forma lenta, quando ocorre aumento de pressdo para 130 bar a
reducdo de 6 Log é alcangcada em 120 minutos de tratamento, porém quando houve incremento
da presséo (160 bar) esta reducdo ocorre em 90 minutos.

Desta forma, a partir dos coeficientes angulares das equacdes das retas obtidas na
linearizacdo dos pontos em cada uma das cinéticas de inativacdo de S. aureus em funcdo do
tempo, com pressdes fixadas em 100, 130 e 160 bar, foram obtidos os valores de D (-1/b), 0s

quais podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de D e log de D para as cinéticas de inativacao de S. aureus em funcéo da

Pressao.
Presséo (bar) Valor de D (min) Log D
100 46,7 1,66
130 26,3 1,41
160 17,3 1,23
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O parametro Z, corresponde ao intervalo da temperatura ou pressdo que ocasiona uma
variacdo de 10 vezes no valor D, sendo numericamente igual a variacdo de temperatura ou
pressdo necessarias para a curva de resisténcia térmica atravessar um ciclo logaritmo. Este
parametro € obtido a partir do Log dos valores de D e posterior linearizacdo desses pontos.
Obtendo-se a equacao geral da reta aplica-se a equacdo Z=1/b. O grafico de Log D pode ser
observado na Figura 10 e sendo a equacdo da reta correspondente a y= -0,0072x +2,3773,
obtivemos Z=138 bar.

Figura 10: Valores de Log D para a obtencéo do parametro Z, para os resultados experimentais.
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Conhecendo o valor de Z pode-se simular o valor de D para qualquer outra pressao

utilizando a Equagéo 6:
log(D) = = * (P — Pref) + log(D ref) (6)

Onde P e Pref representam a pressdo do tratamento e pressdao de referéncia,
respectivamente. Os valores de D e Dref séo 0 tempo de reducdo decimal na presséo do sistema
e na pressdo de referéncia, respectivamente.

O valor de D obtido é similar ao reportado por Neagu et al. (2014), que descreve como
uma cinética de primeira ordem de reacdo e um efeito sinérgico de pressdo e temperatura foi
notado para o intervalo experimental, onde a pressdo variou de 54 a 70 bar e a temperatura

variou de 30 a 50 °C para a inativagdo de Aspergillus ocharaceus usando dioxido de carbono
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supercritico. O tempo de redugdo decimal (D) variaram entre 47,07 minutos (a 54 bar e 30°C)
e 5,04 minutos (70 bar e 50°C).

Erkmem (2000), estudando L. monocytogenes, em suspensdes em meio de cultura BHI,
a 25°C, encontrou valores de D (min) 34,49 utilizando 15,1 bar de pressdo, 18,59 utilizando
30,2 bar e 13,0 para pressao de 60,5 bar. Nessas condic¢des o valor de Z obtido foi de Z=115,8.
Segundo Torrezan (2003), a morfologia das células dos micro-organismos influéncia sua
sensibilidade aos efeitos da pressédo, sendo os bacilos mais sensiveis do que 0s cocos.

Erkmen e Karamen (2001), realizaram uma cinética de inativacdo de Salmonella
typhimurium com diéxido de carbono pressurizado na faixa de 15,1 para 75,6 bar a 35°C e
encontraram o valor de D que variou de 23,63 para 1,48 min. Sendo que a 75,6 bar o autor
encontrou um D de 1,48 min usando solucédo salina e um D igual 9,43 com meio de cultura
BHI, nas mesmas condi¢fes. A inativacdo seguiu uma cinética de reacdo de primeira ordem. A
dependéncia da pressao das taxas de inativagdo de Salmonella typhimurium pode ser descrita
pelo valor D, dependendo das solu¢es modelos de meios de cultura e solucéo salina fisiolégica.
O dioxido de carbono dissolve-se melhor na solucdo aquosa (solucao salina) sob pressdo para
formar acido carbbnico. A solubilizacdo de CO. pode, portanto, ser relacionada com as
alteracdes de pH na suspenséo.

J& Silva (2011), testou a eficiéncia do uso COz supercritico na inativagdo de E. coli em
meio de cultura. Durante todos os experimentos foi mantida uma relacdo constante entre massa
de CO; e massa de meio liquido contendo as células de E. coli, onde foi empregado 7 g de CO>
e 5 g de meio liquido, a uma taxa de despressurizacdo de 100 bar.min. A temperatura foi
mantida constante em 36 °C. Inativacdo microbiana seguiu uma cinética de primeira ordem,
onde as taxas aumentaram com o aumento da pressdo de 80 - 160 bar. A 160 bar foi necessario
um tratamento 1,03 min (valor de D) para reduzir um ciclo na contagem, enquanto que a 80 bar
foram necessarios 5,35 min (valor de D). Através desses valores foi encontrado valor de Z=
113,64.

Soares et al. (2013), avaliaram a inativagdo de L. monocytogenes utilizando CO>
supercritico. Para avaliar o efeito do tempo de pressurizagdo sobre a inativacdo de L.
monocytogenes através da utilizagdo de CO- supercritico, foi feita uma cinética de inativacdo
em funcéo do tempo do processo com 5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 minutos, com 1 ciclo,
razdo entre massa de CO2 e massa de indculo de 0,2:1, temperatura de 33°C, e pressdo fixa de

200 bar. As taxas de despressurizagdo foram de 100, 120 e 160 bar.min™. O autor encontrou
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um valor de D igual a 12,66; 14,99 e 17,85 para uma presséo de 160, 120 e 100 bar,
respectivamente. O valor de Z encontrado foi igual a 500.

5.2 INATIVACAO DE Staphylococcus aureus INOCULADO EM SALMAO CRU
APLICANDO DIOXIDO DE CARBONO SUPERCRITICO

Ap0s determinar a viabilidade da inativacdo de Staphylococcus aureus em cultura pura
empregando dioxido de carbono supercritico, passou-se a estudar a inativacdo do S. aureus em
salmdo cru, denominado como matriz sélida.

Antes dos experimentos para otimizacgdo da inativacao de S. aureus, foram realizados
testes prévios visando obter-se informacdes sobre o tempo de exposicdo a alta pressdo, o
indculo inicial a ser impregnado no salméo cru, o tempo de contato do salmdo com a cultura
bacteriana e a forma de inoculagéo da suspenséo bacteriana nas amostras de salmé&o cru.

Considerando uma menor eficacia do dioxido de carbono supercritico em inativar
micro-organismos em matriz soélida (FERRENTINO e SPILIMBERGO, 2011), os
experimentos prévios foram realizados em condi¢cdes mais drasticas de pressdo e taxa de
despressurizacio (200 bar e despressurizagio de 100 bar.mint), em relacdo a melhor condic&o
obtida com a matriz liquida.

