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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar o desempenho de um sistema asséptico
piloto para a producgéo de leite UHT (Ultra Hight-Temperature), com capacidade de
1.000 L/h, em embalagens flexiveis institucionais do tipo Bag-in-box (BIB). As
embalagens estudadas eram compostas de um filme de polietileno de baixa
densidade (PEBD) e um filme de polietileno tereftalato metalizado (PETmet), com
volume de 2.000 mL, desenvolvido especialmente para o envase asséptico de
produtos lacteos. Leite cru refrigerado tipo A foi utilizado como matéria-prima. O
envase do leite UHT foi realizado através de uma dosadeira semi-automatica
dentro de uma Sala Limpa ISO posicionada sobre o bocal de enchimento das
embalagens. O sistema foi avaliado através da identificagdo e monitoramento de
pontos de controle do processo, testes de esterilidade comercial, analises
sensorial e fisico-quimica do produto, bem como avaliagbes da embalagem. O
desempenho das embalagens BIB foi avaliado através de ensaios de
caracterizacao, integridade do sistema e estudos de estabilidade microbiana e
testes de efetividade de esterilizacdo. As embalagens foram esterilizadas com o
uso de radiacao ionizante (gama), com dose de 15 kGy. Os ensaios foram
conduzidos através da producao de 4 lotes experimentais de leite UHT, obtido em
trocador de calor a placas (140 € por 5 s). A taxa de defeito encontrada nos
testes de esterilidade comercial variou entre 0 e 6,7%, sendo que a principal causa
de defeitos foi associada aos problemas inerentes a operacionalidade da linha,
como falhas nas vedacoes das juncdes de tubulacbes e bombas centrifugas. Os
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resultados da avaliacdo dos pontos de controle do processo e embalagem
indicaram um bom desempenho do sistema, justificado pela auséncia de micro-
organismos viaveis. O leite UHT acondicionado nas embalagens BIB teve sua vida
de prateleira estimada em até 27 semanas de estocagem, valor este muito
superior quando comparado as amostras controle de leite UHT comercial,
acondicionado em embalagens laminadas cartonadas, que teve sua vida de
prateleira estimada em 19 semanas. A diferenca de estabilidade fisico-quimica,
microbioldégica e sensorial entre as amostras processadas e a comercial foi
associada as propriedades de barreira das estruturas das embalagens a luz e ao
oxigénio, bem como pela qualidade da matéria-prima utilizada. O sistema
asséptico piloto avaliado correspondeu as expectativas de desempenho e atendeu
aos requisitos estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Concluiu-se que o sistema
apresenta potencial para utilizacao por industrias de laticinios visando atender o
mercado institucional de leite longa vida.
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ABSTRACT

The aim of this research was to evaluate the performance of an aseptic pilot
system for the production of Ultra High Temperature (UHT) milk, with 1.000 L/h
capacity, filled in flexible institutional packages Bag-in-box (BIB) type. The BIB
packages were constructed with one layer of low density polyethylene film (LDPE)
and another one of metalized polyethylene terephthalate film (PETmet), with 2.000
mL capacity, specially developed for the aseptic filling of dairy products. Type-A
milk was used as raw material and the UHT milk filling was made by a semi-
automatic machine located inside a ISO Clean room. The system was evaluated by
the identification and monitoring of the control points during the process and also
by commercial sterility tests, sensorial and physical-chemistry analysis and
packages evaluations. The BIB packages were sterilized by gamma radiation with
minimum doses of 15 kGy. The assays were conducted by the production of 4
experimental batches processed in a plate heat exchanger (140 /5 s). The defect
rates founded were between 0 and 6.7% and these values can be explained by
problems linked to the pilot plant operation, like failures in the connections of pipes
and centrifugal pumps. The results of the control points evaluation and also BIB
packages showed a good performance of the entire process, justified by the
absence of viable microorganisms. The milk filled in BIB packages targeted until 27
weeks of shelf life, a superior value when it was compared to the commercial UHT
samples, which targeted just 19 weeks. The difference of physical-chemistry,

microbiology and sensory stability between the processed samples and the

XV



commercial one was associated to the oxygen and light barriers properties and
also to the raw milk quality used during the processes. The pilot aseptic system
evaluated attended to the Codex Alimentarius requirements and it could be
concluded that the system showed potential for application in dairy industry in view
of the long life milk institutional market.
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Introdugéo

1- INTRODUCAO

O Brasil esta entre os dez maiores produtores de leite do mundo, sendo que
a maior parcela de leite comercializado é do tipo longa vida ou UHT (Ultra High
Temperature). Entretanto, no que se refere ao consumo per capita, ocupa a 65°
posicdo mundial, com apenas 161 L/habitante ao ano segundo a Food and
Agriculture Organization (FAO-United Nations) (SOARES, 2010; TRIBUNA DO
NORTE, 2011). Na década de 1990, a producao nacional saltou de 11,6 bilhdes
para 21,3 bilhdes de litros anuais, sendo que no mesmo periodo o leite mais
consumido era o do tipo C, empregado como matéria-prima tanto para o
pasteurizado quanto para o longa vida e bebidas lacteas (DE MARTINO, 2001;
ABLV, 2009). Na situacdo atual, o leite mais consumido no pais € o longa vida,
entretanto, o fato marcante da ultima década no pais foi o crescimento desse
mercado de 20,20% em 1994, para 74,6% em 2009, conforme estatisticas da
ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DE LEITE LONGA VIDA (2010).

Este crescimento no consumo do leite UHT pode ser justificado pela
crescente necessidade de produtos que proporcionem maior conveniéncia e
praticidade ao consumidor final, devido, principalmente, a escassez de tempo.
Sendo assim, esse fato tornou o leite longa vida um balizador do mercado de
lacteos, pelo expressivo volume comercializado e pelas facilidades que esse
produto oferece na sua manipulacdo e a organizacao dos agentes econémicos
(ABLV, 2009; 2010; SOARES, 2010; TRIBUNA DO NORTE, 2011).

1
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Introdugéo

O leite UHT foi introduzido no Brasil em 1972, mas até o inicio dos anos 90
representava, apenas, cerca de 5% do mercado de leite fluido legalizado. Alves
(2008) atribuiu esta pequena parcela de mercado ao desconhecimento do produto
pelo consumidor e ao “desinteresse” das padarias - principal canal de vendas do
leite fluido na época - em comercializa-lo. Além disso, a capacidade industrial
instalada era baixa. Ja Orbell (1980) afirmou que o mercado consumidor
americano nao era acostumado com o leite longa vida ha alguns anos atras e,
embora testes de esterilidade comercial e testes sensoriais indicassem a boa
qualidade do leite UHT, os consumidores ndo aceitaram o produto. Com a
liberacdo de mercado pelo governo, iniciada em 1992, ocorreu uma concentracao
do setor de laticinios e um aumento da importadncia dos supermercados na
distribuicdo de alimentos, que passaram a comercializar o leite UHT a precos
competitivos ao leite pasteurizado. Isso possibilitou um crescimento acelerado do
consumo do leite UHT no pais. Nesse cenario, destaca-se também a opcéo do
consumidor por um produto de maior conveniéncia na periodicidade de compra e
estocagem.

O sistema asséptico, no entanto, nao é uma tecnologia atual ou moderna.
Estudos sobre este tema vém sendo realizados desde o inicio do século XX, com
0S mais variados tipos de alimentos. De fato, constituem um dos setores mais
dindmicos e promissores da industria de alimentos (SZEMPLENSKI, 2005). Nos
Estados Unidos existem 28 sistemas assépticos comerciais diferentes, sendo que
na década de 1980 o numero de sistemas era o dobro do atual e, somente no
periodo entre 1999 e 2005, foram criados 10 novos sistemas (BRODY, 2006). No
Brasil, o mercado é praticamente dominado por uma uUnica empresa, a pioneira
Tetra Pak Ltda, a maior empresa mundial em sistemas assépticos. Outra empresa
que vem atuando no mercado nacional, mas de forma restrita desde 1997, é a
DuPont S.A. cuja embalagem utilizada € uma bolsa plastica parecida com a
tradicional almofada do leite pasteurizado, mas formado por uma estrutura flexivel
multicamadas. A Sig Combibloc S.A., principal concorrente internacional da Tetra
Pak, ampliou a sua atuagdo no mercado sul-americano em 2005. O Brasil foi
priorizado com a implantacdo em 2009 de uma fabrica de embalagens no Parana,

2
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Introdugéo

ja que representa cerca de 70% do mercado sul-americano de embalagens
laminadas flexiveis de aluminio, cartdo e plastico (SIG.BIZ, 2008).

No segmento de embalagens assépticas de alta capacidade, encontram-se
as embalagens institucionais do tipo Bag-in-Box, também chamadas de BIB. Tais
embalagens vém ganhando espaco em todo o mundo, inclusive no Brasil, com
novas aplicacdes surgindo a cada dia. Os produtos acondicionados neste tipo de
embalagem podem se apresentar sob diferentes volumes, indo desde aquelas
com pequenos volumes (8 a 5 L), adequadas aos consumidores na linha
institucional para restaurantes, hotéis, bares e escolas, passando pelos BIB de
200 a 1.200 L, para volumes em escala industrial. Uma empresa dos Estados
Unidos que comecou sua operacdo latino-americana, ha aproximadamente 13
anos, € a Scholle Ltda que oferece solugbes em embalagens e equipamentos de
envase para produtos liquidos. A Scholle é hoje a empresa que tem maior
participacdo no mercado de BIB no pais, atuando principalmente em embalagens
de pequeno volume para vinhos e embalagens industriais de alta capacidade de
1.200 L. Destaca-se, também, neste mercado a empresa brasileira Embaquim
Industria e Comércio Ltda que ja atua ha mais de 25 anos no segmento de BIB
com bolsas de 1 a 1.200 L, compativeis com o sistema de envase a quente (hot
filling). Ainda no campo das embalagens BIB para a linha de assépticos,
encontram-se no mercado brasileiro as empresas Conteflex, Krest International,
Depall, Longa Industrial e Tropical Foods Machinery Ltda (PARDI, 2006; SOUZA,
2008; PEREIRA, 2008).

As vantagens dos produtos estaveis a temperatura ambiente transformaram
o0 mercado de sistemas assépticos em um negécio atrativo. No entanto, existem
barreiras consideraveis a entrada e permanéncia nesse mercado, tais como a
complexidade inerente aos sistemas, os investimentos demandados em pesquisa
e desenvolvimento e a competitividade empresarial. A concepcdo do sistema
proposto nesse trabalho primou pela simplicidade, visto a necessidade de se
adquirir experiéncia e otimizar o capital dispensado em desenvolvimento e
operacao. A verificacdo de desempenho desse sistema visou provar que 0 mesmo

funciona conforme condi¢des estabelecidas, ou seja, de forma eficaz e eficiente.
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De acordo com Bernard et al. (1990), num sistema asséptico esses procedimentos
incluem: consideracbes quanto as caracteristicas do produto, equipamentos e
embalagens, os pontos de controle, a produtividade e taxa de ndo-esterilidade
estabelecida, assim como a legislacao pertinente, dentre outros aspectos.

O sistema estudado podera atender as industrias de laticinios de pequeno a
grande porte, bem como a cadeia consumidora de produtos institucionais, que
demanda embalagens de maior volume. O sistema também podera ser uma
alternativa para as empresas de produtos lacteos, pois 0s sistemas assépticos
comerciais requererem um grande volume de produto para se tornarem viaveis
tecnicamente. Além disso, o sistema podera ser utilizado na producao de produtos
com vida de prateleira estendida (extended shelf-life - ESL). O leite com vida de
prateleira estendida ou superpasteurizado, trata-se basicamente de produto
produzido com matéria-prima de boa qualidade, tal como a do leite tipo A, que é
submetido a um tratamento térmico intermediario entre a pasteurizacao rapida e a
esterilizacdo rapida (UHT), acondicionado em um sistema semi-asséptico e
estocado sob refrigeracdo. Na Australia, Canada, Estados Unidos e em alguns
paises Europeus esse produto apresenta uma vida de prateleira variando entre
duas semanas a dois meses (RAKIN, 2002).

Dada a limitada legislacdo existente para sistemas assépticos no Brasil, o
presente trabalho também podera servir como subsidio para o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelecer instrumentos legais especificos
para os atuais e futuros sistemas. O principal documento internacional que pode
ser utilizado para sistemas assépticos é o cddigo de praticas higiénicas para
alimentos de baixa acidez processados e acondicionados assepticamente, do
Codex Alimentarius (1993a).

Deste modo, esta proposta de pesquisa visa também transferir tecnologias
para industrias brasileiras de alimentos liquidos, além de fomentar novas
pesquisas, dando continuidade a linha de pesquisa em sistemas assépticos e
consolidar a atual infra-estrutura da Faculdade.
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2- OBJETIVOS

e Avaliar um sistema asséptico piloto para leite longa vida em embalagens
institucionais do tipo Bag-in-box (PETmet/PEBD), visando atender a demanda
atual das industrias de leite pasteurizado;

e Verificar o desempenho do sistema piloto através da identificacao e
monitoramento sistematico de pontos de controle do processo;

e Estimar a vida de prateleira do leite, através de testes de esterilidade
comercial, andlises sensoriais e fisico-quimicas;

e Avaliar a adequacao do sistema de embalagem com relagdo a vida de
prateleira necessaria para a comercializacdo do produto.
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3- REVISAO DE LITERATURA

3.1- Sistemas Assépticos

Sao aqueles que fazem referéncia ao sistema como um todo, incluindo o
processamento asséptico do produto e de embalagem, bem como o enchimento
em area limpa ou zona asséptica (HOLDSWORTH e RICHARDSON, 1992). Os
processos modernos de acondicionamento visam o aumento do tempo de vida de
prateleira do produto, a reducdo do uso de conservadores quimicos e da
necessidade de refrigeracdo. Neste contexto, as técnicas de assepsia, que séo
basicas para a industria farmacéutica, vém sendo cada vez mais empregadas no
setor alimenticio (PETRUS, 2004).

A tecnologia asséptica tem cerca de 80 anos, com desenvolvimento a partir
de 1927 na American Can Company, sob a coordenacdo de C. Olin Ball
(MITCHELL, 1988). Entretanto, a sua aplicacdo em grande escala comercial e a
diversificacado dos produtos tem ocorrido nas ultimas décadas. No Brasil, por
exemplo, o leite ultra high-temperature (UHT) foi introduzido em 1972, mas até o
inicio dos anos 90 compreendia, apenas, cerca de 5% do mercado de leite fluido,
dominado pelo leite pasteurizado em embalagens flexiveis. Depois de uma
década, o produto passou a representar mais de 70% do mercado, estimado
atualmente em cinco bilhdes de litros de leite fluido ao ano ou de embalagens
laminadas cartonadas (ABLV, 2010). A Figura 1 apresenta o comportamento do

mercado de leite fluido no Brasil. Ademais, os produtos assépticos, que até a
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década de 1980 ficavam limitados principalmente aos sucos e leites,
diversificaram as opg¢des nas prateleiras dos mercados, incluindo alimentos

particulados com carnes e vegetais.

=0=Total de leite fluido 6660 6743

=0O=Leite Longa Vida 6.352

5.39
5080 5125 5.230
4.720

5.993
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mercado (%)
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ura 1- Mercado de leite fluido no Brasil em 1.000.000 de litros.
Fonte: Adaptado da Associacao Brasileira das Industrias de Leite Longa Vida — ABLV
(2010).

Segundo o Codex Alimentarius (1993b), os sistemas assépticos, também
denominados processamento e acondicionamento asséptico, sdo definidos como
o processamento de um produto comercialmente estéril e acondicionamento numa
embalagem esterilizada, seguido de fechamento hermético e estéril, de maneira a
prevenir a recontaminacao microbiolégica do produto e atingir a esterilidade
comercial. O envase é realizado em um ambiente estéril, conhecido como Zona
Asséptica. Nesse ambiente é realizada a insuflacdo de ar estéril, para a obtencao
de pressao positiva na regido de enchimento (BRODY e MARSH, 1997).

Esses requerimentos sdo particularmente importantes para alimentos com
pH > 4.6 e atividade de agua > 0,85 (alimentos de baixa acidez). Nem todos os
equipamentos de processamento empregados no mercado sao capazes de
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disponibilizar produtos de baixa acidez comercialmente estaveis. Tal capacidade é
determinada por testes microbiolégicos para validar a esterilizacdo e o0s
requerimentos de manutencdo da esterilidade comercial, sendo que os
equipamentos validados para os produtos de baixa acidez também podem ser
utilizados para o envase de produtos de alta acidez (BRODY e MARSH, 1997).

A Figura 2 representa um esquema simplificado do sistema asséptico.

Produto Embalagem
N \ ________ z 7~
Esterilizacdo // \\ Esterilizagdo

Envase e Zona
selagem 5 '—/ asséptica
Produto
assepticamente
embalado

Figura 2- Esquema simplificado de um sistema asséptico.
Fonte: adaptado de Sig.Biz (2008).

Pflug (1987a) propbs uma abordagem quantitativa para a especificagao do
produto ou processamento, que indica o nivel de micro-organismos criticos num
determinado numero de embalagens, em termos da probabilidade de unidades
nao-estéreis (PUNE). Esse parametro é definido como a relacdo entre o niumero
de embalagens nao-estéreis e o total de embalagens produzidas, sendo
estabelecido em funcéo de diversos fatores, incluindo: a legislagdo; a natureza do
produto; a politica de qualidade empresarial; a concorréncia de mercado e; o tipo
de consumidor alvo. Os valores de PUNE para sistemas assépticos podem
apresentar-se nos seguintes niveis: 1:100 - inaceitavel; 1:1.000 - realistica;

9
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Reviséo de Literatura

1:10.000 - ambiciosa; 1:100.000 - dificilmente atingivel; 1:1.000.000 — impraticavel
(VON BOCKELMANN, 1991).

3.2- Especificacoes Assépticas

As especificagcdes assépticas (scheduled process), segundo o Codex
Alimentarius (1993a), significam todas as condi¢cdes necessarias para alcancar e
manter a esterilidade comercial dos elementos de um sistema asséptico. Esses
elementos incluem: produto; superficies de contato do produto; material de
embalagem; gases e equipamento. O estabelecimento das especificacdes
assépticas deve ser executado por pessoas qualificadas em processamento e
acondicionamento asséptico, ou seja, especialistas, e que disponham de uma
infra-estrutura adequada para realizacdo das determinacdes necessarias.

O estabelecimento das especificacoes assépticas deve ser efetuado por
pessoas qualificadas ou organizagdes com infra-estrutura adequada, que atuem
como autoridades em processos. Na industria, as especificacbes assépticas
devem estar documentadas e prontamente acessiveis para consulta, pelos
responsaveis pelo sistema ou autoridades dos 6érgaos oficiais de jurisdicao,
consistindo num instrumento genérico para andlise do sistema (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993b). Essa documentacdo, preferencialmente, deve ser
aprovada, datada e assinada pela autoridade em processo, responsavel pela
operacao, responsavel legal e proprietario do estabelecimento, firmando o
compromisso de implementacdo, monitoramento, avaliacdo, registro e
manutencao das especificacoes.

Os operadores do sistema devem estar sob a supervisdo de uma pessoa
treinada, que conheca os principios do processamento e embalagem asséptica
(CODEX ALIMENTARIUS, 1993b). A legislagdo americana determina que o
supervisor seja satisfatoriamente aprovado em um curso de instrugdes sobre
operacao de autoclaves e sistemas assépticos, assim como inspecdo do
fechamento de embalagens (USFDA, 2009a; 2009b). No Brasil, esse curso vem
sendo ministrado pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos - Campinas, SP.
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Nos Estados Unidos, os sistemas assépticos de produtos de baixa acidez e
acidificados sob jurisdicdo da Food and Drug Administration (FDA), sdo analisados
através de documentos de registro de processo (process filling). Existem dois tipos
de documentos de registro, um para sistemas assépticos de produtos de baixa
acidez, apresentado no Anexo | (USFDA, 2008a), e outro para todos os métodos
de conservacao de produtos comercialmente estéreis, exceto sistemas assépticos
de baixa acidez, apresentado no Anexo Il (USFDA, 2008b). Adicionalmente, a
USFDA exige uma documentacao com especificacdes dos equipamentos, fatores
criticos e controles dos sistemas assépticos, apresentada no Anexo Il (USFDA,
2001). Outras informagdées podem ser requeridas, incluindo o relatério da
validacao de processo em novos sistemas assépticos. Esses documentos devem
ser providenciados por todos os processadores de alimentos que comercializam
produtos nos Estados Unidos, servindo para identificacdo de perigos potenciais a
saude publica e para monitorar o cumprimento da legislacdo. A USFDA
disponibiliza um guia de instrucées, em formato eletrénico, para preenchimento de
cada documento de registro (USFDA, 1997).

