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Resumo

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade da aplicacdo do
processo de homogeneizacédo a ultra alta pressdo (HUAP) no processamento de
leite desnatado. Inicialmente verificou-se o efeito do processo de HUAP na
inativacdo de Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua e Lactobacillus
helveticus na faixa de 100 a 300 MPa. Amostras de leite desnatado foram
inoculadas de modo a se obter contagens da ordem de 10°-10” UFC/mL. Os
ensaios referentes a cada um dos microrganismos foram realizados
separadamente. Os resultados obtidos indicaram que pressdes de 200, 250 e 260
MPa foram capazes de inativar totalmente as cargas inoculadas de Pseudomonas
fluorescens, Listeria innocua e Lactobacillus helveticus, respectivamente. Foi
avaliado o efeito da HUAP na inativagdo de esporos de Bacillus
stearothermophilus. As amostras foram inoculadas com cerca de 10° esporos/mL
de leite. Os resultados demonstraram que pressdes de até 300 MPa nao foram
capazes de causar qualquer reducao nas contagens obtidas. Verificou-se também
que o processo de homogeneizacao a ultra alta pressdo ndo afetou de maneira
significativa a resisténcia térmica dos mesmos (p<0,05). Avaliou-se ainda o efeito
da utilizacdo de temperaturas de entrada de 45°C e da aplicacdo de choque
térmico (100°C por 15 minutos) antes de submeter as amostras ao processo de
HUAP. Nestes ensaios novamente ndo foram observadas reducdes nas contagens
de esporos. Testou-se também o efeito de pressdes da ordem de 300 MPa na
inativacao de esporos de Clostridium sporogenes. Mais uma vez nao foi verificado
qualquer efeito. A seguir, foram realizados testes de inativacdo das enzimas
fosfatase alcalina, lactoperoxidase e da protease produzida por Pseudomonas
fluorescens pelo processo de HUAP. Os resultados demonstraram que na faixa de
pressoes estudada (100 a 300 MPa) a maxima reducado verificada na atividade
enzimatica da lactoperoxidase foi de 28,48% a 300 MPa. Ja a fosfatase alcalina
apresentou reducgdes inferiores a 30% em sua atividade na faixa de pressées de
100 a 250 MPa e foi totalmente inativada por pressdes iguais ou superiores a 270
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MPa. A protease sofreu uma redugédo de 72,5% no valor de sua atividade nos
processos a 300 MPa. Foram determinados os perfis de velocidade no interior da
valvula do homogeneizador a ultra alta pressao na faixa de 100 a 300 MPa. Os
resultados demonstraram que a velocidade é tanto maior quanto maior a pressao
de homogeneizagéo aplicada, sendo que a velocidade maxima obtida foi de 245
m/s na saida do gap da valvula no processo a 300 MPa. Finalmente foram
avaliados as alteracdes de cor (L*a*b*) e viscosidade provocadas pelo processo
de HUAP em amostras de leite cru desnatado. Os resultados indicaram que
embora as variagbes nos parametros L*, a* e b* detectadas instrumentalmente
tenham sido estatisticamente significativas (p<0,05) na maior parte dos casos
testados, visualmente as mesmas sao imperceptiveis. Com relacdo a viscosidade,
apenas as amostras processadas a 300 MPa diferiram estatisticamente (p<0,05)
das demais. Considerando-se os resultados obtidos neste trabalho, a tecnologia
de processamento de leite por homogeneizacao a ultra alta pressao pode ser uma
alternativa a industria de laticinios para aumentar a vida de prateleira durante a
estocagem de leite cru anterior a processos de producdo de leite UHT, queijos,
achocolatados e outros produtos na medida em que diminui consideravelmente as
contagens de células vegetativas presentes e inativa parcialmente a protease

produzida pelo microrganismo Pseudomonas fluorescens.
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Abstract

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the use of ultra high pressure homogenization
(UHPH) in skim milk processing. Firstly, the effect of UHPH process on inactivation
of Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua and Lactobacillus helveticus at
pressure range from 100 to 300 MPa was studied. Skim milk samples were
inoculated in order to obtain 10%-10” CFU/mL. Tests of each microorganism were
carried out individually. Results showed that pressures of 200, 250 and 260 MPa
were able to inactivate all the 10” CFU/mL initially inoculated of Pseudomonas
fluorescens, Listeria innocua and Lactobacillus helveticus, respectively. UHPH
effect on Bacillus stearothermophilus spores was also evaluated. Results
demonstrated that pressures up to 300 MPa did not cause any reduction on spore
counts. It was also verified that UHPH process did not affect in a significantly way
(p<0.05) thermal resistance of spores. Effect of high inlet temperatures (45°C) was
verified as well as application of thermal chock (100°C - 15min) before submitting
samples to UHPH process. At these tests no reductions were observed again.
UHPH effect on Clostridium sporogenes spores inactivation was tested. A pressure
of 300 MPa was not able cause any reduction on spore counts. Alkaline
phosphatase, lactoperoxidase and protease produced by Pseudomonas
fluorescens inactivation by UHPH process was also studied. Results showed that
at pressure range tested (100 to 300 MPa) maximum lactoperoxidase reduction
activity was 28.48% at 300 MPa. Alkaline phosphatase, presented activity
reductions smaller than 30% at pressures from 100 to 250 MPa but was totally
inactivated at 270 MPa. A reduction of 72.5% on proteolitic enzyme activity was
verified after processes at 300 MPa. Velocity profiles at ultra high pressure
homogenization valve were determined using CFD (Computational Fluid
Dynamics) from 100 to 300 MPa. It was demonstrated that velocity increases with
homogenizing pressure. The maximum velocity value obtained was 245 m/s at the
outlet of the valve gap during processes at 300 MPa. Finally, the effect of ultra high
pressure homogenization process on color (L*a*b*) and viscosity of raw skim milk
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was studied. Pressures varied from 100 to 300 MPa. Results showed that although
variations on L*, a* and b* parameters were statistically significant (p<0.05) at the
majority of samples analyzed, visually this was not verified. Only viscosity of
samples processed at 300 MPa differed in a statistically significant way from the
others (p<0.05). Results from this work indicated that ultra high pressure
homogenization processing of milk can be an alternative to dairy industry for
increasing shelf life during storage of raw milk prior to production of UHT milk,
cheese and other products as it reduces significantly vegetative cells counts and
proteolysis due to the protease produced by Pseudomonas fluorescens.
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Introducéo

INTRODUCAO

O Brasil é o sétimo produtor mundial de leite, tendo produzido cerca de
23320 mil toneladas em 2005 (CNPGL, 2006). A producao brasileira de leite fluido
cresceu aproximadamente 43% nos ultimos 10 anos, sendo que a producéo total
em 2005 foi de 6,5 bilhdes de litros segundo a Associacdo Brasileira do Leite
Longa Vida. Considerando o total de leite fluido produzido no pais, a participacao
de mercado do leite longa vida passou de cerca de 37,5% em 1996 para 73,9%
em 2005. Isto ocorreu principalmente devido a maior praticidade e vida de
prateleira do produto longa vida em relagédo ao leite pasteurizado (ABLV, 2006).

O leite € um produto de grande importancia na alimentagdo humana,
porque fornece uma proporcdo equilibrada de nutrientes. E um dos produtos
alimenticios em estado liquido de maior volume atualmente vendido em todo o
mundo. Sendo um produto muito complexo e altamente perecivel, constitui-se num
sistema cujo equilibrio pode ser rompido em inUmeras situacdes, tanto
decorrentes da inadequacao da matéria-prima quanto dos processos tecnoldgicos
(PETRUS, 2004).

O processo de esterilizacdo UHT (Ultra High Temperature) é um dos
métodos que permite a conservacao e o prolongamento da durabilidade do leite a
temperatura ambiente, eliminando todas as células vegetativas presentes e parte
consideravel dos microrganismos esporulados. As alteragdes nutricionais e
organolépticas provocadas no produto por este tipo de processamento sao
menores do que aquelas advindas do processo de esterilizacdo em batelada, mas
ainda assim estas alteracdes existem. Além disso, o leite sofre algumas alteracoes
durante o periodo de armazenamento que limitam o periodo de conservagdo. A
principal causa destas alteracdes é a acao de lipases e proteases, préprias do
leite (nativas) ou de origem bacteriana, que permanecem ativas apo6s o tratamento
térmico (GOMES, 1995).

A atividade proteolitica é responsavel pelo encurtamento do periodo de

estocagem por estar intimamente associada a desestabilizacdo do produto.
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Promove rarefacdo ou aumento da transparéncia, gelificacdo ou coagulacao, e
aparecimento de sabor amargo ou aumento gradual do nitrogénio nao protéico
(PRATA, 1991).

A aplicacdo da tecnologia de alta pressdo como método ndo térmico de
preservacao de alimentos, vai ao encontro da crescente preferéncia do
consumidor por alimentos minimamente processados e de alta qualidade, cujas
alteracoes sejam minimas em relacdao ao produto fresco. Entretanto, para que o
processo seja adotado pela industria de alimentos a seguranca microbiol6égica do
mesmo deve ser garantida (MILLS, G.; EARNSHAW, R.; PATTERSON. M. F.,
1998).

Segundo Sizer, Balasubramaniam e Ting (2002), a validagcdao do
processamento de alimentos por alta pressdo requer conhecimentos
multidisciplinares, integrando microbiologia, fisica, quimica e engenharia para
demonstrar a uniformidade e seguranca do processo. Varias questdes
permanecem sem resposta com relacdo ao mecanismo de acdo da pressao,
injuria de esporos e uniformidade do tratamento aplicado. A composi¢cdo do
alimento pode exercer um efeito protetor, por isso € importante que a avaliacéo da
resisténcia microbiana a alta pressao seja realizada em alimentos reais ao invés
de solucdes tampédo. Desta forma, cada tipo de alimento deve ser investigado
separadamente até que se tenha experiéncia suficiente para a construcao de
modelos generalizados.

A tecnologia de processamento de leite por homogeneizagdo a ultra alta
pressao pode ser uma alternativa a industria de laticinios para aumentar a vida de
prateleira durante a estocagem do leite cru anterior a processos de producdo de
leite UHT, queijos, achocolatados e outros produtos, ja que inativa microrganismos
e reduz a atividade de algumas enzimas. Como ocorreu com o tratamento térmico,
€ provavel que a tecnologia comece a ser usada comercialmente antes que tenha
sido totalmente compreendida cientificamente (SIZER; BALASUBRAMANIAM,;
TING, 2002).



Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar o processamento de leite desnatado pela tecnologia de
homogeneizacao a ultra alta presséao.

Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da homogeneizacdo a ultra alta pressdo na inativacdo de
Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua, Lactobacillus helveticus, Bacillus
stearothermophilus e Clostridium sporogenes em leite desnatado.

e Avaliar o efeito da combinacdo de homogeneizacao a ultra alta pressao e
tratamento térmico na destruicdo de esporos de Bacillus stearothermophilus

em leite desnatado.

e Avaliar o efeito do processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo na
atividade das enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase em leite cru
desnatado.

e Avaliar o efeito do processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdao na
atividade da protease produzida por Pseudomonas fluorescens em leite
desnatado.

e (Calcular através de fluidodinamica computacional (CFD) o perfil de velocidade
do fluido no interior da valvula de homogeneizacdo a ultra alta presséo,
variando-se a pressao aplicada.

e Avaliar o efeito do processo de homogeneizacao a ultra alta pressao na cor (L*,
a*, b*) e na viscisidade de leite cru desnatado.
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1 Revisao Bibliografica
1.1 A Preservacao de Alimentos pelo Método de Alta Presséao

A aplicacéo de alta pressédo apresenta-se como uma tecnologia atrativa de
processamento para preservacdo de alimentos. A temperatura ambiente, pressdes
na faixa de 200 a 600 MPa em processos hidrostaticos reduzem o numero de
microrganismos e inativam enzimas envolvidas na deterioracdo de alimentos,
enquanto o produto retém seu frescor ou aparéncia de recém preparado,
caracteristicas organolépticas e qualidade nutricional (HEIJI et al, 2003).

Desde a introducdao no mercado de produtos processados por alta pressao
hidrostatica, em 1990, a gama de produtos foi se expandindo gradualmente e
atualmente inclui: geléias de frutas, molhos, sucos de fruta, puré de abacate e
presunto. O efeito da alta pressdo sobre os microrganismos € comparavel ao da
pasteurizacdo e os produtos apresentam vida util prolongada sob refrigeracao.
Para que a esterilidade comercial seja atingida e o produto possa ser armazenado
a temperatura ambiente os esporos bacterianos também precisam ser inativados
(HEIJI et al, 2003). Sendo assim, alimentos de baixa acidez esterilizados por alta
pressédo ainda ndo estdo disponiveis no mercado. Com a maturagédo da tecnologia
e consequente reducao do custo, certamente a mesma passara a ser aplicada
comercialmente em produtos como suco de laranja e leite (SIZER,;
BALASUBRAMANIAM; TING, 2002).

E provavel que a aplicacdo comercial da alta pressdo em alimentos seja
utiizada em combinacdo com outro método de processamento quando a
finalidade do tratamento for a inibicdo de microrganismos ou inativacao
enzimatica. Isto porque a maior parte dos esporos bacterianos é pouco afetada
pela alta pressdo hidrostatica e as enzimas sédo parcialmente afetadas, podendo
ser necessario inativa-las pelo calor para impedir perda de qualidade dos
alimentos. O acumulo de dados nestas areas permitira o estabelecimento de
padrboes para tempos de exposicdo e demais parametros de processo (HOOVER
et al, 1989).



Capitulo 1

Existem dois métodos utilizados para o processamento de alimentos por
alta pressao: o método de alta pressao hidrostatica (isostatica), no qual o produto
€ processado ja dentro da embalagem final, e 0 método de homogeneizacao a
ultra alta pressao ou alta pressdo dinamica, onde o produto é processado de
forma continua e depois embalado de forma asséptica (MERMELSTEIN, 1999).

1.1.1 Método de Alta Pressao Hidrostatica (Isostatica)

A aplicacdo do processo de alta pressdo hidrostatica em alimentos é
reconhecida desde 1890 como um método potencial de preservacédo de alimentos
pela sua habilidade em inativar microrganismos, certas enzimas e modificar as
propriedades funcionais de alguns constituintes do alimento (CHEFTEL, 1992
apud MILLS, G.; EARNSHAW, R.; PATTERSON. M. F., 1998).

O principio fundamental da técnica é sua habilidade em romper as ligagdes
secundarias e terciarias das moléculas enquanto as ligagdes covalentes ndao sao
afetadas, proporcionando maior retencdo das caracteristicas sensoriais e
nutricionais do produto (MACFARLANE, 1985 apud MILLS, G.; EARNSHAW, R.;
PATTERSON. M. F., 1998).

O processo de Alta Pressao Hidrostatica consiste em submeter o produto a
alta pressao dentro de um vaso pressurizado, utilizando um meio que transfere
pressdo ao produto. Baseia-se no principio de Le Chatelier, segundo o qual
qualquer fendmeno acompanhado por uma reducao de volume é favorecido pelo
aumento de pressdo e vice-versa, € no principio isostatico, que indica que a
pressao é transmitida de uma forma uniforme e quase instantanea através de uma
amostra biol6gica (CHEFTEL, 1995).

No processamento hidrostatico, o produto € embalado em uma garrafa ou
bolsa plastica e colocado no interior do vaso de pressao para ser processado. O
processamento de produtos liquidos pode ser realizado através de um sistema
semicontinuo (fora da embalagem) utilizando trés vasos de pressado e um sistema

de valvulas automaticas de modo que na primeira camara a pressao do produto é
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aumentada até a pressao de processo, quando é liberado; na segunda camara o
produto fica sob pressdo e tempo especificados para o processo; na terceira
camara o produto € descomprimido e encaminhado para o envase asséptico
(MERMELSTEIN, 1999).

A literatura apresenta diversos trabalhos em que os autores investigaram os
efeitos da alta pressdo hidrostatica na inativagdo de microrganismos
(HOOVER,1993; PATTERSON et al, 1995; GERVILLA et al, 1997a; GERVILLA et
al, 1997b; GERVILLA et al, 1999a; GERVILLA et al, 1999b; RITZ et al,2000).

1.1.2 Método de Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao

O processo de homogeneizagao tem sido aplicado na industria de alimentos
desde a metade do século XX na reducédo do tamanho de particulas de emulsdes
e suspensodes, aumentando sua estabilidade. Com o passar dos anos, a demanda
por produtos de maior vida de prateleira e com maior estabilidade estimulou o
desenvolvimento de novas tecnologias para a producdo de emulsdes. Esta
tecnologia é baseada na utilizacdo de pressdes muito elevadas e em
equipamentos com novo desenho. O desenvolvimento de aplicagdes do processo
de homogeneizacado a alta pressdo permitiu ainda a utilizacdo do mesmo como
método de preservacdo, na medida em que causa inativagdo microbiana.
Inicialmente desenvolvido para a industria de laticinios, atualmente o processo é
aplicado pela industria farmacéutica, quimica e de biotecnologia para dispersar,
misturar e processar emulsoes e suspensodes (DIELS et al, 2004).

O processo de Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao (HUAP) é também
chamado de Alta Pressdo Dinamica (APD). Neste trabalho optou-se por utilizar a
denominagdo Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao (HUAP). O referido processo
€ de base continua e utiliza fundamentalmente um homogeneizador de ultra alta
pressdo com o intuito de romper células. O produto é bombeado por dois
intensificadores de pressdo, sendo forcado a fluir através de uma valvula de
homogeneizacao. Isto produz uma velocidade muito elevada através do orificio
(200 m/s a 300 MPa, FLOURY et al, 2004), e a expansao resultante é considerada
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como um dos fatores responsaveis pela ruptura das células dos microrganismos,

causando minimas alteracdes nas células dos alimentos.

Na literatura ha muita controvérsia sobre o mecanismo real de destruicao
das células pelo processo de homogeneizacao a ultra alta pressao. Alguns autores
propuseram a cavitacao e as ondas de choque e impulsos de pressao gerados no
colapso das cavidades (SAVE et al, 1994 apud DIELS et al, 2004). Outros
acreditam que o impacto das células contra as paredes da valvula do
homogeneizador € a principal causa para a ruptura das mesmas (ENGLER,;
ROBINSON, 1981; MOORE; HOARE; DUNNILL, 1990). Mecanismos como
turbuléncia, velocidade e magnitude da queda de presséao e viscosidade dindmica
também foram propostos (DOULAH; HAMMOND; BROOKMAN, 1975). Dois
parametros afetam fortemente a inativacdo microbiana pelo processo de
homogeneizacdo a ultra alta presséo: a viscosidade do fluido e a temperatura
(MILLER; ROGOWSKI; KELLY, 2002).

A viscosidade é inversamente proporcional a inativacao, niveis mais baixos
de inativacdo sédo obtidos em fluidos mais viscosos. Isto pode ser explicado pela
reducédo da cavitacao, turbuléncia e pressao de impacto de fluidos viscosos. Um
aumento na temperatura de entrada da amostra (de 4 para 24°C) a um certo nivel
de pressao resulta em aumento na inativacdo microbioldgica pelo processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo. Como a viscosidade do fluido geralmente
diminui com o0 aumento de temperatura e vice-versa, este efeito da temperatura na
inativacao microbiana pode ser parcialmente explicado como um efeito indireto da
viscosidade do fluido (THIEBAUD et al, 2003).

Comparando-se as formas de acdo do tratamento por alta pressao
hidrostatica e homogeneizacdo a ultra alta pressdo foram observadas acdes
distintas. A alta pressdo hidrostatica estabiliza pontes de hidrogénio, induz
mudancas irreversiveis como a dissociacdo de complexos protéicos e mudancas
de conformacgdo. O tratamento por homogeneizacdo a ultra alta pressao ativa

hidrogenases, provoca mudangas conformacionais e estresse protéico, induzindo
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as células dos microrganismos a varias mudangas fisico-quimicas (FANTIN et al,
1996).

Na pratica, o tratamento por homogeneizacdo a ultra alta pressao tem a
capacidade de desintegrar células a pressdes mais baixas do que o processo por
alta pressdo hidrostatica, minimizando os danos causados nos alimentos pela
pressao. A destruicdo dos microrganismos, segundo Popper e Knorr (1990), se da
pela repentina perda de pressao que ocorre na valvula de expansao, pela torcao e
por estresse causado pelo choque das ondas de cavitacdo. Bactérias Gram
positivas sdo menos susceptiveis a acao da pressdo, uma vez que apresentam

uma parede mais rigida do que as Gram negativas.

Lanciotti et al (1994) estudaram o efeito da homogeneizacao a alta pressao
entre 15 e 200 MPa nas reducbes das contagens de Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, B. subtilis e Yarrowia lipolytica em emulsées de agua/dleo
e Oleo/agua e observaram que o tratamento pode causar reducdes instantaneas
nas contagens iniciais desses microrganismos podendo provocar danos celulares
irreversiveis. O tratamento a altas pressdées somado ao armazenamento a baixas
temperaturas (3-4°C) fez com que as células de L. monocytogenes, Y.
enterocolitica e Y. lipolytica que nado foram inativadas pelo tratamento a alta
pressao, apresentassem uma fase lag mais extensa, dependente do numero de

sobreviventes.

Fantin et al (1996) compararam o efeito da alta pressao hidrostatica e da
homogeneizacao a ultra alta pressado na reducao de células viaveis de linhagens
de Saccharomyces cerevisae e Y. lipolytica e observaram que este ultimo
microrganismo apresentou-se mais susceptivel a alta pressao hidrostatica com
uma destruicdo de 2 ciclos logaritmicos quando submetida ao tratamento a 400
MPa, enquanto a S. cerevisae apresentou apenas a reducdo de 1 ciclo nas
mesmas condi¢cdes de tratamento. Quando tratadas por homogeneizacao a 150
MPa, foi observada uma reducado aproximada de 3 ciclos logaritmicos para as

duas leveduras.
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Lanciotti et al (1996) avaliaram o efeito da temperatura de crescimento de L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli e Y. lipolytica na resisténcia dos mesmos ao
tratamento com homogeneizador a alta pressao entre 10 e 160 MPa. Os autores
verificaram que L. monocytogenes e Y. lipolytica apresentaram maior resisténcia
quando cultivadas a 13°C; enquanto, E. coli e S. aureus apresentaram melhor
crescimento quando cultivadas a 20°C ou temperaturas superiores. Segundo os
autores, a composicao do alimento também influencia a resisténcia a altas

pressoes da populagao bacteriana.

O efeito da homogeneizacdo de leite integral, leite desnatado e gordura
lactea na atividade da nisina contra Listeria innocua foi avaliado por Zapico et al
(1999). Amostras inoculadas com 10° UFC/mL foram tratadas a 30°C com 100
IU/mL de nisina, homogeneizadas a 20 MPa ou ambos os procedimentos. A
homogeneizacdo de amostras de leite desnatado contendo nisina resultou na
reducdo de cerca de 20% de atividade da mesma, entretanto ainda assim uma
reducado de cerca de 3 ciclos logaritmicos nas contagens de Listeria innocua foi

verificada.

Kheadr et al (2002) estudaram o efeito da aplicacado de homogeneizacao a
ultra alta pressdo em leite (5 ciclos a 200 MPa). Os autores verificaram a
inativagédo de 3 a 4 ciclos de Listeria innocua, além de redugfes consideraveis no

tamanho das micelas de caseina e globulos de gordura.

Wuytack et al (2002) compararam a resisténcia de diversas bactérias
pertencentes aos dois grandes grupos, Gram-positivas e Gram-negativas, a
homogeneizacao a ultra alta pressao (100-300 MPa) e a alta pressao hidrostatica
(200-400 MPa). Nos tratamentos com alta pressao hidrostatica foram observadas
grandes diferengas com relagédo a resisténcia dos microrganismos de um mesmo
grupo, 0 que ndo ocorreu quando submetidos a homogeneizagdo a ultra alta

pressao.

A injaria que ocorre em Salmonella enterica Sorovar Typhimurium apéds ser

submetida a tratamentos a alta pressao hidrostatica (300 MPa) e homogeneizagao
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a ultra alta pressao (100 e 200 MPa) foi comparada por Wuytack et al (2003). Os
resultados apontaram que o processo de alta pressao hidrostatica causa injuria
nas células, o que nao ocorre com 0 processo de homogeneizagao a ultra alta
pressado. Isto é atribuido ao fato do processo hidrostatico ter multiplos alvos de
acao, sendo que para que ocorra a inativacao completa é necessario que alguns
destes alvos sejam atingidos. Ja no processo de homogeneizacdo, a inativagao
ocorre em funcdo de danos fisicos ou estruturais e nao fisiolégicos ou

metabdlicos, resultando em pouca ou nenhuma injaria.

Dosualdo e Cristianini (2003) avaliaram o efeito da homogeneizagéo a ultra
alta pressao nas atividades enzimaticas de peroxidase e polifenoloxidase em agua
de coco na faixa de 50 a 300 MPa. Os resultados demonstraram que mesmo a
300 MPa, a reducdo nas atividades enzimaticas € pequena, 9,3% para a
polifenoloxidase e 4,0% para a peroxidase. O mesmo autor verificou que pressoes
superiores a 250 MPa foram capazes de inativar mais de 7 ciclos logaritmicos de
Lactobacillus fructivorans enquanto que pressées superiores a 200 MPa
inativaram cargas da ordem de 10° UFC/mL de Saccaromyces cerevisiae em agua
de coco.

Campos (2004) analisou o efeito da homogeneizagéo a ultra alta pressao
na destruicdo de Lactobacillus plantarum e Saccharomyces cerevisea em suco de
laranja e verificou que pressdes superiores a 250 MPa sédo capazes de reduzir 7
ciclos logaritmicos do Lactobacillus e 5,6 ciclos da levedura. O autor verificou
ainda que pressbes da ordem de 300 MPa foram capazes de causar uma
inativacao de cerca de 67% na enzima Pectinametilesterase.

Diels et al (2004) avaliaram o efeito da temperatura na inativacdo de
Escherichia coli por homogeneizagao a ultra alta pressdo somente através da
viscosidade do fluido. Nos ensaios, a pressado variou de 100 a 300 MPa e a
temperatura inicial de 5 a 50°C. A viscosidade foi ajustada com etilenoglicol para
que fosse sempre a mesma independente da temperatura (abaixo de 45°C). Os
resultados demonstraram que a influéncia da temperatura na inativacao

microbiolégica por homogeneizagao a ultra alta pressdo deve-se exclusivamente a
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viscosidade do fluido. Os autores desenvolveram e validaram um modelo
matematico que descreve a inativacdo como fungdo da pressao de
homogeneizacao e da viscosidade. O efeito da temperatura esta implicito no efeito
da viscosidade.

O efeito da homogeneizagdo a ultra alta pressdo na atividade
antimicrobiana das enzimas lisozima e lactoperoxidase contra uma selecao de
microrganismos Gram positivos e Gram negativos inoculados em leite desnatado
foi avaliado por Vannini et al (2004). Os autores concluiram que a adicdo das
enzimas aumentou o efeito instantdneo da pressdo em praticamente todas as
espécies testadas. Além disso, a combinagao de enzima e homogeneizagao a alta
pressao afetou significativamente a recuperagdo e o crescimento de véarias das
espécies testadas. A hipétese formulada pelos autores é que a interacdo entre
homogeneizacao a ultra alta presséo e lisozima ou lactoperoxidase esta associada
a modificagdes conformacionais das duas proteinas e conseqiiente aumento de
sua atividade.

1.2 A Aplicacao de Alta Pressao para Inativacao de Esporos Bacterianos

Os esporos sao formas dormentes das bactérias esporuladas que se
desenvolvem em condigdes desfavoraveis ao crescimento de células vegetativas.
A estabilidade dos mesmos é funcdo da microestrutura e composicao que sao
diferentes das da célula vegetativa. A alta resisténcia térmica dos esporos é
atribuida a baixa quantidade de agua e a mineralizagao do core que tem um papel
importante na manutencao do estado de desidratacdo do esporo (DEETH; DATTA,
2002).

Algumas bactérias produtoras de esporos, por exemplo, Clostridium
botulinum, sao patogénicas e representam o0s maiores riscos a saude publica se
as condigcdes de esterilizacdo forem inadequadas. Outros, entretanto, sao
organismos capazes de provocar deterioracbes sérias se ndao forem destruidos.
Os esporos de algumas bactérias deteriorantes sdo extremamente resistentes ao
calor e sdao somente parcialmente destruidos pelas condicbes de aquecimento

11
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empregadas no processo UHT. Os esporos mais resistentes ao calor sédo os de
algumas espécies de Bacillus como B. stearothermophilus, B. subtilis e B.
licheniformis. Em alguns casos a intensidade dos tratamentos térmicos que seriam
necessarios para a inativacado total dos esporos levaria a alteracbes quimicas
inaceitaveis no produto (DEETH; DATTA, 2002).

As tecnologias nao térmicas de preservacdo de alimentos apresentam
grande potencial na redu¢cdo do numero de esporos e podem ser divididas em

duas grandes categorias:
e Tecnologias de alta energia: alta pressao, pulso elétrico, ultra-som.
e Tecnologias de separacao: microfiltracédo, centrifugacao/bactofugacao.

Entretanto, os esporos bacterianos conhecidos por sua resisténcia a
tratamentos fisicos e quimicos como calor e irradiagdo sdo também resistentes ao

tratamento por alta pressdao (MAGGI et al, 1996).

A maior parte dos dados publicados trata da resisténcia a pressado de
esporos de Bacillus, e de tratamentos envolvendo exclusivamente o uso de alta
pressao hidrostatica juntamente com um tratamento térmico brando propostos
para a sua inativacao (GOULD, 1973).

Segundo Deeth e Datta (2002), varios autores relataram a inviabilidade da
aplicacdo de alta pressdo a temperaturas iguais ou inferiores a temperatura
ambiente para a inativacao de esporos, sendo que o efeito esporicida aumenta
com a temperatura, pressao e tempo de tratamento. O maior efeito da alta pressao
no tratamento de esporos € a redugdo de sua estabilidade ao calor. Uma razao
para isto € a germinagdo induzida pela pressdo que confere a eles maior
susceptibilidade ao calor. Por exemplo, tratamentos a 300 MPa e 500 MPa a 60°C
por 1 minuto reduziram a resisténcia térmica (Dioocc) de esporos de C.
pasteurianum em 33 e 50%, respectivamente. A pressurizacdo a 200 MPa com
rapida descompressdao (< 2 ms) reduziu drasticamente o tempo de reducao
decimal (D) de esporos de B. stearothermophilus de 3000 min a 100°C para 6 min

12



Capitulo 1

a 95°C (HAYAKAWA et al 1998). Os autores verificaram que a resisténcia térmica
dos esporos nao esta relacionada com sua resisténcia a pressao. Além disso,
ocorre reducao da resisténcia térmica de esporos tratados por alta pressao, o que
pode permitir a esterilizacdo de produtos de baixa acidez a temperaturas inferiores
as normalmente empregadas, melhorando a qualidade sensorial e nutricional dos

alimentos.

Demonstrou-se também que a germinacao de esporos pode ser induzida a
pressoes relativamente baixas (60 a 100 MPa). Assim, um tratamento inicial com
baixa pressao seguido por um tratamento a pressées moderadas (300 MPa) para
inativar os esporos germinados foi proposto por diversos autores (CLOUSTON;
WILLS, 1969; SALE et al, 1970 apud MILLS, G.; EARNSHAW, R.; PATTERSON.
M. F., 1998).

