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RESUMO

A utilizacdo de métodos inovadores de estabilizagi@oobiol6gica em alimentos como alternativa ao
método térmico tem se mostrado promissora pardaesgio do melhor compromisso entre seguranca
e qualidade. O processo a alta pressdo consist@reartecnologia inovadora de processamento de
alimentos com utilizacdo de pressdes elevadas,pgseui vantagens em relacdo as tecnologias
térmicas convencionais, mantendo as caracterigeasoriais do alimento bem préximas do original
e garantindo um alimento seguro do ponto de vistaofiologico, por prolongado periodo de vida
atil. Este trabalho é focado no uso de didxidoabano supercritico para a inativagddsgeherichia

coli patogénicaFoi utilizada a metodologia de planejamento drpemtal para avaliar os efeitos da
pressao (80-280 bar), a taxa de despressuriza@adl(Lbar.min-1) e de ciclos de pressao (1-5 giclos
na inativagdo utilizando o método estatico sintétil® numero de ciclos de pressdo e a pressao
mostraram influéncia significativa na inativagéo Elecoli com CO2 supercritico, indicando que o
aumento do numero de ciclos de pressao e a prdessistema melhoram a eficiéncia da inativagao.
A inativagdo microbiana seguiu uma cinética de enienordem, onde as taxas aumentaram com 0
aumento da pressdo de 80-160 bar. Os tempos dedrediecimal (D) variaram de 1,03 a 5,35
minutos. A dependéncia da pressdo de Eschericliimadaxa de inativacdo pode ser descrita pelo
valor z, o0 qual 113,64. Os resultados aqui apradestsédo Uteis no desenvolvimento de um processo
de uma esterilizagéo efetiva dos alimentos em @gdiato/industrial.
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1 INTRODUCAO

Entre as novas tecnologias para pres&ovde alimentos, encontra-se o processamento
por alta presséo (high pressure processing). Estelogia consiste em submeter alimentos a
altas pressdes, com o0 objetivo de inibir microrgamus patdégenos e inativar enzimas,
engquanto deixa intactas moléculas pequenas, comai@ia das vitaminas e 0s compostos
volateis, que conferem sabor aos alimentos. Assintecnologia de alta pressdo tem a
vantagem de causar a degradacdo minima do saberneitdentes quando comparada a
pasteurizagdo térmica tradicional (GOULD, 2001).

Alta pressdo de diéxido de carbono (HP@D)ma tecnologia de preservacao de
alimentos nédo-térmica, que reduz o numero de nrgemismos presentes em alimentos
liquidos por varias ordens de magnitude. No tratanelPCD, o alimento entra em contato
com CO2 pressurizado por um determinado periodtenigpo em um lote, em lotes semi-
continua ou aparelhos. O CO2 pressurizado temacichgule de difundir através dos sélidos e
dissolver materiais, resultando em uma acao bartari

A utilizacdo do CO2 como agente estexilie tem varios beneficios potenciais como,
uma vez que nao é inflamavel, ndo-toxico, inertena#oria das situacbes que ele ndo reage
com polimeros, apresenta temperatura critica 8x4d.°C), que é apenas ligeiramente acima
da temperatura ambiente , assim, degradacdes &méo sdo um problema quando um
processo é operado em torno da temperatura criti€£)2 supercritico tem estado de baixa
viscosidade e tensado superficial zero, assim pogenetrar rapidamente em estruturas
complexas e materiais porosos. Finalmente, o C®aréto e facilmente disponivel, o que
torna a esterilizagdo com CO2 economicamente v(iZ¥&ANG et al., 2006).

A presenca de Escherichia coli em alimembmo carne, peixe e leite € um indicador
de contaminacdo fecal, causando surtos de diarggistrointerite e sindrome urémica
hemolitica (KARAMAN E ERMEN, 2001).