5.2.1 Inativacdo de Staphylococcus aureus em funcdo do tempo de tratamento a alta
pressdo e da carga bacteriana presente na amostra de salméo cru

A fim de esclarecer o tempo necessario para que o didxido de carbono supercritico
pudesse inativar diferentes cargas bacterianas presentes na amostra, foi avaliada a eficiéncia do
mesmo na inativacdo de Staphylococcus aureus previamente impregnado em diferentes
contagens em pedacos de salmédo cru. As amostras foram submetidas a contaminacéo inicial
superficial por 1 minuto em in6culos com diferentes cargas microbianas, obtendo-se contagens
entre 103, 10° e 108 UFC.g%, em seguida submetidas a uma pressao inicial de 80 bar; logo ap0s,
200 bar com pressurizacdo de 30 bar.min e posterior despressurizagdo (100 bar.min), com
diferentes tempos de pressurizagdo méaxima, 15 minutos até 5 horas, a 33°C, conforme

apresentado na Tabela 7.

Analisando os resultados do tratamento das amostras com carga inicial de 10° UFC.g%,

observa-se que o tratamento se mostrou totalmente eficaz, pois a partir de 15 minutos (0,2 h)
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de exposicdo ao CO, com inativacdo total do S. aureus previamente inoculado. Para se obter
uma inativacdo total de S. aureus previamente inoculado em salmao com indculo inicial de 10°
UFC.g* sdo necessarios 30 minutos de exposicdo a 200 bar. J4, com indculo inicial de 108
UFC.g%, ndo houve inativagio total, mesmo com 5 horas de exposicdo a alta pressdo, apenas

reducdo das contagens (Tabela 7).

Tabela 7: Cinética de inativagdo de S. aureus (Log UFC.g™) em fung¢do do indculo inicial (103,

10° e 108 UFC.g™), & pressdo constante de 200 bar e despressurizacdo de 100 bar.min™,

10 UFC.g* 10° UFC.g* 108 UFC.g*

Tempo Alta Alta Alta

(horas) Branco ~ Branco ~ Branco ~
pressao pressao pressao

0,2 3,8 0 4,0 3,3 7,9 6,9

0,5 3,5 0 4,8 0 7,8 6,6

1 2,7 0 4,6 0 7,8 6,1

2 2,5 0 4,5 0 7,7 59

3 2,3 0 4.4 0 7,6 55

5 2,0 0 4,2 0 7,2 4,2

Ao analisar a Tabela 7, verifica-se que, quanto maior a carga microbiana inicial no
produto, menor a eficacia do didxido de carbono supercritico na inativacdo de S. aureus. O
efeito do pardmetro sobre 0 processo € evidente. A carga bacteriana inicial da amostra indica
que a tecnologia é aliada da producdo, porém jamais substituird as boas praticas de fabricacao
e 0s cuidados higiénico sanitarios ao longo da cadeia produtiva. Mesmo assim quando a carga
bacterina é alta, um aumento de tempo de tratamento induziu uma reducéo significativa na
sobrevivéncia do micro-organismo. Embora o tratamento ndo tenha sido totalmente eficaz,
obteve-se reducdo de 1,8 logs com 2 horas de tratamento a pressdo de 200 bar. Observa-se alta

correlacdo negativa (-0,98) entre o nimero de sobreviventes e 0 tempo de pressurizacao.

Em tratamento com diéxido de carbono supercritico, a temperatura e o tempo sao 0s
fatores que influenciam significativamente a inativagdo microbiana (DEBS-LOUKA et al.,
1999). A pressdes mais elevadas, um tempo de tratamento mais curto pode ser utilizado para
inativar o mesmo nivel de células microbianas. Porém pressdes mais elevadas influenciam na
solubilizacdo do CO que agem na acidificacdo e expansdo da membrana celular do micro-
organismo, comparado a aplicacdo da técnica em alimentos liquidos onde o CO, tem maior
facilidade de permear e com isso destruir 0 micro-organismo. Resultados divergentes foram

encontrados por Ferrentino et al. (2013b) ao verificar que, a temperatura e pressdo parecia
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influenciar significativamente a inativagdo microbiana, enquanto o tempo de tratamento ndo
mostrou influéncia, para 120 bar e 50°C, um aumento de tempo de 5 a 15 min n&o resultaram
em qualquer melhoria de reducdo microbiana. Comportamento microbiano semelhante foi
mostrado por Valverde et al. (2010), que relataram efeitos insignificantes do tempo de
tratamento para inativacdo de Saccharomyces cerevisiae em péras frescas. Estes autores
defendem que em produtos sélidos, onde o contato entre 0 CO- e a amostra é direto, ao contrério
do que acontece para substratos liquidos, o tempo de tratamento pode ser reduzido, uma vez
que o0 CO2 néo precisa saturar o meio: o tempo de exposi¢do necessario depende essencialmente

da resisténcia especifica das estirpes microbianas alvo.

Segundo Erkmen (2000), a dificuldade em inativar micro-organismos esta relacionada
a natureza da matriz e a presenca de compostos como carboidratos e gorduras que podem
desempenhar um importante papel na protecdo dos micro-organismos e a dificultar a acédo
bactericida do didxido de carbono, dados relatados pelo autor que investigaram a inativacao de
Brochothrix thermosphacta por SC-CO» (610 bar, 45°C, 150 min) em carne picada e relataram
reducdo de 1 Log UFC.g . Resultados semelhantes também foram obtidos por Sirisee et al.
(1998) que testaram a toleréncia ao CO- supercritico (SC-CO>) de E. coli e S. aureus inoculados
em carne moida a 42,5°C e 310 bar. Com base nestes resultados fixou-se a carga microbiana
inicial de 10° UFC.g!, para a contaminagdo das amostras e tempo de contaminag&o inicial por

1 minuto para estudos posteriores.

5.2.2. Inativacdo de S. aureus em salmédo cru em funcdo do tempo de tratamento a alta

pressdo e tempo de contato do indculo com a amostra

Baseado no estudo anterior, optou-se por trabalhar com indculo inicial com contagens
em torno de 106 UFC.g* na suspenséo bacteriana usada para inocular as amostras de salmao
cru, visando obter-se contagens proximas a 10° UFC.g ™ nas amostras. As Figuras 11 A, Be C
apresentam os resultados de inativacdo de S. aureus em salmdo cru, ap0s o contato com o

inoculo durante 1, 30 e 60 minutos, respectivamente.
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Figura 11 A, B e C: Contagem de coldnias sobreviventes (Log UFC.g ) em funcdo do tempo
de tratamento a pressdo constante de 200 bar (AP) para o tempo de 1 minuto, 30 minutos e 60

minutos de contato da amostra com o indculo (33°C, 100 bar.min™* de despressurizagio).
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Analisando a Figura 11 A, observa-se que sdo necessarios 60 minutos de exposi¢cdo ao

dioxido de carbono supercritico (200 bar) para haver uma reducdo significativa na
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sobrevivéncia do micro-organismo de cerca de 4 log, obtendo-se inativacdo total do micro-
organismo.