Esta inducdo da iniciacdo ou estimulo a germinacao pela pressao pode ser
comparada aquela produzida pelo choque térmico. Ambos os tratamentos podem
sensibilizar uma parte da populacdo de esporos para um tratamento de
preservacao subsequente, reduzindo a severidade total do tratamento necessério
para a inativacéo dos esporos (GOULD, 1973).

Mills, Earnshaw e Patterson (1998) avaliaram o efeito de varios tratamentos
com pressdo (incluindo pressdo apenas e combinada com outros fatores) em
Clostridium sporogenes, um organismo diretamente relacionado e com
propriedades fisioldgicas semelhantes ao Clostridium botulinum. Os esporos
resistiram a alta pressao, com tratamentos de 600 MPa por 30 min a 20°C nao
sendo capazes de causar inativacao significativa. Combinagdes de tratamentos
incluindo calor e pressédo aplicados simultanea ou sequencialmente foram mais
efetivos na inativacéo de esporos. Assim, a aplicacdo de 400 MPa a 60°C por 30
min resultou em 80,6% de germinagéo, ja 80°C por 10 min seguido de 400 MPa
por 30 min resultou em 84,6% de germinacdo. Um ciclo de pressao de 60 MPa
seguido por 400 MPa a 60°C produziram 92,8% de germinacao. De modo geral os
processos resultaram em menos de 3 ciclos logaritmicos de destruicao microbiana

e verificou-se que esporos deste microrganismo ndao podem ser inativados apenas
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pela aplicacdo de pressao, demonstrando que para a inativacdo de esporos, a alta

pressao deve ser combinada com outros métodos de preservacao.

Apesar do nivel de inativacdo alcangcado com um Unico ciclo de pressao
nao ser da magnitude requerida para a esterilizacdo de alimentos, isto pode ser
aumentado pelo uso de ciclos multiplos de baixa e alta pressédo. Este tipo de
processo pode eliminar esporos superdormentes pela repeticdo de indugdo a
germinacao seguida por inativagdo dos esporos sensibilizados. Esporos
superdormentes normalmente estdo presentes em qualquer populacdo e vao
apresentar atraso na germinacdo, sendo considerados o principal limite da
aplicacao de tratamentos de preservacdo como a alta pressao (GOULD, 1973).
Segundo Mills, Earnshaw e Patterson (1998) o uso de ciclos multiplos de baixa e
alta pressao provavelmente sera mais aceito pela industria de alimentos do que a
aplicagéo de um pré-tratamento térmico subletal para a inativagdo de esporos.

Lechowich (1993) estudou o efeito da alta pressao hidrostatica sobre
esporos de Bacillus cereus e Bacillus coagulans e constatou que a eficiéncia do
processo € baixa e condicionada ao tempo e temperatura de tratamento,
sugerindo que o uso de alta pressdao deva ser somado a outro método de

conservagao, como reducao do pH, que impossibilite a germinacao de esporos.

Hayakawa et al (1994) desenvolveram um método para inativar esporos de
Bacillus stearothermophilus com aquecimento minimo. A inativacao foi atingida
destruindo-se os esporos apods 6 ciclos de pressao oscilatéria a 70°C e 600 MPa,
mas a inativagdo completa ndo foi atingida apdés 60 minutos de pressurizacao
continua. Quatro ciclos de 5 minutos de pressurizacdo a 600 MPa reduziram a
contagem de esporos de 10° para 102 UFC/mL, e 6 ciclos de 10° para <10°
UFC/mL, quando todos os esporos foram rompidos. A inativacdo dos esporos foi
dependente da velocidade de expansao adiabatica.

O efeito combinado da alta pressao hidrostatica e da irradiacdo para a
eliminacao de esporos de Clostridium sporogenes em peito de frango foi avaliado

por Crawford el al (1996). Inicialmente foi determinada a combinacédo 6tima de
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pressao, temperatura e tempo que resultaram em maxima reducéao dos esporos. A
temperatura ambiente, 680 MPa por 60 minutos causaram uma redugédo de cerca
de 5 ciclos logaritmicos. O valor calculado para o parametro D de irradiacao do
Clostridium sporogenes foi de 4,1 KkGy. Este valor decresceu para
aproximadamente 2 kGy apds submeter as amostras a 6800 atm, a 80°C por 20
minutos, indicando que a aplicagdo de alta pressdao hidrostatica antes da
irradiacdo pode permitir o uso de doses menores.

Roberts e Hoover (1996) avaliaram a sensitividade de esporos de Bacillus
coagulans a alta pressao hidrostatica, calor, acidez e nisina. Uma reducgao de pelo
menos 6 ciclos logaritmicos foi alcancada a 400 MPa, a 70°C, em pH 4 por 30

minutos, quando do plaqueamento em agar nutriente contendo nisina.

Wuytack, Boven e Michiels (1998) estudaram o efeito da alta pressao
hidrostatica na inducdo da germinagdo de esporos de Bacillus subtilis. Foram
avaliadas pressées moderadas (100 MPa) e pressdes elevadas (500 a 600 MPa).
Os resultados demonstraram que os esporos germinados a 100 MPa mostraram-
se mais sensiveis a tratamentos subsequentes de pressdo (superiores a 200

MPa), luz UV e peroxido de hidrogénio do que aqueles germinados a 600 MPa.

O efeito de germinacao e de inativacao da pressurizacao reciproca (6 ciclos
de 5 minutos de compressdo e descompressao rapida) em esporos de Bacillus
subtilis foi medido por Furukawa et al (2000). A faixa de presséao testada variou de
200 a 500 MPa, a temperatura de 25 a 55°C e o tempo total de processo foi de 30
minutos. Os resultados demonstraram que a compressdo pode iniciar a
germinacao, ao passo que a descompressao rapida nao pode, mas € capaz de

inativar esporos germinados.

Furukawa e Hayakawa (2001) estudaram o efeito da temperatura na
inativacao de esporos de Bacillus stearothermophilus por pressao hidrostatica na
faixa de 10 a 100 MPa. Os autores concluiram que pressdes da ordem de 60 a
100 MPa combinadas com temperaturas entre 75 a 95°C foram capazes de causar

uma reducédo de cerca de 5 ciclos logaritmicos no citado microrganismo.
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Moerman et al (2001) inocularam Bacillus subtilis e Bacillus
stearothermophilus em amostras de carne de porco moida e as submeteram a
diferentes combinacdes de alta pressao hidrostatica, temperatura e tempo (50 a
400 MPa, 20 a 80°C e 1 a 60 minutos). Os resultados demonstraram que
processos a 400 MPa, 50°C por 30,5 minutos foram capazes de causar uma
reducdo de 2 a 3 e 5 a 6 ciclos logaritmicos nas contagens de Bacillus

Stearothermophilus e Bacillus subtilis, respectivamente.

Wuytack e Michiels (2001) submeteram suspensdes de esporos de Bacillus
subtilis a tratamentos por alta pressédo a 100 e 600 MPa a 40°C e em uma faixa de
pH de 3 a 8. A inativacdo maxima de esporos nestas condicées foi de 80% e nao
foi aumentada em valores inferiores de pH. Entretanto, niveis maiores de
inativacao foram obtidos quando esporos foram primeiramente pressurizados em
pH neutro e entdo expostos por 1 hora a valores de pH inferiores. Esta grande
diferenca na inativagdao pode ser explicada pelo fato da inducao dos esporos a
germinacao pela aplicacdo de pressdo (que reconhecidamente ocorre em pH
neutro), ser inibida em valores inferiores de pH (<5). Aplicacdo de pressdo em
pH’s baixos tornou os esporos mais sensiveis a inativagdo por calor, sugerindo
que esporos desmineralizados foram formados. Apesar do tratamento com
pressao dos esporos a baixos pH’s (<5) tornar os esporos mais sensiveis ao
tratamento térmico a 80°C, pode-se concluir que a inducdo a germinacao do
Bacillus subtilis pela aplicacao de pressao € inibida em pH baixo, porque nao foi
observado decréscimo na densidade éptica nas suspensdes de esporos e porque
0S esporos permaneceram resistentes ao tratamento térmico a 60°C, temperatura
que destroi rapidamente esporos realmente germinados.

O efeito da combinacao de alta pressao hidrostatica (207, 414 ou 621 MPa)
aliado a temperaturas de 45, 71 ou 90°C na inativacdo de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de macga por 1, 5 ou 10 minutos foi
investigado por Lee et al (2002). Os resultados demonstraram que 207 MPa a
45°C por 10 minutos ou a 71°C por 1 minuto resultaram em reducdes superiores a

3,5 ciclos logaritmicos nas contagens de esporos viaveis, tratamentos a 414 ou
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621 MPa a 71°C por 1 minuto resultaram em reducdes superiores a 4 ciclos e
tratamentos a 414 ou 621 MPa a 71°C por 10 minutos reduziram o numero de
esporos viaveis para niveis ndao detectaveis (reducao superior a 5,5 ciclos
logaritmicos).

Furukawa et al (2003) investigaram o mecanismo de inativacdo de esporos
bacterianos pelo tratamento de pressurizacao reciproca. Esporos de Bacillus
subtilis foram tratados a 25, 35, 45 e 55°C a 200, 300 e 400 MPa por 30 minutos.
Andlises de microscopia eletrbnica de varredura demonstraram que 0s esporos
foram afetados morfolégica e estruturalmente. Os autores acreditam que o
mecanismo seja 0 seguinte: o tratamento com alta pressao hidrostatica iniciou a
germinacdo dos esporos bacterianos e os ciclos de descompressao rapida

causaram ruptura, injaria e inativacao dos esporos germinados.

Heiji et al (2003) apresentaram dois mecanismos de inativagdo de esporos.
A pressdes e temperaturas mais baixas, a pressao induz a germinacao de esporos
e estes sdo inativados pela aplicacdo de pressao na seqiéncia. A altas
temperaturas, um mecanismo de inativacdo direta dos esporos sem que ocorra
germinagdo dos mesmos € mais provavel. As curvas de inativagdo observadas
nestas condicbes normalmente nao seguem a cinética de primeira ordem, sendo

de dificil interpretagao.

A inativacdo de esporos de Bacillus cereus em queijo por alta pressao
hidrostatica com adicao de nisina ou lisozima foi estudada por Lépez-Pendemonte
et al (2003). Os queijos inoculados foram submetidos a 60 MPa, a 30°C por 210
minutos para germinagao seguidos de ciclos de 300 ou 400 MPa ou ambos a 30°C
por 15 minutos para destruicdo das células vegetativas. A aplicacdo de um
segundo ciclo de inativacao a 400 MPa com a adicao de 1,56 mg/mL de lisozima
resultou na reducdo de 2,4 ciclos logaritmicos nas contagens, sendo o melhor
resultado obtido.

Reddy et al (2003) investigaram o efeito do processo de alta presséo
hidrostatica a altas temperaturas na inativacdo de esporos de Clostridium
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botulinum tipo A. Os autores concluiram que tratamentos a alta pressao (827 MPa)
e temperatura (75°C) resultaram em inativacdo parcial dos esporos (3 ciclos
logaritmicos de reducdo) de Clostridium botulinum tipo A cepas BS-A e 62-A em
tampao fosfato ou em misturas de carne de caranguejo. Os autores sugerem a
realizacdo de estudos empregando temperaturas superiores (acima de 120°C)

para a producao de produtos comercialmente estéreis.

Margosch et al (2004) estudaram a inativacao de esporos de 7 linhagens de
Clostridium botulinum, 5 espécies de Bacillus e Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum pelo emprego de alta pressao hidrostatica (600 a 800
MPa) e temperatura (80 a 116°C) em cenoura ralada. Uma grande variagdo na
resisténcia a pressao dos esporos de Clostridium botulinum foi observada. A
reducado apds tratamentos a 600 MPa, a 80°C por 1 segundo variou de 0 a 5,5
ciclos. A resisténcia a pressdao das espécies avaliadas ndao pode ser
correlacionada com a resisténcia térmica. Os autores propdéem a utilizacdo de
Bacillus amyloliquefaciens, um microrganismo mesofilo formador de esporos
altamente resistentes a pressado, como alvo ndo patogénico no desenvolvimento

de processos de alta presséo.

Um modelo para a inativacao de esporos bacterianos por calor iumido e alta
pressao hidrostatica foi desenvolvido por Rodriguez et al (2004). Uma férmula
para predizer a inativacdo e a letalidade acumulada de esporos bacterianos por
calor umido e alta pressdo foi derivada baseando-se nos principios de
termodindmica classica e cinética. O modelo foi validado experimentalmente
processando-se Clostridium botulinum (60 a 75°C) e Bacillus stearothermophilus
(92 a 110°C) na faixa de 500 a 700 MPa. A equacao ajustada foi capaz de explicar
mais de 86% da taxa de variacdo, o que foi considerado satisfatério pelos autores.

Optsal et al (2004) avaliaram a germinacao e subsequente inativacao de
esporos de Bacillus cereus em leite através da aplicacdo de alta pressao
hidrostatica. Os resultados demonstraram que tanto a aplicacdo de um Unico
tratamento (500 MPa a 60°C por 30 minutos) quanto a aplicacao de 200 MPa a
45°C por 30 minutos seguido por um tratamento térmico de 60°C por 10 minutos
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foram capazes de inativar cerca de 6 ciclos logaritmicos do microrganismo em

estudo.

Gao e Jiang (2005) otimizaram as condi¢des de processo para a inativacao
de esporos de Bacillus subtilis por alta pressao hidrostatica e calor moderado
através da metodologia de superficie de resposta. As condi¢gdes de processos
variaram de 30 a 60°C, 200 a 600 MPa e 10 a 20 minutos. Os parametros 6timos
para reducdo de 6 ciclos logaritmicos nas contagens dos esporos foram: 14
minutos a 479 MPa a 46°C. O modelo foi validado experimentalmente.

O efeito da alta pressao hidrostatica em células vegetativas e esporos de
microrganismos aerébios e anaerébios em Marengo de porco, um produto
particulado com pH 5,8 foi avaliado por Moerman (2005). As amostras foram
processadas a 400 MPa durante 30 minutos a 20 e 50°C. Os resultados indicaram
que nos processos a 20°C a aplicagdo de alta pressdo nado pode ser utilizada
isoladamente. Ja os tratamentos realizados a 50°C demonstraram que limitacdes
na transferéncia de calor de alimentos particulados devem ser consideradas no

estabelecimento do processo.
1.3 O Efeito da Alta Pressao sobre as Enzimas

Enzimas sao classes especiais de proteinas nas quais a atividade biologica
parte de um sitio ativo mantido pela conformacao tridimensional da molécula.
Pequenas mudancas no sitio podem levar a perda da atividade da enzima. Como
a desnaturacao protéica € associada a mudancgas conformacionais, estas podem
mudar a funcionalidade com perda da atividade bioldégica e mudangas especificas
do substrato.

Proteinas sao estruturas mantidas por interacées entre a cadeia protéica
(sequéncias de aminoacidos) e o solvente ao redor. Mudangas nos fatores
externos, como pressao e temperatura, podem perturbar o complexo balango das
interacdes intramoleculares entre solvente-proteina e consequentemente, levar ao

dobramento ou desnaturacdo da cadeia de peptideos. Os arranjos estruturais
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presentes na proteina sob pressao sao governados pelo principio de Le Chatelier.
A reducdo do volume acompanhando a desnaturacdo surge da formacdo ou
ruptura de ligacdes nao covalentes e de rearranjos das moléculas de solvente
(HENDRICKX et al, 1998).

A respeito das mudancas no volume conformacional, ao menos a baixas
temperaturas, ligacbes covalentes sdo pouco afetadas pela alta presséo, e
consequentemente a estrutura primaria das proteinas permanece intacta durante o
tratamento sob pressédo. Por outro lado, mudancas na estrutura secundaria
ocorrem em pressdes muitos altas e estas levam a uma desnaturagéo irreversivel.
Isto pode ser explicado pelo fato das pontes de hidrogénio, que sao responsaveis
pela manutengdo da estrutura helicoidal (secundaria) dos peptideos, serem
favorecidas a baixas pressdes e serem rompidas a altas pressdes. A ruptura de
ligacbes ibnicas também é fortemente afetada pelo aumento da presséo.
Mudancas significativas na estrutura terciaria sdo observadas a pressées maiores
que 200 MPa. Proteinas multiméricas (estrutura quaternaria), unidas por ligacées
nao covalentes sdo dissociadas por uma pressdao comparativamente baixa (menor
que 150 MPa) (CAMPQOS, 2004).

Ao contrario dos tratamentos térmicos onde tanto ligagdes ibnicas como
nao-covalentes sdo afetadas, o processamento por alta pressdo em temperatura
ambiente rompe apenas ligagcdes quimicas relativamente fracas (pontes de
hidrogénio, ligagbes hidrofébicas e ibnicas). Alteragdes na conformagdo das
proteinas podem causar mudancgas nas suas propriedades funcionais e por isso o
tratamento a alta pressdo de alimentos pode ser utilizado para criar novos
produtos com textura e sabor diferenciados. Em geral pressdes acima de 300 MPa
a temperatura ambiente causam desnaturacao protéica irreversivel, enquanto que

pressdes menores resultam em mudancgas reversiveis na estrutura da proteina.

Os efeitos da alta pressao sobre enzimas podem ser divididos em duas
classes. Na primeira, pressoes relativamente baixas (menores que 100 MPa) tém
ativado algumas enzimas. Esse efeito de estimulo € somente observado em

enzimas monoméricas. Por outro lado, pressdées muito maiores, geralmente
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induzem a inativagdo enzimatica. Com respeito a inativacdo por pressao, existem
quatro grupos de enzimas, baseando-se na perda e recuperacdo da atividade: (i)
inativacdo completa e irreversivel; (ii) inativacdo completa e reversivel; (iii)
inativacdo incompleta e irreversivel; (iv) inativacdo incompleta e reversivel
(HENDRICKX et al, 1998).

1.4 O Leite e o tratamento térmico tradicional

O Leite & um fluido biolégico complexo, cuja composicao e caracteristicas
fisicas variam de espécie para espécie, refletindo a necessidade dietética da cria.
O constituinte mais abundante do leite é a d4gua e dependendo da espécie do
animal apresenta quantidades variadas de lipideos, carboidratos e proteinas
(VARMAN; SUTHERLAND, 1997).

Em fungcédo do seu valor nutritivo, alta atividade de agua e pH proximo a
neutralidade (pH=6,7) o leite € um excelente meio para a multiplicacdo de
microrganismos. Mesmo quando obtido em condicdes assépticas, o leite ira conter
microrganismos que estavam presentes nos canais de secrecdao das glandulas
mamarias do animal (ZACARCHENCO, 2000). Segundo Haynes (1996), o leite cru
fresco contém uma microbiota variando de 5x10° a 5x10* UFC/mL, proveniente da
superficie da pele do animal, dos equipamentos de ordenha e do manuseio pelos
operadores. Entretanto, o grau de contaminacdo pode ser ainda maior em fungéo
das condicbes de manuseio e ordenha.

A legislacdo brasileira define leite UHT como leite homogeneizado
submetido durante 2 a 4 segundos a temperaturas entre 130 e 150°C (BRASIL,
1997).

Segundo Hayes (1996), a aparéncia, a qualidade nutricional e o sabor do
leite UHT e do leite pasteurizado sao proximos, excetuando-se o fato de que o
leite UHT deve se manter adequado para o consumo por Varios meses, a

temperatura ambiente.
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Existem duas formas de processo UHT. O primeiro é o aquecimento
indireto, em que o leite & aquecido em um trocador de calor, ndo havendo contato
entre 0 mesmo e o vapor. Ja no aquecimento direto pode ocorrer injecao de vapor
no leite ou infusdo de leite no vapor. O leite € entdo mantido sob pressao no
retardador tubular por alguns segundos seguindo para a cdmara de expansao a
vacuo onde é feita a eliminagdo da agua incorporada ao produto bem como de off-
flavors. A seguir o produto é envasado assepticamente.

Zacarchenco (2000) apresenta uma ampla revisao sobre a microbiologia do
leite. A microbiota do leite cru é bastante diversificada, podendo estar presentes
espécies de Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium,
Micrococcus, Streptococcus, Corynebacterium, Lactobacillus e coliformes. Além
disso, animais infectados introduzem bactérias patogénicas no leite,
principalmente Staphylococcus aureus, Streptococcus spp e outros. Varnam e
Sutherland (1996), citam ainda Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes
como contaminantes potenciais do leite cru. No caso de microrganismos
psicrotroficos, como Pseudomonas spp, 0 maior problema esta nas enzimas
(proteases e lipases) produzidas por estes, que ao contrario dos microrganismos
que as produzem, sdo termorresistentes. Estas enzimas podem vir a provocar
sabor amargo, geleificacdo e coagulacdo do leite, sendo a rancidez o principal

defeito por acao das lipases.

Ja com relacdo a microbiologia do leite UHT, a literatura cita a ocorréncia
de Bacillus sporothermodurans, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Bacillus
pumilus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus
megaterium, Bacillus circulans, Bacillus alvei e Bacillus stearothermophilus
(ZACARCHENCO, 2000).

Segundo Mostert, Luck e Hurmann (1979) a presenca de esporos
bacterianos no leite in natura parece ser um fato comum e levando-se em
consideracao a termo-resisténcia de muitos deles e a probabilidade de sua
ativacao a altas temperaturas (UHT) o risco de problemas potenciais com produtos
lacteos é bastante acentuado.
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Teuber e Busse (1981) dividem os microrganismos presentes no leite em 3

classes:

e C(Classe I: microrganismos destruidos pela pasteurizacdo convencional ou pelo
processo HTST (high temperature short time), com temperaturas de 71-72°C
por 15 a 30 segundos. O tratamento elimina a maioria das células vegetativas
de bactérias como Staphylococcus aureus, Streptococcus hemolitico,
enterobactérias como Escherichia coli e Salmonella spp, Pseudomonas spp,
Brucella abortus, Mycobacterium tuberculosis e todas as leveduras e bolores.

e C(Classe II: microrganismos resistentes ao tratamento HTST, mas que séao
sensiveis ao tratamento UHT, tais como: Lactobacilus bulgaricus, Lactobacilus
lactis, Streptococcus thermophilus.

e Classe Ill: microrganismos resistentes ao tratamento UHT. Inclui especialmente
esporos de Bacillus stearothermophilus e outros bacilos e clostridios meséfilos

e termofilos.

Segundo Von Bockelmann (1998) o microrganismo alvo do processo UHT é
o Bacillus stearothermophilus, sendo que uma reducgao de 8 ciclos logaritmicos do

microrganismo é normalmente verificada nas linhas de processamento.

Do ponto de vista nutricional, o leite apés o tratamento térmico elevado
sofre algumas alteragdes apenas em seu conteudo vitaminico. Com a utilizagao do
sistema UHT, essas perdas também foram minimizadas. A vitamina C é a que
sofre maior destruicdo, cerca de 25%, as vitaminas B+, Bs € B12, cerca de 10% e o
acido félico sofre uma reducao de 15%. Entretanto, o leite ndo é fonte de vitamina
C, sendo que a destruicdo desta ndo deve ser a preocupagao maior do processo.
Ja do ponto de vista quimico, alteracdes significativas podem ocorrer com 0s
principais componentes do leite como proteinas e carboidratos. As proteinas do
soro sofrem desnaturacdo, responsavel pelo sabor e aroma tipicos do leite UHT
em funcdo da liberagdo de compostos sulfurados. Com relagcdo aos agucares
ocorre a formacdo da lactulose, epimero da lactose, freqientemente utilizado
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como indice da severidade do tratamento térmico aplicado. A gordura sofre
poucas alteracdes com o tratamento UHT, uma vez que o leite é obrigatoriamente
homogeneizado. O que se observa sdo eventuais acumulos de gordura na
superficie do leite durante 0 armazenamento prolongado (GOMES, 1995).

A utilizacdo de Integradores Tempo-Temperatura é uma ferramenta
bastante importante no monitoramento de processos. Estes indicadores devem
estar distribuidos de maneira homogénea no alimento e permitir a avaliacdo do
impacto do processo em todo o volume. O principal requisito para a definicdo de
um Integrador Tempo-Temperatura € a correspondéncia entre a sensitividade a
temperatura do mesmo e do atributo alvo do processo. No caso do leite, as
enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase sdo consideradas integradores
adequados (CLAEYS; LOEY; HENDRICKX, 2002).

A inativacdo da fosfatase € utilizada rotineiramente para controle da
qualidade do leite pasteurizado. Um resultado positivo indica que o leite nao foi
pasteurizado adequadamente ou que ocorreu contaminacao com leite cru apés a
pasteurizacdo (CHAVARRI et al, 1998). Entretanto, varios autores relatam a
ocorréncia de um fenémeno conhecido como reativagcdo da fosfatase, em que
apesar de se verificar um resultado negativo no teste de atividade da enzima ap6s
a pasteurizagcdo HTST, observa-se a reativacdo da mesma apds algumas horas,
especialmente se o leite ndo foi adequadamente refrigerado. A lactoperoxidase é
uma das enzimas mais termoestaveis presentes no leite, sendo utilizada como
indice de superpasteurizacao (FOX; McSWEENEY, 1998).

1.5 Proteodlise em Leite

As proteases sdo enzimas que agem sobre as proteinas e causam sua
quebra produzindo fragmentos menores. A protedlise pode ter um efeito benéfico
para a qualidade desejavel do produto, como por exemplo, desenvolvimento de
sabor e mudanca de textura durante a maturagao do queijo. Entretanto, em outros
casos o fendmeno pode afetar de maneira adversa a qualidade, como no caso da
gelificacdo do leite UHT (NIELSEN, 2002).
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A protedlise pode ser causada por proteases nativas do leite e também por
enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos psicrotréficos durante a
estocagem refrigerada antes do processamento. Estas proteases diferem na
especificidade em relacdo as proteinas do leite.

A plasmina, principal protease nativa do leite secretada durante sua sintese,
faz parte de um sistema complexo. Esta enzima é classificada como uma serina
protease. Ja a protease produzida por Pseudomonas spp. € uma metaloprotease
extracelular que desestabiliza a micela de caseina por hidrélise, resultando na
reducédo da qualidade do queijo, gelificacao do leite UHT e formacéo de filme em
trocadores de calor (NIELSEN, 2002).

Segundo Verdi e Barbano (1991), a quantidade de enzima produzida por
Pseudomonas fluorescens quando presente em niveis de 10° UFC/mL comeca a
ser significativa e préximo a 10” UFC/mL a mesma ja é suficiente para degradar
niveis detectaveis de caseina (SHAH, 1994 apud GOMES, 1995).

Varios estudos da relagdo entre a plasmina nativa do leite e as proteases
produzidas por microrganismos psicrotroficos foram realizados (FAJARDO-LIRA;
HAYES; NILSEN, 2000; FAJARDO-LIRA; NILSEN, 1998; HAYES; WERE;
NIELSEN, 2001). A plasmina nativa esta inicialmente associada a fragcdo de
caseina do leite e as membranas dos glébulos de gordura, mas pode ser
deslocada para a fracdo soro devido ao crescimento microbiano. Este
deslocamento € atribuido a hidrélise das micelas de caseina pelas proteases de
origem microbiana e pode afetar a estabilidade do leite UHT ou processos como a
maturacao do queijo (NIELSEN, 2002).
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Apesar de ser nativa do leite, a plasmina ndo se encontra em sua forma
ativa, encontra-se na forma de seu precursor, o zimogénio inativo chamado
plasminogénio. A conversao do plasminogénio em plasmina envolve um complexo

sistema enzima — ativador — inibidor representado na Figura 1.1 a sequir.

Plasminogénio Ativador

Ny Plasminogénio Ativador Inibidor

Plasminogénio | —> Plasmina

N R —— Plasmina Inibidor

Caseina — Degradacao da Caseina

Figura 1.1: Representacdo do sistema plasmina no leite
Fonte: Bastian e Brown, 1996

O plasminogénio é ativado e convertido em plasmina pela agéo especifica
dos plasminogénios ativadores (PA’s), os quais também sao proteases. Os PA’s
convertem o plasminogénio inativo em plasmina ativa, sendo esta a responsavel

pela quebra das proteinas do leite.

A plasmina é uma protease encontrada também no sangue humano. Sendo
a mesma essencialmente idéntica a plasmina bovina quando comparada cinética e
imunologicamente e pela sequéncia parcial de aminoacidos (15% da sequéncia
total de aminoacidos) (BASTIAN; BROWN,1996).

Assim como a plasmina, o plasminogénio ativador humano e o bovino nao
diferem, apresentando similaridades com relacdo a resisténcia térmica, peso
molecular, pH 6timo, estabilidade, especificidade para acdo da caseina e formas
de inibicao (NIELSEN, 2002).
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Sendo a plasmina uma enzima nativa do leite, os seus inibidores e
ativadores podem ser considerados objeto de estudo para a estabilidade do
produto. O inibidor da plasmina e o inibidor do plasminogénio ativador, que
quando ativados ndo permitem a conversao do plasminogénio em plasmina ativa
controlam a sua acao, estando a maioria deles presentes no soro do leite. O
plasminogénio e a plasmina ativa sdo relativamente resistentes ao calor. Em
contraste, plasminogénio ativador, plasminogénio inibidor e plasmina inibidor, os
quais estdo naturalmente presentes no leite e poderiam causar a quebra do
sistema plasmina, apresentam baixa resisténcia térmica. A plasmina ndo é
degradada pelo processo UHT tradicional, apresentando um valor D1425.c de 10
segundos (ALICHANIDIS; WRATHALL; ANDREWS, 1986). Ja os ativadores da
plasmina apresentam um Dq40-c de 32 segundos (LU; NIELSEN, 1993).

A protease produzida por Pseudomonas sp. também ndo é totalmente
inativada pelo processo UHT tradicional, apresentando um valor D140.c de 1 minuto
(CROMIE, 1992).

As proteinas mais sensiveis a plasmina sdo o-caseina e, especialmente, a
B-caseina. Com relacdo as proteinas do soro, B-lactoglobulina e a-lactoalbumina,
a plasmina tem pouca ou nenhuma atividade. A atividade da plasmina resulta na
producdo de y-caseina e proteose-peptona derivadas da B-caseina (NIELSEN,
2002). Ja a protease bacteriana ataca preferencialmente a k-caseina, produzindo
a para-k-caseina, desestabilizando a micela de caseina. As o e B-caseinas séao
também atacadas, sendo a B-caseina mais susceptivel que a a-caseina. As

proteinas do soro sao resistentes as proteases psicrotréficas (CROMIE, 1992).

Relatos sdo conflitantes no que se refere a hidrélise da x-caseina pela
plasmina, mas diferentes resultados séo atribuidos a condigées ambientais ou
concentracdes de enzimas ou substrato usado. A degradacao da o-s2-caseina e
B-caseina ocorre na mesma velocidade, enquanto a a-s1-caseina é hidrolisada em
um tempo menor. Em estudo de cinética usando a sintese de substrato, a caseina
tem se mostrado um inibidor competitivo da plasmina. De qualquer modo ha
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interferéncia das concentracbes de substrato e do periodo de incubacao
(NIELSEN, 2002).

A concentragdo de plasmina presente no leite cru é cerca de 0,3 mg/L e a
de plasminogénio de 2,5 mg/L e sua atividade 6tima ocorre em pH 7,5 a 37°C
(HAYES; KELLY, 2003). No entanto, a raca, o numero de lactacées, o estagio de
lactacdo e a estacdo do ano sdo apontados como possiveis responsaveis pela
variagao da quantidade de plasmina do leite.