Os produtos nao incluidos nas regulamentagdes da FDA para alimentos de
baixa acidez em embalagens herméticas sdo os seguintes (USFDA, 1997; 2009a;
2009b):

e Alimentos &cidos, com pH normal ou natural < 4,6;

e Bebidas alcodlicas;

e Alimentos fermentados, com reducao do pH para 4,6 ou menos, pela agéo de
micro-organismos produtores de acidos;

e Alimentos processados sob a jurisdicdo do programa de carnes e frangos da
United States Department of Agriculture (USDA);

¢ Alimentos com atividade de 4gua < 0,85;

¢ Alimentos que ndo sao termicamente processados;

e Alimentos que ndo sdo acondicionados em recipientes hermeticamente
fechados;

e Alimentos estocados, distribuidos e comercializados sob refrigeracao, sendo

visivelmente rotulados com informagdes como, mantenha refrigerado;
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e Tomates e produtos derivados, com pH final de equilibrio < 4,7.

Os produtos nao incluidos nas regulamentacées da FDA para alimentos
acidificados sao (USFDA, 1997; 2009a; 2009c):

¢ Alimentos acidos, com pH normal ou natural < 4,6;

e Alimentos acidos que contém uma pequena quantidade de alimentos de baixa
acidez e cujo pH final de equilibrio ndo difere significativamente do componente
predominante;

e Bebidas alcodlicas;

e Bebidas carbonatadas;

¢ Alimentos fermentados;

¢ Alimentos com atividade de 4gua < 0,85;

e Geléias, conservas de frutas e produtos similares.

3.3- Esterilidade Comercial
3.3.1- Esterilizacao de produto

Visa a destruicdo ou inativacdo de enzimas e micro-organismos, incluindo
seus esporos, que podem causar alteracdes indesejaveis ao produto, podendo
incluir desde modificagcbes no aroma e sabor até a producdo de toxinas. A
esterilizagdo térmica, ultra filtracdo, irradiacdo e utilizacdo de altas pressdes
figuram entre as principais tecnologias aplicadas para garantir tal condicao
(PETRUS, 2004; TRIBST e FARIA, 2010).

A esterilidade comercial significa auséncia de micro-organismos capazes de
desenvolver no alimento em condigcdes normais sem refrigeracdo, pelas quais o
produto deve ser manuseado durante a producdo, distribuicdo e estocagem
(CODEX ALIMENTARIUS, 1999). No contexto dos sistemas assépticos, a
definicao de esterilidade comercial também é empregada para denotar o estado
em que equipamentos e sistemas de embalagens ficam livres de micro-
organismos capazes de se desenvolver no alimento nas condi¢des de producéo,

distribuicdo e estocagem.
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O conceito de esterilidade comercial € empregado na industria de alimentos
perante limitacbes de natureza composicional dos alimentos, técnica e analitica
em se alcancar ou comprovar o estado de esterilidade absoluta; ou seja, a
auséncia de micro-organismos em uma amostra ou lote de produgdo. O
tratamento necessario para alcancar a esterilizacdo completa de um alimento
pode destruir os seus atributos sensoriais € o seu valor nutritivo. A contaminagéo
das matérias-primas é varidvel e as populacdes homogéneas geralmente
apresentam uma cinética de destruicdo logaritmica, independentemente da
aplicagdo de tratamentos fisicos ou quimicos. Por outro lado, os tratamentos de
descontaminacao tém intensidades fixas e estdo sujeitos as falhas. As andlises
microbiolégicas detectam somente as formas de organismos capazes de
desenvolver nas condigcbes teste, de modo que a auséncia absoluta de
organismos nao pode ser comprovada como um todo. Ademais, as analises
microbiolégicas geralmente sdo destrutivas, demoradas, onerosas e, mesmo que
fossem aplicadas em 100% das amostras de um lote, ndo comprovariam a
esterilidade absoluta (PFLUG, 1987b). Consequentemente, o conceito de
esterilidade comercial foi introduzido na industria de alimentos, inicialmente para
produtos enlatados e termicamente processados, denotando uma condicdo de
estabilidade microbiana, por um periodo indeterminado, nas condi¢ées normais de
producéo, distribuicdo e estocagem.

O célculo da Probabilidade de Unidades Nao Estéreis (PUNE), proposto por
Pflug (1987a), de um sistema composto por varios elementos pode ser
determinado pela regra da adicdo de riscos ou Teorema de Morgan da Algebra
Booleana. A PUNE pode ser expressa como a soma dos riscos de nao-
esterilidade individual de todos os elementos do sistema, desde que 0s riscos
individuais sejam muito menores que 1. Celf (1981) extraiu desta regra dois
fundamentos para os sistemas assépticos: (i) O risco de nao-esterilidade esta
diretamente associado com a operacdo de esterilizacdo menos eficiente; (ii)
Quanto maior o numero de operacbes de esterilizacdo, maior o risco de nao-
esterilidade. Essas consideracdes podem ser exemplificadas supondo-se um
sistema com trés elementos, com os seguintes riscos: R1 de 10°; R2 de 10°; R3
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de 10°. O risco total do sistema seria de 1,011 x 107, aproximadamente igual ao
R1.

A ocorréncia de unidades nao-estéreis em sistemas assépticos pode ser
atribuida a diferentes causas. Existem relatos que indicam a operacado de
embalagem asséptica como a mais critica. Todavia, consideracbes operacionais
do sistema como um todo, bem como a experiéncia, levaram a Von Bockelmann

(1988) a atribuir as falhas a uma ou mais das seguintes causas:

e Construcao impropria dos equipamentos;

¢ Instalacdes incorretas das linhas de producéo;

¢ Negligéncia na manutencao preventiva da planta de producéo;
e Operagdes indevidas;

e Qualidade deficiente da matéria-prima;

e Manuseio e distribuicdo inadequada do produto final.

3.3.2- Valor de F como critério para tratamento térmico

Os processos térmicos para esterilizagdo comercial do produto, ou qualquer
elemento do sistema asséptico, podem ser estabelecidos através de varios
critérios. Na esterilizagdo comercial de alimentos o critério mais comumente
utilizado é o valor Fy, introduzido por Ball (1923). O valor Fy significa o tempo de
retencdo numa temperatura arbitraria na qual o processo como um todo é
equivalente. Desse modo, esse critério pode ser empregado para comparar
diferentes processos com diferentes temperaturas de retengdo, tempos de
retencao e taxas de aquecimento (LEWIS e HEPPELL, 2000).

Pflug (1997) define o valor Fr como tempo de processo térmico equivalente
em minutos a uma determinada temperatura de referéncia T para alcancar a
condicdo requerida de conservacdo, ou seja, para reduzir a contaminacao
microbiana da matéria-prima até um alvo de conservagao (endpoint). O alvo de
conservagao deve ser mensuravel e especificado através da Probabilidade de
Unidade Nao Estéreis (PUNE). Os trés alvos de conservacao para produtos de
baixa acidez em embalagens hermeticamente fechadas e estocadas a
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temperatura ambiente, bem como dos outros elementos do sistema asséptico, sao
0s seguintes: o produto deve ser seguro do ponto de vista da saude publica, em
termos de Clostridium botulinum, apresentando uma PUNE de 10°, ou seja, uma
probabilidade de um esporo viavel em 10° embalagens; conservado contra a
deterioracdo de esporos de meséfilos numa PUNE de 10°®; e conservado contra a
deterioragdo de esporos de terméfilos, com uma PUNE de 1073, quando estocado
em temperaturas abaixo de 30 T, e de 10°°, em temperaturas ambiente mais
elevadas (PFLUG, 1987a).

Nas populacbes microbianas homogéneas, que apresente curvas de
destruicdo semilogaritmica lineares, o valor Fy pode ser determinado por um

modelo matematico simples (PFLUG, 1987b), descrito pelas Equagdes (1), (2) e
(3).

Fr = (log Np - log Nf).Dr., (1)
ou

Fr=Yn.Dr, (2)
onde,

Yn=10g No - log Nr. (3)

Nessas equacoes, Fr é o tempo de processo térmico equivalente em
minutos a uma determinada temperatura de referencia T; Ny € a populacao inicial
de micro-organismos criticos por unidade; N € 0 niumero de micro-organismos
que resistem ao processo térmico ou a PUNE; Dt é o tempo de reducao decimal; e
Y, € 0 numero de reducdes decimais do processo Fr.

No célculo do Fr para seguranca de um produto em relacao a sobrevivéncia
de esporos de Clostridium botulinum, considerando-se que a contaminacao inicial
da matéria-prima seja de 10° e que o processo seja especificado com um PUNE

de 10, tem-se (Equagao 4):

Fr = [log(10°) - log(10*)].D7 = 12. Dt (4)
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Para o valores D121,1¢c de 0,21 min e z de 7,7 T de esporos de Clostridium
botulinum tipo A, tem-se um Fq211¢ de 2,52 min. O F121 1¢ de um processo térmico
€ expresso como Fy, ou seja, tempo de processo térmico equivalente em minutos
para temperatura de referéncia de 121,1 € (250 F) e valor z de 10 C, baseado
no coeficiente térmico de Clostridium botulinum (LEWIS e HEPPELL, 2000).

O critério de esterilizacdo comercial 12D foi definido por Stumbo (1973)
para os processos térmicos de alimentos de baixa acidez em embalagens
herméticas. Entretanto, os critérios 12D e o critério da PUNE de 10 coincidem
somente para No de 10%. O N pode variar entre 10* por embalagem, para
matérias-primas & base de cogumelos, e 10, nas matérias-primas para produtos
carneos (GREENBERG et al., 1966; PFLUG, 1987b).

Pflug (1987b) formulou um guia para o estabelecimento de alvos de
processos térmicos ou PUNE, bem como valores Fr requeridos para assegurar
protecdo a saude do consumidor e prevenir perdas econdmicas pelo processador
(Tabela 1). Esses requerimentos foram estabelecidos com base em dados de
laboratério e experiéncias empiricas adquiridas em mais de 100 anos de
conservagcao de alimentos de baixa acidez em embalagens herméticas a

temperatura ambiente.
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Tabela 1- Alvos de conservacao e valores Fy para alimentos de baixa acidez em
embalagens herméticas.

Perigo PUNE?® Fy(min)
Saude publica 107 3°
Conservacao
Esporos de mesdfilos 10° 5-7¢
Esporos de terméfilos
Temperaturas de estocagem e distribuicdo < 30 °C 107 5-7°¢
Temperaturas de estocagem e distribuicdo > 30 °C  10° 15-21°

# Probabilidade de unidades nio estéreis.

®Baseado nos dados de laboratério de Esty e Meyer (1966).
°Baseado em experiéncias empiricas de Pflug (1987b).
Fonte: Pflug, Berry e Dignan (1990).

O tratamento UHT do leite consiste na aplicacdo de calor sob fluxo
continuo, por um periodo apropriado, de tal modo a tornar o produto
comercialmente estéril durante o processamento (CODEX ALIMENTARIUS,
2004). A legislacao brasileira define leite longa vida como o leite homogeneizado
que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130 e 150
€, mediante um processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a
uma temperatura inferior a 32 € e envasado sob condi¢cdes assépticas em
embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL, 1996). Ja segundo
Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998), o tratamento deve ser realizado com
temperatura entre 135 e 140 € e com tempo de retencdo de 2 a 6 s para
sistemas de troca de calor de forma indireta.

Considerando os parametros estabelecidos na legislacao brasileira para
esterilizagdo comercial do leite longa vida, a Tabela 2 apresenta os valores Fy. Os
dados evidenciam que varios binbmios tempo-temperatura, contemplados na
legislagdo brasileira, ndo atendem ao Fo; minimo de 3 min, para assegurar a
protecdo do consumidor contra C. botulinum, ou destruicdo de esporos
deteriorantes.
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A determinagcdo do tempo de residéncia minimo necessaria para um
produto atingir a esterilidade comercial numa temperatura pode ser realizada por
métodos de injecdo de sais ou corantes e/ou por modelos matematicos. Os
modelos matematicos incorporam a vazao e as propriedades reolégicas do fluido,
assim como, as dimensdes e o desenho do tubo de retencdo. Em situacdes onde
as caracteristicas de escoamento do fluido sdo desconhecidas, os calculos
precisam ser validados através de ensaios experimentais biolégicos, como pelo
teste de inoculagdes (inoculated pack test) (CODEX ALIMENTARIUS, 1993a).
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Tabela 2- Valores de Fy calculados para bindmios tempo-temperatura
estabelecidos na legislacao brasileira para leite longa vida.

Temperatura () Tempo (s) F o (min)

130 2 0,3
130 3 0.4
130 4 0,5
132 2 0,4
132 3 0,6
132 4 0.8
134 2 0,7
134 3 1,0
134 4 1,3
136 2 1,1

136 3 1,6
136 4 2,1

138 2 1,7
138 3 2,5
138 4 3,3
140 2 2,6
140 3 4,0
140 4 53
145 2 8,4
145 3 12,6
145 4 16,7
150 2 26,5
150 3 39,7
150 4 53,0

Fonte: calculado a partir de Brasil (1996).
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3.3.3- Esterilizacdo comercial de leite

Leite aquecido em sistemas de fluxo continuo até atingir temperaturas
superiores a 135 €, por um periodo de no minimo 1 s, sendo rapidamente
refrigerado e envasado assepticamente é definido como leite comercialmente
estéril ou leite UHT (LEWIS e HEPPELL, 2000).

O processamento do leite UHT pode ser realizado em diferentes sistemas
de trocadores de calor, mas comumente em sistemas de trocadores a placas e
tubulares, utilizando como meio de aquecimento vapor ou agua quente
pressurizada. Mais recentemente este processamento também vem sendo
realizado através da tecnologia de aguecimento direto, com injecao ou infusao de
vapor culinario no leite. Neste caso o vapor culinario condensa e dilui o produto,
sendo que o excesso de agua é removido através do sistema flash cooling (LEWIS
e HEPPELL, 2000).

Segundo a Food Milk and Dairy Hygiene Regulations (STATUTORY
INSTRUMENTS, 1995) é estabelecido que o leite UHT deva ser obtido através de
aplicacao de calor em fluxo continuo, estabelecendo-se altas temperaturas por um
curto periodo de tempo de exposicao (ndo menos que 135 T e 1 s de exposicao).
Dessa forma, todos 0os micro-organismos residuais, bem como seus esporos serao
destruidos, sendo que as transformacdes quimicas, fisicas e sensoriais ao leite
deverao ser minimas.

Diversos bindbmios temperatura x tempo de processamento sdo aplicados
legalmente em diversos paises. Na legislacdo americana é estabelecido que a
esterilizagcdo comercial tenha que ser necessaria para assegurar a destruicao de
micro-organismos de significancia para a saude publica e deve ser, pelo menos,
equivalente ao tratamento estabelecido por uma autoridade competente (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993b, 2003).

A Tabela 3 apresenta uma lista dos tratamentos mais comuns aplicaveis ao
leite fluido (BRASIL, 2002; VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998;
STATUTORY INSTRUMENTS, 1995; LEWIS e HEPPELL, 2000).
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Tabela 3- Binbmios temperatura x tempo de residéncia para o tratamento de leite
fluido.

Tratamento Temperatura Ter_n|vo d_e
residéncia
Pasteurizacao 72-75 OC (fluxo Minimo 15 s
continuo)
UHT 1. Sistema Indireto 135-140 C 2—-6s
2. Sistema Direto 145-150 C 1-4s
Esterilizacao 110-116 C 20 — 30 min

Fonte: Brasil (2002); Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998); Statutory Instruments
(1995); Lewis e Heppell (2000).

3.3.3.1- Requisitos de qualidade do leite in natura

O leite € um meio ideal para desenvolvimento de bactérias, sendo sua flora
natural, constituida por cerca de 10? a 10* UFC/mL, proveniente dos canais de
leite da vaca, do Ubere, dos equipamentos de ordenha utilizados durante a
produgdo, dentre outros. Essa flora inclui Pseudomonas spp., Alcaligenes spp.,
Aeromonas spp., Acinetobacter-Moraxella spp., Flavobacterium spp., Micrococcus
spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Lactobacillus spp. € Coliformes
(BURTON, 1986; FORSYTHE, 2002).

A deterioracao do leite € consequéncia, sobretudo, do desenvolvimento de
micro-organismos psicrotréficos, que produzem lipases e proteases termoestaveis
que nao sao inativadas durante o tratamento térmico. As Pseudomonas,
Flavobactérias e Alcaligenes spp. sdo produtoras de lipases, as quais produzem
cadeias médias e curtas de acidos graxos a partir dos trigliceridios do leite. Esses
acidos graxos conferem ao leite sabor e aroma rancoso (VATNE e CASTBERG,
1991; FORSYTHE, 2002).

As proteases sao produzidas pelas Pseudomonas, Aeromonas, Serratia e
Bacillus spp. Essas enzimas hidrolisam as proteinas do leite, produzindo peptidios
que o deterioram. Por esta razdo, altas contagens microbianas antes do
tratamento térmico sdo indesejaveis, ja que a acao residual das enzimas durante a
estocagem resulta na redugao da estabilidade do leite (FORSYTHE, 2002).
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Os micro-organismos no leite podem ser classificados, com base na

resisténcia ao calor, em trés classes (TEUBER e BUSSE, 1981):

-Classe |

Englobam os micro-organismos destruidos pela pasteurizacao convencional
ou pelo processo High Temperature Short Time (HTST), com binémio
caracteristico de 72 €/15 s. Este tratamento elimina os micro-organismos

patogénicos, a maioria das células bacterianas vegetativas, leveduras e bolores.

-Classe Il
Compreende 0s micro-organismos resistentes ao tratamento HTST, mas

que sao sensiveis ao tratamento UHT.

-Classe Il
Os micro-organismos constituintes dessa classe sao resistentes ao
tratamento UHT, incluindo os esporos de Bacillus stearothermophillus e outros

bacilos e clostridios meséfilos e termofilos.

De acordo com von Bockelmann (1988), a microbiologia do leite pode

sequir trés situacoes:

e O produto estd isento de micro-organismos vivos; ou

e O produto contém micro-organismos que nao se desenvolvem nas condicoes
normais de estocagem e distribuicédo; ou

e O produto contém micro-organismos capazes de se desenvolver nas condicoes
normais de estocagem e distribuicao.

A possibilidade de desenvolvimento de micro-organismos no leite UHT e
suas consequéncias, com relacao a falta de esterilidade comercial, sdo divididas
entre a formacao de gases (85%), coagulacdo sem formacédo de gases (10%) e
alteracao no sabor sem formacao de gas (5%) (VON BOCKELMANN, 1988).

De acordo com Zacarchenco (2000), o micro-organismo Bacillus
sporothermodurans vem sendo isolado a partir de leite processado pelo sistema
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UHT. As amostras contaminadas apresentaram contagens em torno de 10°
UFC/mL sem evidéncias maiores de alteracbes sensoriais. Outras espécies do
género Bacillus, como Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis,
Bacillus stearothermophilus, entre outras, também tém sido isoladas de leite UHT.

Segundo Mottar e Waes (1996), deve-se fazer uma selegcao preliminar do
leite in natura, primeiro pela determinacdo de suas caracteristicas sensoriais
(sabor e aparéncia), depois pelas analises fisico-quimicas (% de gordura, ponto de
congelamento, pH, acidez, testes de antibibticos, principalmente penicilinas) e, por

ultimo, as analises microbiolégicas.

3.3.3.2- Sistemas UHT por aquecimento indireto

Neste sistema, uma superficie de aco inoxidavel de troca térmica separa o
produto do meio de aquecimento ou resfriamento. O meio de aquecimento
comumente utilizado é agua ou vapor superaquecido, como € demonstrado na
Figura 3 (VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998).
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Sistema UHT | Rredute
indireto i Meio de
i W Aquecimento/

Resfriamento

L |

Tubo Tubos Superficie
simples multiplos raspada

Tubo Tubo
simples duplo

Figura 3- Opgdes de tratamento UHT por aquecimento indireto.

Fonte: adaptado de Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998).