Conforme mostra a Figura 11 B, o tempo de 30 minutos do salmdo em contato com o
in6culo fez com que a contaminagao fosse menos superficial, ocasionando maior dificuldade
para o COz permear a matriz solida e inativar o micro-organismo. Com 60 minutos de exposi¢ao
a alta pressdo, nas mesmas condi¢des (200 bar e despressurizagdo de 100 bar.min™!), observou-
se uma reducdo de 1,6 Log UFC.g"!. Quando este tempo foi estendido para 90 minutos ndo
houve permanéncia de S. aureus, comportamento microbiano diferente foi encontrado por
Valverde et al. (2010), que relataram ndo haver influéncia do tempo na inativacdo de
Saccharomyces cerevisiae em péras frescas, embora o tempo tenha sido aumentado de 10 para
90 min a 100 bar. Eles postularam que em produtos sélidos, onde o contato entre 0 CO2 ¢ a
amostra ¢ direto, ao contrario do que acontece para substratos liquidos sem qualquer
interferéncia no meio, o tempo de tratamento pode ser reduzido, pois o0 CO2 ndo precisa saturar
e neste caso o tempo de exposicao depende mais da resisténcia da estirpe bacteriana alvo. Os
resultados do presente trabalho indicam que a afirmativa feita por estes autores pode ser valida
quando a contaminagao ¢ superficial, entretanto com contaminagdes no interior do produto, esta
possibilidade de reducao no tempo de tratamento pode ndo trazer os mesmos resultados.

A pressdo de 200 bar, combinada com a taxa de despressurizagdo de 100 bar. mina
temperatura constante de 33°C, mostrou-se mais eficaz nos tempos de contaminacéo de 1 e 30
minutos, Figuras 11 A e B, com inativacdo total do S.aureus, a partir de 60 e 90 minutos de
exposicao a alta pressao, respectivamente.

A Figura 11 C, na condicdo de contaminacgdo inicial de 1 hora de contato do salmado com
0 micro-organismo, resultou em uma contagem inicial de 1,9 x 10°a 2,5 x 10°UFC.g™! e reducio
de apenas 1,0 Log UFC.g! com até 30 minutos de pressuriza¢do, chegando a 3,8 Log UFC.g™!
com 120 minutos de pressurizagao.

Estudos de Damar e Balaban (2006) apresentam pesquisas com dioxido de carbono
supercritico sendo conduzidas usando suspensdes de culturas puras com diferentes micro-
organismos e aplicado preferencialmente a produtos alimentares liquidos, como sucos, cervejas,
vinhos e leites.

As pesquisas com alimentos solidos sdo excassas. Além disso, percebe-se que a
inativagdo em matriz liquida é maior do que em matriz solida. Segundo Garcia-Gonzalez et al.
(2007) a taxa de inativagdo é fortemente afetada pelos constituintes do meio de cultura e pela

composicao do alimento, durante o processo com CO: pressurizado. Alimentos que possuem
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caracteristica fisico-quimica complexa parecem exercer uma prote¢do das células microbianas
quando comparados com solugdes mais simples.

Damar e Balaban (2006), em suspensdes de culturas puras de diferentes micro-
organismos, demonstraram que a inativacdo microbiana alcancada pela alta pressao com
dioxido de carbono variou de 2-9 logs com pressdes abaixo de 300 bar e temperaturas entre 5 a
60°C.

Soares et al. (2013) avaliaram a inativacdo de Listeria monocytogenes, atraves da
utilizacdo de didxido de carbono supercritico e observaram efeitos da temperatura, taxa de
despressurizacao, ciclos de pressdo e a propor¢do em massa de suspensdo de células parao CO>
sendo que a melhor condigdo experimental para inativar L monocytogenes foi massa de
suspensdo de células para o0 CO2 na propor¢éo de 1:0,2, taxa de despressurizagdo de 100 bar, 1
ciclo de presséo, a 33°C durante 2 h levando a reducao de 6,1 log.

Segundo Valverde et al. (2010), mais pesquisas sdo necessarias para estudar o efeito
especifico da alta pressdo de didxido de carbono em alimentos. As condi¢des de tratamentos
devem ser otimizadas a fim de obter a maior descontaminacdo para cada produto e a menor
perda sensorial, j& que a comercializacdo bem-sucedida deste método depende fortemente do
impacto do CO- nas propriedades organolépticas dos produtos.

Ferrentino et al. (2014), obtiveram reducbes de cerca de 7 log em cenouras com
temperatura fixa de 26°C, com 25 minutos de pressurizagdo a 80 bar, e 10 minutos de
pressurizacdo a 120 bar. Quando se utiliza temperatura fixa no tratamento € recomendavel
variar a pressdo para melhorar o desempenho do processo, porém neste estudo as contagens
para S. aureus encontradas a partir de 60 minutos indicam que a pressao de 200 bar é adequada
para 0 processo.

Segundo Erkmen (2000), bactérias Gram-positivas como L. monocytogenes e S. aureus
sdo mais resistentes ao tratamento de alta pressdo do que as Gram-negativas, porque apresentam
parede celular mais espessa, apresentando uma espessura de 20 a 80 nm, enquanto que Gram-
negativas apresentam um valor maximo de 20 nm. O tempo necessério para a difusdo do CO>
através da parede celular e a solubilizacdo dos compostos no interior da célula de S. aureus
(Gram-positiva) pode ser a causa da menor inativagdo nos primeiros 60 minutos. Isso permite
explicar a dificuldade em reduzir a contaminacéo persistente quando a amostra de salméo
permaneceu em contato com o indculo de S. aureus durante 1 hora.

No que se refere a temperatura de trabalho no sistema, a taxa de inativagdo aumenta

com o aumento da temperatura. Temperaturas altas estimulam a difusividade do CO>, e também
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podem aumentar a fluidez através das membranas celulares para tornar mais féacil a penetragdo
de CO.. No entanto, o tratamento ndo deve ser operado a temperaturas muito acima da
temperatura critica do CO> (31,1°C) porque dentro desta regido a capacidade de solubilizagdo
do solvente diminui muito rapidamente a medida que a temperatura aumenta. Além disso,
tratamento com didxido de carbono supercritico ndo deve ser realizado a temperaturas muito
altas, pois poderia comprometer a qualidade dos alimentos em muitas aplicagdes (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2007).

5.2.3. Inativacdo de S. aureus em salmdo cru em funcdo da forma de inoculagdo do

micro-organismo

A fim de elucidar as questdes relativas a dificuldade em inativar os micro-organismos
quando em superficie e quando internamente inoculado conforme a matriz em estudo, foram
realizados testes em salmé&o, porém com inoculagdo de 1 mL de indculo de S. aureus no interior
da amostra. A Figura 12, indica a reducdo de S. aureus em salmdo quando tratado apds a
contaminacdo via injecdo e contato (1min), mostrando que a remo¢do do micro-organismo é
maior quando a amostra permanece em contato com o indculo de S. aureus (contaminacéao
superficial) e uma reducdo menor quando a amostra € contaminada via injecdo (contaminacao

profunda).