1.6 Processamento de Leite por Alta Pressao

A seguir sdo citados alguns trabalhos que abordam o processamento de

leite por alta pressao hidrostatica e por homogeneizacao a ultra alta pressao.
1.6.1 Aplicacoes de Alta Pressao Hidrostatica em Leite

Trujillo et al (2002) apresentam uma extensa revisdo sobre a aplicagéo de
alta pressado hidrostatica em leite e derivados. As vantagens tecnolégicas
decorrentes da utilizacdo de leite submetido ao tratamento por alta pressdo na
elaboracdo de varios produtos sao discutidas. Dentre estas encontram-se: a
aceleracao do processo de maturacao do queijo, aumento da vida de prateleira do

mesmo, melhora na textura e diminuicdo da dessoragem do iogurte.

As pesquisas de aplicagao do processamento utilizando alta presséo para a
preservagao de leite comecaram em 1890 quando Hite demonstrou que a vida de
prateleira de leite e outros produtos submetidos ao tratamento por alta pressao
poderia ser aumentada. A alta pressado provoca a desintegracao das micelas de
caseina em particulas de diametro menor, com reducao da turbidez e aumento da
viscosidade. A pressao induz ainda uma dissociacao do fosfato de calcio coloidal e
desnaturacdo das proteinas do soro que podem alterar suas propriedades
tecnoldgicas. Isto sugere diferentes aplicagcbes em produtos lacteos, incluindo
estabilizacdo microbiolégica do leite e produtos como creme, iogurte e queijo,
processamento de leite para a producdo de queijo e iogurte e preparagdao de
produtos lacteos com novas texturas. Estudos realizados por diferentes autores
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(KOLAKOWSKI et al, 1997; MUSSA; RAMASWAMY, 1997; BUFFA et al, 2001;
RADEMACHER; KESSLER, 1997 apud TRUJILLO et al, 2002) demonstraram que
€ possivel a obtencao de leite com qualidade microbiolégica semelhante a do leite
pasteurizado (72°C — 15 s) submetendo-se o produto a pressdes entre 400 MPa
por 15 minutos ou 600 MPa por 3 minutos a 20°C (processo hidrostatico).

Simpson e Gilmour (1997) avaliaram o efeito da alta pressao hidrostatica
(375 MPa) em Listeria monocytogenes em leite UHT. Tratamentos de 5 min a
45°C resultaram em uma reducao de cerca de 4,5 ciclos logaritmicos, sendo que o
aumento do tempo de tratamento causou apenas reducdes insignificantes nas
contagens. Foram testadas as seguintes temperaturas: 25, 35, 45 e 55°C, sendo
que quanto maior a temperatura empregada maior foi a reducédo observada.

Gervilla et al (1997a) ao estudarem o efeito da alta pressao hidrostatica em
Listeria innocua inoculada em leite de ovelha verificaram que a destruicdo do
mesmo obedece a uma cinética de primeira ordem. Os valores de D (tempo de
reducao decimal) encontrados foram de 3,12 min a 2°C e 400 MPa e 4 min a 25°C
e 400 MPa. Ja para Pseudomonas fluorescens, tratamentos a 2, 10 e 25°C com
400 MPa por 5 min ou 50°C a 300 MPa por 5 minutos reduziram as contagens em
pelo menos 6,5 e 7,3 ciclos logaritmicos, respectivamente (GERVILLA et al,
1997b). Os mesmos autores (GERVILLA et al, 1999a) observaram um efeito
protetor da gordura (6% no caso do leite de ovelha) em ambos 0os microrganismos
quando comparados com outros estudos realizados em condicées de pressao

semelhantes, porém com outros fluidos.

A sensitividade de Lactobacillus helveticus em leite de ovelha quando
submetido ao processo de alta pressao hidrostatica foi estudada por Gervilla et al
(1999b). A espécie apresentou uma cinética de destruicdo de primeira ordem. Os
valores de D encontrados foram 7,1 min (2°C a 450 MPa) e 9,1 min (25°C a 450
MPa). O Lactobacillus helveticus apresentou resisténcia superior a alta pressao
hidrostatica em relacdo a reportada por estudos prévios com outras espécies de
Lactobacillus spp.
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Alpas e Bozoglu (2000) avaliaram o efeito combinado de alta pressao
hidrostatica (345 MPa), temperatura (50°C) e bacteriocinas (5000 AU/mL de
nisina) por um curto periodo de tempo (5 min) na inativacdo de Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 e Salmonella enteritidis
em leite pasteurizado. Os autores concluiram que a combinacéo de bacteriocinas
com alta pressdo é um método eficiente na inativagcdo de microrganismos
patogénicos em alimentos de baixa acidez, tendo sido alcancadas reducdes da
ordem de 8 ciclos logaritmicos.

Ludikhuyze, Claeys e Hendrickx (2000), realizaram um estudo detalhado de
inativacdo da fosfatase alcalina por alta pressao hidrostatica e temperatura, as
quais variaram de 0,1 a 725 MPa e 25 a 63°C, respectivamente. A inativacao pode
ser descrita por um modelo de primeira ordem, permitindo o calculo de valores de
D e z. Os autores concluiram que de modo geral a fosfatase alcalina € mais
resistente a alta pressdo que a maioria dos microrganismos patogénicos nao
esporulados presentes no leite e, sendo assim, pode ser utilizada como um
indicador da auséncia destes no leite processado a alta pressdo. Entretanto, mais
estudos da inativacédo por pressao e temperatura da flora microbiana do leite sdo
indispensaveis para que se definam os niveis de atividade de fosfatase alcalina
aceitaveis no leite, ja que a inativacdo completa da mesma levaria certamente a

superprocessamento.

Garcia-Risco el al (1998) estudaram os efeitos da alta pressao hidrostatica
na inativagcdo da plasmina. As amostras foram processadas a 400 MPa, a 25°C
por 30 minutos e em seguida estocadas a 7°C por 45 dias. Os autores verificaram
que nao houve inativacdo da plasmina, sendo que a mesma causou degradacao
protéica durante o periodo de estocagem. O plasminogénio foi parcialmente

inativado.
1.6.2 Aplicacoes de Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao em Leite
Hayes e Kelly (2003) avaliaram o efeito da homogeneizacdo a ultra alta

pressao nas enzimas fosfatase alcalina e plasmina. Pressdes entre 50 e 200 MPa
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foram aplicadas e nao foi observada inativagdo da enzima fosfatase alcalina. As
temperaturas de entrada variaram de 6 a 9°C. Entretanto, os testes realizados
foram qualitativos e segundo os autores é possivel que tenha ocorrido inativagao
parcial da enzima. A determinacao de plasmina indicou sua inativacao parcial na

mesma faixa de pressao estudada (maximo de 65%).

O potencial de aplicagdao do processo de homogeneizacado a alta pressao
no processamento de leite cru bovino foi estudado por Hayes, Fox e Kelly (2005).
O leite foi pré aquecido a 45°C e processado a 150, 200 e 250 MPa em um
homogeneizador de duplo estagio, permanecendo por cerca de 20 segundos na
temperatura de saida da valvula, 67,0; 76,8 e 83,6 °C, respectivamente. Os autores
avaliaram diversos atributos, entre eles o numero total de microrganismos
psicrotroficos, de mesodfilos, atividade enzimatica da fosfatase alcalina,
lactoperoxidase e plasmina. Além de cor e tamanho dos glébulos de gordura. Os
autores concluiram que o aumento significativo da temperatura (38,6°C nos
processos a 250 MPa) e a possibilidade de variar o tempo de retencdo podem
aumentar as aplicagdes do processo de homogeneizacao a ultra alta pressdo no
processamento de leite, combinando as vantagens da homogeneizacao

convencional e da pasteurizacdo em um Unico processo.
1.7 Microrganismos utilizados neste estudo
1.7.1 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas spp € um bastonete, gram negativo, aerébio estrito com 0,7-
0,8 um por 2,3-2,8 um, cuja temperatura étima de crescimento é de 30°C.
Entretanto, este é um microrganismo psicrotréfico, ou seja, capaz de se
desenvolver na temperatura de refrigeracédo, sendo o principal integrante da flora
do leite cru armazenado sob refrigeracdo. O desenvolvimento deste
microrganismo no leite cru € favorecido pelo fato do mesmo ser submetido a
agitacdo durante a estocagem refrigerada. Conforme ja foi mencionado
anteriormente, no leite ele é responsavel pela producao de proteases e lipases

termorresistentes. Estas enzimas podem causar sabor amargo, geleificacao,
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coagulacao do leite e rancidez. Pseudomonas fluorescens é considerada um
indicador para Pseudomonas spp (GERVILLA et al, 1997b).

1.7.2 Listeria innocua

Listeria monocytogenes é um bastonete, gram positivo, com 0,4-0,5 um por
0,5-2,0 um, associado a enfermidades advindas do consumo de leite, queijo e
outros derivados de leite. O microrganismo é de extrema importancia para a
industria de laticinios devido a sua habilidade de crescer em uma grande
variedade de condicdes. E capaz de crescer na faixa de pH de 4,4 a 9,0,
temperatura entre 1 e 45°C, sendo que a temperatura 6tima situa-se entre 30 e
37°C. A sua resisténcia ao NaCl é alta, sendo que 0 microrganismo € capaz de se
desenvolver em meios contendo até 10% de NaCl (ay 0,935). A Listeria innocua
devido a sua proximidade filogenética a Listeria monocytogenes é considerada um
indicador ndo patogénico para Listeria monocytogenes (GERVILLA et al, 1997a).

1.7.3 Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus é um bastonete, gram positivo, com 0,6-1,0 um por
2,0-6,0 um, cuja temperatura 6tima de crescimento é de 37°C, representante do
grupo dos Lactobacillus. Este microrganismo pode ser considerado um
termolactobacilo ja que é capaz de se desenvolver em temperaturas de até 45°C
(GERVILLA et al,1999b). Lactobacillus helveticus pode ser utilizado como cultura
starter na producdo de uma grande variedade de produtos fermentados e como
um intensificador de flavor capaz de reduzir o amargor e acelerar o
desenvolvimento do flavor no queijo. O mesmo é capaz de fermentar galactose,

sendo utilizado na producéo dos queijos Emmental e Gruyere.
1.7.4 Bacillus stearothermophilus

Bacillus stearothermophilus € um bastonete Gram positivo (SNEATH,
1986), com 0,6-1,0 um por 2,0-3,5 um, apresentando motilidade por flagelos

peritriqueos. Possui esporangios entumecidos e esporos maduros ovais terminais
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ou subterminais com 1,0-2,0 um a 1,5-2,2 um. Nao é patogénico, mas é de dificil

destruicdo seja por calor ou por agentes quimicos (ITO, 1981).

Os esporos do B. stearothermophilus sao extremamente termorresistentes.
A resisténcia é afetada tanto pelas condicées de crescimento da bactéria como
pelo meio em que os esporos sao aquecidos. Como os esporos de B.
stearothermophilus sdo muito utilizados no monitoramento de processos de
esterilizagcao, é de extrema importancia o bom conhecimento da resisténcia destes
a diferentes processos. Nakazato (2000) apresenta uma ampla revisdo sobre a
determinacao dos parametros térmicos do B. stearothermophilus em diversos
alimentos. Pode-se verificar que na literatura os valores de Dizi¢c do
B.stearothermophilus encontrados por diversos autores sdo bastante variaveis,
obtendo-se valores de 0,6 min até 5,0 min dependo da variedade e do alimento

onde o valor foi determinado.
1.7.5 Clostridium sporogenes (PA 3679)

Clostridium sporogenes é um microrganismo anaerébio nao patogénico
comumente utilizado em ensaios de validacdo de processos térmicos. O seu valor
de z é bastante proximo ao do Clostridium botulinum mas sua resisténcia térmica
€ bastante superior (5D de reducao do Clostridium sporogenes PA3679 equivalem
a uma reducgéao de 12D do Clostridium botulinum) (GRISCHY; SPECK; ADAMS,
1983).

1.8 Fluidodinamica Computacional (CFD)

Fluidodinamica computacional é a andlise de sistemas envolvendo
escoamento de fluidos, transferéncia de calor e fendmenos fisicos associados, tais
como reacbes quimicas, por meio de simulacbes baseadas em computador. A
mesma funciona resolvendo as equacdes de fluxo de fluidos sobre uma regido de
interesse, com condi¢cdes especificas (conhecidas) na vizinhanca desta regiao
(Manual ANSYS CFX 10.0, 2005).
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A simulacdo numérica nesta area apresentou grande desenvolvimento nos
ultimos 20 anos. Inicialmente, como uma ferramenta para analise de problemas
fisicos em nivel de investigacao cientifica e, atualmente, como uma ferramenta
poderosa para a solucao de importantes problemas aplicados da engenharia. Isto
ocorreu devido ao desenvolvimento exponencial de computadores de alta
velocidade de processamento e grande capacidade de armazenamento
(MALISKA, 1995).

Hoje, a fluidodinamica computacional é uma ferramenta de projeto industrial
estabelecida, auxiliando na reducao dos tempos de planejamento e melhorando
processos no mundo da engenharia. CFD representa uma alternativa precisa e
economicamente viavel para testes em escala piloto, permitindo variagbes nas
simulacdes de maneira bastante rapida (Manual ANSYS CFX 10.0, 2005).

Aplicacdes tipicas da fluidodindmica computacional incluem:
e Processos industriais: vasos de mistura, reatores quimicos;
e (Construcao: ventilacao de prédios;
e Saude e seguranca: efeitos do fogo e do cigarro;
e Industria de motores: modelos de combustédo, aerodindmica de carros;
e Eletronicos: transferéncia de calor no interior e ao redor de circuitos;
e Ambiente: dispersao de poluentes no ar ou na agua;
e Energia: otimizagdo do processo de combustao;
e Medicina: fluxo de sangue por vasos obstruidos.
1.8.1 Métodos Numéricos
A principio, 0 usuéario tem a sua disposicdo as seguintes ferramentas:

métodos analiticos, métodos numéricos e experimentacdo em laboratério. Os
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métodos analiticos e numéricos formam a classe dos métodos tedricos, pois
ambos objetivam resolver equacbes diferenciais. A diferenca esta na
complexidade da equacao que cada método é capaz de resolver. Os métodos
analiticos tém a desvantagem de serem aplicaveis apenas em problemas cujas
simplificagdes os desviam demasiadamente do fendémeno fisico real. Além disso,
sao aplicados a geometrias e condi¢cdes de contorno simples. O uso de técnicas
numeéricas praticamente nao apresenta restricoes, podendo resolver problemas
com complicadas condi¢cdes de contorno, definidos em geometrias arbitrarias e
apresentando resultados com uma rapidez fantastica. Os dados obtidos devem
ser, entretanto, confidveis e este € um ponto de extrema importancia a ser
observado pelo analista. Desta forma, a equacdo diferencial deve ser
corretamente resolvida (validagdo numérica: teste da precisdo da solucdo e
convergéncia do algoritmo) e a mesma deve representar com fidelidade o

fenbmeno fisico em questao.

Dentre os métodos numéricos disponiveis temos: 0 método das diferencas
finitas, 0 método dos elementos finitos e o0 método dos volumes finitos. A tarefa do
método numérico € transformar uma equacado diferencial escrita em nivel
infinitesimal e definida para um determinado dominio em um sistema de equacdes
algébricas que possam ser resolvidas analiticamente. Para isso, as derivadas da
funcdo existentes na equacao diferencial devem ser substituidas pelos valores
discretos da fungéo. A diferenga fundamental entre os métodos € a maneira como

as equacoes que representam o dominio sao obtidas (MALISKA, 1995).

O conjunto de equacdes que descrevem 0s processos de transferéncia de
momento, de massa e de energia a ser resolvido nos problemas de fluidodinamica
computacional é conhecido como equacbdes de Navier-Stokes. Sao equacdes
diferenciais parciais que foram derivadas no inicio do século XIX. Ndo existe
solucdo analitica geral conhecida para estas equacées mas elas podem ser
discretizadas e resolvidas numericamente. Equacdes que descrevem outros
processos, como combustao por exemplo, podem ser resolvidas em conjunto com

as equacoes de Navier-Stokes. Freqlentemente, um modelo aproximado é usado
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para derivar estas equacdes adicionais, sendo os modelos de turbuléncia um

exemplo particularmente importante (Manual ANSYS CFX 10.0, 2005).

Em problemas de escoamento de fluidos, o0 método de volumes finitos é o
preferido, sendo que hoje a maior parte dos pacotes comerciais de CFD utilizam
este método. A preferéncia é justificada pelo fato do método, ao criar suas
equacdes aproximadas, realizar um balanco da propriedade (massa, momento e
energia) em volumes elementares. Uma vez que os balancos devem ser
satisfeitos em niveis de volumes elementares, para qualquer tamanho de malha,
todos os principios de conservacao podem ser checados em uma malha bastante
grosseira (MALISKA, 1995).

A literatura apresenta uma série de trabalhos a respeito do emprego do
método de volumes finitos para a solucdo de problemas de fluidodinamica
computacional, dentre eles Patankar e Spalding (1972), Patankar (1980), Patankar
(1981) e Maliska (1995).

No método dos volumes finitos, o dominio de calculo € subdividido em
volumes de controle que contém os pontos da malha numérica (denominados de
nds). Estes volumes ndo sao sobrepostos, ou seja, cada volume de controle
representa apenas um e somente um noé. Todas as variaveis sao definidas no
centro dos volumes de controle (com excegao das fronteiras), os quais preenchem
os dominios fisicos a serem considerados. Cada equacéao € integrada sobre cada
volume de controle para obter uma equacao discreta, a qual conecta as variaveis
no centro do volume de controle com sua vizinhanga. Dessa maneira, o principio
de conservacgao é satisfeito na sua forma integral para cada volume (BERNARDO,
2005).

As equacOes a serem resolvidas tém a mesma forma geral apresentada

pela Equacéo 1.1 a seguir:

%+V.(p7¢j—V.(FV¢)=S Eq. 1.1
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Onde:
p = massa especifica
¢ = propriedade
I' = termo difusivo
S = termo fonte
Consideracoes:

e 0 termo temporal (primeiro termo do lado esquerdo da equacgdo) tem a
finalidade de avancar a solu¢ao do problema no espaco de tempo;

e 0 segundo termo representa a parte convectiva da variavel ¢ e sdo os termos

mais dificeis de tratar em funcéo da sua natureza nao linear;
e 0 terceiro representa o balanco dos fluxos difusivos;

e S é o termo fonte, responsavel por acomodar todos os termos que nao se
encaixam na forma apresentada pela Equacéo 1.1.

Integrando-se a Equacao 1.1 sobre os volumes de controle, obtém-se a
Equacéo 1.2:

jaaL;‘”qupM.ZdA—jerdA=deV Eq. 1.2

Maiores detalhes a respeito do método dos volumes finitos bem como da
matematica envolvida na resolucdo das equagdes diferenciais pelo mesmo nao
serdo discutidos aqui, podendo ser encontrados em Maliska (1995) e no Manual
ANSYS CFX 10.0 (2005).
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1.8.2 Aplicacoes de CFD em processos de Homogeneizacao a Ultra Alta

Pressao

Em sistemas de alta pressao dinamica, os fenébmenos de cavitacao, tensao
de cisalhamento e turbuléncia podem estar envolvidos simultaneamente, sendo
muito dificil ordena-los por importancia (WALSTRA, 1983 apud FLOURY, 2004).

Kleining e Middleberg (1996; 1997) investigaram o fluxo em uma valvula de
homogeneizacao tipo APV-Gaulin através de simulagdo numérica. O estudo foi
feito em duas etapas: na primeira, Kleining e Middleberg (1996) modelaram o fluxo
apenas na entrada da valvula e na regido do gap. J& em um segundo passo,
Kleining e Middleberg (1997) utilizaram os perfis de velocidade na regiao de saida
do gap obtidos no trabalho anterior como condigcdes de contorno da entrada da
regidao de impacto do valvula. Na primeira parte, os autores apresentam uma
expressao simples que utiliza os resultados numéricos e que permite o calculo do
gradiente de pressao, sendo que o gradiente de pressao mostrou-se uma variavel
independente mais adequada para correlagcdo com a destruicao celular do que a
pressao de operacado. Ja na segunda parte, foi verificado que o jato de impacto

existente no sistema é aproximadamente laminar.

Stevenson e Chen (1997) foram os primeiros a construirem um modelo do
perfil do fluxo em toda a valvula através de um cdédigo de CFD comercial. O
modelo obtido fornece informagdes detalhadas a respeito dos perfis de
velocidades em valvulas de homogeneizacao e os autores indicam a possibilidade
do mesmo ser utilizado na producdo de modelos para ruptura de células e

glébulos de gordura.

Os autores destes trabalhos, entretanto, enfatizam a necessidade de mais
informacdes relacionadas com a mecanica de fluidos no interior do
homogeneizador para um melhor entendimento dos mecanismos fisicos de
destruicdo de microrganismos durante o processo. O conhecimento da queda de
pressao e do tamanho do gap nao fornece informacgdes suficientes. Um perfil mais

detalhado de velocidade e pressao no interior da valvula de homogeneizacao é
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necessario para o calculo das forcas aplicadas ao fluido durante a

homogeneizagéo.

Floury et al (2004) avaliaram o fluxo em um homogeneizador a ultra alta
pressdo STANSTED na faixa de pressao de 26 a 340 MPa. Este homogeneizador
difere do APV-Gaulin estudado por Kleining e Middleberg (1996; 1997), ja que o
mesmo nao apresenta anel de impacto. Apds estimar o tamanho do gap em
funcdo da pressao de operacao e regime de escoamento, simulacdes numéricas
foram conduzidas utilizando-se o software FLUENT para analisar o perfil do fluxo
no interior da valvula de homogeneizacdo a ultra alta pressdo. O modelo
considerou fluido incompressivel e viscosidade e temperatura do fluido constantes.
O trabalho oferece detalhes interessantes com relagdo ao regime do fluxo, perfil
de pressao, turbuléncia e areas de cavitacao no interior da valvula, o que nao
poderia ser facilmente determinado experimentalmente devido as grandes
alteracdes que ocorrem em distancias muito pequenas e as pressoes de operacao

extremamente elevadas.
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2 Inativacao de Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua e
Lactobacillus helveticus em Leite Desnatado por Homogeneizacao a
Ultra Alta Pressao (HUAP)

Resumo

O processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdao € uma técnica
alternativa de preservacao de alimentos. Como o aquecimento do produto é
minimo, suas caracteristicas sdao mais préximas as do produto fresco. Neste
trabalho, a inativacdo de Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua e
Lactobacillus helveticus em leite desnatado pelo processo de homogeneizacéao a
ultra alta pressao (HUAP) foi estudada. Os resultados demonstraram que
pressdes da ordem de 200, 250 e 260 MPa, respectivamente foram capazes de
causar inativacdo de toda a carga inoculada (10’UFC/mL) dos microrganismos
citados. As curvas de destruicdo revelaram que para a Pseudomonas fluorescens
o Numero de Reducdes Decimais (NRD) aumentou linearmente com o aumento
da pressdo na faixa estudada para este microrganismo (100 a 200 MPa).
Entretanto, para a Listeria innocua e para o Lactobacillus helveticus este aumento
nao foi linear, sendo muito pequeno na primeira parte da curva (de 100 a 200
MPa) e aumentando drasticamente na segunda parte, 200 a 250 MPa para a
Listeria innocua e 200 a 260 MPa para o Lactobacillus helveticus. D, (constante de
morte por pressao) encontrada para a Pseudomonas fluorescens foi de 30,3 MPa
na faixa de 100 a 190 MPa. Listeria innocua apresentou um valor de 85,5 MPa de
100 a 200 MPa e 8,5 MPa de 200 a 240 MPa. Finalmente, o valor de D,
encontrado para o Lactobacillus helveticus foi de 132,6 MPa de 100 a 200 MPa e
22,4 MPa de 200 a 250 MPa.

Palavras-chave: homogeneizacdo a ultra alta pressdo, leite desnatado,

Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua, Lactobacillus helveticus.
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Inactivation of Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua and Lactobacillus
helveticus in Skim Milk by Ultra High Pressure Homogenization (UHPH)

Abstract

Ultra high pressure homogenization is an alternative food processing
technique. As product heating is minimum, its characteristics are closer to fresh
food. At this work inactivation of Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua and
Lactobacillus helveticus in skim milk by ultra high pressure homogenization
(UHPH) were studied. Results showed that pressures up to 200, 250 and 260 MPa
were able to inactivate all the 107 CFU/mL initially inoculated, respectively.
Destruction curves revealed that for Pseudomonas fluorescens DRN (Decimal
Reduction Number) increases linearly with pressure at pressure range studied for
this microorganism (100 to 200 MPa). However, for Listeria innocua and
Lactobacillus helveticus this increase was not linearly. It was very small at the first
part of the curve (from 100 to 200 MPa) and increased very sharply at the second
one, 200 to 240 MPa for Listeria innocua and 200 to 250 MPa for Lactobacillus
helveticus. Dp (death pressure constant) found for Pseudomonas fluorescens was
30.3 MPa from 100 to 190 MPa. Listeria innocua presented a Dp of 85.5 MPa from
100 to 200 MPa and 8.5 MPa from 200 to 240 MPa. Finally, the Dp obtained for
Lactobacillus helveticus was 132.6 MPa from 100 to 200 MPa and 22.4 from 200 to
250 MPa.

Key-words: Ultra high pressure homogenization, skim milk, Pseudomonas

fluorescens, Listeria innocua, Lactobacillus helveticus.
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2.1 Introducao

A crescente demanda dos consumidores por produtos processados com
caracteristicas as mais proximas possiveis dos produtos in natura levou o0s
processadores de alimentos a procurar por alternativas de processos nao térmicos
que combinassem reducdo eficiente da populagdo microbiana com maxima

retencéo das propriedades quimicas, fisico-quimicas e sensoriais dos produtos.

O processo de homogeneizagéo a ultra alta pressao é utilizado na industria
farmacéutica, cosmética, quimica e de alimentos no preparo ou estabilizacdo de
emulsdes e suspensdes ou para criar alteracoes fisicas, como alteracbes de
viscosidade nos produtos. Para aplicacées que exigem um alto grau de dispersao,
pressoes superiores a 200 MPa estdo sendo investigadas. Outra aplicacdo do
processo é a ruptura celular de leveduras ou bactérias para a obtencido de
produtos intracelulares, tais como proteinas (WUYTACK et al, 2002).

O leite é um alimento muito importante na alimentacdo humana, ja que
fornece uma proporgao equilibrada de nutrientes. Em funcao de seu pH proximo a
neutralidade (pH 6,7), alta atividade de agua e alto teor de nutrientes, o leite € um

meio muito rico para o desenvolvimento de um grande numero de microrganismos.

A literatura apresenta uma série de trabalhos em que os autores avaliaram
o efeito da aplicacao de alta pressao hidrostatica na inativagcdo de microrganismos
(HOOVE,1993; PATTERSON et al, 1995; GERVILLA et al, 1997a; GERVILLA et
al, 1997b; GERVILLA et al, 1999a; GERVILLA et al, 1999b; RITZ et al,2000) como
também da homogeneizacdo a ultra alta pressdo (KHEADR et al, 2002;
WUYTACK et al, 2002; DOSUALDO, 2003; CAMPQOS, 2004; HAYES, 2005).

A estocagem de leite cru sob refrigeragcdo favorece o crescimento de
bactérias psicrotréficas, particularmente Pseudomonas spp. Pseudomonas
fluorescens € um indicador para Pseudomonas spp, 0 principal componente da
flora deteriorante do leite cru refrigerado, especialmente se o0 mesmo € mantido

sob agitacdo. O crescimento de Pseudomonas fluorescens no leite causa hidrélise
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da caseina e alteragbes nas caracteristicas de coagulacdo do leite. O
microrganismo produz enzimas (lipases e proteases) que resistem as
temperaturas usuais do processo UHT e podem degradar varios componentes do
leite que irdo causar deterioracdo durante a estocagem (COUSIN, 1982;
FAIRBAIRN; LAW, 1986; GERVILLA et al, 1997b).

Listeria monocytogenes causa doencas associadas ao consumo de leite,
queijos e outros produtos derivados de leite. Este microrganismo é importante
para a industria de laticinios devido a sua habilidade de crescer em uma ampla
gama de condicdes. E capaz de crescer na faixa de pH de 4,4 a 9,0, temperatura
de 1 a 45°C, sendo que a temperatura 6tima situa-se entre 30 e 37°C. A sua
resisténcia ao NaCl é alta, sendo que o microrganismo é capaz de se desenvolver
em meios contendo até 10% de NaCl (ay, 0,935) (GERVILLA et al, 1997a). A
Listeria innocua devido a sua proximidade filogenética a Listeria monocytogenes é
considerada um indicador ndo patogénico para Listeria monocytogenes
(FAIRCHILD et al, 1993).

Lactobacillus helveticus € considerado um termolactobacilo ja que é capaz
de se desenvolver em temperaturas de até 45°C. Lactobacillus helveticus pode ser
utilizado como cultura starter na producédo de uma grande variedade de produtos
fermentados e como um intensificador de flavor capaz de reduzir o amargor e
acelerar o desenvolvimento do flavor no queijo. E utilizado na producdo dos
queijos Emmental e Gruyere. A literatura descreve este microrganismo como
apresentando maior resisténcia a alta pressdo hidrostatica que outros
Lactobacillus spp (GERVILLA et al,1999b). Entretanto, em relacao a resisténcia do

mesmo ao processo de homogeneizacao a ultra alta pressao nada foi encontrado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processo de
homogeneizagéo a ultra alta pressao na inativacdo de Pseudomonas fluorescens,
Listeria innocua e Lactobacillus helveticus inoculados separadamente em leite

desnatado.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Amostra

Os ensaios foram realizados utilizando-se leite desnatado UHT
(0,51 £ 0,02 % de gordura) de marca comercial adquirido em locais de venda na
regiao de Campinas. Foram utilizadas amostras de um mesmo lote para os

ensaios com cada um dos microrganismos avaliados.
2.2.2 Equipamento

O equipamento utilizado foi um homogeneizador continuo de ultra alta
pressao (nG7400H:350 - Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra). O mesmo
opera com pressdes entre 0 e 300 MPa e tem uma vazao de aproximadamente
270 mL/min.

O homogeneizador € dotado de dois pistdes intensificadores com
acionamento hidraulico a 6leo, movidos por um motor que aciona uma bomba que

gera a pressurizacao necessaria no fluido, controlada por uma valvula manual.

Apbs a passagem pelos pistées, o fluido pressurizado passa por uma
valvula de retencdo que realiza o desvio do fluido conforme o fluxo de
pressurizagdo necessario. O fluido é conduzido para uma valvula de
homogeneizacao, na qual ocorre a expansao adiabatica do mesmo, que retorna a
pressdo ambiente. Imediatamente apds esta valvula, o fluido passa por um
trocador de calor, com circulacdo externa de agua a temperatura ambiente, de
forma que, no final do trocador, atinja uma temperatura préxima a temperatura

ambiente.