O produto entra na linha de processamento, com temperatura média de 4
C, por meio de um tanque de equilibrio e de uma bo mba centrifuga. Em seguida,
€ aquecido entre 70 a 75 T e homogeneizado. Para |eite, a homogeneizacao
acontece em pressdes de 200 — 250 kg/cm? (150 — 200 kg/cm? no primeiro estagio
e 50 kg/cm?® no segundo). O homogeneizador é uma bomba de pistdo de
deslocamento positivo, que impulsiona o produto através das partes restantes do
processador UHT para o envase asséptico ou para o tanque asséptico. A faixa de
temperatura de esterilizagéo é entre 135 — 140 C e o tempo de residéncia no tubo
de retencao varia de 2 a 6 s (VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998;
LEWIS e HEPPELL, 2000). Um diagrama tipico tempo x temperatura, para o
sistema de aquecimento indireto, esta ilustrado na Figura 4.
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Temperatura °C

135 - 140
Estabilizacso de proteina
S0
Desaeragdo
TO-T75
Homogeneizacdo
ambiente

Saida de produto

Tempo

Figura 4- Diagrama tempo x temperatura para aquecimento indireto.

Fonte: adaptado de Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998).

Geralmente, o leite chega ao homogeneizador com 6 a 9 ppm de oxigénio,
dependendo da temperatura. Mas nos sistemas mais completos, passa por uma
camara de vacuo (desaerador) para reduzir o oxigénio dissolvido de 1 a 3 ppm
(LEWIS e HEPPELL, 2000).

As vantagens do sistema UHT de aquecimento indireto sdo (TETRA PAK,
2010):

e E relativamente simples tecnicamente;

e Os equipamentos sao construidos e operados com custos menores;

e Permitem recuperar muita energia térmica através do sistema de regeneracéao
(para trocadores a placas valores de até 93%);

e Requerem servigos limitados de manutencao.

Para sistemas de processamento comercial, com trocadores de calor a
placas ou tubulares (com um ou multiplos tubos), a capacidade fica em torno de
2.000 a 30.000 LI/h.
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3.3.3.3- Sistemas UHT por aquecimento direto

Faz uso do contato direto entre o meio de aquecimento e o produto que
serd processado. Vapor culinario saturado comumente € utilizado como meio de
aquecimento, entretanto a tecnologia de aquecimento elétrico também pode ser
aplicada em alguns casos. No aquecimento por vapor, este pode ser realizado
através de infusédo ou injecdo (VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998;
RICHARDSON et al., 2007). A injecdo implica na liberacdo do vapor culinario
saturado diretamente no produto (Figura 5). Nas plantas com tratamento por
infusdo, o produto é infundido em uma camara com vapor culinario (Figura 6)
(VON BOCKELMANN, 1991; LEWIS e HEPPELL, 2000; MASSAGUER, 2006).

Entrada de .
vapor culindrio Saida de vapor
Leite cru *Tubﬂ de retencio
Tanque a vacuo

Flash

% Homogeneizador

Bomba asséptica

Figura 5- Sistema UHT por Injecao de vapor.

Fonte: adaptado de Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998).
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Leite cru

Entrada de
vapor culindrio
Camara de
infusdo H Saida de vapor

I Tubo de retencio NSNQUE 3 VACUD

Flash

% Homogeneizador

Bomba asséptica

Figura 6- Sistema UHT por Infusdo de vapor.

Fonte: adaptado de Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998).

Os sistemas direto de processamento UHT tém, obrigatoriamente, que
operarem com vapor culinario. O US Department of Health and Human Services
(1985) lista os seguintes requerimentos para a producao do vapor culinario:

1. A agua para alimentagao de caldeira deve ser tratada e sob a supervisdo de
pessoal treinado.

2. Operacao de caldeira: uma fonte de vapor seco e limpo é necessaria para a
correta operacdao do equipamento; € recomendado que analises periddicas
sejam realizadas no condensado formado.

3. Tubulacdes: as tubulagdes de fornecimento devem ter a seguinte ordem:

entrada de vapor, filtro, manémetro, vélvula de controle e purificador.

A Figura 7 ilustra um diagrama tipico do tempo e temperatura para o
sistema de aquecimento direto.
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Temperatura “C

145

Bomba de extragdo

" Vapor Homogeneizagio

ambiente
Saida de produto
4

Tempo

Figura 7- Diagrama tempo e temperatura de sistema indireto.

Fonte: adaptado de Von Bockelmann e Von Bockelmann (1998).

O produto entra no processador, por meio de um tanque de equilibrio e de
uma bomba centrifuga, com temperatura média de 4 . E entdo aquecido, de
forma indireta, a temperatura de 70 C e vapor culi nério € injetado no produto ou
este € infundido em uma camara com vapor. A condensagdo do vapor provoca a
elevacao rapida da temperatura (~0,1 s se injetado ou ~0,25 s se infundido) até
valores entre 145 — 150 C. Nestes casos, o tempo de residéncia no tubo de
retencao varia de 1 a4 s (VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998).

Em ambos os processos, injecdo ou infusdo, a condensacdo acaba por
diluir o produto. Em média o ganho é de aproximadamente 10% no volume total
que, obrigatoriamente, precisa ser removido. Para isso, um tanque a vacuo é
conectado logo apds o tubo de retengdo. Com a baixa pressdo no interior do
tanque, o produto entra em ebulicdo, vigorosamente, para extrair o vapor formado
(processo flash).

Ainda, segundo Tetra Pak (2010) pode-se destacar algumas vantagens do

aquecimento por injecao e infusdo, a saber:
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e PBaixa carga total de calor que, como resultado, promove alteracbes
quimicas e fisicas reduzidas;

e O tempos totais de processamentos sdo mais longos, permitindo a redugéo
dos ciclos de limpeza;

e Os valores reduzidos de oxigénio dissolvido no produto aumentam a
estabilidade de algumas vitaminas e, durante o periodo de armazenamento,

reduz alteragdes no sabor provocadas por processos de oxidacao.

3.3.3.4- Alteragdes do leite durante o processamento UHT

Desde o surgimento da tecnologia de processamento UHT em sistemas
diretos e indiretos (1960 — 1970), muitos estudos vém sendo realizados
comparando ambos 0s processos, em termos de reducbes de esporos,
desnaturacao de proteinas, formacao de sedimentos, coagulagdo de enzimas e
perda de nutrientes (METHA, 1980; JELEN, 1982; VON BOCKELMANN e VON
BOCKELMANN, 1998; LEWIS e HEPPELL, 2000).

Ja é bem definido que o sistema de processamento direto para leites
proporciona um sabor menos “cozido” do que para o sistema indireto. Isso se deve
principalmente ao fato de que no sistema direto ha o aquecimento e resfriamento
mais rapido, combinado com o sistema de vacuo proporcionado pelo sistema
flash-cooling (Tanque Flash), que reduz alteracbes nos componentes volateis
relacionados ao sabor “cozido”. Além disso, 0 oxigénio dissolvido no leite oriundo
do tratamento por sistema direto é reduzido, o que proporciona menor taxa de
oxidacao durante o periodo de estocagem (VON BOCKELMANN e VON
BOCKELMANN, 1998; LEWIS e HEPPELL, 2000; MERMELSTEIN, 2001).

A Tabela 4 ilustra como o sistema direto de processamento UHT é menos

severo.
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Tabela 4- Concentracdes de componentes do leite apds o processamento direto e

indireto.
Sistema de aquecimento
Componente i i
Direto Indireto
Proteina (mg/100g) 38,8 27,6
Perda de lisina (%) 3,8 5,7
B12 16,8 30,1
Perda de
o 19,6 35,2
vitaminas (%)
17,7 31,7

Fonte: adaptado de LEWIS e HEPPELL, 2000.

Dependendo da severidade do processamento térmico, inumeras
alteracées poderdo acontecer nos constituintes do leite. Dentre elas, pode-se
destacar as seguintes:

Proteinas

Dentre os constituintes do leite, aqueles que mais sofrem alteracdes
durante o processamento UHT e estocagem sao as proteinas. As alteracbes nas
proteinas estao relacionadas aos problemas tecnolégicos com produtos UHT, tais
como off-flavor, gelatinizacdo, formacao de sedimento, incrustagdo da superficie
de transferéncia de calor, perda de valor nutricional e escurecimento
(NIEUWENHUIJSE, 1995). O principal efeito do tratamento UHT nas caseinas € a
mudanca na distribuicdo dos tamanhos das micelas que, em geral, tém seu
tamanho aumentado. Quando as proteinas do soro sdo desnaturadas, formam
complexos entre si, com caseinas e com glébulos de gordura (DUNKLEY e
STEVENSON, 1987). Proteinas também participam das reagdes de Maillard
durante a estocagem, ocasionando o0 subsequente escurecimento do leite
(HOLDSWORTH, 1992).
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Vitaminas

O processamento UHT do leite causa pouca reducdo de sua qualidade
nutricional, mas durante a estocagem, ou seja, apds o envase asséptico, as
perdas de varios nutrientes podem ser significativas. A temperatura de estocagem,
concentracao inicial de oxigénio no leite e a barreira do material de embalagem
sdao de elevada importancia. A qualidade nutricional mantém-se melhor
conservada pela embalagem hermética do leite desaerado em materiais opacos,
estocado, preferencialmente, sob refrigeracao (DUNKLEY e STEVENSON, 1987).

As vitaminas lipossolluveis sdo pouco afetadas pelo calor, sendo as
hidrossollveis as mais sensiveis. A pasteurizagdo destréi aproximadamente 5%
de tiamina e 10% de vitamina C, enquanto que o processamento UHT destréi 10%
das vitaminas B, 15% de acido félico e 25% de vitamina C (HOLDSWORTH,
1992).

As vitaminas hidrossoluveis como a vitamina C, acido félico e vitamina B12,
sao também perdidas durante a estocagem, especialmente na presenca de luz e
oxigénio. A desaeragdo auxilia na retengdo de vitaminas hidrossollveis; no
entanto, sem a desaeracao os acidos félico e ascorbico sao perdidos dentro de
duas semanas de estocagem (HOLDSWORTH, 1992).

Segundo Metta (1980), o valor nutritivo do leite UHT pode ser reduzido em
dois estagios: durante o tratamento UHT ou durante a estocagem. O valor nutritivo
€ normalmente reduzido devido as alteracbes nas estruturas quimicas dos
nutrientes. O efeito do processamento UHT difere para os varios nutrientes do
leite. O valor nutritivo de alguns constituintes como a gordura, vitaminas
lipossoluveis, carboidratos e minerais permanece basicamente inalterado, ao
passo que outros componentes como as vitaminas hidrossolUveis e proteinas,
especialmente as soro proteinas, sdao adversamente afetadas. Durante a
estocagem, os principais fatores que afetam os nutrientes sao a temperatura, a luz
e 0 oxigénio. As principais alteragdes nutricionais que ocorrem no leite durante a
estocagem e comercializacao estdo associadas as vitaminas, sendo as proteinas

afetadas em menor extensao.
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Aparéncia

A cor do leite UHT é influenciada por muitos fatores tais como a
composicao do leite, as mudancas nas distribuicoes de tamanhos de particulas,
resultantes da homogeneizacado e tratamento térmico e reagdes de Maillard. A
aparéncia mais branca do leite UHT em relacdo ao leite in natura é devido a
desnaturacao das proteinas do soro e subsequiiente agregacdo com a caseina. A
cor ndo é considerada um defeito que limita a aceitabilidade do leite, mas é de
importancia para produtos que contém acucares redutores (HOLDSWORTH,
1992), entretanto, Mendonca (2009) afirma que alguns consumidores de leite UHT

sao capazes de perceber alteracdes na coloracédo do produto.

Gelificagdo e formagéo de sedimentos

De acordo com Murray e Stewart (1978), o problema da gelificacao do leite
UHT durante a estocagem ocorre devido as seguintes hipdteses: puramente um
processo fisico-quimico ou o efeito é derivado de enzimas.

A viscosidade aumenta gradativamente até que o produto gelifica e torna-se
improprio para o consumo. A gelificacdo pode também ser considerada como
resultado da acdo de micro-organismos psicrotréficos, como pseudémonas, que
produzem enzimas estaveis ao calor durante a estocagem refrigerada do leite in
natura (HOLDSWORTH, 1992).

A formagdo de sedimento no processamento térmico é bastante
dependente do pH, aumentando consideravelmente quando esta abaixo de 6,6 e
com a severidade do processo. Em geral, mais sedimentos sdo formados em
processos de aquecimento direto do que indireto (HOLDSWORTH, 1992).

Fox e McSweeney (1998) afirmam que a estabilidade do leite UHT é
limitada pela gelificagdo das proteinas ou por desenvolvimento de sabor amargo,
ambos devido a protedlise causada por proteases produzidas pelos psicrotréficos
durante a estocagem refrigerada do leite in natura.

Um dos mecanismos da gelificacdo do leite UHT é a degradacao

proteolitica da caseina, que torna as micelas sensiveis a agregacdo. O
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armazenamento refrigerado do leite cru agrava o problema, pelo desenvolvimento
de psicrotroficos (BIZARI et al, 2003).

Defeitos de sabor no leite

O sabor é a propriedade que mais limita a aceitabilidade do leite UHT. A
caracteristica dominante do leite UHT recém processado € o sabor cozido. As
taxas de alteracdo do sabor sao influenciadas por muitas variaveis, incluindo as
propriedades do leite, intensidade do tratamento térmico, tipo de equipamento
utilizado no processamento, embalagem, concentracdo de oxigénio, tempo e
temperatura de estocagem (DUNKLEY e STEVENSON, 1987).

Uma correta identificacdo dos defeitos de sabor € um dos maiores
problemas enfrentados por aqueles que trabalham com avaliacao de sabor. Com o
objetivo de facilitar a identificacdo dos defeitos de sabor, o comité da American
Dairy Science Association (ADSA) apresentou uma nomenclatura para sabor com
sete categorias de defeitos em leite, baseadas em termos associativos ou

relacionados as causas dos mesmos, conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5- Categorias de defeitos de sabor do leite.

Categoria Termos Associativos ou Descritivos
Aquecido Aquecido, caramelizado, queimado;
Induzido pela luz Luz, luz solar, ativado;
Lipolizado Ranco, butirico, amargo*, caprilico;
Microbiano Acido, amargo*, frutado, maltado, putrido, sujo;
Oxidado Papel, papelao, metalico, oleoso, peixe;
Transmitido Silagem, erva, vaca, curral;

_ . Absorvido, adstringente, amargo*, giz, quimico,
Miscelanea
aguado, estranho, sem frescor, salgado.

* O gosto amargo pode ter varias causas diferentes. Se a causa especifica ndo é
conhecida, ele devera ser classificado como miscelanea.
Fonte: Shipe et al. (1979).
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A descricdo dos defeitos de sabor adstringente, amargo, curral, aquecido,
cozido, vaca, estranho, aguado, alimento, alho/cebola, sem frescor, maltado,
oxidado pela luz, oxidado por metal, lipolizado ou rango, salgado e sujo, sao
frequentemente encontradas no julgamento de leite comercial, sendo que algumas
amostras podem apresentar mais de um defeito de sabor (AIRES, 2002;
BODYFELT et al., 1988; SHIPE et al., 1979).

Quando o leite é aquecido acima de 70C, as proteinas do soro séo
desnaturadas produzindo grupos sulfidricos, que na presenca de oxigénio sao
oxidados ao sulfeto de hidrogénio (HOLDSWORTH, 1992). Segundo Dunkley e
Stevenson (1987), o surgimento do sabor, descrito como aquecido ou cozido, é
mais intenso imediatamente apds o processamento e tende a desaparecer apos
poucos dias. Em temperaturas de processamento superiores a 100C, o sabor
“cozido” torna-se aparente, causado particularmente por sulfeto de hidrogénio, que
€ formado pela degradacédo térmica da p-lactoglobulina e das proteinas da
membrana dos glébulos de gordura. O sabor que ocorre quando o leite é aquecido
acima de 90C ¢é descrito como sabor esterilizado, supostamente devido as
reacdes de Maillard, ocorrendo a formacao de coloracdo (HOLDSWORTH, 1992).

O processamento UHT resulta em sabor tipico causado por cetonas,
lactonas e compostos sulfuricos. Os lipidios do leite sdo a fonte mais importante
do sabor UHT. O leite submetido ao tratamento térmico mais intenso apresenta
sabor “caramelizado”, resultante das reacbes de caramelizacdo e Maillard
(DUNKLEY e STEVENSON, 1987).

Um interessante efeito colateral do aquecimento é a formacgéo de lactulose,
cuja quantidade é diretamente proporcional a intensidade do tratamento térmico. A
aceitabilidade do sabor do leite processado esta correlacionada inversamente com
a quantidade de lactulose produzida (HOLDSWORTH, 1992). A origem dos
sabores de rango e amargo durante a estocagem do leite UHT esta relacionada a
presencga de enzimas termo-resistentes como as proteases e lipases (DUNKLEY e
STEVENSON, 1987).

Alguns sabores indesejaveis (off-flavors) no leite sdo desenvolvidos a partir

da auto-oxidacao de lipidios insaturados e pela oxidacdo, induzida pela radiacao
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da metionina, formando o metionaldeido. A oxidacdo de lipidios insaturados
produz uma diversidade de aldeidos e cetonas que contribuem para a producgéo
de off-flavors. Tanto os lipidios saturados quanto os insaturados podem ser
oxidados na presenca de oxigénio. Sob condi¢gdes normais de processamento na
industria de laticinios, os lipidios saturados sao considerados estaveis. A oxidacao
de lipidios insaturados ocorre, no entanto, facilmente. Os lipidios podem ser
oxidados como &cidos graxos livres ou como trigliceridios. O primeiro passo desse
processo oxidativo é a formacao de hidroperdxidos, que sdo inodoros e insipidos,
mas sao muito instaveis, decompondo-se rapidamente para formar radicais livres
e compostos carbonilicos e carboxilicos como aldeidos, cetonas e &cidos,
podendo também ser formados alguns alcodis. Esses compostos tém um limiar de
deteccdo muito baixo, dando origem ao sabor oxidado (RYSSTAD et al, 1998).
Segundo o mesmo autor, o mecanismo de foto-oxidagcdo bem conhecido é a
oxidagdo de metionina em metional, onde a riboflavina atua como foto-
sensitizador, sendo ativada por luz de comprimentos de onda na faixa de 400-
500nm. A formagao de metional € a principal causa de off-flavors no leite induzido
pela luz. O metional tem um limiar de deteccao de odor muito baixo, originando um
forte sabor desagradavel. O efeito do off-flavor induzido pela radiagdo é mais
pronunciado do que o efeito da oxidacao de lipidios insaturados nao induzida pela

radiacao.

3.4- Esterilizacao das embalagens

Tem como objetivo eliminar ou inativar micro-organismos ou quaisquer
matérias estranhas ao sistema, que possam contaminar o produto e promover
alteracdes indesejaveis, sob condi¢cdes de distribuicdo e estocagem (PETRUS,
2004).

A esterilizacdo comercial das embalagens, assim como de outros
elementos do sistema, depende basicamente de quatro pontos (VON
BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998):
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e Contaminacdo inicial dos materiais de embalagens, em termos da concentragéao
e tipo de micro-organismos presentes nas superficies a serem esterilizadas;

e Dimensdes das embalagens, especificamente da area de contato com o
alimento;

e Estipulacdao da PUNE desejada para o sistema;

e Selegao do tratamento de esterilizagao.

O calculo envolvido na especificagdo do tratamento de esterilizacao, em
termos do numero de reducbes de esporos em materiais de embalagem, foi
exemplificado por Fluckiger (1995). Nesse exemplo, foram consideradas
embalagens de 1 L com area superficial de 800 cm? e contagem padrio em placas
de 80 UFC/embalagem, dos quais 3% eram esporos. A PUNE foi estipulada em
uma embalagem defeituosa em 10.000. Com esses dados, foi estimado que a
superficie das 10.000 embalagens tivesse uma concentracédo total de 800.000
micro-organismos ou 24.000 esporos. Consequentemente, os tratamentos de
esterilizagcdo dos sistemas de embalagem com esses parametros deveriam
promover pelo menos quatro redugdes decimais de esporos (4D).

Em geral, a inadequacao ou a auséncia de um sistema de esterilizacao de
embalagens podera resultar no aumento da contaminagdo do produto e,
consequentemente, reducao de sua vida de prateleira (PETRUS e FARIA, 1999).
Pesquisas tém comprovado que o grau de esterilizagdo obtido na embalagem
depende do nivel de contaminacéo inicial, da drea da embalagem e da eficiéncia
do processo de esterilizacdo. Exemplos destes processos incluem os listados na
Tabela 6, classificados em fisicos e quimicos. A combinacao entre os diferentes

métodos resulta, frequentemente, em uma maior eficiéncia.
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Tabela 6- Métodos aplicados na assepsia de embalagens para alimentos.