Neste sentido, 0 objetivo principal desabalho € avaliar os efeitos da presséo (80-280
bar), a taxa de despressurizacdo (10-110 bar.mendg ciclos de presséo (1-5 ciclos) na
inativagdo de Escherichia coli por dioxido de casupercritico usando o método estético

sintético, também foi investigada a influécia dasgéo sobre a cinética de inativacéo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Preparacéao do in6culo

O microrganismdscherichia coli ATCC 25922 foi obtido no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Universidade Regionaldrada. O indculo inicial foi preparado
pela transferéncia da cultura estoque de E. coluemubo de ensaio com 10 mL com meio
liquido Luria Bentami (LB) sob condi¢cBes asséptisando incubado a 37°C por um periodo
de 24h. Na sequéncia, foi realizado um repique enetdenmeyer com 100 mL de meio LB
liguido esterilizado, acrescentando-se 2 mL doulicial de E. coli, e posteriormente,
incubando o0 mesmo a 37°C durante 24h. As cultutiizadas em todos os experimentos
foram armazenadas a 4°C, por um periodo maximodias/ garantindo assim que as células
bacterianas estivessem vivas. O nimero fing deoli, em geral, variou em torno de’1®

10 unidades formadoras de colénias (UFC/mL)

2.1.2 Descricédo do Aparato Experimental

As medidas experimentais de inativacaond®organismos a altas pressdes realizadas
neste trabalho foram conduzidas em uma célula demeo varidavel com visualizagéo,
baseado no método estatico sintético. A unidadererpntal encontra-se a disponivel no
Laboratério de Termodinamica Aplicada da URI — Casge Erechim. A Figura 1 apresenta

o diagrama esquematico da unidade experimentdofusado neste estudo.

2.1.3 Determinacao dos dados de inativacdo de rgamesmos a altas pressoes

O procedimento experimental adotado pasdivacdo de microrganismos a altas
pressodes, utilizando o aparato experimental deserd item 2.1.2, iniciou-se com 0
carregamento do cilindro da bomba com o solveni@xi@b de carbono) proveniente do

cilindro de estocagem.
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Figura 1 - Diagrama esquematico do aparato expatahatilizado, onde C1 corresponde ao
reservatorio do solvente, BR ao banho de reciréolaBS a bomba de alta pressédo, CE a
célula de equilibrio de volume variavel, JS a jardd safira, BR2 ao sistema de aquecimento
da célula, TP ao transdutor de pressdo, MP ao wedil pressdo, AM ao agitador, FL a

fonte de luz e ST ao termopar.

Posteriormente, foi ajustada a temperatura doddehrecirculacdo (BR1), em torno
de 5°C, para manter a temperatura no cilindro dabaoconstante e a pressdao mantida em
torno de 100 bar. As valvulas V3 e V4 foram entderas e a pressao sera elevada atraves da
bomba, pressurizando toda a linha. Enquanto o filxgolvente estabiliza, foi realizada a
montagem da célula de equilibrio. Para isto, fo@mdecidos passos cuidadosos para a
montagem e fechamento da mesma.

Na metodologia sintética estatica emptagaitilizou-se amostra (5 g) retirada da
solugéo estoque conforme item 2.1.1, com o aud#dioma seringa estéril de 5 mL dentro de
uma camara de fluxo, e posteriormente injetadaahaila do termopar com a célula fechada.

Apos essa etapa, as linhas que contéralasias V5 e V7 foram conectadas na célula e
preenchidas com o solvente a baixa pressdo e depaisuadas, para remover o ar
remanescente.

A temperatura e pressdo do solvente na bomba ssitidas constantes durante a
carga e a massa de solvente adicionada sera cataptien base em sua densidade. Desta

forma, a célula sera carregada com composicao Igtamdecida. Uma vez que o sistema
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encontra-se estabilizado (fluxo da bomba estavelzem01 ml/min — em torno de 30
minutos), a valvula V7 sera aberta lentamente, jieicho a entrada de solvente na célula, até
gue o volume da camara da bomba atinja o valoegtahelecido para fornecer a composicéo
desejada dentro da célula. Durante o processordga da solvente, nenhuma pressao sera
aplicada no fundo do pistdo, para permitir que peearento comece com a célula em seu
volume maximo. Apos a alimentacdo, a pressdosiersa sera entdo reduzida (definindo-se
um valor baixo na bomba de 40 a 50 bar) e, comvaulgaVv7 fechada, a valvula de esfera V5
sera aberta para permitir que o solvente entreamaim com o fundo do pistdo. O sistema de
aguecimento sera entdo acionado.