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um
sistema de alimentacdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de
modo a permitir alternar agua e produto. O processo era iniciado utilizando-se
agua para eliminar o ar do sistema e estabilizar a pressao de processo. Alcancado

0 regime, a valvula de alimentacdo foi aberta iniciando-se a alimentagdo do
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produto. A estabilizacdo de pressado foi realizada fazendo-se circular agua no
interior do equipamento para que nao houvesse desperdicio de amostra. Apds 90
segundos da abertura da alimentacao de produto foi realizada a coleta da amostra
tratada. Esta coleta foi realizada no interior de uma camara de fluxo laminar de

modo a garantir que a mesma fosse realizada de maneira asséptica.

O tempo de residéncia do fluido no interior do equipamento € de cerca de
40 segundos, incluindo o trocador de calor. Padronizou-se a retirada das amostras
somente ap6s 90 segundos para garantir que ndao houvesse nenhum efeito de
diluicdo da amostra devido ao fato da estabilizacdo do equipamento ter sido

realizada com agua.

O equipamento apresenta trés termopares para controle de temperatura,
posicionados nos seguintes pontos:

T1 — Entrada da valvula de homogeneizacao;
T, — Saida da valvula de homogeneizacao/entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

A funcado dos termopares foi monitorar o produto sendo tratado e certificar-

se que a temperatura nao influiu na reducao das cargas de microrganismos.

Apés a coleta das amostras, o equipamento foi despressurizado e circulou-
se agua durante aproximadamente 10 minutos com o objetivo de lavar as
tubulacdes. A seguir, conectou-se uma linha com etanol 70% para a sanitizacao
das tubulagdes. O interior do equipamento foi mantido preenchido com etanol até

a realizagao do proximo experimento.
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2.2.3 Preparo das Culturas
2.2.3.1 Pseudomonas fluorescens

A cultura de Pseudomonas fluorescens utilizada foi IB 2312 do Instituto
Biolégico de Sao Paulo disponivel no Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da UNICAMP. A cultura encontrava-se
estocada em skim milk (Oxoid). Dois dias antes de cada experimento, a cultura foi
descongelada, realizou-se uma inoculacdo 1% em caldo TSB (0,3 mL de cultura
em 30 mL de caldo) em erlenmeyer de 125 mL e o mesmo foi incubado a 30°C por
24 horas. Optou-se pela realizagdo dos repiques em erlenmeyer de 125 mL e ndo
em tubos de ensaio para aumentar a area de contato com o ar e assim favorecer o
crescimento deste microrganismo. A seguir realizou-se o segundo repique de
maneira semelhante ao anterior, entretanto o tempo de incubacéo foi de 20 horas
(periodo ap6s o qual foi obtida contagem maxima). Neste ponto a cultura foi
retirada da estufa e as amostras de leite foram inoculadas de modo a se obter
uma contagem de aproximadamente 10’ UFC/mL. As amostras foram entdo
submetidas ao processo de HUAP. As contagens foram realizadas através de
plagueamento em superficie de diluigbes decimais sucessivas utilizando-se o meio
de cultura TSA (Oxoid). As placas foram incubadas a 30°C por 24 horas (HAUN,
2004).

2.2.3.2 Listeria innocua

A cultura de Listeria innocua utilizada foi a cultura LH 475 cedida pelo
Laboratério de Higiene do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
UNICAMP. A cultura encontrava-se estocada em skim milk (Oxoid). Dois dias
antes de cada experimento, a cultura foi descongelada, realizando-se entdo uma
inoculacao 1% em caldo TSBYE 0,6% (0,1 mL de cultura em 10 mL de caldo) em
tubo de ensaio que foi incubado a 37°C por 24 horas. A seguir realizou-se o
segundo repique de maneira semelhante ao anterior, entretanto o tempo de
incubacgao foi de 18 horas (periodo apds o qual se obteve maxima contagem).
Neste ponto a cultura foi retirada da estufa e as amostras de leite foram
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inoculadas, obtendo-se uma contagem de aproximadamente 10”7 UFC/mL. Estas
amostras foram entao submetidas ao processo de HUAP. Apds os processos, as
contagens foram realizadas através de plagueamento em superficie de diluicoes
decimais sucessivas utilizando-se o meio de cultura TSAYE 0,6% (Oxoid). A
leitura das placas foi feita apds 24 horas de incubacdo a 37°C (GERVILLA et al,
1997a).

2.2.3.3 Lactobacillus helveticus

A cultura de Lactobacillus helveticus utilizada foi CCT 3737 (ATCC 15009)
disponivel na Colecéo de Culturas Tropical (Campinas-SP). A cultura encontrava-
se congelada em skim milk (Oxoid). Dois dias antes de cada experimento, a
cultura foi descongelada, realizou-se uma inoculacédo 1% em caldo MRS (0,1 mL
de cultura em 10 mL de caldo) em tubo de ensaio, sendo incubado a 37°C por 24
horas. A seguir realizou-se o segundo repique de maneira semelhante ao anterior,
incubando-se também por 24 horas (periodo ap6s o qual se obteve contagem
maxima). Neste ponto a cultura foi retirada da estufa e inoculada nas amostras de
leite de modo a se obter uma contagem de aproximadamente 10’ UFC/mL. As
amostras foram submetidas ao processo de HUAP e as contagens foram feitas
através do plagueamento em profundidade (com sobrecamada) de diluicoes
decimais sucessivas em agar MRS (Oxoid). Apds 72 horas de incubacao a 37°C
procedeu-se a leitura das placas (GERVILLA et al, 1999b).

2.2.4 Inativacao de Microrganismos por Homogeneizacdo a Ultra Alta
Pressao

2.2.4.1 Testes Preliminares

Inicialmente foram realizados ensaios de triagem. Os testes foram
realizados separadamente para cada um dos microrganismos testados. As

amostras foram mantidas sob refrigeracao até a realizagdo dos experimentos.

Esta triagem consistiu em submeter as amostras inoculadas a

processamentos a 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. O intuito do teste foi verificar
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qual destas pressdes era capaz de causar destruicdo total da carga inoculada e a
partir disso redefiniu-se a faixa de pressdes a ser utilizada para a realizacdo dos
ensaios. Os processos foram avaliados em Numero de Redugdes Decimais (NRD
— Equacdo 2.1) que cada pressdo foi capaz de causar em cada um dos
microrganismos testados e em todos os processos foi feita uma contagem da

carga microbiana inicial.
NRD = log N, — log N¢ Eq. 2.1
Onde:
No: contagem inicial (UFC/mL)
N¢: contagem final (UFC/mL)

A partir do grafico de NRD em fungao da pressao de homogeneizacao, foi
calculado o valor de D, (constante de morte por pressdo). Este valor corresponde
ao inverso negativo da inclinacdo da reta obtida.

Considerando os resultados obtidos nestes testes de triagem, foram
redefinidas as faixas de pressbes a serem estudadas para cada um dos
microrganismos. Estes ensaios sao descritos nos itens 2.2.4.2, 2.2.4.3 e 2.2.4.4 a

sequir.
2.2.4.2 Pseudomonas fluorescens

Para a realizacao do estudo de inativagdo de Pseudomonas fluorescens
foram utilizadas as seguintes pressdes: 100, 150, 170, 190 e 200 MPa. Os ensaios
foram realizados em ftriplicata em cada uma das pressdes e as contagens foram
feitas imediatamente apds os processos. As amostras processadas na pressao
maxima foram também armazenadas a 7°C por 7 dias e foi feito um

acompanhamento das contagens 1, 3 e 7 dias apds o processo.
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2.2.4.3 Listeria innocua

O estudo de inativacao de Listeria innocua foi realizado utilizado-se as
seguintes pressdes: 100, 150, 200, 220, 240 e 250 MPa. Os ensaios foram
realizados em triplicata em cada uma das pressdes testadas e as contagens foram
feitas imediatamente ap6s os processos. As amostras processadas a 250 MPa
foram também armazenadas a 7°C e foi feito um acompanhamento das contagens

1, 3 e 7 dias apds o processo.
2.2.4.4 Lactobacillus helveticus

A destruicdo de Lactobacillus helveticus foi avaliada nas seguintes
pressdes: 100, 150, 200, 220, 230, 250 e 260 MPa. Os ensaios preliminares
demonstraram que até 200 MPa a inativagcdo provocada pelo processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdao é minima (aproximadamente 1 ciclo
logaritmico). Em fungéo disso, decidiu-se concentrar um maior numero de ensaios
na faixa de pressdo onde a inativacdo ocorre de maneira mais acentuada. Os
testes foram realizados em triplicata em cada uma das pressdes testadas e as
contagens foram feitas imediatamente ap6s o0s processos. As amostras
processadas na pressdo maxima, 260 MPa, foram também armazenadas a 7°C e,
como para os demais microrganismos, foi feito um acompanhamento das

contagens 1, 3 e 7 dias apds 0 processo.
2.3 Resultados e Discussoes
2.3.1 Temperaturas de Processo

A Tabela 2.1 mostra as temperaturas registradas em um dos ensaios de

triagem realizados em cada uma das pressoes.
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Tabela 2.1: Temperaturas verificadas em cada umas das pressoes
nos ensaios de HUAP

Pressao (MPa) T: (°C) T2 (°C) T3 (°C)

100 23,1 44,6 27,2
150 23,4 55,3 28,1
200 23,2 64,3 27,9
250 23,0 70,0 28,2
300 23,1 80,1 28,9

T,— Entrada da valvula de homogeneizagao;
T, — Saida da valvula de homogeneizagao / entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

Conforme pode ser observado na Tabela 2.1, a temperatura na saida da
valvula foi tanto maior quanto maior foi a pressdo aplicada. As temperaturas
apontadas pelo termopar 3 demonstram que o trocador de calor instalado é capaz
de reduzir de maneira eficiente a temperatura da amostra, minimizando assim o
efeito da elevagao de temperatura em funcédo da expansao adiabatica que ocorre
na saida da valvula de homogeneizagao.

Apés sair da valvula de homogeneizacao, o fluido entra imediatamente no
trocador de calor. Os célculos realizados demonstraram que o tempo necessario
para que a temperatura da amostra seja inferior a 40°C no interior do trocador de
calor é de 5 segundos nos processos a 300 MPa, quando a amostra sai da valvula
de homogeneizacao a cerca de 80°C, sendo inferior nos processos realizados nas
demais pressoes.

2.3.2 Inativacao de Microrganismos por Homogeneizacao a Ultra Alta
Pressao

2.3.2.1 Testes Preliminares

Os resultados obtidos nos ensaios de triagem para cada um dos
microrganismos sao apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2: NRD observado nos ensaios preliminares de HUAP
Numero de Reducoes Decimais (NRD)

. Pseudomonas Listeria Lactobacillus

Pressao (M Pa) ]
fluorescens Innocua helveticus

100 2,54 0,34 0,29

150 3,78 0,87 0,60

200 >7,62" 1,33 1,17

250 >7,62" >7,28"* 3,06

300 >7,62"* >7,28"* >6,79*

* ndo foram obtidas contagens

Em funcéo do que foi observado na Tabela 2.2, foram redefinidas as faixas
de pressdoes a serem estudadas para cada um dos microrganismos testados.

Estes ensaios sdo descritos nos itens 2.3.2.2, 2.3.2.3 e 2.3.2.4 a sequir.

Os valores de D dos microrganismos testados encontrados na literatura sao

0s seguintes:
e Pseudomonas fluorescens: D7s«c= 9 s € z = 8,7°C (ALFENAS, 1999);

e [Listeria innocua: D7gc= 1,5 s e z = 5,8°C (FAIRCHILD; FOEGEDING,
1993);

e [actobacillus helveticus: D7gc= 3,7 s e z = 6,3°C (CASADEI et al, 2001).

Os dados apresentados acima asseguram que os efeitos de destruicao dos
microrganismos apresentados nos itens a seguir sdo praticamente devidos apenas
ao efeito do processo de homogeneizacdo a ultra alta pressédo, sendo a
contribuicdo do efeito térmico muito pequena, ja que a 300, 250 e 200 MPa, os
tempos para que a amostra atinja 40°C séo de 4,5, 4,0 e 3,5 s, respectivamente.
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2.3.2.2 Pseudomonas fluorescens

A Tabela 2.3 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de inativagéo de
Pseudomonas fluorescens. As contagens foram realizadas imediatamente apés os

processamentos.

Tabela 2.3: NRD observado nos ensaios de inativagdo de Pseudomonas fluorescens por HUAP

Numero de Reducoes Decimais

Pressao o
(NRD) Média DP CV (%)
(MPa) i
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

100 2,54 2,42 2,33 2,43 0,11 4,37
150 3,78 3,65 3,94 3,79 0,14 3,80
170 4,54 4,19 4,55 4,43 0,20 4,62
190 5,99 4,79 5,81 5,53 0,65 11,70
200 >7,59 * >7,78 * >7,65* b b i

* ndo foram obtidas contagens
** nao aplicavel

Conforme pode ser observado na Tabela 2.3, o ndmero de redugbes
decimais de Pseudomonas fluorescens em leite observado aumenta
gradativamente com o0 aumento da presséo na faixa estudada. Pressdes da ordem
de 200 MPa foram capazes de causar uma reducado igual ou superior a 7 ciclos

logaritmicos.

Os resultados encontrados neste trabalho estdo proximos aos reportados
na literatura. Wuytack et al (2002), ao avaliarem a resisténcia de Pseudomonas
fluorescens a homogeneizagdo a ultra alta presséo, verificaram que 200 MPa
foram capazes de causar uma reducédo de 5 ciclos na carga microbiana e 250 MPa
resultaram em uma redugé@o de 6 ciclos aproximadamente. Hayes, Fox e Kelly
(2005) inocularam leite cru com 10° UFC/mL de Pseudomonas fluorescens e
verificaram que 200 MPa foram capazes de reduzir a carga a niveis nao
detectaveis.
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Apenas as amostras processadas a 200 MPa foram incubadas a 7°C e,
além das contagens realizadas imediatamente apds os processos, foram feitas
também contagens apés 1, 3 e 7 dias. Os resultados revelaram que até 3 dias
apds 0 processo as contagens permaneceram inalteradas, ou seja, nao foram
obtidas colénias nas placas. Isto corresponde a contagens inferiores a 10 UFC/mL
de amostra. Entretanto, nos plaqueamentos realizados 7 dias apds o0 processo, a

contagem média obtida nas amostras de leite foi de 2,2 x 102 UFC/mL.

A Figura 2.1 apresenta a curva de destruicdo de Pseudomonas fluorescens
por HUAP. Conforme ja foi discutido anteriormente, observa-se que a destruicao

deste microrganismo varia de maneira linear na faixa de pressdes estudada.

A partir da curva apresentada, foi calculado o valor de D, (constante de
morte por pressao) para Pseudomonas fluorescens na faixa de pressédo estudada
(100 a 190 MPa) que foi de 30,3 MPa.

Constante de Morte por Pressao (Dp)
Pseudomonas fluorescens

y =0,033x - 0,9938
R? =0,9719

N° Reducoes Decimais
LN

1 T T T 1
100 125 150 175 200

Pressao (MPa)

Figura 2.1: Constante de Morte por Press&o (D) para Pseudomonas fluorescens
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2.3.2.3 Listeria innocua

Os resultados obtidos nos ensaios de inativagao de Listeria innocua sao
apresentados na Tabela 2.4. As contagens foram realizadas imediatamente ap6s

0s processamentos.

Tabela 2.4: NRD observado nos ensaios de inativagdo de Listeria innocua por HUAP

Numero de Reducoes Decimais

Pressao o
(NRD) Média DP CV (%)
(MPa) i
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

100 0,34 0,43 0,46 0,41 0,07 15,84
150 0,87 0,81 1,08 0,95 0,11 11,65
200 1,33 1,86 1,55 1,58 0,26 16,72
220 3,58 3,55 3,77 3,63 0,12 3,28
240 6,47 5,77 6,67 6,30 0,47 7,50
250 >7,28 * >717 * >7,49 * o o o

* ndo foram obtidas contagens
** nao aplicavel

Pressbes da ordem de 150 MPa foram capazes de causar uma reducao de
apenas um ciclo logaritmico nas contagens de Listeria innocua. Pressbes de 240
MPa causaram reducbes da ordem de 6 ciclos logaritmicos. Enquanto que
pressdes superiores resultaram em destruicdo total da carga inoculada. Ao
contrario do que ocorreu com a inativagdo de Pseudomonas fluorescens, para
Listeria innocua o aumento do numero de redugdes decimais nao ocorreu de
forma gradativa, sendo mais acentuado entre 200 e 240 MPa (FIGURA 2.2).

Estes resultados diferem dos valores encontrados por Wuytack et al
(2002). Os autores, ao avaliarem a resisténcia de Listeria innocua a
homogeneizacao a ultra alta pressao, verificaram que pressées da ordem de 230
MPa foram capazes de causar uma reducdo de apenas 1 ciclo logaritmico na
carga microbiana. Esta diferenca pode ser atribuida a diferengas no equipamento
de homogeneizacéo a ultra alta pressao utilizado, tais como o formato da agulha.
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Analises microbiolégicas realizadas nas amostras inoculadas com Listeria
innocua processadas a 250 MPa e incubadas a 7 °C revelaram que até 3 dias apds
0 processo as contagens permaneceram inalteradas, ou seja, ndo foram obtidas
colénias nas placas, correspondendo a contagens inferiores a 10 UFC/mL de leite.
Ja nos plagueamentos realizados 7 dias apds o processo, a contagem média
obtida nas amostras de leite foi de 1,1 x 10 UFC/mL.

A Figura 2.2 apresenta a curva de destruicdo de Listeria innocua por HUAP.
Conforme ja foi discutido anteriormente, a destruicdo deste microrganismo nao
varia de maneira linear na faixa de pressdes estudada. Observa-se uma curva
quebrada de destruicao por HUAP em duas regides: a primeira de 100 a 200 MPa,
onde o valor de D, encontrado foi de 85,5 MPa e a segunda de 200 a 240 MPa,
onde o valor de D, foi de 8,5 MPa. Temos entdo uma primeira regido onde a
destruicdo do microrganismo € muito pequena e uma segunda regidao onde o NRD
aumenta rapidamente em uma estreita faixa de pressdo. Os valores de D, de 85,5

MPa e 8,5 MPa refletem esta diferenca observada nas duas regides estudadas.

Constante de Morte por Pressao (Dp)
Listeria innocua

oo
J

y =0,1181x - 22,148
R? =0,9944

(o))
I

y =0,0117x - 0,7708

N
I

N° Reducoes Decimais
N

R? = 0,9984
e *
O '\r' T T 1
50 100 150 200 250

Pressido (MPa)

Figura 2.2: Constante de Morte por Presséo (D,) para Listeria innocua
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2.3.2.4 Lactobacillus helveticus

A Tabela 2.5 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de inativagéo de
Lactobacillus helveticus. As contagens foram realizadas imediatamente apds os

processamentos.

Tabela 2.5: NRD observado nos ensaios de inativagdo de Lactobacillus helveticus por HUAP

Numero de Reducoes Decimais

Pressao o
(NRD) Média DP CV (%)
(MPa) i
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

100 0,29 0,36 0,48 0,38 0,09 24 57
150 0,60 0,64 0,58 0,61 0,03 5,42
200 1,17 1,10 1,14 1,14 0,04 3,35
220 1,34 1,39 1,58 1,44 0,13 8,84
230 1,90 2,55 2,53 2,33 0,37 16,02
250 3,06 3,19 3,59 3,28 0,27 8,38
260 >7,04 * >6,69 * >6,66 * o o b

* ndo foram obtidas contagens
** ndo aplicavel

Conforme pode ser observado na Tabela 2.5 pressdes da ordem de 200
MPa foram capazes de causar reducdo de apenas um ciclo logaritmico nas
contagens de Lactobacillus helveticus. Pressbes de 250 MPa foram capazes de
causar reducdes da ordem de 3 ciclos logaritmicos. Enquanto que pressdes iguais
ou superiores a 260 MPa resultaram em destruicdo total da carga inoculada.
Considerando-se que a carga inicial era sempre igual ou superior a 10°, observa-
se gque na faixa de pressoes entre 250 e 260 MPa, a destruicdo aumentou de 3,28
NRD para mais que 6 ciclos de reducao.

Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliassem o efeito da
homogeneizacdo a ultra alta pressdo em Lactobacillus helveticus. Entretanto,

Dosualdo (2003) e Campos (2004) relatam que 250 MPa foram capazes de
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inativar 7 ciclos de Lactobacillus fructivorans em agua de coco e de Lactobacillus

plantarum em suco de laranja.

As analises microbioldgicas realizadas nas amostras inoculadas com
Lactobacillus helveticus 1, 3 e 7 dias apds o processamento a 260 MPa incubadas
a 7°C revelaram que mesmo apds 7 dias de incubacdo ndo foram obtidas

contagens deste microrganismo nas amostras de leite (< 1 UFC/mL).

A Figura 2.3 apresenta a curva de destruicdo de Lactobacillus helveticus
por HUAP. Assim como ocorreu com a Listeria innocua, observa-se a divisdo da
curva de destruicdo por HUAP em duas regides: a primeira de 100 a 200 MPa,
onde o valor de D, encontrado foi de 132,6 MPa e a segunda de 200 a 250 MPa,
onde o valor de D, foi de 22,4 MPa. Temos entdo uma primeira regido onde a
destruicdo do microrganismo é muito pequena e uma segunda regidao onde o NRD
aumenta rapidamente em uma estreita faixa de pressao. Esta diferenca nas duas
regibes estudadas é refletida pelos valores de D,, 132,6 MPa e 22,4 MPa,

encontrados.
Constante de Morte por Pressao (Dp)
Lactobacillus helveticus
[22)
a 450 _
E y = 0,0446x - 7,9916
g 3.0 R = 0,9251
o
3 2,0 -
S y = 0,0076x - 0,4327
3 1,0 - R? = 0,9509
Q
v
°z 0,0 T T T T 1
50 100 150 200 250 300
Pressao (MPa)

Figura 2.3: Constante de Morte por Press&o (D) para Lactobacillus helveticus
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A diferenga observada nas resisténcias dos microrganismos avaliados
neste estudo ao processo de homogeneizacao a ultra alta pressao foi semelhante
ao verificado nos estudos com alta pressao hidrostatica, onde microrganismos
gram negativos, em funcao do tipo de parede, foram mais facilmente inativados
(GERVILLA et al, 1997a; GERVILLA et al, 1997b; GERVILLA et al, 1999b). Dentre
0s gram positivos, Listeria innocua e Lactobacillus helveticus, pouca diferenga foi
observada no que se refere a pressdo de inativacao total (250 e 260 MPa,
respectivamente). Entretanto, observa-se que o ponto de quebra da curva de
inativagao do Lactobacillus helveticus é mais acentuado, ou seja, em uma estreita
variagao na pressao, tem-se um aumento consideravel no NRD, j& para a Listeria
innocua este aumento foi um pouco menos acentuado para uma mesma variacao

de pressao.

O aumento nas contagens de Pseudomonas fluorescens e Listeria innocua
apds 7 dias de armazenamento a 7 °C verificado pode ser atribuido ao fato destes
dois microrganismos serem psicrotroficos. O plagueamento realizado
imediatamente apds o processo de leite inoculado com estes microrganismos a
200 e 250 MPa, respectivamente, indicou contagens inferiores a 10 UFC/mL.
Entretanto, é possivel que algum eventual sobrevivente ao ser mantido por 7 dias
em leite, que é um excelente meio de cultura, e a uma temperatura adequada para
0 seu crescimento tenha se multiplicado, atingindo-se no final do periodo uma
contagem da ordem de 102 UFC/mL.

2.4 Conclusao

O processo de homogeneizacdo a ultra alta pressao foi efetivo na
inativagéo de células vegetativas de Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua e
Lactobacillus helveticus em leite desnatado, sendo que pressdes de 200, 250 e
260 MPa, respectivamente, reduziram a carga inoculada (10” UFC/mL) a niveis
indetectaveis nas contagens realizadas imediatamente ap6és os processos. As
amostras inoculadas com o0s microrganismos psicrotréficos, Pseudomonas
fluorescens e Listeria innocua, processadas a 200 e 250 MPa apresentaram

contagens da ordem de 102 UFC/mL apés 7 dias de armazenamento a 7°C.
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3 Efeito do Processo de Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao (HUAP)
sobre Esporos de Bacillus stearothermophilus e Clostridium sporogenes
em Leite Desnatado

Resumo

O processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdao € uma técnica
alternativa de preservacao de alimentos que permite a obtencdo de um produto
processado com alteracoes minimas. Neste trabalho, o efeito do processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo na inativacdo esporos de Bacillus
stearothermophilus e de Clostridium sporogenes em leite desnatado foi avaliado.
Os resultados demonstraram que pressdes de até 300 MPa nao foram capazes de
causar qualquer reducdo nas contagens obtidas. Verificou-se também que o
processo de homogeneizacao a ultra alta pressao nao afetou significativamente a
resisténcia térmica dos mesmos (p<0,05). Avaliou-se ainda o efeito da utilizacao
de temperaturas de entrada superiores (45°C) e também da aplicacao de choque
térmico (100°C por 15 minutos) antes de submeter as amostras ao processo.
Nestes ensaios novamente ndo foram observadas redugdes nas contagens.
Mesmo apds 16 passagens pela valvula de homogeneizacao, redugdo de apenas
0,67 ciclo logaritmico foi observada. Verificou-se também que pressées da ordem
de 300 MPa nao causaram qualquer reducdo nas contagens de Clostridium
sporogenes. Os resultados demonstraram que o processo de homogeneizacao a
ultra alta pressao néao foi capaz de inativar esporos de Bacillus stearothermophilus
e de Clostridium sporogenes em leite desnatado na faixa de pressao avaliada (100
a 300 MPa).

Palavras-chave: homogeneizagdo a ultra alta presséao, leite desnatado, Bacillus
stearothermophilus, Clostridium sporogenes.
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Effect of Ultra High Pressure Homogenization Process (UHPH) on Bacillus

stearothermophilus and Clostridium sporogenes Spores in Skim Milk

Abstract

Ultra high pressure homogenization is an alternative food processing
technique. As product heating is minimum, its characteristics are not affected in a
large extend. At this work, inactivation of Bacillus stearothermophilus and
Clostridium sporogenes spores in skim milk by ultra high pressure homogenization
(UHPH) was studied. Results showed that pressures up to 300 MPa were not able
cause any reduction on spore counts. Thermal resistance of Bacillus
stearothermophilus in skim milk was determined before and after submitting
samples to 300 MPa ultra high pressure homogenization processes. It was
observed that the process did not affect in a statistically significant way thermal
resistance of spores (p<0.05). Effect of inlet temperature (45°C) and thermal chock
application (100°C — 15 min) before ultra high pressure homogenization processes
were also evaluated. At these tests spore counts were not reduced again. Even
after 16 passes through the homogenization valve, only a 0.67 logarithmic cycle
reduction was observed. 300 MPa were not able cause any reduction on
Clostridium sporogenes spore counts. In conclusion, results showed that ultra high
pressure homogenization was not able to reduce Bacillus stearothermophilus and
Clostridium sporogenes spore counts in skim milk at pressure range tested (100 to
300 MPa).

Key-words: Ultra high pressure homogenization, skim milk, Bacillus

stearothermophilus, Clostridium sporogenes.
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3.1 Introducao

O processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdao € uma técnica
alternativa de processamento de alimentos que permite a obtencdo de produtos

processados com alteracées minimas em suas caracteristicas.

A homogeneizagédo a ultra alta pressao é utilizada na industria farmacéutica,
cosmética, quimica e de alimentos no preparo ou estabilizacdo de emulsdes e
suspensoes ou para criar alteragdes fisicas, como mudancas na viscosidade dos
produtos. O desenvolvimento de aplicacdes do processo de homogeneizagcao a
alta pressao permitiu ainda a utilizacdo do mesmo como método de preservacao,

na medida em que causa inativagdo microbiana (DIELS et al, 2004).

A literatura apresenta uma série de trabalhos onde os autores avaliaram o
efeito da aplicacdo de alta pressado hidrostatica na redugdo tanto de células
vegetativas como de esporos de microrganismos (HOOVE,1993; PATTERSON et
al, 1995; RITZ et al,2000; FURUKAWA et al, 2000; FURUKAWA; HAYAKAWA,
2001; MOERMAN et al, 2001; WUYTACK; MICHIELS, 2001; LEE et al, 2002;
FURUKAWA et al, 2003; HEIWJI et al, 2003; LOPEZ-PENDEMONTE et al, 2003;
REDDY et al, 2003; MARGOSCH et al, 2004; RODRIGUEZ et al, 2004; OPTSAL
et al, 2004; GAO; JIANG, 2005; MOERMAN, 2005). A maior parte dos autores,
concluiu que o emprego de alta pressao hidrostatica induz a germinacao dos
esporos, sendo os mesmos facilmente inativados pela aplicacao de outro processo
de alta pressédo ou por um tratamento térmico subsequente muito mais brando do
que 0 que seria necessario para inativar os esporos, caso a alta pressao nao

tivesse sido aplicada.

Ja com relacdo ao método de homogeneizacéo a ultra alta pressao apenas
trabalhos envolvendo inativacdo de células vegetativas foram encontrados
(KHEADR et al, 2002; WUYTACK et al, 2002; DOSUALDO, 2003; CAMPOQOS,
2004; HAYES, 2005). No que se refere a inativacao de esporos, até o momento
nada foi encontrado.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdao sobre esporos de Bacillus
stearothermophilus e de Clostridium sporogenes em leite desnatado, bem como a
possibilidade da combinacdo de homogeneizacao a ultra alta pressao e processos

térmicos na inativacao dos mesmos.
3.2 Material e Métodos
3.2.1 Amostra

Os ensaios foram realizados utilizando-se leite desnatado UHT
(0,47 + 0,03 % de gordura) de marca comercial adquirido em local de venda na

regiao de Campinas proveniente de um unico lote.
3.2.2 Equipamento

O equipamento utilizado foi um homogeneizador continuo de ultra alta
pressao (nG7400H:350 - Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra). O mesmo
opera com pressoes entre 0 e 300 MPa e tem uma vazao de aproximadamente
270 mL/min.

O homogeneizador € dotado de dois pistdes intensificadores com
acionamento hidraulico a 6leo, movidos por um motor que aciona uma bomba que

gera a pressurizacao necessaria no fluido, controlada por uma valvula manual.

Apbs a passagem pelos pistées, o fluido pressurizado passa por uma
valvula de retencdo que realiza o desvio do fluido conforme o fluxo de
pressurizagdo necessario. O fluido é conduzido para uma valvula de
homogeneizacao, na qual ocorre a expansao adiabatica do mesmo, que retorna a
pressdo ambiente. Imediatamente apds esta valvula, o fluido passa por um
trocador de calor, com circulacdo externa de agua a temperatura ambiente, de
forma que, no final do trocador, atinja uma temperatura préxima a temperatura

ambiente.

73



Capitulo 3

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um
sistema de alimentacdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de
modo a permitir alternar agua e produto. O processo era iniciado utilizando-se
agua para eliminar o ar do sistema e estabilizar a pressao de processo. Alcangado
0 regime, a valvula de alimentacdo foi aberta iniciando-se a alimentagdo do
produto. A estabilizacdo de pressado foi realizada fazendo-se circular agua no
interior do equipamento para que nao houvesse desperdicio de amostra. Apds 90
segundos da abertura da alimentacao de produto foi realizada a coleta da amostra
tratada. Esta coleta foi realizada no interior de uma camara de fluxo laminar de

modo a garantir que a mesma fosse realizada de maneira asséptica.