Métodos Fisicos Métodos quimicos
Processos térmicos H.O,
Vapor saturado H.O, + ultravioleta
Aquecimento por extrusdo Acido peracético
Processos por irradiacdo Acido peracético + H,O,

Radiacdo gama

Radiacdo ultravioleta

Fonte: Petrus e Faria (1999).

3.4.1- Contaminacdo microbiana de embalagens e agentes de
sanificacao

Vatne e Castberg (1991) e Fredsted et al. (1995) consideram que os
materiais de embalagem apresentam baixo nUmero de micro-organismos, levando
em consideragao os padrdes internacionais (Food and Drug Administration — FDA
e International Dairy Federation - IDF), que preconizam que a contaminacédo das
superficies que entram em contato com o alimento devera ser menor que 1 UFC
/em? para contagem de mesdfilos.

Em garrafas de polietileno de alta densidade, Chevroton (1996), recomenda
fazer o controle da contaminacao inicial para enchimento asséptico, devendo essa
ser menor que 20 UFC/garrafa. Petrus et al. (2001) analisando garrafas PET de
500 mL, detectaram niveis de contaminacao variando de 19 a 250 UFC/mL.

Varios testes vém sendo desenvolvidos, para obtencdo de uma esterilidade
comercial, ou uma descontaminacdo do material de embalagem imediatamente
anterior ao acondicionamento do produto, utilizando métodos quimicos,
particularmente o acido peracético e perdxido de hidrogénio como ingredientes
ativos na solucdo esterilizante, e também métodos fisicos, através do uso da
radiacao ultravioleta (FARIA,1999; PETRUS et al., 2000; PETRUS et al., 2001;
ABREU e FARIA, 2004; PETRUS, 2004; CARDOSO, 2007; AIRES et al., 2009,
WALTER, 2010).
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Para Reuter (1988), a eficiéncia dos sistemas de esterilizacdo é
determinada pela reducédo de 90% das células viaveis, em uma dada temperatura
e/ou concentragao, sendo este parametro denominado tempo de redugéo decimal,
ou valor D. Quanto menor for o valor D, mais eficiente sera o processo, e isto pode
representar 0s processos térmicos e quimicos.

O Codex Alimentarius (1993a) recomenda que os materiais de embalagem
devam ser armazenados e manipulados da forma mais limpa e cuidadosa
possivel, minimizando contaminacdes e danos. Os materiais que tém a estrutura
fisica alterada pela umidade devem ser armazenados e manipulados em
embalagens adequadas ou ambientes controlados. Sujidades ou danos nos
materiais de embalagem podem impedir a esterilizacdo e o fechamento
adequados das embalagens ou representar um perigo fisico e, até mesmo,
quimico.

O padrao microbiolégico da USFDA (2007a) para embalagens de produtos
lacteos é a contagem maxima de 50 UFC de bactérias por recipiente, em trés de
quatro unidades amostradas, utilizando-se o teste de enxague. Para embalagens
com capacidade menor que 100 mL, foi estabelecida contaminacao residual
méxima de 10 UFC, empregando-se o teste de enxague, ou 50 UFC/50cm?,
quando o teste de zaragatoa (swab) for aplicado. A tolerancia para papeis e
cartdes empregados na laminacdo de embalagens compostas deve ser de 250
UFC/g, analisada através do teste de desintegracdo. Bactérias do grupo
coliformes ndo devem ser detectadas, independentemente do tipo de embalagem.

A microbiota contaminante em superficies de polietilieno em laminados
cartonados, logo apds a producao do material, foi identificada como de leveduras
(10,6%), bolores (20,6%) e bactérias (68,8%), sendo diferenciadas em Micrococci
(44,4%), Streptococci (3,7%); Pseudomonas (1,2%); esporos de Bacillus (3,1%);
bastonetes Gram positivos (6,9%) e bastonetes Gram negativos (9,4%) (VON
BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998).
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3.5- Embalagens Bag-in-box para alimentos

E definida como uma bolsa plastica flexivel, de camada simples ou
laminada, com bocal e tampa, acondicionada dentro de uma caixa de papeléao,
madeira, plastico ou metal, usada principalmente como embalagem institucional
para o envase de produtos liquidos e pastosos, bem como os que contém material
particulado, da industria alimenticia ou quimica (ANDERSON, 1993; SELKE et al.,
2004; PARDI, 2006).

Na concepgao de um sistema asséptico, a bolsa plastica apresenta-se com
uma das alternativas de embalagens mais vantajosas. Esse tipo de embalagem
racionaliza a quantidade de material utilizado, atribuindo-se caracteristicas de
economia e minimizando impactos ambientais do sistema. As propriedades
mecanicas e de barreira desse tipo de embalagem sao ajustaveis a qualidade e
vida de prateleira especificada para o produto. O sistema de fechamento pode
atender adequadamente aos requisitos técnicos de hermeticidade, seguranca e
funcionalidade (MITCHELL, 1988; ANDERSON, 1993; PARDI, 2006). O sistema
de producao da bolsa, tipo Bag-in-box (BIB), é relativamente simples e apresenta
flexibilidade quanto ao tamanho da embalagem.

A tecnologia de embalagens BIB é amplamente utilizada para o
acondicionamento de alimentos de alta e baixa acidez. Embalagens BIB, em
sistemas assépticos, estdo substituindo rapidamente as técnicas convencionais de
envase, armazenamento e distribuicdo anteriormente realizados somente em
embalagens metalicas, como as latas, para produtos de alta acidez como a pasta
e 0 concentrado de tomate, além de alguns sucos. Ja a comercializacdo de
produtos de baixa acidez em sistemas BIB vem ganhando espaco no mercado
recentemente, pois ha uma maior dificuldade no controle das variaveis de
processo, sendo que as chances de ocorrerem falhas e prejudicarem a vida de
prateleira do produto sdo muito maiores (ANDERSON, 1993; SELKE et al., 2004).
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3.5.1- Desenvolvimento da tecnologia

No final da década de 40 e inicio da de 50 havia aumento e uso de pasta de
tomate e puré de frutas concentrado para fins de processamento. Tais produtos
incluiam o catchup, molho barbecue, néctares de frutas, sucos de frutas e outros,
sendo que a maior aplicacdo ainda era destinada para pasta de tomate. Este
produto era envasado em latas de aproximadamente 3,18 kg ou 4,08 kg, em um
processamento longo e ineficiente. Inicialmente, o produto era aquecido a 87-96
C, envasado, fechado e permanecia nesta temperatura durante 2-10 min. Em
seguida a lata passava por um sistema de resfriamento rotativo que requeria
tempo médio de 60-90 min (MITCHELL, 1988; VON BOCKELMANN, 1991).

Com o interesse em desenvolver a tecnologia de embalagens de alta
capacidade por parte das empresas processadoras de alimentos,em 1955, as
empresas Rheem Manufacturing Company (industria de tambores metalicos),
Thermovac Company (industria de equipamentos) e Thornton Canning Company
(industria de pasta de tomate) se uniram com o objetivo de produzirem, de
maneira eficiente, pasta de tomate em tambores metalicos de 200 L. Em 1956
uma planta piloto asséptica foi instalada da empresa Thornton Canning Company
e alguns tambores foram envasados em 1957 e em 1958 uma planta comercial
asséptica para tambores metalicos foi instalada e teve suas operacdes iniciadas
(MITCHELL, 1988; ANDERSON, 1993).

Na década de 60 a Scholle Corporation introduziu o conceito BIB para leite
pasteurizado e refrigerado, a fim de substituir as embalagens metalicas, que
abasteciam a rede institucional como restaurantes, escolas e hotéis. Na mesma
época, estendeu-se a aplicacao do sistema para o leite UHT, visando a eliminacao
da  refrigeracdo. A  estrutura dos bags era constituida de
Saranex/Polietileno/Polietileno - o Saranex (Policloreto de Vinilideno — PVdC)
constituia a barreira ao oxigénio e vapor de agua. As embalagens possuiam
soldas nos quatro lados e uma valvula para dispensar o produto. Além disso, eram
pré-esterilizadas com 6xido de etileno e submetidas ao enchimento em zona

asséptica. O bocal de enchimento da envasadora era esterilizado com vapor

40
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Reviséo de Literatura

culinario saturado a 121,11 2C por 30 min, sendo a zona asséptica insuflada com
ar estéril (MITCHELL, 1988).

De acordo com Orbell (1980), o sistema em questdo apresentou resultados
tecnologicos satisfatérios: ndo houve esporulacdo, o produto apresentou boas
caracteristicas fisico-quimicas durante a estocagem, entretanto, testes de
mercado falharam. No referido periodo, o publico americano nao possuia o habito
de consumir leite UHT. Resultados similares foram obtidos posteriormente em
testes com leite UHT em embalagens menores, para 0 consumo em menor
volume. Desta forma, o sistema para leite em embalagens BIB foi abandonado.

A partir da década de 70, uma segunda geracao de embalagens assépticas,
incluindo copos termoformados, bolsas e embalagens BIB continuaram a ampliar
as aplicacbes da tecnologia asséptica. Entretanto, a aplicacao da tecnologia para
alimentos de baixa acidez era limitada, devido as varias dificuldades encontradas
durante o processamento (LEWIS e HEPPELL, 2000).

Por volta da década de 80, houve um grande avan¢o na utilizacdao do
sistema BIB para alimentos de baixa acidez, pois foi proporcionado
desenvolvimento maior nos sistemas de envase e fechamento das embalagens de
alta capacidade, bem como o desenvolvimento de filmes laminados de alta
barreira (MITCHELL, 1988; ANDERSON, 1993; LEWIS e HEPPELL, 2000; PARDI,
2006).

Ja nos anos 90, os sistema BIB foi bastante difundido nas industrias de
alimentos pelo mundo, elevando a capacidade de envase em embalagens flexiveis
de 2 L para volumes de 1.200 L (ANDERSON, 1993).

Este mercado conta com vérias empresas de grande porte como a Goglio
SpA, LB Europe, Rapak, Scholle, Smurfit Bag-in-Box, SVD Verpackungen,
TESSERAUX Spezialverpackungen, 3M, Dupont, etc, que proporcionam novas
tecnologias cada vez mais eficientes.

As embalagens do tipo BIB vém ganhando espaco em todo o mundo,
inclusive no Brasil. A sua maior aplicagdo no pais ainda esta voltada para a
contencao de grandes volumes, principalmente de sucos e polpas concentradas.
No entanto, sua aplicacao foi destacada na area de refrigerantes em pontos de
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vendas fixos, os do tipo post-mix. Recentemente, o seu uso tem ganhado espaco
em bags de pequeno volume (3 a 5 L) para vinhos. Algumas vinicolas do pais ja
fazem uso do sistema e tém previsao no aumento da producgdo para este tipo de
embalagem. Na Noruega e Australia, de 30 a 55% do total de vinho consumido
sdao em embalagens BIB (PARDI, 2006).

Em Quebec — Canada, além da tradicional garrafa de vidro para vinho, as
embalagens do tipo BIB tém-se tornado bastante populares e reconhecidas pela
maneira mais simplificada de armazenamento, bem como por sua facilidade de
transporte (DOYON et al., 2005).

Com o passar dos anos, a tecnologia de sistemas BIB teve uma evolucéo
surpreendente, particularmente para produtos como pasta de tomate e
concentrados de frutas. Esta evolugdo incluiu a esterilizagdo por radiagao
ionizante gama, anteriormente realizada com Oéxido de etileno, e o
desenvolvimento de novas barreiras que continuam até os dias de hoje
(MITCHELL, 1988; DOYON et al., 2005; PARDI, 2006).

3.5.2- Bag-in-box para leite e derivados

As embalagens BIB para o acondicionamento de produtos lacteos ja estdo
bem estabelecidas no mercado europeu, australiano e japonés, especialmente os
produtos formulados (ANDERSON, 1993; DUPONT, 2011).

Ainda ndao é comum a utilizacdo e comercializagcdo deste tipo de
embalagem no mercado brasileiro, especificamente embalagens BIB para leite e
seus derivados (DUPONT, 2011).

As principais vantagens das embalagens BIB, para o acondicionamento de
leite fluido, estdo associadas a conveniéncia no manuseio, na praticidade do
sistema de fechamento (valvulas de descarga), bem como na caixa (box) que
acondiciona o bag, permitindo uma maior visualizagdo e uma impressao nos seus
painéis, o que agrega maior valor ao produto no ponto de venda (PARDI, 2006;
SOUZA, 2008). Duas caracteristicas comuns do sistema BIB sédo as possibilidades
do uso de uma s6 embalagem, mais barata, para um volume maior €, 0 emprego

de vélvula de descarga controlada, que evita a incorporagdo de oxigénio no
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restante do produto contido na embalagem, pois o bag ao invés de deixar entrar o
ar ambiente para sair o produto, murcha e nao permite a entrada de oxigénio e ar
contaminado o que possibilita a manutencdo da qualidade e vida de prateleira
(ELECSTER, 2007; PEREIRA, 2008; SOUZA, 2008).

No caso especifico do leite longa vida, deve-se considerar que a protecao
contra a foto-oxidagéo é fator critico para a estabilidade do produto (BOSSET et
al., 1995). No dimensionamento do sistema, pode-se optar por uma protecao tanto
através da embalagem primaria, com a incorporacao de materiais barreira a
radiacao visivel e ultravioleta na estrutura, quanto da embalagem secundaria, com
o acondicionamento das embalagens primarias em caixa de papelao (box), que
além de proteger o produto, disponibiliza uma &rea para a comunicacgao,
proporcionando um design de maior impacto.

O conceito de se utilizar o sistema BIB asséptico para o transporte
refrigerado de leite pasteurizado ja vem sendo pesquisado para aumentar a vida
de prateleira do produto. Através do envase asséptico apds a pasteurizagéo,
micro-organismos psicotréficos comumente presentes no ambiente de envase, sao
impedidos de recontaminar o produto. Mantendo a temperatura menor que 5 € na
distribuicdo € possivel estender a vida de prateleira do leite em até 40 dias
(ANDERSON, 1993; DUPONT, 2011).

Uma aplicagdo bem sucedida para derivados de leite € o mix para sorvetes.
Trata-se de um preparado de leite, esterilizado e acondicionado em bolsas
plasticas de 5-15 L (SOUZA, 2010).

Um novo segmento de mercado surgiu na Australia e Estados Unidos, com
o desenvolvimento de um equipamento dispensador para milk shake. A base do
produto é envasada assepticamente em bolsas de 10 L que contem um tubo
elastdmero na tampa. A embalagem é colocada dentro do dispensador, que conta
com sistema de refrigeracdo e agitador para a formulagdo do produto
(ANDERSON, 1993; SOUZA, 2010).
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3.5.2.1- Acondicionamento e fechamento

Para o envase asséptico de produtos de baixa acidez como o leite em
sistemas BIB, é necessario a utilizacdo de vapor culinario e cloro atomizado. O
processo se da quando a embalagem é acoplada ao equipamento de envase.
Através de uma camara asséptica contida no equipamento, vapor culinario é
liberado juntamente com cloro atomizado para que ocorra a esterilizacdo da regido
externa ao bocal de enchimento da embalagem. E realizada a abertura do bocal
da embalagem e o produto é retirado. Ao final, a tampa é recolocada e a
embalagem retirada do equipamento. Em alguns casos, € possivel realizar um
gotejamento de nitrogénio (puff de nitrogénio), apés o enchimento, na regido
interna ao bocal, para retirar qualquer residuo de produto que possa ter ficado
nesta regiao (MITCHELL, 1988; SOUZA, 2010).

Nas etapas de enchimento e fechamento, dois cuidados s&o determinantes
para 0 bom desempenho da embalagem: prevenir a contaminacdo da area de
selagem e minimizar o ar residual (espa¢o vazio) no interior da embalagem. Para
o enchimento, existem as dosadeiras especialmente desenvolvidas para diversas
classes de produto (liquidos, sélidos, pastosos), de modo a minimizar problemas
como formacado de espuma, respingos, distribuicdo de sélidos, etc. Esta etapa
exige cuidado especial, pois a contaminacdo da area de fechamento pode
comprometer a hermeticidade da embalagem (VON BOCKELMANN, 1976;
CETEA, 1988).

3.5.3- Processo de esterilizacao de embalagens BIB

A escolha do método de esterilizacdo das embalagens deve levar em
consideracao diferentes requisitos de aplicacao (TOLEDO, 1975; REUTER, 1993;
FLUCKIGER, 1995; VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998; ANSARI
e DATTA, 2003; DATTA, 2009), incluindo:

e Destruicdo dos micro-organismos relevantes para esterilidade comercial do

produto no tempo demandado pelo sistema produtivo;
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e Compatibilidade com as superficies dos materiais de embalagem e da maquina
de embalagem;

e Estabilidade e controle nas condicbes de uso;

e Seguranca aos operadores e ao ambiente;

e Facilidade de aplicagdo e remocao da superficie tratada;

¢ Inocuidade ao consumidor e a qualidade do produto em concentracbes
residuais;

e Economia e disponibilizagdo no mercado.

Para o sistema BIB destinado aos sistemas assépticos, é recomendada a
utilizacdo da esterilizagdo via meios fisicos, especificamente o uso de radiacédo
ionizante (gama) (MICTCHELL, 1988; VON BOCKELMANN, 1991; ANDERSON,
1993; LEWIS e HEPPELL, 2000; SELKE, 2004; RICHARDSON et al., 2008;
MASSAGUER, 2006).

O processo de esterilizagdo por energia ionizante consiste na exposicao
dos produtos a acao de ondas eletromagnéticas curtas, geradas a partir de fontes
seladas de Cobalto 60 ou Césio 137 que, ao encontrarem organismos Vvivos
presentes no produto em tratamento, provocam o rompimento de seus DNAs,
levando-os a faléncia ou a incapacidade de reproducao. Dado o elevado poder de
penetragcdo das ondas eletromagnéticas, os organismos vivos podem ser
alcancados onde quer que eles estejam, sejam em embalagens lacradas ou em
produtos acondicionados das mais variadas maneiras. Essa caracteristica garante
a eficécia total do processo (KILLORAN, 1983; RICE, 1989; EMBRARAD, 2011).

No processo, as embalagens devidamente acondicionadas sao colocadas
dentro de uma camara de irradiacdo por meio de um sistema de transporte e sao
expostas a energia ionizante (gama), que age diretamente na cadeia de DNA dos
micro-organismos. A Figura 8 pode ilustrar o funcionamento basico de um

irradiador para a esterilizacdo de embalagens (EMBRARAD, 2011).

45
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Reviséo de Literatura

Figura 8- Irradiador de alimentos e embalagens.
Fonte: Embrarad (2011).

A radiacdo gama é uma onda eletromagnética curta. Os raios gama
possuem alta energia e poder de penetragdo, sendo também chamados de
energia ionizante, pois quando atravessam um objeto provocam a ionizacado dos
atomos que o constituem. Esse efeito tem diversas aplicacées benéficas como a
esterilizagdo e redugdo da carga microbiana de um produto, ou ainda a
modificacdo estrutural de alguns materiais. E medido por meio da dose aplicada,
ou seja, a quantidade de energia absorvida pelo produto. Para cada aplicacao
existe uma dose recomendada (AGARWAL, 1972; RICE, 1989).

O tratamento via irradiacdo é considerado como um processo a frio, pois
produz, durante a sua aplicagéo, apenas um ligeiro aumento de temperatura no
produto. As doses empregadas para pasteurizacdo (maximo 10 kGy) e
esterilizagcdo (maxima 60 kGy) ndo afetam significativamente a maioria dos
materiais de embalagem, com excecao dos vidros e materiais celulésicos (FARIA
e ESPINOZA-ATENCIA, 1992).

A USFDA regulamenta o uso, bem como a dosagem de radiagao aplicada
aos alimentos e embalagens. A classificagdo € realizada segundo o tipo de
processo, pasteurizagdo ou esterilizacdo e tipo de material de embalagem
(USFDA, 2007). A Tabela 7 mostra os materiais de embalagem aprovados para o
uso em processos de irradiacdo e a dose maxima permitida.
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Tabela 7- Materiais de embalagem aprovados pela USFDA para processos de

irradiacao.

Processo/materiais de embalagem

Doses maximas

(kGy)
Pasteurizacao

Celofane recoberto com nitrocelulose 10
Papel glasine 10
Cartao parafinado 10
Filme de polipropileno com ou sem aditivos 10
Filme de poliestireno com ou sem aditivos 10
Borracha hidroclorada com ou sem aditivos 10
Filme de policloreto de vinilideno-cloreto de vinila 10
Filme de poliolefina com ou sem aditivos ou recoberto com 10
policloreto de vinilideno

Polietileno tereftalato com ou sem aditivos ou recoberto com 10
policloreto de vinilideno ou polietileno de baixa densidade

Nylon® 10
Celofane com cobertura de PVdC/PVC 10

Esterilizacao

Polietileno com ou sem aditivos 60
Polietileno tereftalato 60
Nylon® com ou sem aditivos 60
Cloreto de vinila-acetato de vinila com ou sem aditivos 60
Etileno vinil acetato 80

Fonte: USFDA, 2007.