Figura 12: Percentual de reducédo de S. aureus em funcéo do tempo de tratamento e da forma

de inoculacdo da bactéria no salmao.
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N&o ha consenso entre os pesquisadores sobre a forma de efetuar a contaminacao das
amostras para os testes, assim optou-se pelo método que apresentou maior dificuldade em
remover 0 micro-organismo.

Valverde et al. (2010), utilizou a contaminacdo superficial para o teste em péras,
deixando as mesmas entre 10 e 15 minutos em contato com S. cerevisiae a 10° UFC.g.
Ferrentino et al. (2014), em seu estudo com cenouras, coco fresco e presunto utilizou 2 gramas
de amostra em contato com o micro-organismo teste a 108 UFC.g™* por 1 hora. Enquanto Choi
et al. (2009), utilizou procedimento singular, 50 mL de solucao esteéril e 0,2% de solucéo salina
misturada a fezes suinas formaram seu inoculo de10” UFC.g%, que foi misturado por 2 minutos

a carne moida de porco e levada a refrigeracdo por uma noite para dar inicio ao tratamento.

5.2.4. Otimizacdo da inativacao de S. aureus em salmao cru

A Tabela 8 apresenta a matriz do planejamento fatorial completo (valores reais e
codificados) com as variaveis independentes de estudo e a resposta reducdo de S. aureus em
Log e % Log (Log UFC.g?). Em funcdo dos resultados anteriores, inativagdo microbiana, a
variavel tempo de processo foi fixada em 2 horas, a amostra foi submetida a inje¢cdo com indculo
em torno de 10° UFC.g? e temperatura de processo de 33°C. Os percentuais de reducéo
variaram entre 28,0 e 100% (0,14 e 5,4 Log UFC.g), experimentos 5 e 10, respectivamente.
Avaliando-se os resultados, verificou-se que a melhor condi¢cdo para reduzir a contagem de
micro-organismos (experimentos 4, 8 e 10) ocorrem com pressao igual ou superior a 220 bar e

taxa de despressurizagdo igual ou superior a 55 bar.min™.
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Tabela 8: Matriz do planejamento fatorial completo 22 (valores codificados e reais) e a resposta
reducdo em Log e % de Log (Log UFC.g™) de S. aureus utilizando SC-CO..

VARIAVEIS RESPOSTAS
Ensaios X1 X2 *3 Redugao reduseo
Pressio (bar) Taxa (bar) Razéo (Log) (% de Log)
1 (120)-1 (10)-1 (0.2)-1 0,79 13,79
5 (200)1 (10)-1 (0.2)-1 0,47 8,96
3 (120)-1 (100)1 (0,2)-1 1,04 17,24
4 (200)1 (100)1 (0,2)-1 5,30 100,0
. (120)-1 (10)-1 (1,0)+1 0,14 2,64
5 (200)1 (10)-1 (1,0)+1 2,96 55,63
- (120)-1 (100)1 (1.0)+1 0,98 16,89
8 (200)1 (100)1 (1.0)+1 4,14 73,18
9 (92,8) -1,68 (55)0 (0.6)0 1,14 21,72
10 (227) +1,68 (55)0 (0.6)0 5,40 100,0
1 (160)0 (<10)-1,68 (0,6)0 0,68 11,76
12 (160)0 (130)1,68 (0,6)0 1,23 21,99
13 (160)0 (55)0 (0.1)-1,68 0,92 18,42
14 (160)0 (55)0 (1,3)+1,68 1 20,0
15 (160)0 (55)0 (0,6)0 1,26 22,08
16 (160)0 (55)0 (0,6)0 0,92 17,06
17 (160)0 (55)0 (0,6)0 0,79 13.79

*X1= pressao (bar), X,= taxa de despressurizacao (bar/min), X3= relacdo massa de suspensdo
de células. Variaveis independentes fixas: indculo da suspens&o injetada de 5x10° UFC.g* de

S. aureus, tempo de pressurizagéo de 2 horas a 33°C.

A Equacdo 1 apresenta o0 modelo codificado de segunda ordem, que descreve a reducédo
de S. aureus em funcdo das varidveis significativas analisadas (pressdo e taxa de
despressurizacao e razdo), dentro das faixas estudadas. O modelo foi validado pela analise de
variancia (Tabela 9) onde obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,89 e o F calculado 17,97
valor este maior que o valor tabelado (3,20), o qual permitiu a validacdo do modelo e a

construcdo das superficies de resposta e/ou curva de contorno apresentadas na Figura 13 (a) e

(b).
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Reducdo = 0,97 + 1,25xP + 0,85P? + 0,58T + 0,61PxT — 0,38TxR
Tabela 9. Analise de variancia (ANOVA) para a varidvel reducdo de S. aureus do DCCR 23.

Fonte de variagéo Soma dos Quadrados = Grau de Liberdade Quadrado Médio = F calculado

Regressdo 39,40 5 7,88 17,97
Residuo 4,82 11 0,44
Falta de Ajuste 4,705 9
Erro Puro 0,118 2
Total 44,2192 16

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; R? = 0,89; Ftab = 3,203874

Com base na resposta observada (Tabela 9) determinou-se o coeficiente de regressao
por meio da técnica de minimos quadrados para prever o modelo polinomial linear para reducéao
microbiana (S. aureus). A anélise de ANOVA indica que o modelo linear selecionado
representa os dados de forma adequada. O modelo de regressdo para a reducdo de S. aureus foi
significativo (p<0,05) com coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,89, indicando aptidio do

modelo.

Figura 13: Superficies de resposta (a) e curva de contorno (b) para a reducdo de Staphylococcus

aureus em salmao.
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Com base nestes resultados, a superficie de resposta gerada como uma funcéo de pressao
(92,8 - 220 bar) e taxa de despressurizagdo (<10 - 100 bar.min™), foram os fatores que
influenciaram significativamente a inativacdo microbiana, enquanto a razdo entre a massa de
CO. e amassa de salméo, ndo foi significativa. Como mostrado na Figura 13 (a e b) a inativacao

microbiana aumenta com o aumento da pressao e da taxa de despressurizacao.
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Notadamente, pressdo e taxa de despressurizacdo desempenham papéis muito
importantes na inativacdo microbiana de alimentos solidos por SC-CO;. Devido a
complexidade da matriz (solida) & mais dificil o CO> dissolver e penetrar no alimento e
consequentemente atuar como bactericida. A combinacgéo de pressdo elevada com alta taxa de
despressurizacdo apresentaram efeito promissor. Jay (2005), postulou que os produtos do mar
sdo mais promissores para inativagdo microbiana que outros produtos a base de carne por serem
mais repletos de dgua e possuirem menos gordura do que os animais terrestres. Wei et al. (1991),
obteve reducdo de 99% de Listeria em camarao apos tratar os mesmos a 137 bar e 35°C por 2
h 23 min. Recentemente, Chen et al. (2015) relataram uma redugdo de 3 Log em camardo
(Litopenaeus vannamei) apos o tratamento SC-CO- a 150 bar, 45°C por 35 minutos. Meujo et
al. (2010), relataram uma reducédo no nivel de bactérias totais (TPC) na ordem de 2-3 Log com
tratamento SC-CO; (100 bar, 37°C durante 30 minutos ou 170 bar por 60 minutos a 60°C).