O tempo de residéncia do fluido no interior do equipamento é de cerca de
40 segundos, incluindo o trocador de calor. Padronizou-se a retirada das amostras
somente ap6s 90 segundos para garantir que ndo houvesse nenhum efeito de
diluicdo da amostra devido ao fato da estabilizacdo do equipamento ter sido

realizada com agua.

O equipamento apresenta trés termopares para controle de temperatura,
posicionados nos seguintes pontos:

T1 — Entrada da valvula de homogeneizacao;
T, — Saida da valvula de homogeneizacao / entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

A funcao dos termopares era monitorar o produto sendo tratado e certificar-

se que a temperatura nao influiu na reducao das cargas de microrganismos.

Apbés a coleta das amostras, o equipamento foi despressurizado e iniciou-se
a limpeza da seguinte maneira: inicialmente fez-se circular agua destilada por
cerca de 20 minutos, a seguir utilizou-se soda 2,5% também por 20 minutos, apés
foi feito enxaglie com agua, e apos remocdao da mesma (monitorada pela

utilizagdo de papel indicador), utilizou-se acido peracético 0,1% novamente por 20
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minutos. Finalmente, o &cido foi removido utilizando-se agua destilada e o
equipamento foi preenchido e permaneceu com etanol 70% até a realizacdo do

proximo experimento.
3.2.3 Microrganismos
3.2.3.1 Bacillus stearothermophilus

A suspensao de esporos do Bacillus stearothermophilus ATCC 7953 foi
produzida a partir de uma suspensao disponivel no Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Unicamp. A produgdo da
suspensao foi feita seguindo a metodologia proposta por Pflug (1990) e estocada
a 4°C em tampao Butterfield.

Nas contagens de Bacillus stearothermophilus o plagueamento foi feito em
profundidade apés choque para ativacao de 100°C por 15 minutos. O meio de
cultura utilizado foi TSA (Oxoid) e as placas foram incubadas a 55°C por 48 horas
(CAMARGO, 1995).

3.2.3.2 Clostridium sporogenes (PA 3679)

A suspensdao de Clostridium sporogenes (PA 3679) utilizada foi cedida pelo
Nucleo de Microbiologia do ITAL (Campinas-SP). Esta suspensao era proveniente
da National Canners Association (Estados Unidos). Fez-se necessaria a utilizagao
de geradores de anarerobiose (Anaerogen — Oxoid), por tratar-se de
microrganismo anaerébio. O plagueamento foi feito em profundidade apés choque
para ativacdo de 100°C por 8 minutos. O meio de cultura utilizado foi o Agar PA
descrito por Grischy, Speck e Adams (1983) e as placas foram incubadas a 37°C

por 48 horas.

3.2.4 Estudo do Efeito do Processo de Homogeneizacao a Ultra Alta
Pressao sobre Esporos de Bacillus stearothermophilus

O estudo do efeito do processo de homogeneizacao a ultra alta pressédo na
inativacdo de esporos de Bacillus stearothermophilus foi dividido em 5 etapas.
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Inicialmente determinou-se o efeito do processo na inativacdo dos mesmos. A
sequir, foi avaliado o efeito do processo de homogeneizacao a ultra alta pressao
na resisténcia térmica dos esporos. Verificou-se ainda o efeito da aplicacao de
choque térmico a suspensdo de esporos antes de submeter as amostras ao
processamento (100°C por 15 min) e também da utilizacdo de temperaturas de
entrada da superiores as usuais (45°C). Finalmente, testou-se o efeito de

recirculacdo da amostra.

Em todos os ensaios as amostras foram mantidas sob refrigeracao até
instantes antes da realizacdo dos experimentos. A Unica excecdo foi 0 ensaio
descrito no item 3.2.4.4.

A suspensao de esporos produzida apresentou uma contagem da ordem de
10® esporos/mL de suspensdo. A cada litro de amostra foi adicionado 1 mL de
suspensdo de modo que a contagem final fosse de aproximadamente 10°

esporos/mL de leite.

Os processos foram avaliados em Numero de Redugdes Decimais (NRD —

Equacéao 3.1) que cada pressao foi capaz de causar.
NRD = log No— log N¢ Eq. 3.1
Onde:
No: contagem inicial (UFC/mL)
N¢: contagem final (UFC/mL)

A contagem do numero de sobreviventes nas amostras imediatamente apds
os processos foi feita através de diluicbes decimais sucessivas e antes de
submeter o leite inoculado ao processamento, uma amostra foi retirada para que
fosse feito um controle da populagao inicial de esporos.
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3.2.4.1 Inativacao de Esporos de Bacillus stearothermophilus por
Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao

As amostras inoculadas foram submetidas a processos de homogeneizacao
a ultra alta pressao a 100, 200 e 300 MPa. Os processos foram realizados em
triplicata.

3.2.4.2 Determinacao do Efeito do Processo de Homogeneizacao a Ultra Alta
Pressao na Resisténcia Térmica de Esporos de Bacillus
stearothermophilus

Os paréametros D e z do Bacillus stearothermophilus foram determinados
em triplicata antes e apds submeter as amostras ao processo de homogeneizagao
a ultra alta pressdo a 300 MPa. Esta determinacgao foi feita apenas na pressao
maxima de trabalho do equipamento, onde um maior efeito era esperado. As
determinacées foram feitas seguindo-se a metodologia dos tubos TDT (STUMBO,
1973).

Resumidamente, o procedimento consistiu em preencher tubos de ensaio
de borosilicato de 10 mm de diametro externo, 8 mm de didmetro interno € 10 cm
de altura com 1,8 mL de leite e adicionar 0,2 mL da suspensédo de esporos, de
modo que a concentracio inicial de esporos fosse da ordem de 10° esporos/mL.
Nos ensaios realizados apds 0s processamentos, 2 mL da amostra processada
foram adicionados a cada um dos tubos. Os tubos foram selados assepticamente
com macarico e imersos em um banho digital Cole-Parmer® Polystat® com
precisdo de +0,01°C contendo etilenoglicol apds a temperatura do mesmo ter sido
estabilizada. O experimento foi realizado em 3 temperaturas diferentes: 110, 115 e
121°C. A cada intervalo de tempo pré-estabelecido um tubo foi retirado e colocado
em banho de gelo. Os tubos foram abertos assepticamente no interior de uma

camara de fluxo laminar.
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Os intervalos de tempo foram determinados com base em valores de D e z
deste microrganismo obtidos na literatura (PINHO, 2004). Na Tabela 3.1

observam-se os tempos empregados.

Um tubo preparado da mesma forma que os demais foi utilizado como
controle da populacao inicial de microrganismos. Este tubo foi submetido a choque
térmico de cerca de 15 minutos em banho de agua fervente para que 0s esporos

fossem ativados.

Tabela 3.1: Pardmetros empregados na realizagado do teste TDT

Temperaturas (°C) Tempos (min) *
110 10,0/20,0/30,0/40,0/60,0/90,0
115 3,0/6,0/12,0/18,0/24,0/30,0
121 0,5/1,0/1,5/2,0/3,0/4,0

*Obs: 0s tempos sao apresentados ja descontando-se o atraso térmico dos
tubos de 2 minutos.

Conhecendo-se o tempo de imersao e o numero de sobreviventes em cada
um destes tempos foi possivel calcular o valor D em cada uma das temperaturas.
O tempo de atraso foi descontado dos tempos de imersao, quando se realizaram
os calculos do parametro D. Conhecendo-se o valor D do microrganismo no
alimento em 3 temperaturas diferentes foi possivel determinar o valor do
parametro z a partir da curva fantasma antes e apdés submeter as amostras ao

processo de homogeneizagao a ultra alta pressao.

3.2.4.3 Efeito do Choque Térmico Anterior ao Processo de Homogeneizacao
a Ultra Alta Pressao na inativacao de esporos de Bacillus

stearothermophilus

Antes da inoculacdo, a suspensao foi submetida a um choque térmico de
100°C por 15 minutos. O objetivo do teste foi verificar se esporos ativados seriam
mais sensiveis ao processo de homogeneizacao a ultra alta pressao que esporos
nao ativados. As amostras inoculadas foram submetidas a processos a 300 MPa.

O processo foi realizado em triplicata.
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3.2.4.4 Efeito da Temperatura de Entrada na Resisténcia de Esporos de
Bacillus stearothermophilus ao Processo de Homogeneizacao a Ultra
Alta Pressao

Nestes ensaios, a amostra foi aquecida até aproximadamente 45°C,
inoculada com a suspensdo de Bacillus stearothermophilus e submetida ao
processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo a 300 MPa. O ensaio foi

realizado em triplicata.
3.2.4.5 Efeito da Recirculacao

Fez-se a amostra inoculada com a suspensdao de Bacillus
stearothermophilus recircular por aproximadamente 23 minutos a 300 MPa. O
objetivo deste ensaio foi avaliar o efeito de multiplas passagens na resisténcia do
microrganismo a homogeneizacado a ultra alta pressdo. O fator limitante para o
tempo de processo foi a capacidade do equipamento, ja que 0 mesmo nao opera
adequadamente por periodos maiores de tempo. Ap6s 22 min 45 s de processo,

ocorreu travamento de um dos pistdes do equipamento e o ensaio foi finalizado.

Como o objetivo foi avaliar o efeito do maior nUmero possivel de passagens
na inativacao de esporos e tendo como fator limitante o tempo de operagdo do
equipamento, optou-se por trabalhar com um volume minimo de amostra, 375 mL.
Testes preliminares revelaram que este volume era suficiente para preencher o
interior do equipamento e ainda permitir a retirada de amostras ao longo do
experimento. A amostra inoculada foi colocada em uma proveta e procedeu-se a
recirculacdo. Foram retiradas 6 amostras ao longo do processo, além da
contagem inicial. Amostras de 1 mL foram retiradas nos seguintes tempos: 5 min 6
s, 8 min 54 s, 10 min 2 s, 15 min, 20 min 2 s e 22 min 45 s, quando ocorreu

travamento de um dos pistdes.

O tempo de residéncia no interior do equipamento foi determinado
utilizando-se leite adicionado do corante verde de bromocresol. Inicialmente, fez-
se circular leite puro no interior do equipamento. Ao primeiro sinal de leite na saida
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do mesmo, o cronbmetro foi partido e o leite coletado em um béquer
separadamente. Simultaneamente, a entrada de leite puro foi fechada e abriu-se a
entrada de leite adicionado de corante. No instante em que o corante foi
visualizado na saida, o cronémetro foi parado e o volume de leite puro recolhido
foi medido. Foi possivel entdo calcular a vazao do equipamento. Multiplicando-se
a vazao pelo tempo de tomada de cada amostra, obteve-se o volume circulado até
aquele instante. Dividindo-se este volume total pelo volume da amostra (375 mL),
obteve-se uma estimativa do nimero de passagens aproximado do fluxo principal

pela valvula até o instante da amostragem.

Para efeito de comparacéao foi determinado ainda o valor de D a 110°C do
Bacillus stearothermophilus ap6s 22 min e 45 s de recirculagdo. Os tempos

empregados foram os mesmos descritos no item 3.2.4.2.
3.2.4.6 Ensaios com Clostridium sporogenes (PA 3679)

Em funcdo dos resultados obtidos nos ensaios com Bacillus
Stearothermophilus, decidiu-se avaliar o efeito da homogeneizagdo a ultra alta
pressao sobre esporos de Clostridium sporogenes (PA 3679).

Amostras inoculadas com 10* esporos/mL foram processadas a 300 MPa,
testou-se o efeito da aplicacao de choque térmico antes da inoculacéo (100°C por
8 min) e também o efeito da aplicacdo de homogeneizacao a ultra alta pressao na
resisténcia térmica do mesmo, através da determinacao do parametro D a 110°C
antes e ap06s o processamento a alta pressdo. A determinacao do parametro D foi
feita da mesma forma que a descrita para o Bacillus stearothermophilus no item
3.2.4.2. Os tempos utilizados para a realizacdo do teste foram 5, 10, 20, 30, 40 e
50 minutos.

3.2.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos no item 3.2.4.2 foram analisados estatisticamente
utilizando-se o software STATISTICA 5.0 através de ANOVA e teste de média
(Tukey).
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3.3 Resultados e Discussoes

3.3.1 Inativacado de Esporos de Bacillus stearothermophilus por

Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao

A Tabela 3.2 abaixo apresenta os resultados obtidos nas contagens
realizadas imediatamente apds processamentos a 100, 200 e 300 MPa.

Tabela 3.2: NRD observadas nos ensaios de inativacdo de Bacillus stearothermophilus por HUAP

Numero de Reducoes Decimais

Pressao o
(NRD) Média DP CV (%)
(M Pa) _ . -
Ensaio1 Ensaio2 Ensaio3
100 -0,55 -0,35 -0,33 -0,41 0,12 29,63
200 -0,48 -0,28 -0,12 -0,29 0,18 62,23
300 -0,07 -0,19 -0,44 -0,23 0,19 82,53

Conforme pode ser verificado na Tabela 3.2, em todos 0s ensaios ocorreu
um ligeiro aumento nas contagens de esporos obtidas apds os processamentos,
sendo 0 mesmo refletido pelos valores negativos de NRD. Isto demonstra que o
processo de homogeneizacao a ultra alta pressao isoladamente nao foi capaz de
inativar os esporos de Bacillus stearothermophilus, e possivelmente tenha
contribuido para a ativacao dos mesmos, assim como o observado pelo processo
de alta pressao hidrostatica (GOULD, 1973). Os elevados valores de coeficiente
de variacdo observados podem ser atribuidos ao fato dos valores de NRD serem

muito pequenos.

3.3.2 Determinacao do Efeito do Processo de Homogeneizacao a Ultra Alta
Pressao na Resisténcia Térmica de Esporos de Bacillus

stearothermophilus

Os parametros D e z do Bacillus stearothermophilus em leite determinados
em triplicata antes e apds o processo de homogeneizagao a ultra alta pressao a
300 MPa sao apresentados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3: Resisténcia Térmica de esporos de Bacillus stearothermophilus antes e apés o
processo de HUAP

Antes HUAP Apés HUAP — 300 MPa
110°C 115°C 121C | 110°C 115°C 121°C
D1 (min) 29,65 8,49 1,12 30,85 7,70 1,11
R? 0,9391  0,9905 0,9617 | 0,9803 0,9992 0,9912
D, (min) 30,59 6,93 1,21 32,23 7,66 0,98
R? 0,9810  0,9973 0,9579 | 0,9654 0,9548 0,9815
D3 (min) 30,73 9,31 0,96 31,03 7,76 1,02
R? 0,9633  0,9860 0,9709 | 0,9572  0,9897  0,9954
D médio (*)
(min) 30,33° 8,24° 1,10° 31,372 7,71° 1,04°
DP 0,59 1,21 0,13 0,7500 0,05 0,07
CV (%) 1,94 14,72 11,51 2,39 0,66 6,72
z (°C) 7,41 7,60
R? 0,9976 0,9949

* valores sem letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)

Na literatura, os valores encontrados para os parametros de destruicao
térmica do Bacillus stearothermophilus sao bastante variados. Stumbo (1973), cita
Di21c entre 4 e 5 minutos e z entre 7,8 e 12,2°C. Valores semelhantes foram
apontados por Jay (1994).

Feeherry, Munsey e Rowley (1987) reportaram D igual a 62,04, 18,00, 8,00,
3,33 e 1,05 minutos para Bacillus stearothermophilus a 112,8, 115,6, 118,3, 121,1
e 123,9°C. J& Fernandez, Ocio, Martinez (1994) apresentam Di»1c igual a 2,0
minutos para Bacillus stearothermophilus ATCC 12980 variedade lisa e 0,6

minutos para a variedade rugosa.

Camargo (1995) ao isolar a linhagem mais termorresistente de Bacillus
stearothermophilus em puré de cenoura encontrou D11gc de 3,20 minutos e D121,

igual a 1,75 minutos.
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Desta forma, verifica-se que os valores encontrados neste trabalho estdo na
faixa daqueles citados pela literatura.

Os dados apresentados na Tabela 3.3 foram submetidos a analise
estatistica (ANOVA, p<0,05) que demonstrou ndo existirem diferencas
significativas a um nivel de significancia de 95% entre os valores de D do Bacillus
stearothermophilus em leite antes e ap6s submeter as amostras ao processo de
homogeneizacéo a ultra alta pressdo a 300 MPa em cada uma das temperaturas
avaliadas. Verificou-se assim, que pressdes da ordem de 300 MPa n&o foram
capazes de afetar significativamente a resisténcia térmica dos esporos de Bacillus
stearothermophilus. Desta forma, nao se justifica a combinacdo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo e um tratamento térmico posterior ao
processo, ja que o processo de homogeneizacdo em nada contribuiria para a

reducéo da populacao de esporos do produto pela reducao do valor de D.

3.3.3 Efeito do Choque Térmico anterior ao Processo de Homogeneizacao a
Ultra Alta Pressdao na inativacao de esporos de Bacillus
stearothermophilus

Nos processos em que a suspensdao de esporos de Bacillus
stearothermophilus foi submetida a um choque térmico (100°C por 15 minutos)
antes da inoculagao e processamento das amostras a 300 MPa, o valor de NRD
médio obtido foi de -0,31+£0,12. Assim como ocorreu nos ensaios anteriores, foi
observado um ligeiro aumento nas contagens apds 0 processamento,
demonstrando que a aplicagdo de choque térmico antes do processo nao teve
qualquer efeito na sensibilizacdo dos esporos ao processo de homogeneizagao a
ultra alta pressao e possivelmente tenha contribuido para a ativagcdo dos mesmos.

E importante salientar que o bindmio tempo-temperatura adotado foi o
mesmo aplicado para ativacao de esporos deste microrganismo (100°C por 15
minutos). O objetivo foi realizar um teste em uma situacao limite, ja que este
binbmio é bastante elevado para uma possivel aplicacdo pratica deste tipo de

processo, onde as alteracbes em termos sensoriais e nutricionais seriam

83



Capitulo 3

consideravelmente maiores do que as verificadas no processo UHT tradicional.
Entretanto, como o mesmo néo foi capaz de causar qualquer efeito no sentido de
reduzir a resisténcia dos esporos ao processo de homogeneizacao a ultra alta
pressao, binbmios menores e que pudessem ter algum tipo de aplicacao pratica

nao foram testados.

3.3.4 Efeito da Temperatura de Entrada na Resisténcia de Esporos de
Bacillus stearothermophilus ao Processo de Homogeneizacao a Ultra
Alta Pressao

O valor de NRD médio obtido nos ensaios em que a amostra foi aquecida
até aproximadamente 45°C, antes da inoculacdo com a suspensao de Bacillus

stearothermophilus foi de -0,23+0,02.

Nestes ensaios a temperatura na saida da valvula de homogeneizagao foi
de cerca de 83,6°C. Mais uma vez, os resultados revelaram um ligeiro aumento

nas contagens de esporos obtidas apds 0s processos.
3.3.5 Efeito da Recirculacao

Inicialmente foi determinado o tempo de residéncia, bem como o volume de
preenchimento do equipamento, conforme descrito em 3.2.4.5. Os valores
encontrados foram um tempo de residéncia de 28,5 s e um volume de 127,5 mL, o
qgue resultou em uma vazao de aproximadamente 270 mL/min. Estimou-se entdo o
namero de passagens do fluxo principal pela valvula de homogeneizacao,
considerando que o volume de amostra processado foi de 375 mL. Os resultados

sao apresentados na Tabela 3.4 a seguir.
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Tabela 2.4: Efeito da recirculagdo na inativacdo de esporos de B. stearothermophilis
Volume Total Numero de

Tempo (min) UFC/mL NRD
(mL) Passagens
0,00 0 0,0 2,96E+05 0,00
5,10 1377 3,7 8,10E+05 -0,44
8,90 2403 6,4 7,70E+05 -0,42
10,03 2708 7,2 1,98E+05 0,17
15,00 4050 10,8 1,25E+05 0,37
20,03 5408 14,4 1,06E+05 0,45
22,75 6143 16,4 6,30E+04 0,67

Os resultados demonstram que mesmo apdés 10 minutos de recirculacao,
nao ocorreu praticamente nenhuma reducdo nas contagens observadas. Apds
quase 23 minutos de processo foi observada uma reducédo de apenas 0,67 ciclo

logaritmico nas mesmas.

Visando verificar o efeito de multiplas passagens na resisténcia térmica dos
esporos de Bacillus stearothermophilus, foi determinado o valor de D a 110°C do
microrganismo na amostra apds o processo. O valor encontrado foi de 29,1 min e
o valor de R? de 0,9955. Este valor est4d muito préximo do encontrado para o
microrganismo antes de submeté-lo ao processo de homogeneizacao a ultra alta
pressao, 30,3+0,6 min, demonstrando que a resisténcia térmica do microrganismo
nao foi afetada de maneira significativa mesmo apds 16 passagens pela valvula de
homogeneizacao.

3.3.6 Clostridium sporogenes (PA 3679)

No dois ensaios realizados a 300 MPa foram verificadas redugdes de 0,07 e
0,17 ciclos logaritmicos nas contagens de Clostridium sporogenes e no ensaio em
que foi aplicando um choque térmico de 8 min a 100°C para ativacdo dos esporos
a mesma foi de 0,20.
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Os valores de NRD observados sdo extremamente pequenos e concluiu-se
que, assim como ocorreu para o Bacillus stearothermophilus, o processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo nao foi capaz de causar reducgdes
significativas na populacdo de esporos presentes na pressao estudada.
Determinou-se ainda o valor de D deste microrganismo a 110°C antes e apés o
processo, com o intuito de verificar se 0 mesmo é capaz de alterar a resisténcia
térmica do esporo. Os resultados obtidos foram 12,62 min antes do processo e
11,17 min apds. Os valores bastante préximos demonstraram que a resisténcia

térmica do microrganismo néo foi alterada de maneira pronunciada.
3.4 Conclusao

Os resultados apresentados neste trabalho permitem concluir que ao
contrario do que ocorre com a aplicacao de alta pressao hidrostatica na faixa de
400 MPa (MOERMAN, 2001), o processo de homogeneizacao a ultra alta pressao
ndo causou qualquer reducdo nas contagens de esporos de Bacillus
stearothermophilus na faixa de pressdo avaliada (100 a 300 MPa), tdo pouco
alteragbes na resisténcia térmica dos mesmos. Desta forma, ndo se justifica o
emprego de um método combinado, aplicando-se um tratamento térmico apds o
processo de homogeneizacao a ultra alta presséo para a inativacao de esporos de
Bacillus stearothermophilus. Também n&o foram observadas redugdes nas
contagens de Clostridium sporogenes ap6s submeter a amostra a processos a
300 MPa.
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4 Efeito da Homogeneizacao a Ultra Alta Pressiao (HUAP) na Atividade
Enzimatica de Fosfatase Alcalina e Lactoperoxidase em Leite Cru
Desnatado

Resumo

O processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdao € uma técnica
alternativa para processamento de alimentos que vai ao encontro da crescente
demanda dos consumidores por produtos cujas caracteristicas aproximem-se das
dos produtos in natura. As enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase sao
enzimas enddgenas do leite sendo utilizadas como integradores tempo-
temperatura que permitem o monitoramento do processo térmico aplicado
(pasteurizacao: 72°C por 15 segundos). Apds a pasteurizacao, a fosfatase alcalina
deve estar inativada e a lactoperoxidase permanecer ativa. Caso contrario, o leite
estara sub ou super processado. Neste trabalho, estudou-se a inativacao das
enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase em leite cru desnatado pelo processo
de homogeneizagao a ultra alta pressao. As pressdes variaram de 100 a 300 MPa.
O comportamento das duas enzimas foi aproximadamente o mesmo até 250 MPa,
sendo que apenas alteragdes inferiores a 30% nos valores de suas atividades
foram observadas. Entretanto, processos a pressdes superiores a 270 MPa foram
capazes de inativar totalmente a fosfatase alcalina, enquanto que a atividade da
lactoperoxidase sofreu uma reducdo de apenas 28,48% nos processos a 300
MPa. A inativacdo total da lactoperoxidase requer niveis de pressdao muito

superiores ao utilizado neste estudo.

Palavras-chave: homogeneizacdo a ultra alta pressado, leite cru desnatado,
fosfatase alcalina, lactoperoxidase.
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Ultra High Pressure Homogenization Effect on Alkaline Phosphatase and
Lactoperoxidase Activity in Raw Skim Milk

Abstract

Ultra high pressure homogenization is an alternative food processing
technigue. As product heating is minimum, its characteristics are closer to not
processed food. Alkaline phosphatase and lactoperoxidase are indigenous
enzymes from milk. They are used as indicators for correct milk pasteurization
(72°C for 15 seconds). Alkaline phosphatase must be inactivated after milk
submission to pasteurization process and lactoperoxidase must be active after it.
Otherwise milk will be under or over processed. At this work inactivation of alkaline
phosphatase and lactoperoxidase in raw skim milk by ultra high pressure
homogenization (UHPH) was studied. Pressures varied from 100 to 300 MPa. The
behavior of alkaline phosphatase and lactoperoxidase was almost the same till 250
MPa. Only alterations samller than 30% in their enzymatic activity were verified
from 100 to 250 MPa. However, processes at 270 MPa were able to totally
inactivate alkaline phosphatase and 300 MPa caused only a reduction of 28.48%
on lactoperoxidase activity. Total lactoperoxidase inactivation would require

pressure levels much higher than those used in this study.

Key-words: Ultra high pressure homogenization, raw skim milk, alkaline

phosphatase, lactoperoxidase

91



Capitulo 4

4.1 Introducao

O processo de homogeneizagéo a ultra alta pressao é utilizado na industria
farmacéutica, cosmética, quimica e de alimentos no preparo ou estabilizacdo de
emulsdes e suspensdes ou para criar alteracoes fisicas. Para aplicagdes que
exigem um alto grau de dispersao, pressdes superiores a 200 MPa estdo sendo
investigadas. O desenvolvimento de aplicacdes do processo de homogeneizacao
a alta pressdao permitiu ainda a utilizacdo do mesmo como método de
preservacao, na medida em que causa inativacao microbiana (DIELS et al, 2004).

A utilizacdo deste método nao térmico de preservacao vai ao encontro da
crescente demanda dos consumidores por produtos processados com

caracteristicas as mais préximas possiveis dos produtos in natura.

No caso do leite, produto extremamente susceptivel a deterioracao
microbiolégica em funcao das caracteristicas intrinsecas (pH, atividade de agua e
composicao), o processo de homogeneizacdo a ultra alta pressao é uma
alternativa ao processo de pasteurizacao térmica, na medida em que promove a
reducdo da carga microbiana sem expor o produto a temperaturas elevadas por
tempos excessivamente longos (PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI, 2004; PINHO;
FRANCHI; CRISTIANINI 2005a; PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI 2005b; HAYES;
FOX; KELLY, 2005).

As enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase presentes no leite cru séo
de importancia tecnoldgica na industria de laticinios (ERTUGAY; YUKSEL,;
SENGUL, 2003), sendo consideradas integradores tempo-temperatura
adequados para o monitoramento do processo térmico aplicado (CLAEYS; LOEY;
HENDRICKX, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processo de
homogeneizacao a ultra alta pressdo na atividade enzimatica de fosfatase alcalina

e lactoperoxidase em leite cru desnatado.
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4.2 Material e Métodos
4.2.1 Amostra

Na realizagdo dos ensaios foi utilizado leite cru desnatado (0,48 + 0,04 %

de gordura) doado pela empresa Malibu situada em ltatiba-SP.
4.2.2 Equipamento

O equipamento utilizado foi um homogeneizador continuo de ultra alta
pressao (nG7400H:350 - Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra). O mesmo
opera com pressoes entre 0 e 300 MPa e tem uma vazao de aproximadamente
270 mL/min.

O homogeneizador € dotado de dois pistdes intensificadores com
acionamento hidraulico a 6leo, movidos por um motor que aciona uma bomba que

gera a pressurizacao necessaria no fluido, controlada por uma valvula manual.

Apbs a passagem pelos pistdes, o fluido pressurizado passa por uma
valvula de retencdo que realiza o desvio do fluido conforme o fluxo de
pressurizagdo necessario. O fluido é conduzido para uma valvula de
homogeneizacao, na qual ocorre a expansao adiabatica do mesmo, que retorna a
pressdo ambiente. Imediatamente apds esta valvula, o fluido passa por um
trocador de calor, com circulacdo externa de agua a temperatura ambiente, de
forma que, no final do trocador, atinja uma temperatura préxima a temperatura

ambiente.

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um
sistema de alimentacdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de
modo a permitir alternar agua e produto. O processo era iniciado utilizando-se
agua para eliminar o ar do sistema e estabilizar a pressao de processo. Alcangado
o0 regime, a valvula de alimentacdo foi aberta iniciando-se a alimentagdo do
produto. A estabilizacdo de pressao foi realizada fazendo-se circular agua no
interior do equipamento para que nao houvesse desperdicio de amostra. Apds 90
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segundos da abertura da alimentacao de produto foi realizada a coleta da amostra
tratada. Esta coleta foi realizada no interior de uma camara de fluxo laminar de

modo a garantir que a mesma fosse realizada de maneira asséptica.

O tempo de residéncia do fluido no interior do equipamento é de cerca de
40 segundos, incluindo o trocador de calor. Padronizou-se a retirada das amostras
somente ap6s 90 segundos para garantir que ndo houvesse nenhum efeito de
diluicdo da amostra devido ao fato da estabilizagdo do equipamento ter sido

realizada com agua.

O equipamento apresenta trés termopares para controle de temperatura,
posicionados nos seguintes pontos:

T1 — Entrada da valvula de homogeneizacao;
T, — Saida da valvula de homogeneizacao/entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

A funcao dos termopares era monitorar o produto sendo tratado e certificar-

se que a temperatura nao influiu na inativacao enzimatica verificada.

Ap6és a coleta das amostras, o equipamento foi despressurizado e iniciou-se
a limpeza da seguinte maneira: inicialmente fez-se circular agua destilada por
cerca de 20 minutos, a seguir utilizou-se soda 2,5% também por 20 minutos, apés
foi feito enxaglie com agua. Apds remocao da soda (monitorada pela utilizacao de
papel indicador), o equipamento foi preenchido e permaneceu com etanol 70% até

a realizagao do proximo experimento.
4.2.3 Inativacao Enzimatica por Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao

O leite cru foi mantido sob refrigeracao até a realizagdo dos experimentos.
Foram realizados ensaios a 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

94



Capitulo 4

4.2.4 Determinacao da Atividade da Enzima Fosfatase Alcalina

A determinacdo quantitativa da atividade da enzima fosfatase alcalina foi
realizada conforme descrito por (RICHARDSON, 1985). O teste é baseado no fato
de que a fosfatase alcalina presente no leite cru libera fenol a partir do fenil fosfato
disédio quando os testes sao conduzidos em valores de temperatura e pH
adequados. A quantidade de fenol liberada a partir do substrato é proporcional a
atividade da enzima. O fenol é medido colorimetricamente ap6s a reagao com o

CQC (2,6 — dicloroquinonechloroimide) para formar o indo-fenol azul.

Resumidamente, o método consistiu em pipetar 2 mL da amostra, adicionar
20 mL de substrato tamponado e incubar a mistura por 15 minutos a 40°C. A
seqguir adicionou-se 0,4 mL de CQC (2,6 — dicloroquinonechloroimide) e 8 gotas de
catalisador (sulfato de cobre). Apés homogeneizagao por inversao, as amostras
foram incubadas novamente a 40°C por 5 minutos, resfriadas em banho de gelo e
adicionou-se 12 mL de alcool n-butil neutralizado. As amostras foram deixadas em
banho de gelo por cerca de 10 minutos para que a camada de alcool fosse
separada. As amostras foram entdo centrifugadas, a camada alcodlica foi pipetada

e realizou-se a leitura em espectrofotébmetro a 650 nm.