A American Bag Manufacturer Association (ABMA) estabelece como segura

as embalagens BIB, destinadas ao envase asséptico, que tenham sido expostas a

uma dose minima de 15 kGy. Indicadores de irradiacdo devem estar presentes

nas embalagens e tem que apresentar a coloracdo vermelha, o que demonstra,

qualitativamente, a efetividade do processo de esterilizacdo as quais foram

submetidas (ABMA, 2003).
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Para a verificacdo da efetividade dos processos de esterilizacdo dos
sistemas assépticos, € recomendado o0 uso de micro-organismos teste
dependendo de cada tipo de processamento. Para aqueles que fazem uso da
radiacao ionizante (gama), recomenda-se a utilizacdo de esporos de Bacillus
pumilus (BERNARD, 1983; MASSAGUER, 2006; NELSON, 2010). A Tabela 8
mostra alguns exemplos de micro-organismos teste para diversos sistemas

assépticos.

Tabela 8- Micro-organismos teste para diversos sistemas assépticos.

Meio de esterilizacao Micro-organismo
Vapor super aquecido G. stearothermophilus
Calor seco G. stearothermophilus
H>O, + calor B. subtilis A
HO, + U.V. B. subtilis A
Calor de formagéao G. stearothermophilus
Radiacdo gama B. pumilus
Calor umido G. stearothermophilus

Fonte: BERNARD, 1983; MASSAGUER, 2006; NELSON, 2010.

3.6- Tecnologia de salas limpas

Devido a crescente preocupagdo com a contaminacdo na industria
alimenticia, os processos estdo cada vez mais sendo realizados em salas limpas e
ambientes controlados. A tecnologia de sala limpa permite atender padrbes
rigorosamente definidos de pureza do ar, melhorando a qualidade e seguranca do
alimento (SALAS LIMPAS NA INDUSTRIA ALIMENTICIA,1999). As vantagens de
sua aplicagdo na industria alimenticia se traduzem em um controle de processo
mais confiavel, qualidade constante, aumento na estabilidade do produto, reducéo
no uso de conservadores quimicos, processamento minimo do alimento, entre
outras (KLAUS, 2002).

A tecnologia de salas limpas tem encontrado aplicacdo ampla e
diversificada, expandindo-se muito nas ultimas décadas e variando seu design de
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acordo com a funcao desejada (WHYTE, 1991). Muitas empresas estao utilizando
salas limpas pela primeira vez, assim como diversas industrias estdo
desenvolvendo seus produtos dentro de rigoroso programa de controle de
contaminacgao.

A exigéncia por salas limpas pode ser fundamentada em dois segmentos. O
primeiro € aquele no qual a presenca de particulas microscopicas inanimadas é
um problema, podendo impedir o funcionamento de um produto ou componente
eletrénico ou ainda reduzir sua vida de prateleira. O segundo segmento, de maior
interesse na industria de alimentos, requer a auséncia de particulas carreadoras
de micro-organismos, cujo desenvolvimento no produto pode ter consequéncias
indesejaveis do ponto de vista de qualidade e seguranca alimentar (WHYTE,
1991).

Portanto, o objetivo basico de uma sala limpa é reduzir a contaminacao do
ambiente, seja ela de natureza fisica, quimica ou microbiolégica, através de uma
tecnologia que combina filtragem do ar, controle de pardmetros ambientais e

utilizagdo de materiais com baixa emissao de particulas (GUILHERME, 2002).

3.6.1- Conceito da tecnologia de salas limpas

A tecnologia de salas limpas € uma alternativa moderna, embora 0s seus
conceitos ja estejam disseminados ha muitas décadas. Uma sala limpa é definida
como aquela na qual a concentragao de particulas no ar é controlada dentro de
limites especificos, construida e utilizada de forma a minimizar a introdugéo,
geracao e retencado de particulas no ambiente, onde a temperatura, umidade e
pressdo devem ser controladas, quando necessario (WHYTE, 1991). Evita-se,
neste caso, que materiais particulados ou micro-organismos entrem em contato
com o produto, podendo interferir na sua qualidade e até mesmo acarretar
problemas de saude para o consumidor final (SALAS LIMPAS...,1999).
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3.6.2- Aplicacoes nas industrias de alimentos

Exemplos de aplicagdes de salas limpas podem ser observados nos setores
de microinforméatica, optico, biotecnoldgico, farmacéutico, embalagens especiais,
alimenticio, hospitalar, eletrénico, automobilistico, entre muitos outros. No setor
alimenticio, tem sido utilizadas em industrias de laticinios, bebidas, panificacao,
processamento de carne e embutidos (KLAUS, 2002).

Na industria de laticinios a utilizacdo de salas limpas assume importante
funcdo no acondicionamento de leite de vida de prateleira estendida, que pode
atingir até 90 dias mantido sob refrigeracdo (FOOD AND DAIRY EXPO, 1983). Na
industria de panificagdo, o processamento e acondicionamento de paes e bolos
com maior tempo de vida de prateleira, prescindindo da adicao de conservadores,
ocorre em salas limpas; importante também na fabricacdo de embutidos
pereciveis e produtos carneos como presunto cozido e lingilica que podem ser
fatiados e embalados em filmes plasticos, uma vez que nao ha nenhum tratamento
adicional apds a embalagem. Na industria de bebidas, salas limpas s&o utilizadas
durante o envase a temperatura ambiente de sucos de frutas livres de micro-
organismos e, portanto, de alta qualidade, tais como nos sistemas de embalagens
assépticas. Na fabricacdo de embalagens para alimentos sensiveis (baby food,
nutrientes) e farmacos sao requeridos detalhes da tecnologia de salas limpas no
processo de bobinas, frascos e demais recipientes. Portanto, essa é uma
tecnologia cada vez mais presente no segmento de embalagens, incluindo frascos

para remédios, filmes especiais e envase asséptico (PETRUS e FARIA, 2007).

3.6.3- Classificacao de salas limpas

A classe de limpeza exigida em uma sala limpa é dependente da atividade
nela desenvolvida. Em 1967 foi gerada a definicgdo de ar limpo pelo Federal
Standard 209 (FS 209), oficialmente cancelado em 2001 e substituido pela norma
ISO 14644. A esséncia daquela norma foi classificar o grau de limpeza do ar,
tomando como base as particulas com tamanho de 0,5 um. Assim sendo, quando
uma determinada sala era Classe 10 000, a quantidade de particulas > 0,5 pm por
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pé cubico de ar era igual ou inferior a 10.000. Visando um melhor esclarecimento
a Tabela 9 apresenta as classificagcdes comparativas propostas pela ISO 14644-1
e pelo FS 209E.

Tabela 9- Classificacao comparativa para salas limpas e ambientes controlados.

CONCENTRACAO MAXIMA DE PARTICULAS EM SUSPENSAO NO AR

ISO 14644-1 FEDERAL STANDARD 209 E
Classe > 0,5um > 5,0um Classe = 0,5um >5,0um >0,5um | =5,0um

de I m3 /' m? de I m3 /' m? / pé3 / pé3

Limpeza Limpeza
ISO _ _ _ _ _ : :

classe 1
ISO A _ _ _ _ : :

classe 2
ISO Classe

classe 3 35 - 1 35 - 1 -
ISO Classe

classe 4 352 - 10 353 - 10 -
ISO Classe

classe 5 3.520 29 100 3.530 - 100 -
ISO Classe

clacse 6 | 35200 293 | GaSS° | 35300 247 1,000 7
ISO Classe

classe 7 352.000 2.930 10.000 353.000 2.470 10.000 70
ISO Classe

classe 8 3.520.000 29.300 100.000 3.530.000 24.700 100.000 700
ISO

classe 9 35.200.000 | 293.000 -

Fonte: adaptado de Bennett (2002).

A Tabela 10 mostra que uma sala limpa antes denominada Classe 10.000
pela FS 209E, recebe atualmente a designacao ISO classe 7. Para as classes ISO
1, ISO 2 e ISO 9 nao havia correspondentes na FS 209E. Observa-se ainda que o
nimero maximo de particulas = 0,5 pm/m® permitido pela classe de limpeza da
norma ISO é menor que o estabelecido pela classe equivalente 209E. Ja para
particulas = 5,0 pm/m?®, o limite da classe estabelecida pelo ISO é maior que o
limite da classe equivalente 209E.

De acordo com uma classificacdo proposta pela National Aeronautics and
Space Administration (NASA), salas limpas ou ambientes microbiologicamente

controlados ISO classe 5, classe 7 e classe 8, devem apresentar no maximo 3,5;
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17,7 e 88,3 micro-organismos por metro cubico de ar, respectivamente (SVEUM et
al, 1992).

As industrias alimenticias que operam em sistemas assépticos e ultra-
limpos, normalmente, utilizam ambientes ISO classe 7 e classe 8 (PFLUG, 1997;
VON BOCKELMANN e VON BOCKELMANN, 1998; SCHNEIDER, 2002; PETRUS
e FARIA, 2007). Existem ainda configuracées onde a sala de acondicionamento é
ISO 7 e o ponto de enchimento ou manipulacao asséptica recebe a classificacdo
ISO 5, configuragdo também denominada “ilha”, proporcionando flexibilidade do
lay out, custos de investimentos e operacionais relativamente baixos (MOIA,
2001).

3.6.4- Caracteristicas das salas limpas

Uma sala limpa deve ter o ar recirculado e renovado, recomendando-se, no
minimo, 10 trocas de ar por hora, podendo atingir valores superiores a 150,
dependendo de sua classificagdo (WHYTE, 1991).

Os filtros em areas limpas apresentam uma eficiéncia, normalmente,
superior a 99,97% na remogao de particulas maiores que 0,5 um. Esses
dispositivos s&o conhecidos como filtros de particulas de ar de alta eficiéncia
(HEPA), embora os filtros de particulas de ar ultra reduzidas (ULPA), que tém uma
eficiéncia ainda superior, sejam utilizados em industrias de microeletrénica. Os
filtros de alta eficiéncia usados em salas limpas sao instalados no ponto de
insuflamento de ar dentro da sala, ou seja, de forma terminal.

Para garantir que o ar sujo das areas adjacentes ndo acesse a sala limpa,
esta é positivamente pressurizada, contribuindo para a manutencdo de sua
limpeza. Normalmente, pressées em salas limpas sdo positivas relativamente as
areas vizinhas, recomendando-se uma pressao de 12 Pa ou 1,2 milimetros de
coluna d’agua (mmca) para o espaco limpo em relacdo as areas nao classificadas
(SCHNEIDER, 2002). As salas limpas devem possuir um sistema de regulagem de
ar que garanta o ajuste das pressdes ambientais entre as salas; ou seja, uma sala
mais limpa que a outra devera ter uma pressao de ar superior a de menor limpeza

de no minimo 1,2 mmca. Esse sistema é conhecido e chamado de efeito
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“cascata”, onde uma sala mais limpa classificada despeja seu ar, através da
presséo, para a sala de classe menos limpa, como ilustra a Figura 10 (ABS, snt).

> > DUTOS DO SISTEMA DE AR S
l l |
Y] e
v LN Y N
C 7
Y LN
AC ANTE SALA SALA DE ENVASE

Figura 9- Efeito “cascata” de pressdes em salas limpas.
Fonte: Petrus e Faria, 2007.

Como mostra a Figura 9, o sistema de ar condicionado gera uma situacao
de recirculacao de ar pelas salas limpas do mesmo sistema, mantendo as classes
de limpeza. Tem-se entdo a sala ISO classe 7 (mais limpa) com uma pressao de
2,4 mmca em relacdo ao meio externo e a sala classe 8 (menos limpa) com uma
pressao de 1,2 mmca em relagcdo ao meio externo e 1,2 mmca de pressao inferior
a sala classe 7 (PETRUS e FARIA, 2007).

3.6.5- Operadores em salas limpas

Para circular e desenvolver seus trabalhos em uma sala limpa, operadores
devem ser muito bem treinados. Isso garante a seguranca do processo, do
produto e dos préprios operadores. Os treinamentos para esse fim incluem:
procedimentos relativos a roupa de protecao e higiene pessoal, sobre fontes de
contaminacao, transporte, deposicdo e retencdo, comportamento adequado,
equipamentos de seguranca e materiais, procedimentos de limpeza e protocolos
(JONCK, 2001).
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O que se observa é que a sala limpa exige dos operadores um alto nivel de
conhecimento, € em consequéncia, extenso treinamento. O treinamento é
importante, mas se as pessoas nao compreendem a razdo de determinados
procedimentos os resultados podem ser insatisfatorios. O treinamento esta
baseado em Boas Praticas de Fabricagdo (BPF), que fornecem as diretrizes para
o funcionamento de salas limpas, embora normas especificas também sejam
aplicadas. Entre elas a obrigatoriedade do treinamento.

O ser humano é um grande veiculo de contaminacao e, nesse sentido, as
atitudes apropriadas das pessoas envolvidas afastam boa parte do perigo.
Portanto, as regras basicas de higiene pessoal devem ser rigorosamente
observadas. No atual estagio tecnolégico, o treinamento ja ndo € considerado
como custo, mas como investimento, consideracdo que se aplica plenamente as
exigéncias da sala limpa, que tem no treinamento e conhecimento fatores
fundamentais (PETRUS, 2004).

3.7- Qualificacao e validacao de sistemas assépticos

A qualificacao e validagao de sistema (QVS) visam comprovar formalmente
que um sistema pode funcionar conforme especificacbes e apresentar uma
capacidade de produzir de forma consistente e confiavel o produto final com a
qualidade especificada. O conceito da QVS nao é novo, a sua aplicacao tornou-se
consagrado quando a industria passou a ser inquirida a fornecer evidéncias
documentais da adequacado de suas praticas. As industrias aeronautica, bélica e
farmacéutica foram as precursoras a adotarem a comprovagdo documental do
funcionamento de seus sistemas. Na industria de alimentos, esses procedimentos
foram inicialmente empregados no processamento térmico de alimentos enlatados
de baixa acidez. Desde entdo, esta pratica vem sendo amplamente recomendada
em sistemas de seguranca e qualidade de alimentos, particularmente na Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

A QVS deve estabelecer e prover evidéncias documentais de que as
instalagdes, os equipamentos, os instrumentos, os servicos de suporte e 0s
procedimentos operacionais atendem aos seguintes requisitos: serem projetados
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conforme as Boas Praticas de Fabricacao (BPF), o plano de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) e as especificacbes assépticas (qualificacdo
de projeto ou de design); construidos e instalados ou implantados, segundo a
qualificacdo de projeto (qualificacdo de instalacao); funcionarem de acordo com a
qualificacdo de projeto (qualificacdo de operagao); consistentemente produzirem
produtos num nivel de desempenho pré-determinado (validacdo de sistema)
(PHARMACEUTICAL INSPECTION  CONVENTION; PHARMACEUTICAL
INSPECTION CO-OPERATION SCHEME, 2004ab).

A filosofia basica da validagdo pressupde que se o sistema funciona nas
mesmas condicdes, ou outras que sejam mais brandas, do que aquelas
simuladas, e que sua capacidade seja similar ou superior a estimada inicialmente.
Consequentemente, um produto pode ser considerado comercialmente estéril,
sem ter sido analisado. No entanto, o teste desafio € uma representacdo pontual
no tempo e espaco da capacidade de um sistema (ISO 13.408, 1998 apud
MUNSON, 2004). Logo, ndo se pode extrapolar, automaticamente, que um
produto de uma linha aprovada tenha sempre o mesmo nivel de qualidade
microbiolégica.
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4- MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada com 4 producdes experimentais de leite UHT (P1,
P2, P3 e P4), utilizando-se a Planta Piloto de Sistemas Assépticos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp.

4.1- Matéria-prima

Os experimentos foram conduzidos com leite in natura, provenientes de
produtor de leite cru refrigerado tipo A, denominado Fazenda Atibainha, localizada
em ltatiba - SP.

A matéria-prima foi caracterizada quanto ao teor de gordura pelo método
butirométrico, soélidos ndo-gordurosos pelo método gravimétrico, acidez titulavel,
concentracdo de ion hidrogénio (pHmetro Digimed modelo DM-20, Digicrom
Analitica Ltda., Santo Amaro - SP), estabilidade ao etanol (BRASIL, 2006),
contagem padrao em placas (SWANSON et al., 2001), esporos de mesofilos
aerébios (FRANK et al., 1992), esporos de termofilos aerdbios (DENNY;
PARKINSON, 2001), contagem de células somaticas pelo método de citometria de
fluxo (Somacount 300, Bentley Instruments Inc., Chaska - EUA) e presenca de
antibiéticos inibidores de Bacillus stearothermophilus var. calidolactis (SP-NT/SP
MINI-NT, DSM food Specialities, Delft - Nova Zelandia).
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4.2- Solugoes de higienizacao

A limpeza da linha de processamento foi efetuada com detergente alcalino,
marca Avoid BR 55 (Ecolab Quimica Ltda., Rio de Janeiro - RJ), a base de
hidréxido de sédio; agentes quelantes e tensoativos nao-idnicos; detergente acido,
marca Acid 2100 (Ecolab Quimica Ltda., Rio de Janeiro - RJ), a base de acido
fosférico e tensoativos ndo-ibnicos. A esterilizacao da linha foi com o desinfetante
da marca Vortexx ES (Ecolab Quimica Ltda., Rio de Janeiro - RJ), contendo &cido
peracético, acido peroctandico, peroxido de hidrogénio, acido acético e
tensoativos anibnicos.

A higienizacdo do equipamento de envase foi feita com detergente alcalino
em pé, marca Det Limp S32 (Farquil Comércio e Industria Ltda., Piracicaba - SP),
e desinfetante a base de hipoclorito de sédio, marca Super Candida (Industria
Anhembi S.A., Osasco - SP). Enquanto que para a esterilizagdo utilizou-se
desinfetante da marca Vortexx ES (Ecolab Quimica Ltda., Rio de Janeiro - RJ).

4.3- Embalagens Bag-in-Box (BIB)

As embalagens tipo Bag-in-box utilizadas consistiram em bolsas plasticas
laminadas flexiveis (Figura 10) confeccionadas com duas camadas de material,
sendo a interna de polietileno de baixa densidade (PEBD), com espessura de 103
um, e a externa de polietileno tereftalato metalizado (PETmet), com espessura de
98 um (Scholle Ltda, Vinhedo — SP). Essas embalagens apresentavam um
sistema de fechamento (bocal e tampa), de dimensdes de 38 mm de altura e 42
mm de diametro interno. As dimensdes das embalagens eram 260 x 285 mm, com
gramatura de 160 g/m? para o filme PETmet e de 163 g/m? para o filme PEBD
(total de 323 g/m?) e volume médio de 2 L. Segundo o fornecedor, esse material é
o comumente utilizado como embalagem para o acondicionamento de produtos

lacteos esterilizados em outros paises.
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Figura 10- Embalagem tipo Bag-in-box utilizada no experimento.

As embalagens BIB foram esterilizadas com dose minima de 15 kGy de
radiacdo ionizante (gama), proveniente de uma fonte de Cobalto 60 (CBE
Embrarad — Companhia Brasileira de Esterilizagdo, Jarind, SP). Para serem
enviadas ao esterilizador, as embalagens foram agrupadas em lotes de 200
unidades, acondicionadas dentro de um filme de PEBD e em seguida dentro de
uma caixa de papeldo ondulado. As caixas receberam uma etiqueta com

identificagdo e um selo indicador de efetividade de esterilizagdo.

4.3.1- Caracterizacao das bolsas

As bolsas BIB foram caracterizadas quanto a espessura, gramatura,
dimensdes e peso.

A espessura dos filmes foi determinada com micrémetro Mitutoyo Absolute
ID-C112B, codigo 543-250B (Mitutoyo Corp., Utsunomiya-shi - Japao), com sonda
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tipo esfera com 3 mm de didmetro e forca de medicado menor que 1,5 N, conforme
as recomendacoes da American Society for Testing and Materials — ASTM (2008).

A gramatura foi determinada por pesagem em balanca analitica Ohaus
AR2140 (Ohaus Corp., USA), utilizando-se amostras de 100 cm?