Os poucos estudos publicados até agora sobre aplicabilidade SC-CO; a carne relatam a
necessidade de condicdes severas para alcancar um determinado nivel de inativacéo, porém nédo
citam a taxa de despressurizacdo como parametro estudado na inativacéao.

Dados reportados por Chen et al. (2015), realizados em camardes (Metapenaeus ensis)
e conchas de moluscos (Rapana venosa) mostram que o efeito bactericida do SC-CO; foi
significativamente melhorado pelo aumento de pressdo e de temperatura. Este fenémeno foi
consistente com 0s observados em outros estudos (GUNES et al., 2005, MEUJO et al., 2010)
que relatam que pressdo superior melhora a solubilizacdo de CO2, mas o efeito estimulante é
limitada pela capacidade de saturagdo CO.. Além disso, foi sugerido que a inativagdo
microbiana por SC-CO- foi mais sensivel a temperatura do que a presséo.

Dados divergentes foram encontrados por Soares et al. (2013), onde a proporcdo de
massa de suspenséo de células e CO; foi estatisticamente significativa, indicando que o aumento
da proporcao de CO2 no sistema favorecia a inativagdo microbiana, poréem o mesmo utilizou
matriz liquida cuja inativacdo é facilitada devido a difusdo celular quando comparado a
alimentos sélidos, devido a complexidade da matriz, que torna acdo bactericida mais dificil
(FERRENTINO e SPILIMBERGO, 2011).

Durante o tratamento a alta pressdo a membrana citoplasmatica do micro-organismo é
o0 alvo principal e, portanto, quanto maior a pressdo de alimentagdo maior o efeito na reducéo.
A pressdo influencia a taxa de solubilizacdo do CO2 e uma pressdo mais elevada pode melhorar
o0 processo de acidificacdo do citoplasma da célula, permitindo a inativacdo da enzima chave,

provocando distarbio nas atividades de metabolismo celular e removendo os materiais
63



citoplasmicos de células bacterianas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007). Spilimbergo e
Bertucco (2003) revelaram que, quando a pressdo é aumentada para uma determinada medida,
a solubilidade de CO é aumentada em fungao da pressao inativando apenas micro-organismos
planctonicos. Quando a pressao € medida acima do seu valor critico (738 bar a 31,1°C), a
difusividade do CO € principalmente dependente da pressao, em vez da temperatura (ZHANG
et al., 2006).

5.2.5 Influéncia do tratamento com didxido de carbono supercritico sobre a Aw, cor e
pH do salmado cru

Além das analises microbioldgicas para deterrminacao da reducdo de S. aureus apés o
tramento com didxido de carbono supercritico (SC-COz), também foram realizadas analises
fisicas do salméo (Aw, cor e pH). A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento fatorial
completo (valores reais e codificados) com as variaveis independentes de estudo e respostas em
termos de pH, Aw e cor em salmao, apds tratamento com dioxido de carbono supercritico para
avaliar efeitos de pressdo (92,8 a 227 bar), taxa de despressurizacdo (<10 a 100 bar) e a

proporcdo em massa de CO2 e massa de salmao cru (0,2:1 a 1,0:1).
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Tabela 10: Matriz do planejamento fatorial completo 23 (valores codificados e reais) e as
respostas de Aw, cor e pH das amostras de salmé&o tratadas com SC-CO:..

VARIAVEIS RESPOSTAS (redugéo em relagdo a amostra néo tratada)
Ensaios X1 X2 X3 Aw COR pH
Pressdo (bar) Taxa (bar/min)  Razdo Cor L Cor A CorB
i (120)-1 (10)-1 02-1 o011 1,58 -0,48 1,21 0,29
) (220)1 (10)-1 021 0009 g4 2,28 5,13 0,24
) (120)-1 (100)1 02-1 0,004 5,61 2,16 -0,66 031
4 (220)1 (100)1 (0.2)-1 0,008 523 1,65 1,52 0.2
c (120)-1 (10)-1 L0+ 00238 59 3,58 -3,36 0,38
6 (220)1 (10)-1 (10+1 0,015 1,26 4,34 -3,02 0,23
- (120)-1 (100)1 10+l 0,014 313 2,19 -0,96 034
8 (220)1 (100)1 (1LO+1 0,023 3,88 -4,80 -1,48 0,2
o  (928)-168 (0)55 080 0013 9o 2,69 4,69 0.2
10 (227)+1,68 (0)55 060 0,004 20,21 0,62 0,16 0,29
1 (160)0 (<10)-1,68 060 0012 488 0,77 -1,63 0,22
1 (160)0 (130)1,68 (0,6)0 0,016 632 035 222 0,02
13 (160)0 (55)0 (01)-168 0018 390 104 219 024
1 (160)0 (55)0 (1L3)+168 0,023 1749 2,18 5,13 017
15 (160)0 (55)0 060 0011 92 280 196 005
16 (160)0 (55)0 060 0019 19 4,08 2,6 0,01
17 (160)0 (55)0 060 0011 50 4,13 2,07 0.1

*Xi1= pressdo (bar), X,= taxa de despressurizacdo (bar/mim), Xs= Razao (relacdo massa de suspensao
de células). Variaveis independentes fixas: 5x10° UFC.g* de S. aureus, tempo de pressurizagdo de 2
horas a 33°C.

Os resultados obtidos na Tabela 10 foram tratados estatisticamente e apresentados como
diagramas de Pareto, uma vez que ndo foi possivel validar modelos estatisticos para nenhum
dos parametros avaliados (Aw, cor e pH). Os resultados foram expressos como diferenca em
relagdo ao controle (salméo cru ndo submetido a alta presdo). Assim, valores positivos referem-
se a reducdo em relacdo ao controle e valores negativos, aaumento em relacdo ao controle, apds

os diferentes tratamentos.
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Atividade de Agua (Aw)

Os valores de Aw das amostras sob os diferentes tratamentos variaram entre 0,975 e
0,994, enquanto as amostras controle tiveram Aw média de 0,998.

Analisando a Figura 14, é possivel verificar que nenhuma das variaveis avaliadas teve
influéncia sobre a atividade de agua (p> 0,05), indicando que o tratamento do salmé&o cru com
COz2 supercritico nas faixas estudadas néo interfere neste importante parametro fisico.