Em todos os ensaios realizados havia uma amostra de leite cru desnatado
sem processar e uma amostra de leite super-pasteurizado (90°C por 1 minuto)
denominada de controle negativo, que tinha o objetivo de assegurar a inexisténcia
de interferentes nos reagentes, como por exemplo um reagente contaminado com

fenol, que poderia gerar um resultado falso positivo.

A curva padrao foi construida preparando-se solugdes de fenol 1,0; 2,5; 5,0;
7,5 e 10 ug/mL. A seguir, foi realizado o mesmo procedimento ja descrito para as

amostras.

A quantidade de fase alcodlica obtida era suficiente para que a leitura da
absorbancia de cada amostra fosse realizada em duplicata. A partir da média das
leituras de cada amostra, o valor de absorbancia foi substituido na equacgéo da
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curva padrao, sendo entdo calculada a concentragcdo de fenol. A atividade
enzimatica (AE) foi calculada dividindo-se a concentragdo de fenol da amostra
processada pela concentracdo de fenol da amostra sem processar. O valor foi
multiplicado por 100 para leitura em porcentagem.

Em funcéo dos resultados obtidos nos ensaios mencionados no item 4.2.3,
foram também realizados processos a 270 e 290 MPa com o intuito de determinar

a faixa de pressao em que ocorre inativacéo total da enzima.
4.2.5 Determinacao da Atividade da Enzima Lactoperoxidase

A determinacdo quantitativa da atividade da enzima lactoperoxidase foi
realizada como descrito por (HOLSCHUH, 2000) com modificagées. A principal
modificagao realizada na metodologia foi a substituicdo do tamp&o fosfato por uma
solucado 10% de etanol em agua conforme sugerido por Gasparino Filho (2001) e
também a alteracdo da concentracao de peroxido de hidrogénio para 50% de
modo que a absorbancia obtida ficasse entre 0,1 e 0,7.

O método consistiu em pipetar 5 mL da amostra, adicionar 10 mL da
solucdo de etanol 10%, homogeneizar e filtrar para a obtencdo do extrato
enzimatico. Na cubeta foram adicionados 1,5 mL de uma solugdo 1% de guaiacol
em etanol 10% e 1,2 mL de etanol 10%, esperou-se 10 minutos para que se
equilibrasse a mistura a temperatura ambiente. A seguir adicionou-se 0,1 mL de
peréxido de hidrogénio 50% em agua e 0,1 mL de extrato enzimatico, sendo que
15 segundos ap6s a adicdo do extrato enzimatico foi iniciada a leitura em
espectrofotometro a 470 nm. Inicialmente o equipamento foi calibrado com um
branco preparado com 1,5 mL de uma solucao 1% de guaiacol em etanol 10%, 1,6
mL de etanol 10% e 0,1 mL de extrato enzimatico. Apds a calibragdo do mesmo,
procedeu-se a leitura das amostras durante 5 minutos sendo que os valores de

absorbancia eram medidos uma vez a cada minuto.

O principio do teste de determinacao quantitativa de peroxidase é o fato de
que a peroxidase hidrolisa o per6xido de hidrogénio e o oxigénio liberado reage
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com o guaiacol que passa da sua coloracao leuco para rosada. Esta alteracédo de
cor € medida pelo espectrofotémetro.

Assim como na determinag¢ao quantitativa da fosfatase alcalina, nos ensaios
de lactoperoxidase sempre eram analisadas uma amostra de leite cru desnatado
sem processar € uma amostra de leite super pasteurizado (90°C por 1 min), que
atuava como controle negativo. A nao alteracdao nos valores de absorbancia
durante o tempo de corrida demonstrou a inexisténcia de atividade enzimatica
bem como de interferéncia da alta concentracdo de per6xido de hidrogénio

utilizada na reacgao.

As andlises foram realizadas em duplicata. A atividade enzimatica foi
calculada da seguinte forma: inicialmente foram calculadas as variagbes na
absorbancia a cada minuto. Foi entdo calculada a média destas variagdes de
absorbancia para cada amostra (MA). Uma unidade de atividade (UA) foi definida
como o aumento de 0,001 de absorbancia por min por mL de amostra, conforme
apresentado por Holschuh (2000). Dividindo-se MA por 0,001, obteve-se o nimero
de UA/min correspondente. Em 0,1 mL do extrato enzimatico tinha-se 0,033 mL de
amostra, logo (UA /0,033) * 100 forneceu UA/100 mL min.

A atividade enzimatica (AE) foi calculada dividindo-se UA/100 mL min da
amostra processada pela UA/100 mL min da amostra sem processar. O valor foi
multiplicado por 100 para leitura em porcentagem.

4.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software
STATISTICA 5.0 através de ANOVA e teste de média (Tukey).

4.3 Resultados e Discussoes
4.3.1 Temperaturas de Processo

A Tabela 4.1 mostra as temperaturas registradas em um dos ensaios

realizados em cada uma das pressoes.
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Tabela 4.1: Temperaturas verificadas em cada umas das pressoes
nos ensaios de HUAP

Pressao (MPa) T (°C) T2 (°C) T3 (°C)

100 24,0 45,5 28,1
150 24,8 56,3 29,0
200 24,9 64,3 29,9
250 24,0 69,9 28,9
300 22,8 80,2 29,0

T, — Entrada da valvula de homogeneizagao;
T, — Saida da valvula de homogeneizacao / entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

Os dados apresentados na Tabela 4.1 demonstram que a temperatura na
saida da valvula foi tanto maior quanto maior foi a pressdo aplicada. As
temperaturas apontadas pelo termopar 3 demonstram que o trocador de calor
instalado é capaz de reduzir de maneira eficiente a temperatura da amostra,
minimizando assim o efeito da elevagdo de temperatura em funcdo da expanséao

adiabética que ocorre na saida da valvula de homogeneizagao.

Apés sair da valvula de homogeneizacao, o fluido entra imediatamente no
trocador de calor. Os célculos realizados demonstraram que o tempo necessario
para que a temperatura da amostra seja inferior a 40°C no interior do trocador de
calor é de 5 segundos nos processos a 300 MPa, quando a mostra sai da véalvula
de homogeneizacao a cerca de 80°C, sendo inferior nos processos realizados nas
demais pressoes.

4.3.2 Inativacao Enzimatica por Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao
4.3.2.1 Fosfatase Alcalina

Os resultados obtidos nos ensaios de inativagao de fosfatase alcalina por
HUAP realizados sdo apresentados na Tabela 4.2. A Atividade Enzimatica (A.E.)
foi calculada conforme descrito em 4.2.4.
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Tabela 4.2: Atividade Enzimatica (A. E.) observada nos ensaios de
inativacao de fosfatase alcalina por HUAP

Pressdo (M Pa)  A.E. (%)* DP CV (%)

0 100,002 3,06 3,06
100 85,08°° 5,89 6,92
150 99,57%° 12,28 12,33
200 81,86° 8,11 9,91
250 88,08"¢ 7,61 8,64
300 Od % *k

* valor médio da % de Atividade Enzimética obtida em trés ensaios -
valores sem letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)
** ndo aplicavel — Inativagao Total da Enzima
Conforme pode ser observado na Tabela 4.2, pressdes da ordem de 100

MPa foram capazes de causar apenas reducdes de 14,9% na atividade da enzima
fosfatase alcalina em leite. Pressdes até 250 MPa causaram pouca inativacao da
enzima (11,9%), nos ensaios realizados a 300 MPa a enzima foi totalmente
inativada. Observa-se que nao existem diferencas estatisticas significativas
(p<0,05) entre as atividades enzimaticas apresentadas pela amostras nao
processadas e pelas amostras submetidas a 150 MPa, assim como entre as
amostras processadas a 100, 150 e 250 MPa, e também dentre aquelas
submetidas a 100, 200 e 250 MPa.

Em funcdo dos resultados apresentados na Tabela 4.2, foram realizados
também processos a 270 e 290 MPa, em ambos, assim como nos processos a
300 MPa, foi observada inativacéo total da enzima.

Estes resultados demonstraram que a atividade da fosfatase alcalina
quando submetida ao processo de homogeneizagdo a ultra alta pressédo sofreu
reducdes inferiores a 20% entre 100 e 250 MPa. Isto € semelhante ao relatado por
Hayes e Kelly (2003). Os autores avaliaram o efeito da homogeneizacédo a alta
pressdo na enzima fosfatase qualitativamente entre 50 e 200 MPa e néao
observaram inativagdo da mesma na faixa de pressao estudada.
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Sabe-se que ap6s 15 segundos a 72°C a fosfatase alcalina é totalmente
inativada. O valor de z da enzima é de 4,8°C (TOMASULA; KONSTANCE, 2004).
Desta forma, considerando-se as temperaturas de saida nos processos realizados
a 270, 290 e 300 MPa, de 74, 78 e 80°C aproximadamente, os tempos calculados
para inativacao total da enzima sao 5,7, 0,84 e 0,32 segundos. Isto é, o pequeno
tempo de residéncia no trocador de calor ja é suficiente para inativar parcialmente
a enzima, nao sendo possivel separar o efeito térmico do efeito da
homogeneizagéao a ultra alta presséo na inativagdo da mesma.

Hayes, Fox e Kelly (2005) submeteram leite cru a processos de
homogeneizacado a ultra alta pressdo em um homogeneizador de duplo estagio,
utilizando temperatura de entrada de 45°C em processos a 150, 200 e 250 MPa.
As temperaturas de saida foram 67,0, 76,8 e 83,6 °C, respectivamente. A amostra
permaneceu nestas temperaturas por aproximadamente 20 segundos em um tubo
de retencdo. Os autores verificaram reducdo de 71, 98 e 100% nos valores de
atividade da enzima nas pressdes citadas. Estes resultados diferem dos
encontrados neste estudo. Esta diferenca pode ser atribuida a temperatura de
entrada utilizada (5°C) e também ao menor tempo de permanéncia da amostra na
temperatura de saida da valvula.

Datta et al (2005) processaram amostras de leite cru a 200 MPa utilizando
um homogeneizador de duplo estagio. As temperaturas de entrada variaram de 10
a 50°C e a amostra permaneceu por 20 segundos a temperatura de saida da
valvula de homogeneizagdo. Com o intuito de isolar o efeito térmico do efeito do
processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo na inativacdo da fosfatase
alcalina, os autores submeteram as amostras a um tratamento térmico pelo
mesmo periodo de tempo (20 segundos) as diferentes temperaturas de saida. Os
resultados demonstram que os perfis de inativacdo da enzima obtidos foram
idénticos e os autores concluiram que a inativacdo verificada é inteiramente

devida ao efeito da temperatura.

Ludikhuyze, Claeys e Hendrickx (2000), realizaram um estudo detalhado da

inativacdo da fosfatase alcalina por alta pressao hidrostatica e temperatura, as
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quais variaram de 0,1 a 725 MPa e 25 a 63°C respectivamente. A inativagdo pode
ser descrita por um modelo de primeira ordem, permitindo o calculo de valores de
D e z. Os autores concluiram que de modo geral a fosfatase alcalina € mais
resistente a alta pressdo que a maioria dos microrganismos patogénicos nao
esporulados presentes no leite e, sendo assim, pode ser utilizada como um

indicador da auséncia destes no leite processado a alta pressao hidrostatica.

Isto é semelhante ao verificado no presente estudo, ja que segundo alguns
trabalhos (PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI, 2004; PINHO; FRANCHI;
CRISTIANINI 2005a; PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI 2005b), a faixa de
inativacdo total da carga de microrganismos inoculada em leite (10°-10” UFC/mL)
€ de 260 MPa para o Lactobacillus helveticus, microrganismo mais resistente a

homogeneizagéao a ultra alta pressao dentre os testados.

Desta forma, a enzima fosfatase alcalina pode ser utilizada como indicador
da adequacdo do processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo caso o
objetivo do processo seja semelhante ao da pasteurizagao térmica de leite, ja que
apenas o efeito térmico seria suficiente para atingir a inativacdo de
microrganismos desejada. Entretanto, caso o objetivo seja um processo mais
severo, como por exemplo a inativagdo de 7 ciclos de Listeria innocua, deve-se
avaliar cada caso, ja que aqui a contribuicado do processo de homogeneizacao é
significativa na destruicdo dos microrganismos, sendo a mesma variavel em
funcdo do tipo de valvula utilizado e ndo apenas da pressao de trabalho e do
consequente aumento de temperatura na saida da valvula (PINHO; FRANCHI;
CRISTIANINI, 2004; WUYTACK; DIELS, MICHIELS, 2002).

4.3.2.2 Lactoperoxidase

A Tabela 4.3 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de inativagéo de

lactoperoxidase por HUAP realizados.
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Tabela 4.3: Atividade Enzimatica (A. E.) observada nos ensaios de
inativacao de lactoperoxidase por HUAP

Pressdao (MPa)  A.E. (%) DP CV (%)
0 100,00° 2,91 2,91
100 131,322 14,70 11,20
150 99,09° 9,29 9,37
200 102,22° 4,88 4,77
250 126,072 8,48 6,73
300 71,52° 8,46 11,83

* valor médio da % de Atividade Enziméatica obtida em trés ensaios -
valores sem letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)

Pressbes de 150 e 200 MPa mantiveram a atividade da lactoperoxidase
praticamente inalterada, processos a 100 e 250 MPa causaram aumento na
atividade da mesma e somente nos ensaios realizados a 300 MPa observamos
reducdo na atividade enzimatica (cerca de 28,48%). Observa-se que nao existem
diferencas estatisticas significativas (p<0,05) entre as atividades enzimaticas
apresentadas pela amostra ndo processada e pelas amostras submetidas a 150 e
200 MPa, assim como entre as amostras processadas a 100 e 250 MPa.

Estes resultados demonstram que assim como ocorreu para a fosfatase
alcalina entre 100 e 250 MPa, a atividade da lactoperoxidase quando submetida
ao processo de homogeneizacao a ultra alta presséo variou de maneira nao linear,
nao sendo possivel estabelecer tendéncias na faixa de pressbées estudada. Além
disso, em nenhuma das pressOes avaliadas verificou-se inativagdo total da
enzima, sendo que a maxima reducéao de atividade foi observada nos processos a
300 MPa.

Hayes, Fox e Kelly (2005) verificaram 9, 66 e 100% de inativacdo de
lactoperoxidase em processos de homogeneizacdo a 150, 200 e 250 MPa nas
condigbes ja& mencionadas. Assim como ocorreu com a fosfatase alcalina, os
resultados diferem dos encontrados neste estudo. Esta diferenga nas
porcentagens de inativacao pode também ser atribuida a temperatura de entrada
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utilizada (5°C) e ao menor tempo de permanéncia da amostra na temperatura de

saida da valvula.

A lactoperoxidase € muito sensivel termicamente na faixa de 80°C, sendo
que a inativacao completa ocorre apos 1 segundo nesta temperatura ou 1,5 min a
72°C (HAYES; FOX; KELLY, 2005).

Segundo Datta et al (2005) existe uma contribuicdo do efeito do processo
de homogeneizacdo a ultra alta pressdo para a inativagdo parcial da
lactoperoxidase verificada. Os autores processaram amostras de leite cru a 200
MPa utilizando um homogeneizador de duplo estagio. As temperaturas de entrada
variaram de 10 a 50°C e a amostra permaneceu por 20 segundos a temperatura
de saida da valvula de homogeneizacdo. Com o intuito de isolar o efeito térmico
do efeito do processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdo na inativacao da
lactoperoxidase, os autores submeteram as amostras a um tratamento térmico
pelo mesmo periodo de tempo (20 segundos) as diferentes temperaturas de saida.
Os resultados demonstram que os perfis de inativagdo da enzima obtidos foram
bastante diferentes e os autores concluiram que a inativagao parcial verificada é

devida a uma somatoéria de efeitos.

Desta forma, € possivel que a inativacao parcial verificada no presente
trabalho a 300 MPa seja devida a somatoria do efeito térmico do pequeno tempo
de residéncia da amostra na temperatura de saida da valvula de homogeneizagao

e do efeito do processo de homogeneizagéo.

Dosualdo (2003) avaliou o efeito da homogeneizacédo a ultra alta pressao
nas atividades enzimaticas de peroxidase e polifenoloxidase em agua de coco na
faixa de 50 a 300 MPa. Os resultados demonstraram que mesmo a 300 MPa, a
reducao nos valores das atividades enzimaticas foi bastante pequena, 9,3% para a

polifenoloxidase e 4,0% para a peroxidase.
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Na Figura 4.1 sdo apresentadas as variacées nas atividades enzimaticas
das enzimas fosfatase alcalina e lactoperoxidase observadas nos ensaios

realizados a diferentes pressdes.
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Figura 4.1: Atividade Enzimatica Percentual de Fosfatase Alcalina e Lactoperoxidase em
funcao da Pressao

Ertugay, Yuksel e Sengul (2003) avaliaram o efeito do ultra-som na
atividade da fosfatase alcalina e lactoperoxidase. Os testes utilizaram diferentes
niveis de amplitude (0 a 80%), tempos de exposicao (30 a 120 s) e temperaturas
(20 a 40°C). A maior inativagdo enzimatica ocorreu a 80% de amplitude. Os
autores atribuiram esta inativacdo ao fenbmeno de cavitagdo, onde ocorre a
formacao de bolhas ou cavidades no liquido. A explosdo da bolha que ocorre
durante o tratamento com ultra-som produz um ponto quente local que pode
causar desnaturacao enzimatica. O colapso das bolhas leva a micro choques
mecanicos resultando na inativacdo. Além disso, a temperatura exerce um efeito
sinérgico, ja que mais bolhas sdo produzidas mais rapidamente a temperaturas
maiores. Finalmente, existe o efeito da corrente de liquido produzida na vizinhanga
das bolhas, seja por oscilacdo das bolhas ou por imploséo, freqiientemente resulta
em tensédo de cisalhamento severa que pode promover desnaturacdo protéica e
enzimatica. De fato, a tenséo de cisalhamento produzida pelas ondas de ultra-som
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pode degradar polimeros com alto peso molecular. Estes fendmenos também
ocorrem no processo de homogeneizacdo a ultra alta pressédo, podendo a
inativagao enzimatica verificada ser atribuida aos mesmos (ENGLER; ROBINSON,
1981; MOORE; HOARE; DUNNILL, 1990).

A ativacao verificada a pressoes inferiores pode ser atribuida a alteracdes
conformacionais e consequiente aumento na exposi¢cdo dos sitios enzimaticos
(HENDRICKX et al, 1998).

4.4 Conclusao

O processo de homogeneizacédo a ultra alta pressao foi capaz de causar
inativacao total da enzima fosfatase alcalina presente no leite cru a partir de 270
MPa. Ja com relacao a lactoperoxidase, mesmo pressdes da ordem de 300 MPa
causaram apenas inativacao parcial (reducéo de cerca de 28,48% na atividade).
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5 Efeito da Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao (HUAP) na Atividade de
Protease Produzida por Pseudomonas fluorescens em Leite Desnatado

Resumo

A presenca de proteases extremamente termorresistentes produzidas por
microrganismos psicrotroficos tem sido apontada como fator limitante para o
armazenamento de leite UHT. Sabe-se que essa enzima, juntamente com a
plasmina presente no leite, assume um papel importante frente as alteracdes
proteoliticas que podem reduzir a vida de prateleira do produto. Além disso,
métodos convencionais de tratamento térmico ndo sao capazes de inativa-la
totalmente. O processo de homogeneizacao a ultra alta pressao (HUAP) é um
método nao térmico de preservagdo de alimentos que permite a obtencdo de um
produto cujas caracteristicas estdo bem préximas as do produto ndo processado,
garantindo qualidade e ao mesmo tempo segurang¢a microbioldgica e inativagao de
algumas enzimas. Neste trabalho foi avaliado o efeito do processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo na atividade da protease produzida pelo
microrganismo Pseudomonas fluorescens em leite desnatado. Para isso, amostras
de leite desnatado foram adicionadas desta protease e submetidas a processos
onde as pressdes variaram de 100 a 300 MPa. Os ensaios demonstraram que
pressdes da ordem de 300 MPa causaram uma reducédo de 72,5% na atividade

proteolitica da enzima.

Palavras-chave: homogeneizagdo a ultra alta presséo, leite desnatado, protease,

Pseudomonas fluorescens.
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Ultra High Pressure Homogenization Effect on Protease Produced by
Pseudomonas fluorescens in Skim Milk

Abstract

The presence of the protease produced by Pseudomonas fluorescens is
pointed out as a limiting factor for UHT milk storage. It is well known that this
enzyme and plasmin, a native milk protease, play an important role at proteolitic
alterations that can reduce product stability and, consequently, its shelf life. Ultra
high pressure homogenization (UHPH) processing is a non thermal food
preservation technique that produces food with characteristics closer to food not
processed. This work aimed to evaluate the effect of ultra high pressure
homogenization on the proteolitic activity of the protease produced by
Pseudomonas fluorescens. Skim milk samples added of the protease and
submitted to pressures varying from 100 to 300 MPa were evaluated. Tests
revealed that 300 MPa were able to reduce proteolysis in 72.5%, showing that the
technique was effective in reducing this enzyme proteolitic activity.

Key-words: Ultra high pressure homogenization, skim milk, protease,
Pseudomonas fluorescens.
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5.1 Introducao

A tecnologia de homogeneizacao a ultra alta pressdo é um método
alternativo de processamento de alimentos que vai ao encontro da crescente
demanda dos consumidores por produtos processados com caracteristicas as
mais proximas possiveis dos produtos ndo processados, ja que 0 mesmo nao €&
submetido a altas temperaturas durante o processamento, garantindo qualidade e
ao mesmo tempo segurangca microbiolégica e inativacdo total ou parcial de

algumas enzimas.

No caso do leite, produto extremamente susceptivel a deterioracéao
microbiolégica em funcdo das suas caracteristicas intrinsecas (pH, atividade de
agua e composicao), o processo de homogeneizacao a ultra alta pressao é uma
alternativa ao processo de pasteurizagao térmica, na medida em que promove a
reducdo da carga microbiana sem expor o produto a temperaturas elevadas por
tempos excessivamente longos (PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI, 2005a; HAYES,
FOX; KELLY, 2005).

A protedlise em leite pode ser causada por proteases nativas do mesmo e
também por enzimas proteoliticas produzidas por microrganismos psicrotréficos,
particularmente Pseudomonas spp, durante a estocagem refrigerada antes do
processamento. Estas proteases diferem na especificidade em relacdo as
proteinas do leite.

A plasmina, principal protease nativa do leite secretada durante sua sintese,
faz parte de um sistema complexo descrito detalhadamente por Nielsen (2002).
Esta enzima é classificada como uma serina protease. J& a Pseudomonas spp.
produz uma metaloprotease extracelular que desestabiliza a micela de caseina por
hidrélise, resultando na reducao da qualidade do queijo, gelificacdo do leite UHT e
formacao de filme em trocadores de calor (NIELSEN, 2002).

Varios estudos da relagdo entre a plasmina nativa do leite e as proteases
produzidas por microrganismos psicrotréficos tem sido realizados (FAJARDO-
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LIRA; HAYES; NIELSEN, 2000; FAJARDO-LIRA; NILSEN, 1998; HAYES; WERE;
NIELSEN, 2001). A plasmina nativa esta inicialmente associada a fragdo de
caseina do leite e as membranas dos glébulos de gordura, mas pode ser
deslocada para a fracdo soro devido ao crescimento microbiano. Este
deslocamento € atribuido a hidrélise das micelas de caseina pelas proteases de
origem microbiana e pode afetar a estabilidade do leite UHT ou processos como a
maturacao do queijo (NIELSEN, 2002).

Varias espécies de Pseudomonas quando presentes em numero superior a
10° UFC/mL produzem proteases extremamente termorresistentes que podem
degradar varios componentes do leite que irdo causar deterioracdo durante a
estocagem (FAIRBAIRN; LAW, 1986). A partir de 10" UFC/mL esta producéo ja é
suficiente para degradar niveis detectaveis de caseina (SHAH, 1994). A protease
produzida por Pseudomonas sp. ndo é totalmente inativada pelo processo UHT
tradicional, apresentando um valor D a 140°C de 1 minuto (CROMIE, 1992).

Assim como o tratamento térmico, Pinho, Franchi e Cristianini (2005a)
verificaram que o processo de homogeneizacao a ultra alta pressao pode inativar
facilmente Pseudomonas fluorescens. Pressbes da ordem de 200 MPa foram
capazes de inativar 6 ciclos logaritmicos do microrganismo. A temperatura de
entrada da amostra foi 5°C, a temperatura de saida (a 200 MPa) foi 64 °C, sendo
que 3,5 segundos apds sair da valvula, o trocador de calor instalado na saida da
mesma, reduziu a temperatura da amostra para 40°C. Entretanto, o principal
problema tecnolégico existente em leite relacionado aos microrganismos

psicrotroficos € a sua protease.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo na atividade proteolitica da protease
produzida por Pseudomonas fluorescens em leite desnatado.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Amostra

Os ensaios foram realizados utilizando-se leite desnatado UHT
(0,48 = 0,03 % de gordura) de marca comercial adquirido em local de venda na

regiao de Campinas proveniente de um unico lote.
5.2.2 Equipamento

O equipamento utilizado foi um homogeneizador continuo de ultra alta
pressao (nG7400H:350 - Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra). O mesmo
opera com pressoes entre 0 e 300 MPa e tem uma vazao de aproximadamente
270 mL/min.

O homogeneizador € dotado de dois pistdes intensificadores com
acionamento hidraulico a 6leo, movidos por um motor que aciona uma bomba que

gera a pressurizacao necessaria no fluido, controlada por uma valvula manual.

Apbs a passagem pelos pistdes, o fluido pressurizado passa por uma
valvula de retencdo que realiza o desvio do fluido conforme o fluxo de
pressurizagdo necessario. O fluido é conduzido para uma valvula de
homogeneizacao, na qual ocorre a expansao adiabatica do mesmo, que retorna a
pressdo ambiente. Imediatamente apds esta valvula, o fluido passa por um
trocador de calor, com a circulacao externa de agua a temperatura ambiente, de
forma que, no final do trocador, atinja uma temperatura préxima a temperatura

ambiente.

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um
sistema de alimentacdo composto por duas valvulas de abertura e fechamento, de
modo a permitir alternar agua e produto. O processo era iniciado utilizando-se
agua para eliminar o ar do sistema e estabilizar a pressao de processo. Alcangado
0 regime, a valvula de alimentacao foi aberta iniciando-se a alimentagdo do

produto. A estabilizacdo de pressado foi realizada fazendo-se circular agua no
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interior do equipamento para que nao houvesse desperdicio de amostra. Apds 90
segundos da abertura da alimentacao de produto foi realizada a coleta da amostra
tratada. Esta coleta foi realizada no interior de um a camara de fluxo laminar de

modo a garantir que a mesma fosse realizada de maneira asséptica.

O tempo de residéncia do fluido no interior do equipamento € de cerca de
40 segundos, incluindo o trocador de calor. Padronizou-se a retirada das amostras
somente ap6s 90 segundos para garantir que ndao houvesse nenhum efeito de
diluicdo da amostra devido ao fato da estabilizagdo do equipamento ter sido

realizada com agua.

O equipamento apresenta trés termopares para controle de temperatura,

posicionados nos seguintes pontos:

T1 — Entrada da valvula de homogeneizagao;

T, — Saida da valvula de homogeneizacao/entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

A funcéo dos termopares era monitorar o produto sendo tratado e certificar-
se que a temperatura nao influiu na reducao da atividade enzimatica verificada.

Apés a coleta das amostras, o equipamento foi despressurizado e iniciou-se
a limpeza da seguinte maneira: inicialmente fez-se circular agua destilada por
cerca de 20 minutos, a seguir utilizou-se soda 2,5% também por 20 minutos, apds
foi feito enxaglie com agua. Apds remocao da soda (monitorada pela utilizacao de
papel indicador), o equipamento foi preenchido e permaneceu com etanol 70% até

a realizagao do proximo experimento.
5.2.3 Enzima

A cultura de Pseudomonas fluorescens utilizada na produgdo da enzima a

ser empregada nos ensaios foi IB 2312 do Instituto Bioldégico de Sao Paulo
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disponivel no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Tecnologia de
Alimentos da UNICAMP.

A cultura encontrava-se congelada em Skim Milk (Oxoid) e foi reativada
através de dois repiques sucessivos em caldo TSB (Oxoid) e incubagdo a 30°C
por 24 horas. Apés a reativacdo da cultura, a producao da enzima consistiu em
inocular Pseudomonas fluorescens em caldo TSB (Oxoid) e incubar a 30°C por 48
horas. Este procedimento foi feito utilizando-se erlenmeyers de cerca de 1 L,
sendo que cada um foi preenchido com 400 mL de caldo, de modo a aumentar a
area de contato do caldo com o oxigénio, o que facilita o crescimento do
microrganismo. Apds o periodo de incubacdo, o caldo foi centrifugado por duas
vezes a 4000 rpm por 20 minutos e finalmente aplicou-se um tratamento térmico

(80°C por 30 segundos) de modo a eliminar as células vegetativas restantes.

A enzima foi produzida em quantidade suficiente para todos os ensaios,
sendo mantida armazenada a -18°C até a véspera da realizagdo dos

experimentos, quando era entao descongelada em geladeira para utilizacao.
5.2.3.1 Determinacao da Atividade Proteolitica da Enzima Produzida

A atividade proteolitica da enzima produzida por Pseudomonas fluorescens
foi quantificada em termos de unidades de atividade conforme descrito por Adams
et al (1975).

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 pug de material soluvel em TCA (como a

tirosina) por mL em 24 horas a 45°C.

O método consistiu em adicionar a uma solucao de caseina 2% preparada
em tampao fosfato (pH 7,5 uma quantidade de caldo enzimatico cuja
concentracao final da solugéo fosse de 10%. A solugéo foi incubada a 45°C por 24
horas. Juntamente foi preparado um branco contendo apenas a solucdo de
caseina 2% em tampao fosfato (pH 7,5).

114



Capitulo 5

Apbs o periodo de incubacdo, a cada 5 mL da amostra incubada foram
adicionados 10 mL de TCA (&cido tricloroacético) 0,72 N. Em seguida, as amostra
foram filtradas em papel Whatman #42. Para cada 5 mL do filtrado foram
adicionados 10 mL de uma solucdo de carbonato de sodio 15% e 3 mL do
reagente fenol e as amostras foram agitadas. Exatamente 15 minutos apés a
adicdo dos dois ultimos reagentes foi realizada a leitura espectrofotométrica a

650 nm. As andlises foram feitas em triplicata.

Foi realizado um segundo teste para confirmar a existéncia de protease no
caldo. Leite desnatado foi adicionado de 10% de caldo e incubado a 37°C por 24
horas. Simultaneamente foram incubadas amostras de leite sem enzima e um
branco com agua deionizada adicionada de 10% de caldo. Apds o periodo de
incubacado, foi aplicado o método de determinagdo da atividade proteolitica
descrito a seguir, ou seja, 0 mesmo a ser utilizado nas avaliacbes do efeito do
processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo na atividade enzimatica da

enzima produzida.