As determinacdes das dimensdes das embalagens foram realizadas com
paquimetro digital Mitutoyou 500-143B (Mitutoyo Sul Americana Ltda, Santo
Amaro-SP, Brasil).

O peso total das embalagens, sem o produto, foi determinado em balanca
semi-analitica QUIMIS Q-520-2000 (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema -
SP).

4.3.2- Permeabilidade ao oxigénio

A permeabilidade ao oxigénio dos filmes plasticos da embalagem BIB foi
determinada pelo método coulométrico em equipamento MOCON OX-TRAN 2/61
MJ (Mocon Inc., Minneapolis - EUA). O equipamento foi equipado com oxigénio
analitico (99,99%) como gas permeante (fluxo de 20 cm®min) e mistura de
nitrogénio com hidrogénio (2,0 : 98,0%) como gas de arraste (fluxo de 10
cm®min), conforme metodologia da ASTM (2005). Os corpos de prova foram
obtidos de 6 bolsas plasticas, sendo condicionados a temperatura 23 + 2 T e
umidade relativa (UR) de 100% (ambiente saturado com vapor d’agua) por um
periodo de 72 h (ASTM, 2007a; 2007b). Os dados foram analisados pelo software
Mocon Windows Permeation Ul (Mocon Inc., Minneapolis — EUA), versao 2.65.

4.3.3- Transmissao da radiacao ultravioleta e luz

A transmitdncia especular dos materiais de embalagem a radiacdo
ultravioleta (UV) e a luz foi determinada em espectrofotobmetro Agilent 8453
(Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn - Alemanha), com conjunto
de fotodiodos integrado e sistema computadorizado. A faixa de comprimento de
onda avaliada foi de 200 a 800 nm, na velocidade de varredura de 120 nm/min
(ASTM, 2007a; 2009a; SARANTOPOULOS et al., 2002). O equipamento foi

60
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Material e Métodos

calibrado ao ar, sem corpo-de-prova, para definir a leitura de transmitancia de
100% ao longo do espectro UV-visivel.
A amostragem foi composta por seis corpos de prova obtidos, de seis

embalagens diferentes.

4.3.4- Resisténcia da termosoldagem

A resisténcia a tracdo das soldas das embalagens até a ocorréncia de falha
(rompimento) foi determinada de acordo com a metodologia ASTM F88 (2009b),
em maquina universal de ensaios Instron 3365 (Instron Industrial Products, Grove
City — USA), com garras de acdo mod. 2710-105, célula de carga estatica de 500
kgf e software Bluehill 2 ver. 2.21, para o processamento dos dados.

Foram utilizadas 2 amostras de 6 embalagens, totalizando 12 corpos-de-

prova para os ensaios.

4.3.5- Teste de emissao de bolhas

A avaliagcdo da integridade da embalagem foi realizada através do exame
visual das soldas transversais e longitudinal, bem como pelo ensaio de emissao
de bolhas, segundo ASTM E 515-95 (2000), utilizando-se um kit de vacuo/pressao
(FARIA, 2005).

4.3.6- Caracterizacdao microbiolégica das embalagens

A caracterizacdo microbiolégica das embalagens BIB esterilizadas por
radiacao ionizante foi efetuada pela analise de micro-organismos mesofilos
aerébios (SWANSON et al., 2001), esporos de mesoéfilos aerébios (FRANK et al.,
1992) e esporos terméfilos aerébios (DENNY; PARKINSON, 2001). A amostragem
foi efetuada pela retirada, aleatoriamente, de 12 embalagens BIB de dentro das
caixas de papeldao ondulado, empregando-se técnicas assépticas para prevenir a
recontaminacdo do material. A manipulacdo das embalagens foi realizada dentro
de cabine de seguranca biolégica classe Il tipo “A1” (Veco do Brasil Industria e
Comércio de Equipamentos Sociedade Ltda., Campinas - SP), certificada
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conforme padrao International Organization for Standardization Classe 5 (ISO,
1999).

A avaliacdo microbioldgica foi conduzida através do método de enxague,
com solugdo salina neutra, conforme recomendacdes da American Public Health
Association (EVANCHO et al.,, 2001a). No procedimento de agitacdo, cada
embalagem era colocada sobre uma bancada e recebia 100 compressdes
manuais alternadas, durante aproximadamente 30 s. Finalmente, as embalagens
eram abertas e as solucdes de enxague submetidas as analises microbioldgicas.

Adicionalmente, 6 embalagens BIB que n&o foram submetidas ao processo
de esterilizagdo por radiagcdo ionizante foram avaliadas quanto as suas
caracteristicas microbiologicas. Esta avaliacdo objetivou verificar as condigdes

sanitarias durante o processo de fabricacao das embalagens.

4.3.7- Avaliacao da efetividade da radiacdao ionizante na esterilizacao
das embalagens

Doze embalagens BIB, esterilizadas com radiacdo ionizante, foram
inoculadas com esporos de Bacillus pumilus ATCC 14884, da Colecao de Culturas
da Fundacao André Tosello, Campinas-SP.

O crescimento e manutengdo do micro-organismo foram realizados com
meio Agar Nutriente (3 g extrato de carne, 5 g peptona, 15 g Agar e 1000 mL de
agua), através da adaptacao da metodologia descrita por Abreu (2001).

A suspenséo foi armazenada a 10 °C e para sua utilizacao, foram feitas a
identificacdo, caracterizacao e quantificacdo da carga de esporos (ABREU, 2001).

Foram realizados os seguintes testes para a confirmacdo da cepa de B.
pumilus: coloracdo de Gram; coloracdo de esporos; catalase, mobilidade;
crescimento a 40°C; crescimento em 7% de NaCl; crescimento anaerdbio
(VICENT et al., 1990; ABREU, 2001; SHIEH et al., 2009).

Conforme o fluxograma da Figura 11, em fluxo laminar, a suspensao de
esporos foi inoculada com uma populacéo inicial em niveis de 108 UFC no interior
das embalagens. A inoculagéao foi realizada com o auxilio de uma micropipeta,

pela aplicagdo de um volume de 100 pL da suspensdao de esporos,
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Figura 11- Fluxograma do procedimento para preparo, inoculacado e quantificacao

de esporos de Bacillus pumilus inoculados no interior das embalagens BIB.
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4.3.7.1- Quantificagao inicial do in6culo

Trés embalagens foram separadas para quantificacdo do inoculo inicial,
conforme a metodologia ABNT (NBR 14637, 2001). Inicialmente, cada embalagem
foi submetida ao procedimento de recuperacdo dos esporos. Esta operacao foi
realizada em cabine de seguranca biol6gica classe Il tipo “A1” (Veco do Brasil
Industria e Comércio de Equipamentos Sociedade Ltda., Campinas - SP). A
avaliacdo microbioldgica foi conduzida através do método de enxague, com
solucdo salina neutra, conforme recomendacdes da American Public Health
Association — APHA (EVANCHO et al.,, 2001a). No procedimento de agitagao,
cada embalagem era colocada sobre uma bancada e recebia 100 compressdes
manuais alternadas, durante aproximadamente 30 s. As embalagens eram abertas
e as solucdes de enxague submetidas as analises microbiolégicas.

De cada uma das embalagens, foi retirado uma aliquota de 1mL e
preparada as diluicdes 10°, 10°, 107, 10%, 10° , sendo estas posteriormente
plagueadas em superficie, em duplicata, em meio Agar Nutriente (3 g extrato de
carne, 5 g peptona, 15 g Agar e 1000 mL de agua) e incubadas a 35°C por 48
horas (NBR 14637, 2001). Em seguida, os esporos foram contados e calculou-se
o log de UFC/embalagem inicial (Np).

4.3.7.2- Quantificagao do final do inéculo

De cada uma das 9 embalagens submetidas ao processo de esterilizacao
por radiacao ionizante, foi retirado uma aliquota de 1mL e preparada as diluicées
10°% 107, 102, 10%, 10* e 10°, sendo estas posteriormente plaqueadas em
superficie, em duplicata, em meio Agar Nutriente padrao (3 g extrato de carne, 5 g
peptona, 15 g Agar e 1000 mL de agua) e incubadas a 35°C por 48 horas (NBR
14637, 2001). Em seguida, os esporos foram contados e calculou-se o log de
UFC/embalagem final (N).

Adicionalmente, 3 embalagens inoculadas com esporos de B. pumilus e

submetidas ao processo de esterilizacao por radiagao ionizante, foram envasadas
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com leite UHT durante um dos processamentos. Foram entdo incubadas a 35 C
por 48 horas e realizada a quantificacao final de esporos.

4.4- Linha de processamento e embalagem

A linha de processamento e embalagem foi montada com os seguintes
elementos, em acgo inoxidavel 304: tanques de matéria-prima (Osmec Industrial
Ltda., Campinas - SP); valvulas borboleta; bomba centrifuga (Fabo Bombas e
Equipamentos Ltda., Curitiba - PR); homogeneizador de pistdo com dois estagios
(Alitec Comércio e Industria Ltda., Pindamonhangaba - SP), trocador de calor a
placas (Suma Industria e Comércio Ltda., Campinas - SP) com tubo de retencao,
sensor de temperatura tipo termoresisténcia PT100 e valvula émbolo de desvio de
fluxo (para o tanque de matéria-prima ou para a linha asséptica); manémetros;
Sala Limpa ISO Classe 7 (PETRUS, 2004); bomba centrifuga (Fabo Bombas e
Equipamentos Ltda., Curitiba - PR); tanque de equilibrio e uma dosadeira
volumétrica desenvolvida por Faria (2005).

Nessa configuragao, também foram incorporados uma valvula borboleta no
fundo do tanque asséptico e uma valvula agulha, para controle de fluxo de envase.
Adicionalmente, existia uma valvula borboleta antes do tanque de produto, para
descarte de agua ou leite UHT, bem como duas valvulas borboletas entre a bomba
e a valvula agulha, para direcionamento de fluxo das solucées de higienizacao
(recirculacao pelo tanque asséptico ou via linha de processamento e embalagem).
Essa configuracao de linha é apresentada pelas fotos das Figuras 12 e Figura 13,
e na forma de diagrama (Figura 14).

Tal linha de processamento e sala limpa tem sido utilizada nos
processamentos de leite UHT e outros alimentos liquidos (ABREU, 2001; AIRES,
2007; PETRUS e FARIA, 2007; PETRUS et al., 2009).
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Figura 12- Linha de processamento UHT do DTA/FEA (1. tanque de matéria-
prima; 2. trocador de calor; 3. homogeneizador).
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Figura 13- Detalhes do enchimento asséptico dos bags, montado na sala limpa da
Planta Piloto do DTA/FEA: (1. tanque asséptico; 2. bomba centrifuga; 3. tanque de
equilibrio; 4. dosadeira).
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Figura 14- Linha de processamento e embalagem (1. Tanque de matéria-prima; 2.
Tanque de equilibrio; V.B. Valvula borboleta; 3. Bomba centrifuga; 4. Seg¢do de
regeneracao do trocador de calor; Psto. Pressostato; 5. Homogeneizador; 7. Secéao de
aquecimento de produto; 6. Secao de aquecimento de agua; 8. Tubo de retengéo; TP#1.
Sensor de temperatura do produto; V.I.V. Vélvula de inversdo de fluxo. 9. Se¢des de
resfriamento de produto ndo estéril; 10. Secdes de resfriamento de produto estéril; MAN.
Manémetro; P.orif.: placa com orificio; 11. Tanque asséptico; V.A. Valvula agulha; 12.
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Dosadeira; Purg. Purgador; V.E. Valvula esfera; Sol. Véalvula solendide; V.Seg. Vélvula de
segurangca; TP#2. Sensor de temperatura da 4agua de aquecimento).
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O tanque asséptico, com capacidade de 230 L, foi construido em aco
inoxidavel AISI 304, apresentando corpo cilindrico, tampa e fundo coénico. O
fechamento do tanque era efetuado por meio de um anel de silicone pressionado
entre os flanges da tampa e do corpo com presilhas de rosca. A tampa tinha duas
entradas, uma no centro, onde foi instalado um spray ball de 360° para limpeza e
higienizag&o, e outra na lateral, contendo um filtro absoluto com elemento filtrante
de polipropileno expandido com poro de 0,22 um. A alimentagdo com leite UHT e
a sua retirada para a maquina de embalagem era realizada pelo fundo do tanque.

A dosadeira foi construida em aco inoxidavel AISI 304, contendo uma

valvula agulha controlada por um temporizador e solendide.

4.5- Area de envase asséptico — Sala Limpa
4.5.1- Descricao da Sala Limpa

A descricdo da Sala Limpa, incluindo dados técnicos do sistema de ar, €

apresentada a seguir:

Climatizacao:

O sistema gerador da sala limpa foi composto por uma unidade
condicionadora de ar com capacidade de 4,0 TR (toneladas de refrigeragéo).

Os equipamentos e materiais incluiram: condicionador de ar, caixa de
ventilacdo, rede de dutos com isolamento térmico, bocas para insuflamento e
retorno do ar nos ambientes, difusores terminais, dampers, tomada de ar externo,
caixa de filtragem instalada no duto de insuflamento, dutos flexiveis para
interligacdo dos difusores aos dutos, atenuadores de ruido e luminarias estanques
com lampadas fluorescentes.

O sistema de filtragem de ar apresentou a seguinte configuracao:

e 4 filtros absolutos A3 (457 x 457 x 78 mm) com eficiéncia de 99,97% para
particulas de 0,3 um, instalados na sala de envase;

e 2 filtros absolutos A3 (305 x 305 x 78 mm) com eficiéncia de 99,97% para
particulas de 0,3 um, instalados na ante-sala e vestiario;
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e 1 pré filtro tipo bolsa F3 (595 x 295 x 600 mm) com 4 bolsas;
e 1 pré filtro tipo encartuchado G3 (595 x 295 x 50 mm).

Depois de filtrado, através do elemento filtrante grosso (G3) e fino tipo bolsa
(F3), o ar era desumidificado, resfriado e insuflado no ambiente através de uma
rede de dutos embutidos e caixas de insuflamento tipo terminais com filtros
absolutos A3. O retorno do ar era realizado através de uma rede de dutos e por
grelhas de retorno até o condicionador. Para a sala de envase o retorno do ar era
feito através de grelhas localizadas préximo ao nivel do piso. O ar exterior de
renovacao era obtido através de uma veneziana com tela, damper de regulagem
de vazao e filtro de ar. Para reduzir o nivel de ruido admissivel na sala, foram
instalados atenuadores nos dutos de insuflamento e retorno.

O tipo de regime de insuflamento de ar na area limpa era nao-unidirecional
com filtros terminais. Um ponto que deve ser devidamente enfocado é que a
escolha dos testes de conformidade e respectivos métodos podem ser afetados
pelo tipo de regime de insuflamento de ar adotado para sala limpa, de acordo com
a Sociedade Brasileira de Controle de Contaminagéao (SBCC, 1997).

Vazao de ar insuflado:
2.400m3/h.

Taxa de ar externo:

A taxa de ar externo foi adotada de maneira a obter as sobre-pressdées na

sala de envase, ante-sala e vestiario.

Classificacido da sala de envase:
ISO Classe 7, conforme normas ISO 14644-1.

Classificacdo da ante-sala e vestidrio:
ISO Classe 8.

Trocas de ar nominais:
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Sala de envase: 45 trocas de ar por hora.
Ante sala e vestiario: 25 trocas de ar por hora.

Sobre pressées nominais:

Sala de envase: + 2,0 mmca.

Ante sala e vestiario: + 1,0 mmca.

Divisdrias e forro:

As divisorias e forro foram fabricadas em camadas, compondo-se de placas
de poliuretano injetado, revestidas em ambas as faces com chapa de aco e chapa
de férmica, completos com portas, passagem, visores e acabamento em perfis de

aluminio arredondados.

Visores:

Os visores foram fabricados em vidro duplo com injecao de nitrogénio entre
as laminas de vidro. Essa injecao retira o ar entre os vidros, eliminando a
condensacdo causada por diferentes temperaturas, conforme citado por
Veneranda (2004).

Piso:
O piso da sala de envase, ante-sala e vestiario era do tipo granilite

industrial.

Cantos vivos:

Os cantos da sala de envase eram arredondados e finalizados com perfil de

aluminio.

4.5.2- Certificacdo da Sala Limpa

A certificacdo da area limpa foi realizada antes do inicio dos processos por
uma empresa especializada, abrangendo os seguintes testes:
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e Verificagdo do lay out da area quanto as condicoes de construcdo civil,
materiais empregados, cantos de paredes, piso e teto, luminarias, portas,
visores e caixa de passagem (pass through);

e Velocidade e vazao do ar nos filtros absolutos terminais;

e Numero de movimentacdes (trocas) de ar na area limpa;

e Gradiente diferencial das pressoes entre salas;

e Estanqueidade dos filtros terminais; Contagem eletrénica de particulas totais

em suspensao.

A certificacao foi feita um més antes do inicio dos processamentos de leite
programados para esta pesquisa.

4.5.3- Higienizacao da Sala Limpa e Dosadora

As paredes, caixa de passagem, portas e teto da sala limpa foram
higienizadas e sanitizadas manualmente, com auxilio de vassouras de cerdas
macias e detergente alcalino em pd, marca Det Limp S32 (Farquil Comércio e
Industria Ltda., Piracicaba - SP). As calhas foram higienizadas com um pano
especifico para este fim e com alcool 70% (v/v). O piso foi desinfetado com
solucdo de hipoclorito de so6dio na concentragcdo de 0,05% (500 ppm) de cloro
residual livre (Super Candida, Industria Anhembi S.A., Osasco - SP). O sistema de
insuflamento e climatizagdo do ar na area limpa foram acionados,
aproximadamente, por 12 horas antes de iniciar o processamento e envase do
leite, para que entrasse em regime de operagao, assegurando a classe de limpeza
adequada na sala de envase (PETRUS et al., 2009).

A dosadeira das embalagens BIB foi lavada manualmente com auxilio de
detergente alcalino em pd e esponjas especificas para este fim. Foi entdo
desmontada para que as partes que entrariam em contato direto com o leite
processado pudessem ser esterilizadas. Tal processo se deu pela imersao destas
partes em solucdo comercial de acido peroctandico (Vortexx ES, Ecolab Quimica
Ltda, Rio de Janeiro — RJ) na concentracdo de 0,3% (v/v) por um periodo
aproximado de 12 horas, dentro da Sala Limpa.
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Antes do inicio de cada processamento, as partes da dosadeira que nao
foram submetidas ao processo de esterilizagdo por imersao em solu¢cao comercial
de &cido peroctandico, bem com a mesa no qual a dosadeira foi colocada,
passaram por processo de descontaminacdo dividido em duas etapas.
Primeiramente, com o auxilio de algodao, solucdo de hipoclorito de soédio na
concentracdo de 0,05% (500 ppm) de cloro residual livre foi aplicada e
conseguinte, também com auxilio de algodao, solucéao de alcool 70% (v/v).

4.5.4- Conformidade das condicoes operacionais

Os procedimentos adotados para demonstrar a conformidade com os
critérios estabelecidos para o desempenho da area limpa foram baseados na
Recomendacdo Normativa para Testes em Areas Limpas, proposta pela
Sociedade Brasileira de Controle de Contaminacao (SBCC-RN-005-97), norma
baseada no documento americano IES-RP-CC-006.2, Testing Cleanrooms,
Institute of Environmental Sciences.

A verificacdo das especificacdes funcionais e expectativas de desempenho
da sala limpa foram realizadas através da monitoracdo da pressao no interior do
ambiente, que deve ser constantemente positiva, taxa de movimentacéao de ar,
avaliacao de limpeza e sanificacdo de superficies, contagem de particulas totais e
micro-organismos em suspensao no ar. A temperatura da area limpa foi ajustada
em aproximadamente 23°C, de modo a proporcionar conforto térmico aos
operadores. Alguns testes foram selecionados e repetidos como parte da rotina de
monitoramento da instalacao, cobrindo os trés estados ocupacionais (area limpa
como construida, em repouso e em operagao).

A determinacdo da localizacdo, numero e distribuicio dos pontos de
medicdo, configurando a malha de amostragem, foi baseada nas classes de
limpeza especificadas para a sala de envase, ante-sala e vestiario.

O desenho da éarea limpa indicando os pontos onde foram efetuados os
testes é apresentado na Figura 15.
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' 5700 mm ,

Difusor de ar % Caixa de passagem (Pass through)

E Grelha de retorno . Ponto de amostragem
Figura 15- Desenho da Area Limpa utilizada para o envase asséptico de leite.

Fonte: adaptado de Petrus (2004).