Figura 14: Diagrama de Pareto com efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no

planejamento fatorial completo 23 para a variagdo de atividade de dgua (Aw) em SC-COx.
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2Lby3L 5358259
(2)Taxa(L) -, 133636
1Lby3L -,076547
Taxa(Q) -,076283

Efeito estimado (valor absoluto)

Este resultado corrobora com resultados obtidos em alta pressao hidrostatica. Dados
obtidos por Slongo (2008), que ao tratar presunto em alta pressao hidrostatica verificou que ndo
houve diferenca significativa (p<0,05) nos valores de aw entre as diferentes amostras (controle
e diferentes condicbGes de pressdo), nem ao longo de 45 dias de armazenamento a 4°C.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Marcos et al. (2007) em salsichas
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embaladas a vacuo submetidas ao processo de alta pressdo hidrostatica e armazenadas por 28
dias. Ros-Polski et al. (2015), concluiram em seu estudo com carne de frango em alta presséo
hidrostatica que o tratamento ndo teve nenhum efeito significativo sobre a Aw de amostras
mesmo quando a mesma possuia NaCl. Nenhuma tendéncia ou relevante diferenca foi
observada como uma funcdo dos parametros de alta pressao hidrostatica. Isto pode ser devido
a uma combinagdo complexa de efeitos entre tratamento a alta pressao, composicao de proteina,
gordura e outros constituintes que ocorrem simultaneamente. Contudo, o0 mecanismo,
magnitude e direcdo do desvio de Aw como uma funcéo de pressdo ndo tenham ainda sido
extensivamente estudados e relatados (FDA - FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2011),
além de ndo terem sido encontrados trabalhos na literatura avaliando o efeito de CO:2

supercritico na Aw de alimentos.

Cor

Considerando que a aparéncia é uma das propriedades sensoriais que mais influéncia a
preferéncia dos consumidores na compra de alimentos, foram realizados testes para verificar a
alteracdes de cor. Os parametros de cor analisados apresentaram variacGes de 39,04 a 56,14;
8,28 a 13,24 e 10,07 a 16,41 para os parametros L*, a* e b*, respectivamente. J& as amostras
controle apresentaram valores de 50,53, 12,62 e 15,20 para os parametros L*, a* e b*,
respectivamente.

Os parametros sdo apresentados na Tabela 10, de acordo com as variagdes em relacdo a
amostra controle. O parametro L* (luminosidade) apresentou variacao de -11,49 (ensaio 14) a
-5,61 (ensaio 3) em relacédo ao controle. Esta escala apresenta valores que variam de zero (preto)
a cem (branco), indicando que as amostras dos ensaios com diferenca positiva em relacdo ao
controle, apresentaram escurecimento da carne do salmdo, enquanto as amostras dos ensaios
com diferenca negativa, ficaram mais claras em relacéo ao controle.

Os valores de a* (cromaticidade) refletem cores, desta forma a* maior que zero vai em
direcdo ao vermelho e a* menor que zero vai em direcdo ao verde. Os valores de a* negativos
(acréscimo em relacdo ao padrdo) indicam diferenca positiva em relagdo ao controle, ou seja,
tendéncia de aumento da coloracdo vermelha, enquanto os valores positivos (redugdo em
relacdo ao padréo) indicam tendéncia de aumento da cor verde. A coloragdo avermelhada é
desejavel em salmdo. A escala de b* (cromaticidade) também reflete cores e desta forma b*

maior que zero vai em dire¢do ao amarelo e b* menor que zero vai em diregéo ao azul.
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Os valores de b* negativos (acréscimo em relagdo ao padrao) indicam diferenca positiva
em relagcdo ao controle, ou seja, tendéncia de aumento da coloracdo amarela, enquanto os
valores positivos (reducdo em relacdo ao padrao) indicam tendéncia de aumento da cor azul. A
manutencdo da cor em relacdo ao padrdo ou tendéncia ao amarelo favorece a coloracédo
avermelhada do salm@o.

Por meio dos diagramas de Pareto (Figura 15 A, B e C) é possivel identificar os efeitos
dos tratamentos na cor das amostras. No parametro L* (luminosidade — Figura 15A) o efeito
apresenta-se negativo para taxa de despressurizacdo e pressdo, indicando que as maiores
pressdes e taxas de despresurizacdo aumentam os valores de L* em relagcdo a amostra controle
(tendéncia a ficar mais esbranquicada). A razédo entre a massa de COz e massa de salmao
demonstrou efeito positivo, indicando que aumentos nesta proporcdo levam a um
escurecimento das amostras. Para o parametro a* (vermelho - Figura 15B) apenas a razao entre
massa de CO2 e de salméo apresentou efeito significativo positivo, indicando que aumentos
nesta razdo provocam um deslocamento em direc&o ao verde. Com relagdo ao parametro b*,
(amarelo - Figura 15C) a razdo massa de CO; e de salmdo apresenta efeito positivo provocando
deslocamento em direcdo ao azul. A taxa de despressurizacdo tem efeito negativo no parametro
b*, indicando que aumentos desta levam ao deslocamento em diregdo ao amarelo. A pressao

n&o foi significativa para este parametro.

Figura 15: Diagrama de Pareto com efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento fatorial completo 22 para a inativacéo de S. aureus em SC-CO; para 0s parametros

de cor em salméo (L, a* e b*).
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Relatos de Amanatidou et al. (2000) indicam que valores de L* de salmdo aumentaram

conforme a intensidade e tempo de tratamento, tratamento a alta pressdo de 1500 bar, durante

60 minutos ou 2000 bar durante 10 minutos resultaram em um produto opaco (valor L* > 70),

valores de a* que indicam a cor vermelha (a intensidade da cor do salméo) diminuiram com o

aumento pressao e tempo de tratamento.

Ha vaérios fatores que influenciam na cor do salmao, pois a maior parte dos carotendides

do salmao (Astaxantina, [-caroteno, astacene) podem reagir rapidamente com agentes

oxidantes ou radicais livres (WOODALL et al., 1997). A mioglobina, também presente em

peixes pigmentados pode agir como um catalisador de oxidagdo (DENG et al., 1977).

Estudos de Goto et al. (1993), recomendam tratamentos entre 0 e 5000 bar a 5°C durante

20 min para a carne de salm&o. No estudo atual, no entanto a presséo s6 demonstrou influéncia
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na luminosidade (L*). Segundo estes autores o efeito sobre a cor de salméo depende, ndo sé da
pressdo, mas também do tempo no intervalo de 10-60 min. A cor do peixe é ditada, em grande
parte por varios fatores ligados a pressao que podem ser inibidos ou estimulados por ela, assim
como o pH que é estimulado pela pressdo, os pigmentos, 0 estado quimico e o grau de
desnaturagdo, mas 0os mecanismos exatos de mudancas de cor ndo sdo elucidados. A perda da
transluminescéncia da carne de peixe € devido a desnaturacao de diferentes miosinas entre 1000
e 2000 bar, porém o fenomeno é complexo, acredita-se que seja através de efeito catalitico sobre
a reacédo quimica entre Oz, COz e os componentes do tecido (ANGUSPANICH e LEDWARD,
1998).