5.2.4 Determinacdo da Atividade Proteolitica sobre as Amostras
Processadas

A atividade proteolitica sobre as amostras processadas foi determinada
através de método espectrofotométrico descrito por Gomes (1995) com
adaptacoes. Inicialmente as amostras foram submetidas a uma dialise. A seguir foi
realizada a reacdo do dialisado com ninidrina. Esta substancia ao reagir com
aminoacidos e peptideos livres provenientes da acado da protease sobre a caseina
forma um complexo colorido. A intensidade desta coloragdo observada a 570 nm
permitiu quantificar a atividade proteolitica da enzima.

5.2.4.1 Dialise

Para a realizacdo da didlise das amostras, foram utilizadas membranas de

celulose industrial, nacionais, utilizadas como envoltério de alimentos embutidos,
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com didmetro achatado de 32 mm e didmetro aberto de 20 mm fabricados por
Viskaze.

A membrana de dialise utilizada tem capacidade de retencao especifica de
12400 Daltons, portanto, teoricamente permeavel a maioria dos fragmentos
oriundo da atividade proteolitica. A atividade das proteases (nativas e
microbianas) sobre as proteinas do leite gera fragmentos proteoliticos de
tamanhos variaveis, cujo peso molecular varia entre 2700 a 28000 Daltons,
embora quase a totalidade destes fragmentos se situe entre 2700 a 12200 Daltons
(PRATA,1991).

Os sacos de dialise foram preparados conforme descrito por Prata (1991).
Os rolos foram cortados em unidades de cerca de 25 cm de comprimento, lavados
varias vezes, fervidos em agua deionizada e estocados em refrigerador por no
maximo 15 dias. Os sacos de didlise foram fechados com um né em uma das suas
extremidades com barbante, adicionou-se 10 mL da amostra no interior dos
mesmos, sendo a outra extremidade fechada com barbante. Os sacos foram entéao
lavados com agua deionizada e colocados em tubos de ensaio de 25x200 mm os
quais ja continham 20 mL de agua destilada. Os tubos foram mantidos a 37°C por
2 horas. Apo6s este periodo, os sacos de dialise foram retirados e procedeu-se a
reacao com o dialisado.

5.2.4.2 Método Espectrofotométrico

O método utilizado foi a reacdo de ninidrina descrita por Moore (1968) e
aplicada por Gomes (1995) em trabalho semelhante a este. Entretanto, foram
necessarias algumas alteragdes nas proporcdes dos reagentes utilizados de modo
a obter absorbancias mais préximas a 1,0 (limite superior de detec¢cdao do método)
nas amostras controle, ou seja, aquelas adicionadas de enzima, porém nao
submetidas a nenhum tratamento, ja que nas amostras tratadas era esperada uma
reducao no valor da atividade enzimatica e, consequentemente, da absorbéancia. A
reagao foi feita adicionando-se 1 mL de dialisado e 1 mL da solugao de ninidrina
(0,2% em agua) e aquecendo-se a 100°C por 15 minutos. Apds o resfriamento,
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adicionou-se 3 mL de etanol 60%, procedendo-se, em seguida, a leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 570 nm. O branco das amostras foi
preparado da mesma maneira que os demais, porém utilizando-se agua destilada
ao invés de leite. Esta alteracdo nas proporcoes dos reagentes foi validada
através da construcdo de uma curva padrao utilizando-se um aminoacido livre, a
alanina (Sigma). Verificou-se que nestas novas proporcdes o aumento da
absorbancia em fungéo da concentracdo foi linear, obtendo-se um valor de R? de
0,99.

5.2.5 Avaliacao da Reducao da Atividade Proteolitica por Homogeneizacao a
Ultra Alta Pressao

A avaliacdo da inativacdo da protease produzida por Pseudomonas
fluorescens foi realizada através de processos a 100, 150, 200, 250 e 300 MPa.

As amostras foram coletadas em recipientes estéreis.

Inicialmente, foram realizados testes preliminares de modo a determinar a
quantidade de caldo enzimatico que, ao ser adicionada as amostras de leite
desnatado, fosse capaz de causar alteracdes significativas na absorbancia apés
24 horas de incubacado a 37°C (temperatura 6tima de atuagéo da enzima). Foram
realizados testes utilizando-se 1% e 10% (v/v) de caldo.

Uma vez determinada a concentracdo Otima da enzima, ou seja,
concentragdo que permitiu a verificacdo da inativacdo enzimatica em 24 horas,
esta concentracdo de enzima foi adicionada a leite UHT desnatado e as amostras
foram submetidas a processos de homogeneizacdo a ultra alta pressao a 100,
150, 200, 250 e 300 MPa. Os ensaios foram realizados em ftriplicata. A protedlise
sofrida pelas mesmas apds 24 horas de processo foi avaliada. Havia uma amostra
controle ndo processada e sem adi¢cdo da enzima para a avaliacdo de eventual
atividade da plasmina oriunda do leite UHT assim como amostras de leite
processado em cada uma das pressdes, porém sem adicdo de enzima. Para
avaliar a contribuicido apenas do caldo de TSB contendo a protease na variacao
da absorbancia foi preparado um branco de enzima em agua, em que agua
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destilada foi adicionada da mesma quantidade de enzima das amostras

processadas.

A atividade enzimatica percentual residual (A. E.) foi calculada segundo a
Equacéao 5.1 a seguir:
(Abs AP CE - Abs AP, SE - Abs BrEnz)

A E. = ¢ ! Eq. 5.1
(Abs AP,CE - Abs AP,SE - Abs BrEnz) X100

Onde:

Abs AP,CE: absorbancia da amostra processada na pressao “x” com enzima;
Abs AP,SE: absorbancia da amostra processada na pressao “X” sem enzima;
Abs Br Enz: absorbancia do branco de agua com enzima;

Abs AP,CE: absorbancia da amostra sem processar com enzima;

Abs AP,SE: absorbancia da amostra sem processar sem enzima.

5.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software
STATISTICA 5.0 através de ANOVA e teste de média (Tukey).

5.3 Resultados e Discussoes
5.3.1 Producao da Protease por Pseudomonas fluorescens

Nos ensaios de caracterizacdo da enzima produzida encontrou-se o valor

de 216 £+ 5 unidades de atividade / mL de caldo.

A existéncia de protease no caldo de Pseudomonas fluorescens foi
confirmada ainda pelos valores de absorbancia obtidos apds incubagcao das
amostras a 37°C por 24 horas. Estes valores sdo apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1: Confirmacao da presenca de protease no caldo

Amostra Absorbancia (570 nm)
(a) Leite UHT 0,191
(b) Agua + 10% caldo 0,294
(c) Leite UHT + 10% caldo 1,490

Observa-se que o valor de absorbancia obtido no teste realizado com a
amostra “c” é muito superior a somatéria dos valores verificados para as amostras
“a” e “b”. Esta diferenca foi causada pela atuacao da protease presente no caldo

sobre as proteinas do leite.
5.3.2 Temperaturas de Processo

A Tabela 5.2 apresenta as temperaturas registradas em um dos ensaios

realizados em cada uma das pressoes.

Tabela 5.2: Temperaturas realizadas em cada umas das pressdes
nos ensaios de HUAP

Pressdo (MPa) T;(°C) T2 (°C) T3 (°C)

100 26,6 47,4 26,4
150 27,4 57,4 27,6
200 28,4 67,8 28,7
250 29,5 76,1 29,7
300 30,2 83,7 30,4

T, — Entrada da valvula de homogeneizagéo;
T, — Saida da valvula de homogeneizacao /entrada do trocador de calor;
T4 — Saida do trocador de calor.

Conforme pode ser observado na Tabela 5.2, a temperatura na saida da

valvula foi tanto maior quanto maior foi a pressdo aplicada. As temperaturas
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apontadas pelo termopar 3 demonstram que o trocador de calor instalado foi
capaz de reduzir de maneira eficiente a temperatura da amostra, minimizando
assim o efeito da elevacao de temperatura em fungédo da expansao adiabatica que
ocorre na saida da valvula de homogeneizacao.

Apés sair da valvula de homogeneizacao, o fluido entra imediatamente no
trocador de calor. Os célculos realizados demonstraram que o tempo necessario
para que a temperatura da amostra seja inferior a 40°C no interior do trocador de
calor é de 5 segundos nos processos a 300 MPa, quando a amostra sai da valvula
de homogeneizagéo a cerca de 80°C, sendo inferior nos processos realizados nas
demais pressdes. Considerando que o0 Digc da protease produzida por
Pseudomonas fluorescens é de 1 minuto (CROMIE, 1992), verifica-se que néo

existe efeito térmico na inativacdo da mesma observada nos processos realizados.

5.3.3 Avaliacao da Reducao da Atividade Proteolitica por Homogeneizacao a
Ultra Alta Pressao

Os testes preliminares realizados demonstraram que a adi¢cao de 10% de
caldo permitiu a obtencao dos resultados do teste de inativacao enzimatica em 24
horas, quando ja foram verificadas varia¢gées nos valores de absorbéncia obtidos
para as amostras adicionadas de enzima processadas a diferentes pressdes. Nos
ensaios realizados com a adicdo de 1% de caldo enzimatico ao leite desnatado,
mesmo apds 72 horas de incubacdo a 37°C os valores de absorbancia obtidos
foram extremamente préximos, ndo sendo esta concentracao, portanto, adequada

para a realizacdo dos ensaios.

Na Tabela 5.3 encontram-se os valores de absorbancia obtidos nos ensaios
de avaliacado da reducao da atividade proteolitica da enzima.
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Tabela 5.3 Absorbancias (a 570 nm) verificadas nos ensaios de avaliagdo da
reducao da atividade enzimética pelo processo de HUAP

Pressao (MPa) Média *
Controle 0,5939**2
100 ok
Adicao de 150 xx
Enzima 10% 200 0,6178**2
250 0,6700°
300 0,5295°
Controle 0,1126°
100 0,1312°
Sem adigao 150 0,1041°
de Enzima 200 0,1343°
250 0,1211°¢
300 0,1311°¢
Branco (Ag + Enz 10%) Controle 0,1113°

* valor médio da absorbancia a 570 nm obtida em trés ensaios - valores sem
letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)
** valores obtidos a partir de diluicdo 1:1, ou seja, devem ser multiplicados por
dois para calculo da atividade enzimatica
*** todas as amostras processadas a 100 e 150 MPa encontravam-se coaguladas
ou na eminéncia de coagular apds 24 horas de incubagao a 37°C, em funcao
disso a variagdo entre amostras foi extremamente alta e os dados ndo foram
considerados

A partir dos valores apresentados na Tabela 5.3, foi calculada a atividade
enzimatica residual percentual utilizando-se a Equacado 5.1. Os valores obtidos

sao apresentados na Tabela 5.4 a seguir.
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Tabela 5.4: Atividade Enzimatica verificada ap6s processo

de HUAP
Pressao (MPa) A. E. (%)*

controle 100,002
100 *
150 **
200 102,532
250 43,58°
300 27,50°

* valor médio obtido em trés ensaios - valores sem letras
em comum diferem estatisticamente (p<0,05)

** valor ndo considerado - amostras coagularam apés 24 horas
de incubagéao

Amostras processadas a 200 MPa apresentaram um ligeiro aumento na
atividade enzimatica. Ja a 250 MPa ocorreu uma reducao de cerca de 56,42% na
atividade e nos processos realizados a 300 MPa, pressdo maxima avaliada, esta
reducéo foi de 72,50%.

Nos ensaios realizados a 100 e a 150 MPa observou-se que apés 24 horas
de incubacgao a 37°C as amostras ou encontravam-se coaguladas ou estavam na
eminéncia de coagular. Estas amostras foram analisadas da mesma forma que as
demais, entretanto, em funcédo da alta variabilidade observada nos resultados, os
mesmos foram desconsiderados. O pequeno aumento verificado a 200 MPa
sugere que pressoes inferiores podem aumentar a atividade enzimatica a tal ponto
da mesma ser capaz de coagular o leite em menos de 24 horas. Entretanto, a
metodologia aplicada neste trabalho ndo permitiu quantificar este aumento. Isto é
semelhante ao verificado por Dosualdo e Cristianini (2003), que ao avaliarem o
efeito do processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo sobre as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase em agua de coco na faixa de 50 a 300 MPa,
verificaram que pressdes entre 50 e 250 MPa provocaram ativagdo das duas
enzimas e somente processos a 300 MPa causaram uma pequena reducdao na
atividade das mesmas, 9,3% e 4,0%, respectivamente.
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Considerando estes resultados cojitou-se realizar novos testes com um
periodo de incubacdo menor para que fosse possivel determinar a atividade
enzimatica a pressoes inferiores a 200MPa. Entretanto, em tempos de incubacao
menores as variacoes nas absorbancias a 250 e 300 MPa seriam minimas, o que
inviabilizaria o céalculo da atividade enzimatica, ja que os valores de absorbancia
das amostras com e sem enzima estariam bastante préximos. Além disso, a
regidao de interesse deste estudo é a faixa onde existe inativagdo da enzima.
Ainda, conforme demonstrado por Pinho, Franchi e Cristianini (2004; 2005a;
2005b) pressdes superiores a 200 MPa sao necessarias para causar uma reducao
significativa nas contagens de células vegetativas presentes em leite, 0 que nao
justificaria a aplicacdo de pressdes inferiores. De qualquer forma, para a
construcdo de uma curva de inativacdo completa na faixa de 100 a 300 MPa seria
recomendado a utilizacdo de um método de avaliacdo da atividade proteolitica
mais preciso, como por exemplo o método ELISA (SENOCQ et al, 2002;
FAJARDO-LIRA et al, 2000; HAYES; NIELSEN, 2000).

Hayes, Fox e Kelly (2005) submeteram leite cru a processos de
homogeneizacao a ultra alta pressdo em um homogeneizador de duplo estagio,
utilizando temperatura de entrada de 45°C a processos a 150, 200 e 250 MPa. As
temperaturas de saida foram 67, 76,8 e 83,6°C, respectivamente. A amostra
permaneceu nestas temperaturas por aproximadamente 20 segundos. Os autores
verificaram reducao de 85, 90 e 96% nos valores da atividade proteolitica nas
pressoes citadas. Estes resultados diferem dos encontrados neste estudo. Uma
possivel justificativa para esta diferenca pode ser o fato dos autores terem
avaliado apenas o efeito sobre a protease enddgena presente no leite cru integral
e nao terem adicionado protease exdgena produzida por microrganismos
psicrotroficos como no presente trabalho.

Hayes e Kelly (2003) ao avaliarem o efeito da homogeneizacdo a alta
pressdo na faixa de 18 a 200 MPa (simples e duplo estagio) na atividade
enzimatica da plasmina nativa do leite, observaram uma inativacao apenas parcial
da mesma na faixa de pressdes estudadas (maximo de 65%). De modo geral, a
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realizacdo do processo em um ou dois estagios nao resultou em diferencas
significativas na inativacdo da enzima. As determina¢des foram feitas

imediatamente apds os processamentos.
5.4 Conclusao

O processo de homogeneizacéo a ultra alta pressao foi capaz de reduzir a
atividade proteolitica das amostras de leite desnatado adicionadas de protease
produzida por Pseudomonas fluorescens. Pressdes da ordem de 300 MPa
causaram uma reducdo de cerca de 72,5% na atividade enzimatica verificada,

demonstrando a aplicabilidade do processo para este fim.
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6 Calculo do Perfil de Velocidade de Escoamento de Leite Deshatado no
Interior do Homogeneizador a Ultra Alta Pressao através de
Fluidodinamica Computacional

Resumo

Como alternativa ao processamento térmico de alimentos, o processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressao tem sido estudado visando a destruicao de
microrganismos e inativagdo enzimatica. Neste trabalho foi calculado o perfil de
velocidades no interior da vélvula de homogeneizacdo Stansted durante o
processamento de leite desnatado através de fluidodindmica computacional
(CFD). As pressodes de estudo variaram de 100 a 300 MPa e considerou-se fluxo
em regime turbulento. O modelo de turbuléncia empregado na resolugdo das
equacbes foi o SST (shear stress transport model). Os resultados obtidos
demonstraram que na entrada do gap da valvula ocorre uma queda de pressao
repentina, com aumento consideravel da velocidade, sendo que a velocidade
maxima € atingida pelo fluido na saida do gap, onde foi possivel observar zonas
de cavitagdo. A 300 MPa, o fluido atingiu 245 m/s. A fluidodinamica computacional
apresentou-se como uma ferramenta bastante Utili na compreensao dos
fenbmenos que ocorrem no interior da valvula de homogeneizacao.

Palavras-chave: homogeneizacao a ultra alta pressao, leite desnatado, CFD.
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Skim Milk Flow Pattern Determination in an Ultra High Pressure Homogenizer
using CFD

Abstract

As an alternative to thermal food processing, ultra high pressure
homogenization has being studied as a method for destroying microorganisms and
inactivating enzymes. At this work, the velocity profile inside Stansted
homogenization valve during skim milk processing was calculated through
computational fluid dynamics (CFD). Pressures studied varied from 100 to 300
MPa and turbulent flow was considered. The turbulence model applied to solve
equations was SST (shear stress transport model). Results demonstrated that at
valve gap inlet pressure strongly decreases as velocity increases. The maximum
velocity value obtained was 245 m/s, at gap outlet for 300 MPa process. This work
presents CFD as an useful tool to better understanding flow pattern inside the

valve.

Key-words: Ultra high pressure homogenization, skim milk, CFD.
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6.1 Introducao

O processo de homogeneizagao tem sido aplicado na industria de alimentos
desde a metade do século XX na reducédo do tamanho de particulas de emulsdes
e suspensodes, aumentando sua estabilidade. Com o passar dos anos, a demanda
por produtos de maior vida de prateleira e com maior estabilidade estimulou o
desenvolvimento de novas tecnologias para a producdo de emulsdes. Esta
tecnologia é baseada na utilizacdo de pressdes muito elevadas e em
equipamentos com novos desenhos. O desenvolvimento de aplicacbes do
processo de homogeneizacao a alta pressao permitiu ainda a utilizacado do mesmo
como método de preservacao, na medida em que causa inativacdo microbiana e
enzimatica.

Inicialmente desenvolvido para a industria de laticinios, atualmente o
processo € aplicado pela industria farmacéutica, quimica e de biotecnologia para

dispersar, misturar e processar emulsoes e suspensodes (DIELS et al, 2004).

O processo de Homogeneizacdo a Ultra Alta Pressdao (HUAP) é um
processo em base continua que utiliza fundamentalmente um homogeneizador de
ultra alta pressao com o intuito de romper células. O produto € bombeado por dois
intensificadores de pressdo, sendo forcado a fluir através de uma valvula de
homogeneizacao. Isto produz uma velocidade muito elevada através do orificio
(g9ap), e a expansao resultante é considerada como um dos fatores responsaveis
pela ruptura das células dos microrganismos, causando minimas alteragcées nas

células dos alimentos.

Na literatura ha muita controvérsia sobre o mecanismo real de destruicao
das células pelo processo de homogeneizacao a ultra alta pressao. Alguns autores
propuseram a cavitacao e as ondas de choque e impulsos de pressao gerados no
colapso das cavidades (SAVE et al, 1994 apud DIELS et al, 2004). Outros
acreditam que o impacto das células contra as paredes da valvula do
homogeneizador € a principal causa para a ruptura das mesmas (ENGLER,;
ROBINSON, 1981; MOORE; HOARE; DUNNILL, 1990). Mecanismos como
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turbuléncia, velocidade e magnitude da queda de presséao e viscosidade dindmica
também foram propostos (DOULAH; HAMMOND; BROOKMAN, 1975). Dois
parametros afetam fortemente a inativacdo microbiana pelo processo de
homogeneizacdo a ultra alta presséo: a viscosidade do fluido e a temperatura
(MILLER; ROGOWSKI; KELLY, 2002).

Em sistemas de alta pressao dinamica, os fenébmenos de cavitacao, tensao
de cisalhamento e turbuléncia podem estar envolvidos simultaneamente, sendo
muito dificil ordena-los por importancia (WALSTRA, 1983 apud FLOURY et al,
2004).

Apesar da configuragdo da valvula de homogeneizagao a ultra alta pressao
ser, aparentemente, simples; a fluidodinamica envolvida € bastante complicada.
Intensas mudancas de energia ocorrem na valvula de homogeneizacao quando o
liguido passa da zona de alta pressao e baixa velocidade para a de baixa pressao
e de alta velocidade. Desta forma, a fluidodinAmica computacional apresenta-se
como uma ferramenta bastante conveniente para a compreensao destas
mudancas (FLUORY et al, 2004).

Kleining e Middleberg (1996; 1997) investigaram o fluxo em uma valvula de
homogeneizacao tipo APV-Gaulin através de simulagdo numérica. O estudo foi
feito em duas etapas: na primeira, Kleining e Middleberg (1996) modelaram o fluxo
apenas na entrada da valvula e na regido do gap. J& em um segundo passo,
Kleining e Middleberg (1997) utilizaram os perfis de velocidade na regido de saida
do gap obtidos no trabalho anterior como condigcdes de contorno da entrada da
regiao de impacto da valvula. Na primeira parte, os autores apresentam uma
expressao simples que utiliza os resultados numéricos e que permite o calculo do
gradiente de pressao, sendo que o gradiente de pressao mostrou-se uma variavel
independente mais adequada para correlacdo com a destruicdo celular que a
pressao de operacao. Ja na segunda parte, foi verificado que o jato de impacto
existente no sistema é aproximadamente laminar.
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Stevenson e Chen (1997) foram os primeiros a construirem um modelo do
perfil do fluxo em toda a valvula de homogeneizagdo através de um cédigo de
CFD comercial. O modelo obtido fornece informacdes detalhadas a respeito dos
perfis de velocidades em valvulas de homogeneizacdo e os autores indicam a
possibilidade do mesmo ser utilizado para a producdo de modelos para ruptura de

células e glébulos de gordura.

Os autores destes trabalhos, entretanto, enfatizaram a necessidade de se
obter mais informacdes relacionadas com a mecéanica de fluidos no interior do
homogeneizador para um melhor entendimento dos mecanismos fisicos de
destruicdo de microrganismos verificada durante o processo. O conhecimento da
queda de pressao e do tamanho do gap nao fornece informacdes suficientes. Um
perfil mais detalhado de velocidade e pressdo no interior da valvula de
homogeneizacdo é necessario para o calculo das forcas aplicadas ao fluido

durante a homogeneizacgao.

Floury et al (2004) estudaram o fluxo em um homogeneizador a ultra alta
pressdo STANSTED na faixa de presséao de 26 a 340 MPa. Este homogeneizador
difere do APV-Gaulin estudado por Kleining e Middleberg (1996; 1997), ja que o
mesmo nao apresenta anel de impacto. Apds estimar o tamanho do gap em
funcdo da pressao de operacao e regime de escoamento, simulagcdes numéricas
foram conduzidas utilizando-se o software FLUENT para analisar o perfil do fluxo
de agua no interior da valvula de homogeneizacao a ultra alta pressao. O modelo
considerou fluido incompressivel e viscosidade e temperatura do fluido constantes
(agua a 20°C). O trabalho oferece detalhes interessantes com relacao ao regime
do fluxo, perfil de pressao, turbuléncia e areas de cavitagao no interior da valvula,
0 que ndo poderia ser facilmente determinado experimentalmente devido as
grandes alteragdes que ocorrem em distancias muito pequenas e as pressdes de

operacao extremamente elevadas.

O objetivo do presente trabalho foi calcular o perfil de velocidades no
interior da valvula do homogeneizador a ultra alta pressao Stansted Fluid Power

131



Capitulo 6

em diferentes pressdes de operacdo ao processar leite desnatado utilizando-se
fluidodindmica computacional.

6.2 Material e Métodos
6.2.1 Mecanismo de Homogeneizacao

Nos homogeneizadores estudados por Kleining e Middleberg (1996; 1997) e
Stevenson e Chen (1997), o fluido é alimentado axialmente na sede da valvula e
entdo acelerado radialmente no gap entre a valvula e a sede. Quando o fluido
deixa o gap, torna-se um jato radial que se estagna em um anel de impacto antes
de deixar o homogeneizador. J& no Homogeneizador a Ultra Alta Presséo,
Stansted Fluid Power, objeto deste estudo, o fluxo é axial sob alta pressdao ao
longo da parte movel da valvula e flui com alta velocidade pelo estreito gap radial,
antes de deixar a sede da valvula a pressao atmosférica. A altura do gap e os
perfis de velocidade e pressao resultantes apdés a valvula dependem da forca
atuando sobre o pistdo da valvula, que pode ser ajustado para regular a
intensidade de pressado requerida em cada processo. A queda de pressdo do
liguido que ocorre na vélvula é chamada de pressdo de homogeneizacdo. A
Figura 6.1 a seguir representa esquematicamente a valvula de homogeneizacao

bem como as respectivas dimensdes consideradas no modelo elaborado.
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Figura 6.1: Valvula de Homogeneizacdo STANSTED — dimensdes em mm
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6.2.2 Regime do Fluxo

As forgas mecanicas que normalmente atuam através da fase continua e
sao responsaveis pela ruptura de gotas, células ou ligagdes covalentes dependem
do regime do fluxo na valvula de homogeneizagdo. O regime do fluxo é
caracterizado pelo numero de Reynolds, que varia em funcado das dimensdes da

valvula, densidade e viscosidade do liquido e pressao de homogeneizagao.

A andlise do regime do fluxo foi feita dividindo-se o sistema em 3 partes
distintas: parte anterior da valvula, gap e parte posterior da valvula, conforme
descrito por Fluory et al (2004).

Parte anterior da valvula:

O diametro hidraulico é igual a diferenca entre os didmetros do duto de
entrada e o pistao da valvula:

dr=2(R-re) Eq. 6.1
Onde:
dn: didmetro hidraulico
R: raio do duto de entrada = 3,00 mm
fe: raio do pistdo da valvula = 2,25 mm
ri: raio da saida da valvula = 1,50 mm

A velocidade média na entrada é dada por:

Eqg. 6.2

Onde:

Q: vazao = 270 mL/min
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Entdo, o numero de Reynolds é calculado pela Equacéo 6.3:

= ﬂ Eq. 6.3
HT(R+1,)

Onde:
u: viscosidade = 1,89 cP
p: densidade = 1028 kg/m®

Considerando os valores acima, obteve-se um valor de Reynolds de 296.
Este valor corresponde a um regime puramente laminar independentemente da

pressao aplicada.

Gap da vélvula:

O diametro hidraulico do gap anular é igual a 2h, sendo h a altura do gap. A
velocidade média no gap é calculada como:

__Q Eq. 6.4
2tirh

\"

O valor de r na Equagéo 6.4 acima varia de r; a r.. O numero de Reynolds
na regido do gap é calculado através da Equacao 6.5 a seguir:

Re. =— Eq. 6.5

Considerando-se o valor de r entre r; e re, 0s valores de Reynolds obtidos
situam-se entre 350 e 520, sendo o fluxo puramente laminar.

Parte posterior da valvula:

A velocidade média na parte posterior da valvula é calculada da seguinte
forma:
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V= Eq. 6.6

O numero de Reynolds pode ser entéo, calculado através da Equacéo 6.7 a

sequir:

_2pQ

R e
U

Eqg. 6.7

Na parte posterior da valvula o fluido sofre um aquecimento em funcao da
expansao adiabatica que ocorre. Isto afeta a densidade e, principalmente, a
viscosidade do mesmo. O valor de Reynolds em cada uma das pressdes, 100,
150, 200, 250 e 300 MPa, foi calculado considerando as temperaturas obtidas
experimentalmente na saida da valvula de homogeneizacdo durante o
processamento de leite desnatado no equipamento. As temperaturas e valores de
densidade, viscosidade e Reynolds correspondentes sao apresentados na Tabela
6.1 a sequir.

Tabela 6.1: Temperatura, densidade, viscosidade e nimero de Reynolds correspondentes
a cada umas das pressdes dos ensaios de HUAP

Tsaida davaivuia Densidade* Viscosidade*

Pressao (MPa) 3 Reynolds
(°C) (kg/m®) (cP)
100 45,5 1026 1,20 2177
150 56,3 1024 1,90 2794
200 64,3 1018 0,70 2946
250 69,9 1015 0,63 3077
300 80,2 1010 0,57 3384

*Fonte: KESSLER, 1981

Neste tipo de geometria, a transicdo de regime laminar para turbulento
ocorre em Reynolds em torno de 2000. Observa-se que na faixa de pressdes
avaliadas neste estudo, o regime é de transigcdo na regido posterior da valvula.
Este fato complica muito o entendimento do mecanismo de ruptura das particulas
neste tipo de homogeneizador.
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6.2.3 Gap da valvula x pressao de operacao

Inicialmente, é necessario obter uma relacdo entre o gap da valvula e a
pressao de operacao para construir a malha do fluxo do dominio e entdo modelar
o fluxo na valvula a partir de um método numérico. A queda de pressao que ocorre
€ constituida por 3 partes: uma perda na entrada, uma perda na saida e uma
perda friccional. Existem algumas correlagdes que podem ser aplicadas. Kleining e
Middleberg (1996; 1997), Stevenson e Chen (1997) e Floury et al (2004)
verificaram experimentalmente a validade das correlacées de Nakayama (1964) e
Phipps (1975) para estimar o tamanho do gap em fung¢do da pressao.

Floury et al (2004) validaram estas correlagbes em um equipamento de
homogeneizacao a ultra alta pressdao semelhante ao utilizado neste trabalho. Os
resultados obtidos demonstraram que estas correlagdes permitem obter uma boa
aproximagao da magnitude do gap a baixas pressdes (10 MPa). Kleining e
Middleberg (1996) e Steverson e Chen (1997) também provaram que estas
correlacbes fornecem boas aproximag¢des do tamanho do gap da valvula de um

homogeneizador APV-Gaulin.

Para fluxo laminar Floury et al (2004) apresentam a Equacédo 6.8 abaixo,
derivada da Equagao de Nakayama (1964).

2 2
Ap, =P Q |, 6u?|n ],p|_Q Eq. 6.8
4| 2nr h nh ) 4|2mrh

Para regime de transicdo (1000<Re<5000), os autores apresentam a
Equacao 6.9, derivada de Phipps (1975):

2 3 7/ 2
p| Q 507 (Q Y[ 1 1 p| Q
Ap=— + — | |- + =
P 4{2nreh} he (27: % % | 4| 2mh =9 6.9
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Conhecendo-se a vazao (Q) na valvula, as dimensdes da sede (r. € 1)) € as
propriedades do fluido (viscosidade p, viscosidade cinematica v e densidade p) foi

possivel estimar os valores do gap para cada uma das pressées.

No presente trabalho, apesar do regime na parte posterior da valvula ser de
transicao, optou-se por estimar o gap utilizando-se a correlagdo de Nakayama
(Equacao 6.8). Isto porque foi observado nos trabalhos citados que os valores
previstos pela mesma aproximam-se mais dos obtidos experimentalmente,
especialmente em pressdes elevadas. Apesar das velocidades serem muito altas,
o fato do gap ser extremamente estreito faz com que o regime seja
aproximadamente laminar (STEVERSON; CHEN, 1997). Segundo Kleining e
Middleberg (1996) a correlacdo de Phipps tende a superestimar a queda de
pressdao nos homogeneizadores para destruicdo de células. Os autores obtiveram
desvios da ordem de 1% entre os resultados numéricos obtidos a partir do codigo
CFD e aqueles previstos pela correlacdo de Nakayama. Este desvio foi 0 mesmo
verificado entre o0s previstos a partir do cbédigo e os dados obtidos

experimentalmente.
6.2.4 Método Numérico
6.2.4.1 Equacoes

Um aspecto extremamente importante na implementacdo de cédigos de
fluidodindmica computacional é a escolha do regime. No item 6.2.2, demonstrou-
se que o fluxo € laminar, ou no maximo de transicdo na saida da valvula.
Entretanto, era esperado que o liquido ao sair da valvula a altas velocidades se
expandisse, causando a formacao de regides de recirculacdo. Em fungdo desta
incerteza, as simulagdes foram realizadas considerando regime turbulento. Isto é
semelhante ao considerado por Floury et al (2004).