4.5.5- Contagem eletrénica de particulas totais em suspensao no ar

A contagem de particulas totais em suspensao no ar foi realizada com o
contador eletrdnico de particulas APC BIOTEST® modelo C1299-1020 (Biotest
Diagnostics Corp., Denville, USA), com capacidade de discriminacdo de tamanho
para detectar particulas de 0,5 e 5,0 um, apropriado para verificacao das classes

de limpeza especificadas.
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As contagens de particulas de 0,5 e 5,0 um foram feitas nos trés ambientes
da area limpa: sala de envase, ante-sala e vestiario. Na sala de envase cinco
pontos foram monitorados, como indicado na Figura 15. Na ante-sala e vestiario

apenas o ponto central de cada ambiente foi monitorado (PETRUS et al., 2009).

4.5.6- Movimentacao ativa de micro-organismos no ar

Foi realizado o monitoramento de micro-organismos viaveis no ar dentro da
sala de envase, da mesma forma adotada no item 4.5.4. A conformidade das
condi¢des operacionais nos 5 pontos dentro da sala de envase foram checados a
saber: embaixo dos 4 difusores de ar, sendo um deles préximo ao ponto de
envase, e no centro da Sala Limpa.

A contagem de micro-organismos foi feita em placas de Petri com meio
PCA (Agar Padrao para Contagem) incubadas a 35 T/48 h e PDA (Agar Batata
Dextrose) com incubacéo a 25 C/3-5 dias. As placas foram abertas, nos pontos
especificados, por um periodo de 15 min antes e durante os processamentos.

4.5.7- Avaliacao de limpeza das superficies

A avaliacdao da limpeza das superficies foi realizada empregando-se o
método de swab (EVANCHO et al., 2001b).

Foram determinados 3 pontos para amostragem sendo 2 no dispositivo
para abertura das embalagens BIB (no suporte de bocal e na manopla de abertura
— Anexo IV), e um na mesa de manipulacao das embalagens.

Foi verificada, também, a higienizacdo das luvas utilizadas pelos
manipuladores dentro da sala de envase. Estes faziam uso de luvas de latex,
previamente esterilizadas, e faziam a troca a cada 20 min para garantir o nivel de
esterilidade do sistema.

As determinac¢des microbiologias correspondiam a contagem total de micro-

organismos aerdbios em meio PCA.
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4.6- Higienizacao da linha de processamento

A limpeza em circuito fechado da linha (Cleaning in place — CIP) foi
realizada de acordo com as seguintes etapas: pré-enxague a temperatura
ambiente até que a agua ficasse limpida; lavagem com solugdo detergente
alcalina na concentracao de 2% (p/v) a 95 € (tempe ratura no final do tubo de
retencdo) por 40 min (15 min sem o homogeneizador, recirculando pela seg¢éo de
retorno do trocador de calor, com fluxo turbulento pela tubulacdo a velocidade
média de pelo menos 0,8 m/s e coeficiente de Reynolds (Re) minimo de 55.554;
15 min sem o homogeneizador, recirculando pela maquina de embalagem a 0,6
m/s e Re de 41.666, e 10 min pela linha completa a 0,3 m/s e Re de 20.833);
enxague intermediario a 55 € por 10 min; lavagem ¢ om solu¢ao detergente acida,
na concentracao de 2% (p/v) a 55 € por 40 min, na mesma sequéncia do ciclo
alcalino, e enxague final por 20 min a 55 €. A concentracdo das solugdes
detergentes foi monitorada por titulometria e medida de condutividade, conforme
recomendacdes dos fabricantes.

A esterilizacdo em circuito fechado (Sterilization in place — SIP) foi efetuada
pela recirculacao da solucao Vortexx ES (Ecolab Quimica Ltda., Rio de Janeiro —
RJ), na concentracao de 0,3% (v/v) de acido peracético a 30 T por 30 min, com
fluxo turbulento a 0,2 m/s e Re de 4.901. No tanque asséptico a esterilizagao foi
realizada pela recirculacao da solugdo com auxilio da bomba centrifuga antes da
dosadeira. O enxague da solucao esterilizante foi conduzido pela recirculacao de
agua a temperatura ambiente pela se¢do de retorno do trocador de calor por 5
min, seguido pela recirculagédo pela linha de envase, quando a temperatura da
agua no final do tubo de retencdo era maior que 140 <C, por um periodo de 15
min. A concentracdo da solucdo de acido peracético foi monitorada por
reflectometria (RQflex plus, Merck KGaA, Darmstadt - Alemanha).

4.7- Monitoramento higiénico do sistema

A esterilidade da linha de processamento e dosadeira antes das producdes

experimentais foram avaliadas através da analise da agua de enxague
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(EVANCHO et al.,, 2001b). A agua de enxague apés esterilizacdo em circuito
fechado foi coletada em frascos estéreis de 2 L contendo 20 mL de solugéo salina
neutra adicionada de tiossulfato de sédio 0,5% e 15.000 unidades de catalase
esterilizada, empregando-se técnicas assépticas. Essa amostra foi filtrada por
meio de membrana de ester de celulose estéril, com poro de 0,22 um (Millipore
Industria e Comércio Ltda., S&o Paulo - SP), em cabine de seguranga bioldgica. A
membrana foi transferida assepticamente para um frasco contendo leite UHT,
previamente aprovados em testes de esterilidade comercial, sendo incubada a 35
<C por 30 dias. ApOs a incubacéo, o leite UHT foi s ubmetido as analises sensoriais
(aparéncia e odor) e fisico-quimicas (pH) e microbioldégicas (micro-organismos
acidotolerantes e bolores e leveduras) (DEIBEL; JANTSCHKE, 2001). No Anexo V
sao apresentadas fotografias da camara incubadora com amostras de leite UHT
em embalagens BIB.

As superficies da maquina de envase foram avaliadas antes e apo6s a
realizacdo das producdes experimentais. O monitoramento foi efetuado em seis
pontos da dosadeira, dois que tinham contato com o material de embalagem ou o
leite UHT (partes externa e interna do bico de enchimento) e quatro sem contato
direto (base e topo da dosadeira, suporte do tubo de envase e suporte do émbolo
controlador de fluxo). A avaliacdo das superficies foi realizada empregando-se o
método de swab (EVANCHO et al., 2001b). A Figura 16 aponta os pontos de

amostragem no equipamento de envase.
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Figura 16- Equipamento de envase das embalagens BIB e pontos de
amostragem. (1) base; (2) parte interna do tubo de envase; (3) parte externa do
tubo de envase; (4) suporte do tubo de envase; (5) suporte do émbolo controlador
de fluxo e (6) topo.

4.8- Processamento de leite UHT

A producédo e estocagem de leite longa vida em embalagens BIB foram
realizadas conforme o fluxograma da Figura 17. O processamento foi conduzido
em sincronismo com a operagéo de embalagem.

O leite cru foi adicionado de citrato de sédio (NazCsHs07) 0,1% (p/v),
homogeneizado & temperatura entre 68 e 72 C e pressdo de 250 kgf/cm? (210

kgf/cm? no primeiro estagio e 40 kgf/cm? no segundo estagio), sendo submetido ao
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tratamento térmico a 140 € por 5 s. Em todos os ensaios a vazao da linha de
processamento foi de 260 L/h e a produtividade da dosadeira ajustada para 270
embalagens de 2.000 mL/h (4,6 embalagens/min). A estocagem foi realizada a

temperatura ambiente de 25 + 4 <.
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Matéria-prima
(Leite com NasCeHsO; 0,1% / 6-10 °C

k4

Pré-agquecimento
(68-72 °C)

A

Homogeneizagao
(250 kgflcm” em 2 estagios)

Y

Aquecimento
(140-141 °C)

h 4

Esterilizacdo
(140 °C/5 s)
¥
Resfriamento Embalagem institucional
(14-20 °C) Bag-in-Box
A J L A
Esterilizacao
Tanque asseéptico Radiagao ionizante (gama)
15 kGy

.

ENVASE ASSEPTICO

Y

Estocagem a temperatura ambiente

Figura 17- Fluxograma de producdo de leite UHT em embalagens BIB.
Esterilizagcao do leite realizada a 140 € por 5 s.
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4.9- Teste de integridade das embalagens

A inspecéo visual e o teste de compressdo manual das embalagens foram
realizados durante o envase em intervalos de pelo menos 5 min (UNITED
STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2001). Para completar a
investigacdo da hermeticidade das embalagens, foram realizados testes
eletroquimicos e de penetracao de solugéo colorida (USFDA, 2001). A preparacao
das amostras foi conduzida através de um corte lateral da estrutura, em forma de
“v”, que possibilitou a avaliagdo tanto das soldas transversais como longitudinal da
regido oposta ao bocal de enchimento. Previamente ao teste, as embalagens
foram lavadas por imersdo em solucao detergente alcalina 2% (p/p) com
tensoativos por 48 h, marca DET LIMP S32 (Farquil Comércio e Industria Ltda.,
Piracicaba - SP).

4.10- Testes de esterilidade comercial

A esterilidade comercial do produto em condi¢gdes normais de estocagem,
nao refrigeradas, foi avaliada através da incubacdo a 35 € por 30 dias e
estocagem por pelo menos 4 meses a temperatura ambiente de 25 + 4 € de
minimo 24 amostras de cada ensaio. O leite foi avaliado quanto as suas
caracteristicas sensoriais (aparéncia e odor), conforme estabelecido pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 1996; 2006), e quanto ao pH, de acordo com
padroes recomendados pela APHA (DEIBEL; JANTSCHKE, 2001). Pelo menos 10
amostras foram submetidas as analises microbiolégicas (contagem de micro-
organismos meséfilos aerbbios vidaveis, com exce¢cdo de Bacillus
sporothermodurans) (BRASIL, 1996; 2003) e fisico-quimicas (acidez titulavel,
estabilidade ao etanol 68% (v/v)), conforme os padroes legais (BRASIL, 1996;
2006). Adicionalmente, foram efetuadas analises do potencial de oxirreducao
(Eletrodo ORP, Thermo Scientific Orion, Beverly - EUA), oxigénio dissolvido
(Eletrodo Orion 97-08 O, Thermo Scientific Orion, Beverly - EUA) e dioxido de
carbono dissolvido (Eletrodos Orion 95-02 CO,, Thermo Scientific Orion, Beverly -
EUA) no leite, bem como oxigénio e diéxido de carbono dissolvido no espaco livre

82
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Material e Métodos

da embalagem (MOCON PAC CHECK modelo 650, Mocon Inc., Minneapolis —
EUA).

Os resultados dos testes de esterilidade comercial foram expressos como
amostra “alterada” ou “sem alteragdo”. As amostras eram consideradas sem
alteracdo quando: a embalagem nao apresentava modificacées na estrutura, como
estufamento; a aparéncia e o odor nao diferiam sensivelmente de um leite UHT
original, sem incubacao; nao existia qualquer tipo de impurezas ou elementos
estranhos (BRASIL, 1996; DEIBEL; JANTSCHKE, 2001); o pH nao sofria uma
variagdo maior que 0,2 unidades em relagao ao inicial (DEIBEL e JANTSCHKE,
2001); a contagem de micro-organismos mesofilos aerdbios, com exclusdo de B.
sporothermodurans, era menor ou igual a 100 UFC/mL; a acidez nao ultrapassava
0,02 g de acido latico/100 mL em relacdo ao original; a estabilidade ao etanol
mantinha-se em pelo menos 68% (v/v) (BRASIL, 1996) e o potencial de
oxirredugdo, oxigénio e didxido de carbono dissolvido no leite e no espago livre da
embalagem nao diferiam consideravelmente das amostras ndo incubadas.

A contagem de micro-organismos mesoéfilos aerdbios viaveis, com excecao
de B. sporothermodurans, foi determinada pelo plaqueamento em profundidade de
1 mL da amostra e das diluicbes sucessivas em Agar nutriente isento de extrato
de levedura e Agar infusdo cérebro-coracao (BH) com incubacédo a 30 + 1 C por
72 h. A presenga de B. sporothermodurans nas amostras resulta num abundante
crescimento de colbnias lisas, de forma regular, com coloragdo entre branco e
bege, com didmetro maximo de 3 mm em Agar infusao cérebro-coragao.

As colbnias presuntivas de B. sporothermodurans no Agar infusao cérebro-
coracao foram identificadas por meio de testes morfolégicos e bioquimicos. No
Agar nutriente isento de extrato de levedura, B. sporothermodurans, comumente,
nao formam coldnias visiveis, porém poderdo desenvolver colénias puntiformes,
de coloragéo entre branco e bege (BRASIL, 2003).

Adicionalmente, foi realizado um teste de exposicao das embalagens a luz.
Este teve por objetivo verificar os efeitos da radiagdo ultravioleta e da luz sobre a
estabilidade do produto. Vinte embalagens compostas somente com filme de
PEBD foram utilizadas no envase asséptico de leite. Foram entao expostas a luz
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com intensidade de 1.920 + 100 lux por um periodo diario de 13 h. Essas
condicoes foram estabelecidas por Walter (2010). A intensidade de luz foi medida
com luximetro Extech modelo LX-102 (Extech Instruments Corporation, Waltham -
EUA).

A exposicao a luz foi efetuada duas semanas apds a producdo do leite
UHT, periodo necessério para conducado dos testes de esterilidade comercial e
inicio das analises sensoriais.

A camara de luz apresentava superficies internas brancas com dimensdes
de 500 x 900 x 800 mm e era iluminada por duas lampadas fluorescentes
tubulares (Tipo “Luz do dia plus” com bulbo T8, poténcia 30 W, eficiéncia luminosa
67 Im/W, temperatura de cor 5.200 K e indice de reproducao de cores 72, Havells
Sylvania Brasil lluminacao Ltda., Santo Amaro - SP). A posicao das embalagens
no interior da cdmara era modificada semanalmente, de modo a homogeneizar a

exposicao a luz.

4.11- Marcha de deteccao de contaminantes

O diagnéstico de causas de deterioracdo de amostras alteradas, durante a
incubacdo no teste de esterilidade comercial, foi efetuado de acordo com as
recomendacdes da APHA (DENNY e PARKINSON, 2001). A diferenciacao dos
grupos de micro-organismos deterioradores foi efetuada através de exames de
cultura aerdbios em Agar dextrose triptose, Agar infusdao cérebro coracao e Agar
nutriente com sulfato de manganés. Esse procedimento de cultura foi
fundamentado nas condi¢des aerdbias prevalentes no produto e no espaco livre
da embalagem durante a estocagem, estabelecidas pelas caracteristicas do
processamento e pela permeabilidade ao oxigénio dos materiais de embalagem.
Caracteristicas especificas do produto, da embalagem e dos micro-organismos
recuperados foram analisadas. As placas foram incubadas a 35 C e a 55 T por
até 4 dias ou 10 dias, conforme a seqiéncia na marcha de deteccdo de
contaminantes. A diferenciacdo de morfologia de culturas vegetativas e
formadoras de esporos foi conduzida através de exames microscépicos de
coloragao de Gram e coloragao de esporos com verde de malaquita. As amostras
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alteradas também tiveram as embalagens analisadas através dos testes de
eletroliticos e de solucao colorida.

4.12- Avaliacao sensorial

A analise sensorial foi conduzida com o leite longa vida acondicionado nas
embalagens BIB do primeiro e quarto lote de produgdo (matéria-prima Leite Cru
Refrigerado tipo A). A estocagem das amostras foi realizada em condi¢cdes
normais de temperatura com exposicao a luz ambiente do laboratério e com
exposicao a luz artificial na camara de exposicao (item 4.10), duas semanas apés
a producdo experimental. A vida de prateleira dos produtos foi estimada através
de testes de aceitacdo e intencdo de consumo, conforme recomendacdes da
ASTM (2005). A aceitagao global das amostras foi avaliada utilizando-se uma
escala hedbnica estruturada mista de 9 pontos (1 = desgostei extremamente; 5 =
nem gostei/nem desgostei; 9 = gostei extremamente). A intengdo de consumo dos
provadores foi avaliada através do seguinte questionamento: “Vocé normalmente
consumiria este produto?”; com duas alternativas para resposta: sim ou ndo. A
ficha para as andlises sensoriais é apresentada no Anexo VI. Os estudos
sensoriais foram aprovados pelo Comité de FEtica em Pesquisa da Unicamp,
conforme parecer numero 072/2010.

Da relagdao percentual entre o numero de provadores com intencdo de
consumo pelo numero total de provadores foi denominada indice de consumo
potencial, variando entre 0 e 100%. O critério estipulado para o final da vida de
prateleira das amostras foi a média das notas no teste de aceitacdo inferior a 6,
correspondente ao termo hedénico “gostei ligeiramente”, e um indice de consumo
potencial inferior a 60% (PETRUS et al., 2009). As primeiras sessdes sensoriais
foram realizadas duas semanas apds as producbes experimentais, periodo
necessario para realizacao dos testes de esterilidade comercial.

A equipe de provadores foi constituida por 50 pessoas, 38% homens e 62%
mulheres com faixa etaria entre 16 e 75 anos. A frequéncia de consumo de leite
era diaria para 72% dos provadores, 19% pelo menos uma vez por semana e 5%
a cada 15 dias. Com relacao a escolha do produto pelo tipo de tratamento térmico,
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82% dos provadores consumiam leite UHT, 11% leite pasteurizado e 6% ambos
0s produtos.

As condi¢cdes dos testes foram estabelecidas conforme as recomendacoes
de Stone e Sidel (1993). As sessdes foram conduzidas entre 9:00 h e 11:00 h ou
15:00 h e 17:00 h, sendo realizadas em cabines individuais com ar condicionado a
23 £ 2 T e iluminadas com lampadas fluorescentes “branca fria”. As amostras
foram servidas a temperatura de 23 £ 2 € em copos plasticos de cor branca de
50 mL, codificados com trés numeros aleatorios. Em cada sessao sensorial, foram
apresentadas no maximo cinco amostras em blocos completos balanceados em
sequéncia monadica. Os provadores foram orientados a consumir biscoitos tipo
agua e sal e agua mineral entre as degustacées, de modo a prevenir o efeito da
fadiga sensorial.

Na analise sensorial do primeiro lote experimental, foram introduzidas duas
amostras de marcas comerciais distintas de leite longa vida. Os produtos tinham
data de producdo da mesma semana do lote experimental ou da semana
subsequente. Este procedimento teve como objetivo comparar a aceitabilidade da
amostra experimental e comercial, apesar das diferencas inerentes a matéria-
prima e ao processamento. Uma das amostras comerciais que nao apresentou
diferenga significativa (p<0,05) das amostras experimentais quanto a aceitagao
média, bem como um indice de consumo potencial similar, foi selecionada como
amostra controle para ser empregada nos testes subsequentes (ASTM, 2005;
PETRUS et al., 2009; WALTER, 2010).

Os dados dos testes de aceitacao foram tratados estatisticamente, através
da andlise de variancia, para verificar diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras na mesma sessao de andlise e em periodos distintos de estocagem. A
comparacao de médias foi realizada pelo teste de Tukey, utilizando-se o programa
Assistat, versdo 7.5 beta (SILVA, 2008), para comparacao entre os tratamentos

em cada periodo de andlise.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Caracterizacao da matéria-prima

A caracterizacdo dos lotes de leite cru refrigerado tipo A (L-A) das 4
producdes experimentais estd apresentada na Tabela 10. O leite estava de acordo
com os requisitos minimos de qualidade fixados para identidade de leite cru
refrigerado (BRASIL, 2002). Os lotes de leite cru apresentavam acidez de 0,15 g
de acido latico/100 mL e estabilidade ao etanol 72% (v/v), de modo a minimizar
deposicoes de proteina no trocador de calor. Desse modo, as caracteristicas
fisico-quimicas do leite cru eram adequadas aos tratamentos térmicos pelo

processo UHT.
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Tabela 10- Caracterizacao do leite cru refrigerado tipo A empregado nos ensaios.

o Matéria-prima
Determinacao

Leite A
Gordura (g/100g9) 3,6
Solidos nao-gordurosos (g/100g) 8,4
Acidez (g acido latico/100mL) 0,15
pH 6,64
Estabilidade ao etanol 74% (v/v) Estavel
Contagem padrao em placas (UFC/mL) 4,6 x 10*
Esporos de mesofilos aerébios (UFC/mL) 1,8x 10’
Esporos de termofilos aerébios (UFC/mL) 1,4 x 10’
Contagem de células somaticas (CS/mL) 4,5x10*
Residuo de antibidticos Negativo

A contagem de esporos estava em conformidade com as especificacdes de
processo térmico. O tratamento com Fi4 ¢ de 5 s foi projetado para atingir nove
reducdes decimais de esporos de Bacillus cereus ou probabilidade de unidades
nao estéreis de 1:1.000, considerando-se a producdo de leite UHT em
embalagens de 1.000 mL a partir de matéria-prima com contagem de esporos de
10® UFC/mL e resisténcia térmica com valor z = 10,4 € 10,3 T e D1 ¢ = 0,16 €
0,36 s (KESLLER, 1981; PACHECO-SANCHEZ, 2005).