O sistema de aquecimento empregado riev@lho foi constituido de banho de
recirculacdo (BR2). A temperatura da solucéao nerioit da célula sera entdo captada pelo
termopar (ST) dentro da célula e monitorada pelecador de temperatura (IT). Mantendo-se
a temperatura constante, inicia-se a despresséodagta do sistema através da diminuicdo
gradativa da presséao pela bomba.

Durante todos os experimentos foi mantida uma delapnstante entre massa de CO2
e massa de meio liquido contendo as células delizonde foi empregado 7 g de CO2e 5¢g
de meio liquido. A temperatura foi mantida contgam 36°C.

A pressdo do sistema foi aumentada dasfee critica do CO2 até a pressao
estabelecida no planejamento de experimento a aresade pressurizacdo de 100 bar/min.
Neste ponto o sistema foi mantido por um determingeriodo de tempo, sendo
despressurizada até a pressao critica do CO2 ddoacom a taxa de despressurizacédo
definida no planejamento experimental. Este prouedto foi repetido n vezes, em funcéo do

namero de ciclos estabelecidos. ApGs os experimeftidrealizada a contagem microbiana

2.1.4 Determinacédo da cinética de inativacdo dearganismdescherichia coli

Foram determinadas as reducfes de contagensudasceélveis devido a morte por
pressurizacdo para o microrganismo alkscherichia coli as pressdes de trabalho de 80,
100, 120, 140 e 160 bar, na temperatura fixada 6niC3 para todos experimentos, em
diferentes intervalos de tempos, variando de 2,.30amin. As contagens microbianas foram
realizadas por plaqueamento em meio estéril LRIs@i o resultado expresso em UFC/mL,

sendo realizadas antes e depois do tratamentomHamgparadas contagens de indculos da
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ordem de 108 UFC/mL e foram adicionados na diluigéal% (v/v). As contagens foram
realizadas em triplicata para confirmacéo das tecidé do processo..

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Avaliacao da inativacao #@scherichia colusando CO2 supercritico

A primeira etapa do trabalho consistiulexantamento das variaveis importantes que
deveriam ser estudadas durante o processo deag@bysendo que as escolhidas foram: o
namero de ciclos de pressurizagdo/despressuriza¢ara de despressurizacao e a pressao do
sistema. Para avaliar o efeito destas variaveigesmltontagem final déscherichia colifoi
realizado um primeiro delineamento completo cen{ldCC). Entre as trés variaveis
independentes, o numero de ciclos e a taxa de edsspizacdo (R) foram as que
apresentaram efeito significativo sobre a inativagdicrobiana. A pressdo ndo exerceu
influéncia estatisticamente significativa dentradfaiaa estudada.

No segundo DCC, a pressdao e o numeroidiies apresentaram efeito significativo
sobre a inativagcdo microbiana. A taxa de despres®do (R) e a curvatura ndo exerceram
influéncia estatisticamente significativa dentrd@aa estudada.

(1)Ciclos -4,81738 1

(3)Presséo -1,77482

Curvatura 1,368239

(2R 2535463

p=15
Efeito estimado

Figura 2 - Grafico de Pareto representando os efeitos alé&weis independentes do segundo

DCC na inativacdo descherichia colcom CQ supercritico.
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Figura 3 (a — e)- Avaliacéo cinética da inativacéo Bscherichia colicom CQ supercritico:
a) 80 bar, b) 100 bar, c) 120 bar, d) 140 bar,66) dar. A contagem normalizada no tempo