As equagbes que governam o fluxo principal sdo as equacgdes de
conservacao de massa (6.10), momento (6.11) e energia (6.12) apresentadas a
seguir. Maiores detalhes podem ser encontrados em Patankar (1980).
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aa_[iq.Vo(pU):O Eq. 6.10

opU o, Ve T
?+V (pU®U)—V (—p5+M(VU+(VU) ))+SM Eq. 6.11
oph _@Jrv.(pUhtot):vo(xVTH Se Eq. 6.12
ot ot
Onde:
p: densidade

U: vetor de velocidade (U ;)
p: presséo estatica

d: matriz identidade

u: viscosidade

Sw: termo fonte de momento
hiot: €ntalpia especifica total
A: condutividade térmica

Se: fonte de energia

Considerou-se fluido newtoniano, isotérmico, incompressivel e com
densidade e viscosidade constantes ao longo do dominio.

139



Capitulo 6

6.2.4.2 Modelo de Turbuléncia

O modelo de turbuléncia escolhido foi 0 modelo SST (shear stress transport
model) descrito por Menter (1994) e disponivel no software ANSYS CFX 10.0
utilizado nas simulagbes deste estudo. O autor apresenta detalhadamente as
equacoes envolvidas no mesmo bem como as principais vantagens deste modelo

em relacao aos demais modelos de turbuléncia.

Resumidamente, o modelo SST combina as vantagens dos modelos k-o e
k-e. O modelo SST utiliza o modelo k- nas proximidades da parede e k-¢ na
borda da camada limite e também fora da mesma. A definicdo da viscosidade
cinemética é modificada de modo a considerar o transporte da tensao principal de
cisalhamento. A formulacdo da tensdo de cisalhamento em modelos de duas
equacoes leva a superestimar valores em fluxos com gradientes de presséo

adversos.

A formulacédo na proximidade da parede (near wall treatment) é importante
na medida em que determina a precisdo da tensdo de cisalhamento e da
transferéncia de calor na parede e tem influéncia no desenvolvimento da camada
limite, incluindo o ponto de separagédo. Tal fato € de extrema importancia neste
trabalho, ja que em fung¢édo das pequenas dimensdes da véalvula, especialmente na
regido do gap, os efeitos das paredes podem ser significativos no fluxo. O modelo
SST do ANSYS CFX 10.0 tem este tipo de tratamento automaticamente. Um
modelo para baixo numeros de Reynolds que trata a sub-camada viscosa é usado
se a malha proxima a parede é refinada e a fungédo de parede é utilizada apds esta

camada.
6.2.4.3 Método Numérico e Convergéncia

O método numérico utilizado é baseado no método de volumes finitos,
sendo descrito em detalhes por Menter (1994) e no Manual do software ANSYS
CFX 10.0.
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Estabeleceu-se que todos os residuos normalizados deveriam ser inferiores
a 5 x 10, valor este considerado bastante satisfatério para os problemas de
engenharia (ANSYS CFX 10.0 User Guide, 2005).

6.2.4.4 Dominio Computacional e Malha

As malhas foram geradas através do software ANSYS ICEM CFD 10.01.
Para todas as simulagbes foram utilizadas malhas hexaédricas, compostas por
77.049 elementos e 158.082 nds. Considerou-se a simetria radial da valvula e a
geometria utilizada representa 0,1° dos 360° totais. Isto foi feito com o intuito de
diminuir o esforco computacional necessario para a resolucdo do problema. Na
regidao do gap foi utilizada uma maior concentracdo de elementos (malha mais
refinada) em fungcédo da drastica redugdo nas dimensdes da vélvula que ocorre

nesta area, como pode ser observado na Figura 6.2 a sequir.

Figura 6. 2: Malha hexaédrica utilizada

As malhas foram importadas para o software ANSYS CFX 10.0, onde foram
realizados os célculos.
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6.2.4.5 Simulacoes

As simulagdes foram realizadas utilizando-se um microcomputador PC com
processador Penthium 4 de 3 GHz e 1 Gb de meméria RAM. Com o intuito de
acelerar a convergéncia dos calculos, adotou-se a seguinte estratégia:
inicialmente as simulagbes foram realizadas considerando-se escoamento em
regime laminar. Nesta etapa utilizou-se como condi¢cao de contorno a velocidade
na entrada da valvula, 0,36 m/s, calculada em fung¢ao da vazao de 270 mL/min. Os
resultados obtidos nesta etapa foram utilizados como valores iniciais para a
segunda simulacdo realizada. Na segunda etapa, a queda de pressdo foi a
condigao de contorno aplicada e o0 modelo de turbuléncia empregado foi o SST ja
descrito. Com esta estratégia, cada uma das etapas durou aproximadamente 24
horas, sendo possivel a obtencdo dos resultados finais ap6s 48 horas de
simulacéo para cada uma das pressoes.

Considerou-se regime transiente com passo de tempo de 10 segundos.
6.3 Resultados e Discussoes
6.3.1 Calculo do gap

A Figura 6.3 apresenta os valores do gap em fungdo da pressao obtidos
partir da correlagcdo de Nakayama (Equacao 6.8). Estes valores foram utilizados
na construgdo da geometria a ser utilizada nos calculos dos perfis de velocidade
através de CFD. Conforme esperado, pode-se observar que quanto maior a
pressao aplicada, menor o tamanho do gap.
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Figura 6.3: Valores preditos pela correlagao de Nakayama para o tamanho do
gap em fungdo da queda de pressao no interior da valvula de
homogeneizagédo (considerando-se leite desnatado)

6.3.2 Simulacoes

A Tabela 6.2 apresenta os valores de pressdo obtidos numericamente na
primeira etapa de simulacdo e de vazao obtidos na segunda etapa. O desvio foi
calculado pela diferenca entre valores medidos e calculados, dividido pelo valor
medido experimentalmente, multiplicando-se por 100 para leitura em

porcentagem.

Tabela 6. 2: Resultados de presséo e vazao obtidos nas duas etapas de simulagéo

Etapa 1: Laminar Etapa 2: Turbulento
Pressao Pressao Calculada* Desvio Vazao Calculada** Desvio
(MPa) (MPa) (%) (mL/min) (%)
100 102,4 2,40 265,0 1,85
150 155,4 3,60 266,2 1,41
200 204,3 2,15 266,4 1,33
250 256,5 2,60 267,2 1,04
300 306,4 2,13 268,9 0,41

* utilizando-se vazao prescrita
** utilizando-se pressao prescrita

143



Capitulo 6

Observa-se que mesmo utilizando modelo laminar (com velocidade
prescrita na entrada), os resultados obtidos para queda de pressao ja
aproximaram-se bastante dos esperados, com desvios inferiores a 4%. Os
resultados destas simula¢des foram entdo utilizados como valores iniciais para as
simulacdes finais onde se empregou o modelo de turbuléncia SST e a pressao de
homogeneizagdo como condigdo de contorno. Neste caso, as respostas obtidas
foram as vazdes, também bastante proximas do valor obtido experimentalmente
(desvios inferiores a 2%). Estes resultados também podem ser verificados na
Tabela 6.2.

Os resultados apresentados nos itens a seguir sdo todos provenientes da
segunda etapa da simulagéo, ou seja, apds a realizagdo do calculo considerando-
se escoamento em regime turbulento. O sistema de coordenadas utilizado como

referéncia nos graficos dos proximos itens encontra-se na Figura 6.4.

x=0

- g v=0

Figura 6.4: Sistema de coordenadas utilizado
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6.3.3 Perfis de Velocidade

Quando o fluido aproxima-se da regidao do gap, extremamente estreita,
observa-se um rapido aumento na velocidade do fluido e uma correspondente
queda da pressdo. Desta forma, a pressao é convertida em energia cinética.
Segundo Floury et al (2004), diversos autores (WALSTRA, 1983; LANDER, 2000;
SMULDERS, 2000) consideram que toda a pressao transforma-se em energia
cinética. Entretanto, caso isso ocorresse no presente trabalho, a 300 MPa
corresponderia uma velocidade de 764 m/s sendo que a velocidade maxima
observada na referida pressao foi de 245 m/s na saida do gap. O que ocorre € que
a queda total de pressdo é dividida em energia cinética e perdas por atrito
(Equacao 6.8). As Figuras 6.5 e 6.6 a seguir apresentam o rapido aumento de
velocidade na entrada do gap e a queda de pressé&o observada ao longo do
mesmo (y=0).

Velocidade na Entrada do Gap

140
Entrada de Produto

120
100 ~ l|

80 - 7

60 -
40 -
20 -

0 T T T 1
2,250 2,254 2,258 2,262 2,266
X (mm)

—— 100 MPa —— 150 MPa 200 MPa 250 MPa —— 300 MPa

2,25 2,265

v (m/s)

Figura 6.5: Velocidade na entrada do gap
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Figura 6.6: Perfis

de pressao ao longo do gap

Observa-se que quanto maior a pressdao de homogeneizagéo e, portanto,

menor o tamanho do gap, maiores sao as velocidades obtidas.

A Figura 6.7 apresenta os perfis de velocidade em trés pontos diferentes ao

longo do gap para a simulagao de 300 MPa: 2,25 mm (entrada), 1,87 mm (interior)

e 1,50 mm (saida). Observa-se que os perfis de velocidade obtidos sao

aproximadamente parabdlicos e que quanto mais préximo da saida do gap,

maiores sao as veloci

dades.

250 +

200 -

150 -

v (m/s)

Velocidade Interior do Gap - 300 MPa Enirada de Produto

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
y (micro m)
X =1,50 mm X =1,87 mm X =2,25 mm

Figura 6.7: Perf

is de velocidade ao longo do gap — presséo de 300 MPa
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Na Figura 6.8 podem ser observados os perfis de velocidades na saida do
gap para as diferentes pressoes avaliadas (x=1,5 mm).

Perfis de Velocidade Radial na Saida do Gap
250 - Entrada de Produto
200 + l|
r——
% 150 - M5
E
> 100 ~
50 -
0 T T T T T T T T T 1
25 20 15 -10 -05 00 05 10 15 20 25
y (micro m)
—— 100 MPa —— 150 MPa 200 MPa 250 MPa —— 300 MPa

Figura 6.8: Perfis de velocidade na saida do gap

Conforme esperado, quanto maior a queda de pressdo, maiores sdo 0s
valores de velocidades obtidos.

A Figura 6.9 apresenta um grafico da velocidade maxima verificada a saida
do gap em funcao da pressao de homogeneizagao.

v max (m/s)

Velocidade Maxima x Pressao

250 -
y =0,4071x + 126,53
200 - R? =0,9813
150
100 T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350

Pressao (MPa)

Figura 6.9: Pressao de homogeneizagéo x velocidade maxima (saida do gap)
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O valor de R? de 0,98 obtido indica que a velocidade méaxima aumenta de
maneira linear com o0 aumento da pressao de homogeneizag¢ao, sendo que o valor
maximo obtido neste trabalho foi de 245 m/s na saida do gap nos processos a 300
MPa.

Conforme ja apresentado na introducdo deste capitulo, em
homogeneizadores do tipo APV, onde a presengca do anel de impacto é
significativa no processo, o fluido atinge o citado anel com velocidades altissimas.
No homogeneizador objeto deste estudo isto ndo ocorre. Na regido préxima ao
cone da valvula as velocidades sdo baixissimas. Isto pode ser observado na
Figura 6.10 a seguir (y=0).

. P Saida do gap
Velocidade na Saida do Gap &
250 - Entrada de Produto
200 4 - |
N v
b
% 150 - A 150
£ 1,00
> 100 -
50 -
0 T T 1
1,35 1,40 1,45 1,50
X (mm)
—— 100 MPa —— 150 MPa 200 MPa 250 MPa —— 300 MPa

Figura 6.10: Velocidade na saida do gap

Isto permite concluir que ndo existe efeito de choque do fluido contra a sede
da valvula na destruicdo de microrganismos produzida por este equipamento. Este
fato pode ser explicado pelas linhas de fluxo principal apresentadas na Figura
6.11.
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Velocity

(Streamline 1)

— 2.486e+002

1.864e+002

1.243e+002

5.214e+001

— 0.000e+000

[m s~-1]

Figura 6.11: Linhas de fluxo — simulacao a 300 MPa

As linhas de fluxo principal apresentadas na Figura 6.11 correspondem a
simulagdo de 300 MPa. Nas demais pressoes as linhas de fluxo obtidas foram
bastante semelhantes.

Na Figura 6.12 sdo apresentados os perfis de pressao na saida do gap para
as simulagdes de 100 e 300 MPa. Observa-se que quanto maior a pressao
empregada, maior é a zona de cavitagao, assinalada pela linha pontilhada branca.
Isto valida a hipétese de turbuléncia na saida do gap.
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Pressure
(Contour 2)

— 4.000e+005
3.500e+005
3.000e+005
2.500e+005
2.000e+005
1.500e+005
1.000e+005

5.000e+004

= 6. 66052669

[Pa]
Figura 6.12: Perfil de presséo na saida do gap

Os resultados apresentados neste estudo estdo bastante préximos dos
obtidos por Floury et al (2004) em trabalho semelhante, porém considerando agua
a uma vazao de aproximadamente 167 mL/min. O valor méximo de velocidade
obtido pelos autores em simulagdes considerando pressédo de 340 MPa foi cerca
de 200 m/s. Isto pode ser explicado pela vazdo consideravelmente menor do

equipamento em questao.

Na literatura diversas hipoteses sobre o mecanismo real de destruicdo das
células pelo processo de homogeneizacao a ultra alta pressdo foram levantadas.
Alguns autores propuseram a cavitacdo e as ondas de choque e impulsos de
pressao gerados no colapso das cavidades. Outros acreditam que o impacto das
células contra as paredes da valvula do homogeneizador seja a principal causa
para a ruptura das mesmas (ENGLER; ROBINSON, 1981; MOORE; HOARE;
DUNNILL, 1990), o que no tipo de homogeneizador utilizado neste trabalho n&o
ocorre. Mecanismos como turbuléncia, velocidade e magnitude da queda de
pressdo na saida da valvula ja descritos na literatura (DOULAH; HAMMOND;
BROOKMAN, 1975) provavelmente sdo o0s responsaveis pela destruicdo
microbiolégica causada pelo tipo de valvula (STANSTED) utilizado neste trabalho.
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6.4 Conclusao

O estudo dos perfis de velocidade no interior da valvula de
homogeneizagdo demonstrou que a mesma aumenta linearmente com o aumento
da pressao, atingindo seu valor maximo na saida do gap. Neste local, foi
observada a existéncia de zonas de turbuléncia, que € tanto maior, quanto maior é

a pressao de homogeneizagéao.

Uma sugestao para futuros estudos, seria modelar o que ocorre na célula
do microrganismo no processo (tensdo na parede etc) e também o efeito de
diferentes formatos de agulha nos perfis de velocidade e pressdo e também nas
zonas de cavitacdo. Além disso, seria interessante modelar a transferéncia de
calor que ocorre no interior da valvula.
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7 Efeito da Homogeneizacao a Ultra Alta Pressao (HUAP) na Cor e na
Viscosidade de Leite Cru Desnatado

Resumo

O processo de homogeneizagdo a ultra alta pressdao € uma técnica
alternativa para processamento de alimentos que vai ao encontro da crescente
demanda dos consumidores por produtos cujas caracteristicas aproximem-se das
dos produtos frescos. Neste trabalho avaliou-se o efeito do processo na cor
(L*a*b*) e na viscosidade de amostras de leite cru desnatado. A faixa de presséo
estudada foi de 100 a 300 MPa. Os resultados demonstraram que embora as
variagcdes nos parametros L*, a* e b* detectadas instrumentalmente tenham sido
estatisticamente significativas (p<0,05) na maior parte dos casos testados,
visualmente as mesmas sao imperceptiveis. Com relacao a viscosidade, apenas
as amostras processadas a 300 MPa diferiram estatisticamente das demais
(p<0,05).

Palavras-chave: homogeneizacao a ultra alta presséao, leite cru desnatado, cor,
L*a*b*, viscosidade.
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Ultra High Pressure Homogenization Effect on Color and Viscosity of Raw
Skim Milk

Abstract

Ultra high pressure homogenization is an alternative food processing
technique. As product heating is minimum, its characteristics are closer to not
processed food. At this work, the effect of ultra high pressure homogenization
process on color (L*a*b*) and viscosity of raw skim milk was studied. Pressures
varied from 100 to 300 MPa. Results showed that although variations on L*, a* and
b* parameters were statistically significant (p<0.05) at the majority of samples
analyzed, visually this was not verified. Only viscosity of samples processed at 300
MPa differed in a statistically significant way from the others (p<0.05).

Key-words: Ultra high pressure homogenization, raw sim milk, color, L*a*b*,

viscosity.
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7.1 Introducao

A crescente preferéncia dos consumidores por produtos processados com
caracteristicas as mais préximas possiveis dos produtos frescos levou os
processadores de alimentos a procurar alternativas de processos nao térmicos
que combinassem reducdo eficiente da populagdo microbiana com maxima

retencéo das propriedades quimicas, fisico-quimicas e sensoriais dos produtos.

O processo de homogeneizagédo a ultra alta pressdo é usado na industria
farmacéutica, cosmética, quimica e de alimentos no preparo ou estabilizacdo de
emulsdes e suspensdes ou para criar alteragdes fisicas, como mudancas de
viscosidade nos produtos. Para aplicacées que exigem um alto grau de dispersao,
pressdes acima de 200 MPa estdo sendo investigadas. Outra aplicacdo do
processo € a ruptura celular de leveduras ou bactérias para a obtencdo de
produtos intracelulares, tais como proteinas (WUYTACK et al, 2002). O
desenvolvimento de aplicacées do processo de homogeneizagdo a alta pressao
permitiu ainda a utilizagcdo do mesmo como método de preservagdo, na medida
em que causa inativagdo microbiana (DIELS et al, 2004).

No caso do leite, produto extremamente susceptivel a deterioracéo
microbiolégica em funcéo das caracteristicas intrinsecas (pH, atividade de agua e
composi¢ao), o processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo é uma
alternativa ao processo de pasteurizagdo, na medida em que promove a redugao
da carga microbiana sem expor o produto a temperaturas elevadas por tempos
excessivamente longos (PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI, 2004; PINHO;
FRANCHI; CRISTIANINI 2005a; PINHO; FRANCHI; CRISTIANINI 2005b; HAYES;
FOX; KELLY, 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do processo de
homogeneizacdo a ultra alta pressdo na cor e na viscosidade de leite cru
desnatado.
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7.2 Material e Métodos
7.2.1 Amostra

Na realizagdo dos ensaios foi utilizado leite cru desnatado (0,48 + 0,04 %
de gordura) doado pela empresa Malibu situada em lItatiba-SP.

7.2.2 Equipamento

O equipamento utilizado foi um homogeneizador continuo de ultra alta
pressado (nG7400H:350 - Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra). O mesmo
opera com pressoes entre 0 e 300 MPa e tem uma vaz&o de aproximadamente
270 mL/min.

O homogeneizador € dotado de dois pistdes intensificadores com
acionamento hidraulico a 6leo, movidos por um motor que aciona uma bomba que

gera a pressurizagao necessaria no fluido, controlada por uma véalvula manual.

Ap6s a passagem pelos pistdes, o fluido pressurizado passa por uma
valvula de retencdo que realiza o desvio do fluido conforme o fluxo de
pressurizagdo necessario. O fluido é conduzido para uma valvula de
homogeneizacéo, na qual ocorre a expansao adiabatica do mesmo, que retorna a
pressdo ambiente. Imediatamente apds esta valvula, o fluido passa por um
trocador de calor, com circulagdo externa de agua a temperatura ambiente, de
forma que, no final do trocador, atinja uma temperatura préxima a temperatura

ambiente.

Para facilitar o processamento, foi acoplado ao homogeneizador um
sistema de alimentagdo composto por duas vélvulas de abertura e fechamento, de
modo a permitir alternar agua e produto. O processo era iniciado utilizando-se
agua para eliminar o ar do sistema e estabilizar a pressédo de processo. Alcangado
o regime, a valvula de alimentagdo foi aberta iniciando-se a alimentacao do
produto. A estabilizacdo de pressao foi realizada fazendo-se circular dgua no
interior do equipamento para que ndo houvesse desperdicio de amostra. Apés 90
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segundos da abertura da alimentacao de produto foi realizada a coleta da amostra
tratada.

O tempo de residéncia do fluido no interior do equipamento é de cerca de
40 segundos, incluindo o trocador de calor. Padronizou-se a retirada das amostras
somente apos 90 segundos para garantir que ndo houvesse nenhum efeito de
diluicdo da amostra devido ao fato da estabilizacdo do equipamento ter sido

realizada com agua.

O equipamento apresenta trés termopares para controle de temperatura,
posicionados nos seguintes pontos:

Ty — Entrada da valvula de homogeneizacao;
T, — Saida da valvula de homogeneizag¢ao/entrada do trocador de calor;
T3 — Saida do trocador de calor.

A funcao dos termopares era monitorar o produto sendo tratado e certificar-
se que a temperatura nao influiu nas eventuais alteracées de cor e viscosidade

verificadas.

Apoés a coleta das amostras, o equipamento foi despressurizado e iniciou-se
a limpeza da seguinte maneira: inicialmente fez-se circular agua destilada por
cerca de 20 minutos, a seguir utilizou-se soda 2,5% também por 20 minutos, apds
o que foi feito enxagie com agua. Apd6s remogao da soda (monitorada pela
utilizacdo de papel indicador), o equipamento foi preenchido e permaneceu com
etanol 70% até a realizac&do do prdéximo experimento.

7.2.3 Processos Realizados

O leite cru foi mantido sob refrigeracédo até a realizacdo dos experimentos.
Foram realizados ensaios a 100, 150, 200, 250 e 300 MPa. Os ensaios foram
realizados em triplicata.
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7.2.4 Cor

Amostras de leite cru desnatado antes e apdés o processo de
homogeneizagdo a ultra alta pressao foram analisadas com relagdo a cor
utilizando-se o sistema Cielab (L*a*b*). As determinacdes foram feitas utilizando-
se o espectrofotdbmetro de cor modelo COLORQUEST Il da HunterLab disponivel
no Laboratério de Instrumentacdo do Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Unicamp. Foram utilizados o iluminante Dgs € angulo de observagéo de 10°. O
modo de calibragéo foi Reflectancia RSIN (especular incluida) e as determinagdes

foram feitas em uma cubeta de 20 mm.
7.2.5 Viscosidade

A viscosidade das amostras de leite cru desnatado submetidas ao processo
de homogeneizagao a ultra alta press@o nas pressdes 100, 150, 200, 250 e 300
MPa foi determinada utilizando-se o viscosimetro Brookfield DV-III Rheometer
V3.0 LV com o spindle SC4-18 do Laboratério Geral do Departamento de Ciéncia
de Alimentos da Unicamp. A determinacgao foi feita variando-se a rotagédo de 150 a
250 rpm em 5 minutos. Esta faixa foi escolhida de modo a manter o torque sempre
superior a 10%. Foi determinada ainda a viscosidade de uma amostra controle, ou
seja, uma amostra de leite cru desnatado ndo submetida ao tratamento. As
amostras foram analisadas a 20°C.

7.2.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o software
STATISTICA 5.0 através de ANOVA e teste de media (Tukey).
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7.3 Resultados e Discussoes
7.3.1 Cor

Os valores obtidos nas andlises de cor sdo apresentados na Tabela 7.1.

Tabela 7.1: Efeito do processo de HUAP nos pardmetros L*, a*, b*

Pressao (MPa) Meédia* DP CV (%)

Controle 81,332 0,26 0,32

100 81,17* 0,13 0,17

P 150 80,64° 0,08 0,10
200 79,72° 0,25 0,31

250 79,12¢ 0,12 0,15

300 79,17° 0,11 0,13

controle 3,902 0,04 1,04

100 3,862 0,03 0,79

o* 150 -3,96° 0,03 0,77
200 -421° 0,02 0,49

250 -4.47% 0,03 0,56

300 -4,45° 0,01 0,13

controle 5,052 0,15 2,92

100 5042 0,10 1,89

b* 150 4,81*° 032 6,57
200 4,30°¢ 0,39 9,02

250 4,16° 0,01 0,14

300 4,06° 0,02 0,51

* valor médio do parametro avaliado obtido em trés ensaios -
valores sem letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)
Conforme pode ser observado na Tabela 7.1, nos trés parametros
analisados de modo geral quanto maior a pressdo de homogeneizacédo aplicada
maior foi a diminuigdo no valor do mesmo. A andlise estatistica dos dados (Tukey,

p< 0,05) revelou que nédo existem diferencgas significativas entre a amostra controle
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e as amostras processadas a 100 MPa em nenhum dos parametros analisados. Ja
as amostras processadas 250 e 300 MPa néo diferiram entre si, mas diferiram das
demais também em todos os parametros avaliados. Entretanto, as diferengas
entre os valores dos parametros L*, a* e b* mesmo que estatisticamente
significativas, foram muito pequenas, ndo sendo observadas visualmente. Isto é
semelhante ao reportado por Hayes, Fox e Kelly (2005) e pode ser considerado
extremamente positivo para uma possivel aplicagdo comercial do processo, ja que
diferengas pronunciadas na cor do produto poderiam levar a rejeicdo do mesmo

por parte do consumidor.
7.3.2 Viscosidade

A Tabela 7.2 apresenta os dados obtidos nos ensaios de determinagéo da
viscosidade.

Tabela 7.2: Efeito do processo de HUAP na viscosidade de leite cru desnatado

Viscosidade (cP)
Pressao (MPa)
Processo

Controle 100 150 200 250 300

1 1,86 1,76 1,73 1,78 1,90 2,26

2 1,89 1,88 1,88 1,95 2,01 2,29

3 1,91 1,93 1,89 1,92 2,05 2,35
Média* 1,89° 186" 1,83° 1,88  1,99° 2,30°
DP 0,03 0,09 0,09 0,09 0,08 0,05
CV (%) 1,33 4,71 4,89 4,82 3,91 1,99

* valor médio do paradmetro avaliado obtido em trés ensaios -
valores sem letras em comum diferem estatisticamente (p<0,05)

Testes estatisticos revelaram que ndo existem diferencas significativas a
um nivel de significancia de 95% (Tukey, p<0,05) entre a amostra controle (sem
processar) e as amostras submetidas ao processo de homogeneizacao a ultra alta
pressdo na faixa de pressdées de 100 e 250 MPa. Apenas as amostras
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processadas a 300 MPa diferiram estatisticamente das demais, sendo que foi

observado um ligeiro aumento no valor da viscosidade.

N&o foram encontrados na literatura resultados que pudessem ser
diretamente comparados com os obtidos neste trabalho.

Lee e Sherbon (2002) avaliaram o efeito da homogeneizacao (20 MPa) na
viscosidade de leite cru integral. Os autores ndo detectaram diferencas
significativas (p<0,05) entre amostras de leite cru e de leite processado.

Musa e Ramaswamy (1997) avaliaram o efeito da alta pressao hidrostatica
na faixa de 200 a 400 MPa na viscosidade de leite cru fresco. Os autores
verificaram um ligeiro, porém n&o substancial, aumento da viscosidade na faixa de

pressao avaliada.
7.4 Conclusao

O processamento de leite desnatado por homogeneizacdo a ultra alta
pressdo causou alteracbes significativas (p<0,05) nos parametros L*, a* e b*,
entretanto, estas diferencas ndo foram perceptiveis visualmente. A viscosidade
também praticamente néo foi alterada na faixa de presséo estudada (100 a 300
MPa), sendo que apenas nos processos realizados a 300 MPa foi verificado um

ligeiro aumento.
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CONCLUSAO

Considerando-se os resultados apresentados neste trabalho foi possivel

concluir que:

O processo de homogeneizacdo a ultra alta pressdo foi capaz de causar
inativacdo da carga total de células vegetativas inoculada (10° - 107 UFC/mL)
em leite.

Pressbes da ordem de 200, 250 e 260 MPa foram capazes de inativar a carga
inoculada (10° - 10" UFC/mL) de Pseudomonas fluorescens, Listeria innocua e

Lactobacillus helveticus, respectivamente.

O processo de homogeneizagédo a ultra alta pressédo nao foi capaz de causar
qualquer reducdo nas contagens de esporos de Bacillus stearothermophilus
em leite desnatado UHT tdo pouco de diminuir de maneira estatisticamente
significativa (p<0,05) a resisténcia térmica dos mesmos.

Pressdes da ordem de 300 MPa nao causaram redugdes nas contagens de
Clostridium sporogenes.

Pressbes de até 250 MPa causaram apenas pequenas altera¢des na atividade
enzimatica da fosfatase e nos processos a 270 MPa a enzima foi totalmente

inativada.

Em toda a faixa de pressfes estudada (100 a 300 MPa) nao foi observada
inativacdo total da enzima lactoperoxidase, sendo que a maior reducao da
atividade da mesma ocorreu a 300 MPa, onde se observou uma reducao de
28,48% no valor da atividade enzimatica.

Pressdes da ordem de 300 MPa causaram uma reducdo de 72,50% na
atividade da protease produzida por Pseudomonas fluorescens.

O calculo dos perfis de velocidade no interior da valvula de homogeneizacao a
ultra alta pressdo demonstrou que a maxima velocidade € atingida na saida do
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gap da vélvula, onde foram observadas regides de cavitagdo, especialmente a
pressées mais elevadas. O maximo valor de velocidade obtido foi 245 m/s nos
processos a 300 MPa.

O processamento de leite cru desnatado por homogeneizacdo a ultra alta
pressdo causou alteragoes significativas (p<0,05) nos parametros L*, a* e b*,
entretanto, estas diferencas ndo foram perceptiveis visualmente.

A viscosidade praticamente nao foi alterada na faixa de presséo estudada (100
a 300 MPa), sendo que apenas nos processos realizados a 300 MPa foi
verificado um ligeiro aumento.

A tecnologia de processamento de leite por homogeneizacdo a ultra alta
pressao pode ser uma alternativa a industria de laticinios para aumentar a vida
de prateleira durante a estocagem de leite cru anterior a processos de
producédo de leite UHT, queijos, achocolatados e outros produtos na medida
em que diminui consideravelmente as contagens de células vegetativas
presentes no mesmo além de reduzir a protedlise devido a acédo da protease
produzida por Pseudomonas fluorescens.

Sugestoes para Futuros Estudos

Avaliar o efeito da atividade proteolitica da enzima produzida por
Pseudomonas fluorescens a partir de um método mais preciso do que o
utilizado neste estudo.

Modelar através de CFD o que ocorre na célula do microrganismo no processo
(tensé@o na parede etc) e também o efeito de diferentes formatos de agulha nos
perfis de velocidade, pressao e zonas de cavitacao.

Avaliar ainda a transferéncia de calor que ocorre no interior da valvula.
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