Estudos de Zhu et al. (2004), encontraram alteracdes significativas nos valores de L*
em amostras tratadas a 2000 bar, corroborando com os achados deste estudo onde o valor de
L* foi influenciado pela pressdo porém tratado por pressdo muito inferior, sendo o limite
maximo de tratamento 227 bar, talvez isso explique a variagdo menor de cor no salméo tratado
nos ensaios. Picouet et al. (2011), obtiveram os seguintes resultados para salmdo quando
processado por alta pressao: o brilho (L*) das amostras aumentou com a pressdo até um valor
significativo de 69,5 (P>0,05) para o tratamento a 4000 bar, para valores de a*, uma
significancia (P<0,05) decrescente de 2,3 pode ser observada para amostras tratadas a 2100 bar,
e para outras duas amostras pressurizadas ndo houve nenhuma diferenca significativa (P<0,05),
para o valor b*, todas as amostras tratadas a alta pressdo ndo apresentaram significancia
(P<0.05) com reducéo nos valores entre 2,0 e 2,1. A modificacdo do brilho devido ao tratamento
também foi observado por Yagiz et al. (2009) em salmédo fresco e por varios autores
(GUDBJORNSDOTTIR et al., 2010; LAKSHMANAN et al., 2005) sobre salméo defumado
frio, corroborando com os obtidos neste estudo.

pH

Os valores de pH das amostras sob os diferentes tratamentos variaram entre 6,12 e 6,55,
enquanto as amostras controle tiveram pH medio de 6,50.

Analisando a Tabela 10, verifica-se que os valores de pH do salmao tratado com didxido
de carbono supercritico ndo foram afetados de forma significativa pelo tratamento, fato que
pode ser comprovado no diagrama de Pareto (Figura 16). Dados estes que corroboram com o0s
de Ferrentino et al. (2013a), para presunto cozido fresco e processado, onde foi observado que

o pH nao foi significativamente afetado pelo tratamento com SC-CO: e, inclusive apds o
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armazenamento, o pH da amostra tratada permaneceu constante. Picouet et al. (2011),
obtiveram valores de pH inicial em amostras frescas de salm&o igual a 6,38.

Figura 16: Diagrama de Pareto com efeito estimado (valor absoluto) das variaveis testadas no
planejamento fatorial completo 22 para a inativacio de S. aureus em SC-CO, para os valores de
pH em salméo.
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5.3 INFLUENCIA DA PRESSAO E DO TEMPO NA INATIVACAO DE S. aureus EM
SALMAO CRU USANDO CO; SUPERCRITICO

Os efeitos da pressdo e do tempo de exposi¢cdo ao CO> supercritico sobre a inativagdo
de S. aureus em salméo, foram avaliados também isoladamente, mantendo as demais condicGes
fixas. Como a taxa de despressurizacdo teve efeito significativo positivo na inativacdo de S.
aureus e seu aumento ndo influencia em custos do processo, fixou-se a taxa de despressurizacdo
em 130 bar. A razédo entre a massa de CO- e de salméo foi fixada em 0,6:1, uma vez que a
mesma teve pouca influéncia nos diferentes pardmetros avaliados e esta razdo facilita a
utilizacdo do equipamento. A temperatura foi mantida constante (33 °C), como em todos 0s
demais experimentos e o tempo de processo foi de 120 minutos. Foram realizados
experimentos com 100, 150, 175, 200, 210, 225 e 250 bar de pressdo (Figura 17).
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Figura 17: Inativacéo de Staphylococcus aureus em fungéo da presséo.
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A inativacdo completa da carga inicial de S. aureus previamente inoculada em salméo
foi obtida a presséo de 252,6 bar, conforme a equagdo Y= -0,00653x+1,64966 (Figura 17).

Figura 18: Cinética de inativacdo de Staphylococcus aureus em funcao do tempo.
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A inativacdo completa da carga inicial de S. aureus previamente inoculada em salméo
foi obtida a partir de 123,1 minutos de processo, conforme a equacdo Y= -0,00867x+1,6765
(Figura 18), correspondendo a uma reducdo de cinco ciclos logaritmicos. Por outro lado, quando

apenas o inoculo de S. aureus foi submetido ao tratamento (matriz liquida), a inativacdo de
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100% da carga inicial foi alcangada com apenas 60 minutos de processo, correspondendo a uma
reducdo de 6,46 ciclos logaritmicos.

A diferenca entre o0 tempo necessario para uma completa inativacdo do micro-organismo
quando esta presente no alimento e quando estd em um caldo liquido (cultura pura) pode ser
explicada pelo fato que, a presenca de gordura, proteinas e outros constituintes do alimento,
como acontece no salmdo, provavelmente dificultam a penetracdo do CO- nas células e,
consequentemente, o grau de inativacdo. Erkmen (2000), observou que a inativacédo de E. coli
em leite integral ndo foi tdo eficiente quanto a inativacdo do micro-organismo em caldo,
sugerindo que a gordura, presente no leite, possivelmente aumentou a resisténcia do micro-
organismo ao tratamento com CO; pressurizado.

Chen et al. (2015), postulou que, a reducdo logaritmica na contagem total de mesofilos
de camardo e conchas melhora quando ha um aumento acentuado no tempo de exposicéo e
temperatura (com uma pressdo de 140 bar). Além disso, a interacdo entre o0 tempo de exposi¢do
e temperatura também era 6bvio. O tempo de exposicao é considerado o fator mais significativo
na inativagdo microbiana por SC-CO2, com base na andlise de variancia de modelos térmicos.
Uma conclusao contraditdria foi relatada por Ferrentino et al. (2012), que verificaram que o
tempo de tratamento por SC-CO:z néo influencia significativamente a inativagcdo microbiana.

Considerando os resultados obtidos anteriormente, realizou-se estudo para avaliar a
inativacdo de S. aureus em funcdo de diferentes tempos de pressurizagdo (0 a 120 min.) em
diferentes pressdes. A Figura 19 apresenta as cinéticas de inativacdo a 150 e 225 bar. A razdo
e taxa de despresurizacdo foram mantidas constantes conforme o ponto central do planejamento

(0,6:1 massa de CO2:massa de in6culo e 55 bar/min, respectivamente).
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Figura 19: Cinética de inativacdo de S. aureus com pressao de 150 e 225 bar.
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A Figura 19 apresenta a reducéo de S. aureus em diferentes pressdes (150 e 225 bar),
onde observa-se 0 numero de sobreviventes (Log UFC/g) diminui a medida que se aumenta a
pressdo do sistema, permitindo desta forma reduzir o tempo de tratamento. E possivel verificar
que a 150 bar a inativacdo ocorre de forma lenta com valor D igual a 36,92 minutos. Porém
com pressao de 225 bar a reducdo de aproximadamente 5 Log € alcancada em 123,2 minutos
de tratamento, obtendo-se valor D igual a 21,37 minutos.