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

2.2.2 Avaliacéo cinética da inativacaokEkherichia colicom CO2 supercritico

Para avaliar o efeito da pressao naviagdio d&Escherichia colicom CO2 supercritico
foram realizados experimentos nas pressdes ded80,120, 140 e 160 bar, sendo observada

a cinética de inativacdo. De uma maneira gerakregsaima reducao acentuada da contagem
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microbiana nos primeiros 2,5 minutos de processticando que a bactéria é susceptivel a

inativagdo com CO2 supercritico

Para avaliar o efeito da pressdo sobreativacdo daEscherichia colicom CO2
supercritico, foi considerada que a inativacao sagua cinética de primeira ordem. Assim,
se N é o nimero de microrganismos, sua variagaooctempo é expressa pelas eq (1) e (2),
onde N e NO s&o o numero de microrganismos presantetempos t e t=0, respectivamente,

e k é a constante de inativacao.
N
~—~ =-k[N 1) N exp(- k ) 2)
0

Assim, tracando-se um gréfico de In(N/NBjsus o tempo, obtém-se uma reta, cujo
coeficiente angular corresponde a constante devagéab, como podemos observar na figura

4.

30

¢ 380 bar

=109 bar
A120 bar
S 142 bar
£160 bar

In{NNO)

-20

Tempo min}

Figura 4 — Determinacdo da constante de inativacabsierichia colcom CQ

supercritico

Nos célculos envolvendo o tratamento igme/ou tratamento com fluidos
pressurizados de alimentos é empregado o conceiterdpo de reducdo decimal (D) que
pode ser definido como o tempo requerido para ie@@6 o niumero de microrganismos
inicial.

A Tabela 1 apresenta os resultados abtidm relacdo a constante de inativacdo e ao

tempo de reducédo decimal.
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Tabela 1- Efeito da pressao do sistema na constante dedgab e no tempo de reducao

decimal obtidos na inativacéo Esecherichia colicom CQ supercritico.

Presséo (bar) k (min D (min)
80 0,4301 5,3536
100 0,7077 3,2536
120 1,1041 2,0855
140 1,1909 1,9335
160 2,2287 1,0331

Outro parametro empregado com frequénniairativacdo de microrganismos é o
parametro z; onde P e Pref sdo a pressdo do sigemgressao de referéncia (bar),
respectivamente, D e Dref sdo o tempo de reduc@mdk nas pressdes P e Pref,
respectivamente. Dessa forma, o parametro z farm@tado por linearizagdo, conforme
ilustrado na Figura 5. O valor de z obtido nesabaltho foi de 113,64, o que indica que para
ocorrer a reducédo de 90% no tempo de reducao de€ipraciso promover um acréscimo de

113,64 bar na presséao do sistema.

0,8
* 0,7
0,6
05 y=-0,0088x+0,3201
' R?=0,9763
é 4
g 0,3
0,2 *
0,1
ot ®
-60 -40 20 g 20 40 60
P-Pref {bar)

Figura 5 - Determinag&o da constante z para a inativac&sdeerichia colcom CQ

supercritico.
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3 CONCLUSAO

O presente trabalho avaliou a inafieadeE. coli utilizando CO2 supercritico. A
metodologia de planejamento experimental foi usamlao ferramenta para determinar os
efeitos de ciclos de presséo, taxa de despress@miza pressdo sobre a inativacdo do
microrganismo. O numero de ciclos de pressdo eeasfo mostraram uma influéncia
significativa na inativacdo dE. coli com CO2 supercritico, indicando que o aumento do
namero de ciclos de pressdo e a pressao do sistetharam a eficiéncia da inativacdo. A
inativacdo microbiana seguiu cinética de primeidem de reacdo, onde as taxas aumentaram
com o aumento da pressao de 80-160 bar. Os terepesidcdo decimal (D) variou de 1,03 a
5,35 minutos. A dependéncia da taxa de inativagde.cbli com a pressao pode ser descrita
pelo valor z, o qual foi encontrado como sendo @43,

Os resultados aqui apresentadosus@is visando a esterilizacdo eficaz e néo-

térmica de alimentos em escala industrial/piloto.
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