Estudos de Cappelletti et al. (2015), realizados com carne suina, demonstraram que um
aumento de 60 para 160 bar permitiu aumentar, mas ndo significativamente, a inativacdo
microbiana: a uma temperatura fixa de 35°C, 60 min foram necessarios para alcancar cerca de
3 reducdes de Log a 80, 120 e 160 bar. E bem sabido que em pressdes mais altas ocorre aumento
significativo da densidade e do poder de solvatacdo do CO2, o0 que, promove o contato com as
celulas, induzindo a remog&o de constituintes vitais de células ou membranas celulares (Damar
et al., 2009). No entanto, este aumento € limitado pela solubilidade de saturacdo do CO>: uma
vez que 0 meio de tratamento é saturado com CO, o efeito do agente bactericida ndo se alterou
significativamente.

Estudos de Chen et al. (2015), realizados com camardo e conchas, encontraram
resultados semelhantes ao deste estudo, eles postularam que o efeito bactericida de SC-CO- foi
aumentado significativamente por aumentos na pressdo ou temperatura. Quando a presséo foi
aumentada para 140 bar e a temperatura foi elevada para 45°C (com um tempo de exposicéo de

35 min), observou-se uma reducdo de 3,1 Log na contagem total de mesofilos em camardo,
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enquanto em conchas, a reducéo logaritmica encontrada foi de 2,71. O tempo de exposicéo foi
considerado o fator mais importante para a inibi¢gdo microbiana por SC-CO:..

A cinética de destruicdo de microrganismos depende ndo apenas dos parametros de
pressdo, como também o tipo e a composicao dos alimentos. Neste estudo obtivemos valores
D de 46,7; 26,3 e 17,3 para matriz liquida tratada durante 120 minutos a 100, 130 e 160 bar
respecivamente, enquanto para salmao cru os valores D foram de 36,92 e 21,37 minutos a 150
e 225 bar. Sirisee et al. (1998), trataram carne moida suina inoculada com Escherichia coli em
forma de pedacos e suspensdo de células com SC-CO (42,5°C e 310 bar) e depois compararam
os valores D dos dois Sistemas. Eles observaram que 178 min eram necessarios na carne moida
para alcancar reducdo de 1 Log, ja quando a amostra se encontrava em suspensao apenas 1,7
min foram necessarios, indicando que os atributos estruturais do produto (carne de porco moida)
tém influéncia na eficacia do tratamento, mas que o tratamento foi considerado suave em
comparagdo com outras técnicas utilizando SC-CO.. Estes resultados mostram que o SC-CO>
tem um amplo escopo para uso pratico na descontaminacao da carne de porco moida. Estudo
realizado Erkmen (1998), investigou a inativacdo de Brochothrix thermosphacta com SC-CO>
em carne picada e obteve reducdo de 1 Log (UFC/g) com 61 bar a 45°C e 150 min. Segundo
este autor, o tempo de tratamento considerado longo foi atribuido a natureza da matriz e a
presenca de compostos como carboidratos e gorduras que poderiam desempenhar papel na
protecdo de microorganismos ao tratamento em alta pressao de CO..
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6. CONCLUSOES

A seguir sdo apresentadas as principais conclusdes deste trabalho:

O tratamento com dioxido de carbono supercritico apresenta efeito positivo na
inativacao de Staphylococcus aureus em cultura pura e em salméo cru;

Os resultados mostraram que a pressdo tem influéncia significativa na inativacdo de S.
aureus em cultura pura, enquanto a taxa de despressurizacdo e a razdo entre a massa de inoculo
e a massa de CO> ndo foram significativa (p<0,05);

A cinética de inativacdo em cultura pura de S. aureus, mostrou que o numero de
sobreviventes diminuiu com o aumento da pressdo, sendo que a 130 bar e 120 minutos, houve
inativacdo total de S. aureus;

Os tempos de reducdo decimal em cultura pura (Valor D) variaram de 17,43 a 46,7 min
com pressdes entre 100 e 160 bar;

Com relacdo as analises em salmdo cru, verificou-se que, quanto maior a carga
microbiana inicial no produto, menor a eficacia do diéxido de carbono supercritico na
inativacdo de S. aureus.

Com relacdo ao tempo de exposicdo do salméo ao S. aureus e ao tempo de tratamento
com diéxido de carbono supercritico, foi possivel observar que o tratamento se mostrou mais
eficaz nos tempos de contaminacgdo superficial de 1 e 30 minutos, com inativacéo total do S.
aureus, a partir de 60 e 90 minutos de exposicdo a alta pressao, respectivamente.

Quanto a forma de inoculacdo de S. aureus no salmdo, ficou evidente que a reducao
microbiana € maior quando a contaminacéo é superficial,

A pressdo (92,8 a 220 bar) e taxa de despressurizacdo (<10 a 100 bar.mint), foram os
fatores que influenciaram significativamente a inativacdo microbiana, enquanto a razéo entre a
massa de CO e a massa de salmé&o, ndo influenciou o sistema de forma isolada, ou seja, a
inativacdo microbiana aumenta com o aumento da pressao e da taxa de despressurizacéo, porem
qguando héa interacdo entre a taxa de despressurizacédo e a razao, houve influéncia significativa.

Com relagdo a Aw, cor e pH, o tratamento com dioxido de carbono supercritico ndo
exerceu influencia sobre a Aw e pH e com relagdo a cor ha influencia significativa. No
parametro L* o efeito apresenta-se negativo para taxa de despressurizacao e pressao, levando a
um escurecimento das amostras. Para o parametro a*,vermelho, apenas a razdo entre massa de
CO: e de salmdo apresentou efeito significativo positivo, indicando que aumentos nesta razdo

provocam um deslocamento em direcdo ao verde. J4, para o parametro b*, amarelo, a razéo
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massa de CO> e de salméo apresenta efeito positivo provocando deslocamento em diregéo ao
azul. A taxa de despressurizagéo tem efeito negativo no parametro b*, indicando que aumentos
desta levam ao deslocamento em direcdo ao amarelo. A pressao ndo foi significativa para este
parametro;

A cinética de inativacdo de S. aureus para avaliar o efeito da pressdo em salméo cru
(100 a 225 bar), mostrou que o nimero de S. aureus sobreviventes diminuiu com o aumento da
pressdo, sendo que a 252,6 bar houve inativacdo total de S.aureus. A inativacdo completa da
carga inicial de S. aureus com pressdo de 225 bar foi obtida a partir de 123,1 minutos de
processo, correspondendo a uma reducdo de aproximadamente cinco ciclos logaritmicos. Os
tempos de redugdo decimal em salméo cru (valor D) variaram de 21,37 a 36,92 min com
pressdes de 150 e 225.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Conforme os resultados apresentados neste trabalho, a seguir sdo apresentadas algumas

sugestdes de trabalhos que podem ser realizados:

Estudo cinético da inativacéo de populagdes de micro-organismos com contagens mais
baixas, compativeis com as encontradas em alimentos;

Estudo da inativagcdo de microrganismos inoculados em outros produtos alimenticios,
Avaliacéo das caracteristicas sensoriais dos alimentos submetidos a altas pressdes com
diéxido de carbono supercritico;

Avaliacdo da quantidade de CO> absorvido nos alimentos submetidos a alta pressdo com
COz supercritico;

Determinacao de “Shelf life”;
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