5.2- Embalagens Bag-in-Box
5.2.1- Caracterizacdao das embalagens

Os dados de espessura, gramatura, dimensdes e peso das embalagens séo
apresentados na Tabela 11. A especificacdo adequada e o controle destes
parametros sdo considerados importantes ao ajuste das embalagens plasticas
flexiveis nas maquinas de envase, bem como para a garantia de qualidade do
produto acondicionado.
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Tabela 11- Caracterizacdo das embalagens BIB.

Parametro
Filme Gramatura Espessura Dimensao Total Peso Total
(g/m?) (nm) (mm) (9)
PETmet 160’ 98,70’ , 1
. . 266,00 x 293,68 54,40
PEBD 163 104,25
Total 323 202,95

T e2v/alores médios.

2Valores referentes as médias de Comprimento x Altura.

5.2.2- Permeabilidade ao oxigénio

A taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO.) dos filmes de PEBD e
PETmet que compbéem as embalagens utilizadas nesta pesquisa é apresentada na
Tabela 12. Os dados foram comparados com as avaliacbes realizadas por Petrus
(2004) com garrafas de polietileno de alta densidade (PEAD) pigmentadas com
diéxido de titanio (TiO,) e garrafas de PEAD pigmentas com TiO, adicionadas de
uma camada intermediaria preta (carbon black), e também com os dados de
Walter (2010) que utilizou embalagens flexiveis de PEBD e um filme flexivel
multicamada (LMC). As embalagens utilizadas por Petrus (2004) e Walter (2010)
sao destinadas ao envase de leite pasteurizado ou UHT. O controle da TPO; nas
embalagens é essencial para a garantia de uma boa vida de prateleira dos
produtos acondicionados, pois é um dos fatores que monitora as propriedades de
barreira dos filmes plésticos.

89
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Resultados e Discussao

Tabela 12- Taxa de permeabilidade ao oxigénio das embalagens BIB.

TPO,? (cm*/m*.dia) 1
atm, 23 €/100% UR

Embalagem BIB <3,7464 x 107
Garrafa PEAD 500 mL + TiO,' 165,15
Garrafa PEAD 1000 mL + TiO, e
camada intermediaria preta’ 129,80
PEBD? 16.000
LMC? 1,60
°n = 6.
! Petrus (2004);
2 Walter (2010).

A estrutura do material plastico empregado na construcdo das embalagens
BIB ofereceu alta barreira ao oxigénio. A embalagem LMC obteve um resultado
mais proximo em termos de permeabilidade, porém com um valor 1,6 vezes maior.
Ja para o filme comum de PEBD de Walter (2010), a barreira ao oxigénio na
estrutura utilizada nesta pesquisa foi 16.000 vezes menor.

Foi montado, adicionalmente, um modulo para andlise das embalagens BIB.
Os tubos, de entrada e coleta do gas de arraste do equipamento, foram dispostos
na tampa das embalagens através de um furo de mesmo didmetro. Durante a
analise, verificou-se que a quantidade de oxigénio captada pelo detector era muito
superior a sua capacidade de leitura, o que indicou que a interface tampa/bocal
das embalagens permitia a entrada de O,. Doyon et al. (2005) demonstraram que
a interface tampa/bocal é responsavel pelo ingresso de até 60% do total de O, na
embalagem BIB durante o processo de transporte. Para efeitos de comparagao
com o estudo realizado por Doyon et al. (2005), ndo foi possivel determinar a
quantidade de O, que permeava para o interior das embalagens através da
interface tampa/bocal, pois havia o risco de danificar a célula de leitura do

equipamento.
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5.2.3- Transmissao de radiacao ultravioleta e luz

A transmitancia especular dos filmes de PEBD e PETmet é apresentada
nas Figuras 18 e 19.

75 4
70 -
65 - —
60 ] "

55 - —

50 - -

40§ e
35 7
30 - ~

25 -
20 -
15 -

10 -
5§/
0:

Transmitadncia especular (%)

""‘---.....___

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 18- Espectro de transmitancia especular do filme de PEBD utilizado para
confecgao da embalagem BIB.
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gura 19- Espectro de transmitancia especular do filme de PETmet utilizado para
confecgédo da embalagem BIB.

Foi calculada, para melhor compreensdao, a absorbancia do filme de

PETmet, pois sua transmitancia apresentou valores muito pequenos em escala
decimal. E apresentada na Figura 20 a absorbancia para este filme.
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Figura 20- Absorbancia do filme de PETmet utilizado para confeccdo da
embalagem BIB.

O filme de PEBD apresentou transmitancia especular elevada (~60%) numa
faixa de comprimento de onda acima de 520 nm, fora do espectro principal de
absorcao da riboflavina (200-520 nm) (BOSSET et al., 1995). Ja o filme PETmet
teve seus valores de transmitancia, bem como os de absorbancia muito reduzidos.

Mesmo que o filme de PEBD apresente altos valores de transmitancia
especular, o produto acondicionado nestas embalagens ndo sofreu alteracées em
razdo da luz e radiagdo UV, pois como se trata de uma embalagem laminada
flexivel, o filme externo de PETmet cumpriu a fungéo de proteger o produto contra
tais acbes oxidativas, fato este discutido no item sobre teste de esterilidade
comercial.

Walter (2010) comparando a transmitancia especular de filmes de PEBD,
pigmentados com diéxido de titdnio (1,5%), contra embalagens laminadas
cartonadas, garrafas plasticas comerciais e bolsas plasticas, todas destinadas ao
envase comercial de leite longa vida, demonstrou que as embalagens comerciais

apresentavam boa barreira, em especial as embalagens laminadas cartonadas
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comumente conhecidas como “embalagens de caixinha”. Comparando o espectro
desta embalagem com o do filme de PETmet obtido nesta pesquisa, foi possivel
observar que a transmitancia especular da embalagem comercial possui valores
maximos entre 0,15 e 0,18%, enquanto que a do filme PETmet valores entre 0,080
e 0,095%, demonstrando que este filme apresenta um melhor efeito na protegao
do leite contra os efeitos da luz.

As alterac6es induzidas pela luz em produtos lacteos sao principalmente de
natureza oxidativa, sendo catalisadas pela riboflavina. Esse composto fotossensor
esta presente no leite em concentragdes médias de 1,75 mg/L (DIMICK, 1982), e
devido ao seu sistema de duplas ligagdes conjugadas, prontamente absorve e
transfere a energia luminosa visivel, com formacao de perdxidos e radicais livres.
A decomposicao dos peroxidos e as reacdes subsequentes dos radicais livres com
componentes dos alimentos, além de ocasionar alteracoes sensoriais e perdas de
valor nutritivo, podem levar a formacédo de substancias potencialmente téxicas
(ARAUJO, 2004; BRADLEY; MIN, 1992; SKIBSTED, 2000). Como esse processo
€ iniciado pelas radiacoes absorvidas, a comparacdo do espectro em que o
produto € exposto com o espectro de absorcao dos fotossensores é fundamental
na predicdo das alteracbes ao longo da estocagem (SATTAR e DEMAN, 1975;
SKIBSTED, 2000), possibilitando estabelecer e avaliar os requisitos de protecéao
dos sistemas de embalagens.

No caso das embalagens laminadas cartonadas, a protecdo do alimento
contra a foto-oxidagéo € exercida por uma folha de aluminio, bem como pelo papel
cartdo e a tinta de impressao. Ja para o filme de PETmet, a protecdo pode ser
atribuida a maior espessura do material de embalagem, bem como a maior

espessura de camada de metalizacdo incorporada.

5.2.4- Resisténcia da termosoldagem

As curvas na Figura 21 demonstram o perfil médio de ruptura das soldas,
longitudinais e transversais, respectivamente, submetidas ao teste de tracéo.
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Figura 21- Perfil médio de ruptura das soldas longitudinais durante o teste de

tracdo (——— Transversal e — Longitudinal).

A verificacao da resisténcia a tracao das soldas é considerada importante
para o ajuste do filme plastico nas maquinas de envase com relagdo as
caracteristicas da termossoldagem durante o processo de manufatura das
embalagens, da resisténcia mecanica e das propriedades de barreira.

Foram encontrados valores de até 123 N para as soldas transversais e 115
N para as soldas longitudinais. Tais resultados sdo considerados elevados e,
portanto, satisfatérios para o acondicionamento de alimentos liquidos
(SARANTOPOULOS, 2002).

Uma importante observacdo feita durante esta avaliacdo foi que nao
aconteceu a ruptura do filme na regidao de solda, em nenhuma das amostras. Esse
fato demonstra que as soldas, mesmo submetidas a forca superior a 100 N,
apresentaram grande resisténcia. Isso pode proporcionar maior seguranga e
praticidade durante as operacbdes de logistica e manipulacdo no ambiente de
consumo do produto acondicionado.
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Observou-se que houve a formacao de dois picos no perfil de ruptura do
teste, sendo o primeiro respectivo ao filme PETmet e o segundo ao filme PEBD.
Isso ocorreu, pelas diferencas, em termos de resisténcia mecanica, entre os filmes
testados, sendo que o primeiro apresentou menor elasticidade, portanto se
rompeu primeiro, € 0 segundo maior poder de elasticidade tendo a sua ruptura
depois de transcorrido maior esforgo (SARANTOPOULOS, 2002).

5.2.5- Teste de emissao de bolhas

Nenhuma das amostras avaliadas apresentou formacao de bolhas no teste
de vacuo, o que seria indicativo de falhas na termossoldagem (FARIA, 2005).
Consequentemente, a fabricacdo das embalagens foi satisfatéria e o processo de

esterilizacdo por radiacdo ionizante ndo afetou a integridade da termossoldagem.

5.2.6- Caracterizacao microbiologica das embalagens

Na caracterizacao microbiol6gica das embalagens BIB foram analisadas um
total de 12 amostras, que foram submetidas ao processo de esterilizacao por
radiacdo ionizante (gama), divididas entre a enumeracdo de micro-organismos
mesofilos aerdbios, esporos de mesodfilos aerdbios e esporos de termdfilos
aerébios. Também foram avaliadas 6 embalagens que nao foram submetidas ao
processo de esterilizacdo, a fim de se verificar as condi¢cdes higiénicas do
processo de fabricacéo.

Nao foram encontrados micro-organismos nas amostras avaliadas. Este
resultado demonstra a eficiéncia do processo de esterilizagdo que as embalagens
foram submetidas. Para as embalagens nao irradiadas, a auséncia de micro-
organismos é um importante indicativo da boa qualidade de manufatura destes
materiais, bem como da presenca efetiva dos procedimentos de BPF e de
APPCC. Mesmo diante deste resultado, ndo se pode concluir que nao seria
necessario o tratamento de radiacao visto que, para todos os sistemas assépticos,
€ de suma importancia que as embalagens passem por um tratamento de

descontaminacao objetivando, sempre, reduzir o valor de unidades ndo estéreis
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em um lote processado (VON BOCKELMANN, 1991; FARIA e ESPINOZA-
ATENCIA, 1992; RICHARDSON et al., 2007; MASSAGUER, 2006).

Esses resultados sdo indicativos da conformidade microbiana dos materiais
de embalagem para o sistema asséptico, bem como para o seu uso na linha de
processamento do leite UHT.

5.2.7- Avaliacao da efetividade da radiacao ionizante

As embalagens submetidas a esterilizacdo por radiacao ionizante foram
analisadas microbiologicamente e os resultados estdo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13- Influéncia do tratamento por radiacdo ionizante na descontaminacao
das embalagens BIB, inoculadas com esporos de B. pumilus.

No N Reducoes
Embalagem 8 L

(10°UFC/emb.) (UFC/emb.) decimais
1 1,7° c.n.d.? >8
2 1,7 c.n.d.? >8
3 1,7 c.n.d.2 >8
4 1,7 c.n.d.2 >8
5 1,7 c.n.d.2 >8
6 1,7 c.n.d.2 >8
7 1,7 c.n.d.2 >8
8 1,7° c.n.d.? >8
9 1,7° c.n.d.? >8

! Valor referente @ média de 3 embalagens: 1,6, 1,6 e 1,7 x 10 UFC/emb.
2 Crescimento n&o detectado.

Foram obtidos no minimo 8 reducbes decimais no processo de
esterilizagdo, comprovando assim a efetividade do método na descontaminacao
das embalagens. O grau de esterilizacdo depende da quantidade inicial de micro-
organismo e da area da embalagem. A USFDA recomenda um total de 5 reducgdes
decimais em embalagens de 1-10 dm? , sendo que para o Clostridium botulinum
sao requeridas 10 reducdes decimais no material de embalagem. Contudo, este
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micro-organismo € considerado menos resistente ao tratamento utilizado
(BUCHNER, 1993).

Para uma quantificacdo pontual de reducdes decimais, seria necessaria
uma cultura de esporos de B. pumilus com carga microbiana acima daquela
utiizada nesta pesquisa. Portanto, € conveniente expressar o resultado de
reducdes decimais com o sinal “>”, pois ha a possibilidade de se encontrar um
valor ainda maior (MASSAGUER, 2006).

No teste adicional realizado com 3 embalagens inoculadas com esporos de
B. pumilus, submetidas ao processo de esterilizacdo por radiacao ionizante, com
posterior envase com leite UHT durante um dos processamentos, também néo
apresentou alteracao visual € nem microbioldgica. Ap6s o periodo de incubacéao a
35 T por 48 horas e quantificacao final de esporos, nao foi detectado crescimento
em placas. Tais resultados sao indicativos da conformidade microbiana dos
materiais de embalagem para o sistema asséptico, bem como para 0 seu uso na
linha de processamento do leite UHT. Entretanto, percebe-se que a dose
recomendada para a esterilizacdo das embalagens BIB é muito alta e que os
resultados demonstram a necessidade de redugao do tratamento, considerando os
problemas de odores e de oxidacao das embalagens plasticas submetidas a esse
procedimento.

5.3- Conformidade das condicdes da Area Limpa
5.3.1- Certificacdo da Area Limpa

A certificagdo da Area Limpa foi realizada por uma empresa especializada.

As salas da Area Limpa foram classificadas, em repouso, segundo a norma
ISO 14644-1 para particulas de 0,5 upm e 5,0 um, como ISO Classe 8 para o
Vestiario e Anti-sala, e como ISO Classe 7 para a Sala de Envase.

Os resultados da certificacdo sdo apresentados no Anexo VII.
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5.3.2- Condigcoées operacionais
5.3.2.1- Contagem eletrénica de particulas totais em suspensao

Os resultados das contagens de particulas totais em suspensdo no ar
dentro da sala de envase e préximo a maquina de envase, em repouso e em

operacao, sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14- Contagem de particulas em suspensdo no ar préximo ao ponto de

envase na sala limpa.

Concentracao de particulas (unidades/m®)

Estado
Processo 0,5 um 5,0 um
ocupacional
Min Max Méd' Min Max Méd'
P1 64 313 183 0 23 13
P2 71 415 160 0 37 23
Repouso P3 71 462 168 0 43 11
P4 63 453 153 0 39 23
P5 60 402 142 0 43 13
P1 83 1513 530 0 47 21
P2 80 1602 523 0 53 30
Operacao P3 80 1504 530 0 47 15
P4 77 1498 537 0 51 40
P5 76 1466 522 0 43 11

"Média entre 12 leituras realizadas a cada 10 min.

A empresa especializada em certificagao realizou leitura de particulas com
tamanho de 0,3 pm, obtendo valor minimo de 177, maximo de 1.635 e média de
640 unidades/m°.

Considerando os valores maximos de concentracoes de particulas no ar, a
area de embalagem foi classificada, de acordo com os padrées da International
Organization for Standardization (1999), como ISO Classe 7: concentragcdes
maximas de particulas com tamanho maior ou iguais a 0,3 um de 10.200
unidades/m®, a 0,5 um de 353.000 unidades/m® e 5 um de 2.470 unidades/m®. As
concentracdes de particulas obtidas nos pontos de coleta pré-determinados
estavam proximas aos padrées ISO classe 5: concentracdes maximas de
particulas com tamanho = 0,3 pm de 1.020 unidades/m?®; = 0,5 um de 3.530
unidades/m® e = 5 um de 0 unidade/m®. A sala para o envase demonstrou a

conformidade do ambiente para o processamento asséptico de leite UHT
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5.3.2.2- Monitoramento ativo de micro-organismos no ar

A Tabela 15 apresenta os resultados do monitoramento ativo de micro-
organismos no ar no ponto mais préximo ao bico de envase da dosadora. As
contagens obtidas durante o envase de todos os lotes dos 4 processamentos
atenderam aos limites definidos pela NASA (ISO, 1999). A reduzida concentragao
de micro-organismos em suspensao na sala de envase assegurou o alto grau de

limpeza do ambiente.

Tabela 15- Contagem padrdao em placas de micro-organismos no ar no ponto
préximo ao bico de envase da dosadora.

Contagem total proximo ao ponto de envase

Estado 3 ]
. Processo (UFC/m® de ar)
ocupacional __ _ _ __
Inicio Meio Fim Média
P1 - 0 - 0
P2 - 1 - 1
Repouso
P3 - 0 - 0
P4 - 1 - 1
P1 0 <2 <2 <2
o _ P2 0 1
eracao
perag P3 0 0
P4 0 3 <2 <3

"Padrao NASA pala sala limpa ISO Classe 7 < 17,7 UFC/m° de ar.

Segundo a ISO 14644-1, o limite maximo para contagem total de micro-
organismos aerdbios presentes em ambientes 1SO Classe 7 é < 20 UFC/m® de ar.
Além disso, os testes microbiol6gicos ndo detectaram a presenca de bolores e
leveduras no ar da Sala Limpa em operacgéao.

5.3.2.3- Avaliagao de limpeza e sanitizagao de superficies

Os testes microbioldégicos de micro-organismos aerébios nos 3 pontos
determinados dentro da sala limpa (suporte de bocal e manopla do dispositivo de
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abertura e mesa) e nas luvas utilizadas pelos operadores nao detectaram
crescimento microbiano em meio PCA. Tais resultados séo indicativos da
conformidade microbiana do ambiente de envase para o processamento asséptico
de leite UHT.

5.4- Monitoramento higiénico do sistema

Nas analises da agua de enxague, apos a esterilizagcdo em circuito fechado
(SIP) da linha de produgdo e embalagem, nao foram verificados sinais de
atividade microbiana ou detectada a presenga de micro-organismos. Walter
(2010), utilizando a mesma linha de processamento, com excecdo do
equipamento de envase, detectou problemas em um dos processamentos com
leite UHT. As amostras apresentaram sinais de alteracdo sensorial e de pH em
relacdo ao controle, bem como presenca de micro-organismos mesoéfilos aerdbios
e esporos de mesbfilos aerdbios. Como medida corretiva para o sistema, foi
realizada limpeza manual do “T” reto para conexao do sensor de temperatura tipo
termo resisténcia PT100, localizado no final do tubo de retengao do trocador de
calor. Tal medida foi adotada para todos os processamentos realizados nesta
pesquisa.

Também nao foi detectado crescimento microbiano na analise das
superficies da dosadora, como descritas no item 4.7 (Monitoramento higiénico do

sistema).

5.5- Avaliacao da integridade das embalagens

Exceto para uma embalagem do processamento P3, todas as demais nao
indicaram falhas no fechamento, bem como na integridade das soldas, com base
no exame visual, no teste de compressdo manual, teste eletrolitico e uso de
solucdo colorida. Foram amostrados pelo menos 8 embalagens de cada
processamento para os testes. Tais resultados sdo indicativos da eficiéncia das
soldas e do fechamento hermético das embalagens, impedindo a recontaminacao
do produto acondicionado.
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A embalagem defeituosa do processamento P3 apresentou falha em uma
regiao de 33 mm na solda transversal superior, préxima a regiao do bocal. Nesta
regidao nao houve fusao das interfaces PEBD/PEBD e, consequentemente, nédo
houve a termossoldagem. O problema pode ser justificado por falha ou fadiga das
barras de fechamento no momento da produgdo das embalagens. Pressdo ou
calor insuficiente pode ter ocasionado a falha e assim produzido uma embalagem
defeituosa (ROBERTSON, 1993; SARANTOPOULOS et. al, 2002).

5.6- Esterilidade comercial do leite UHT

A representacdo dos resultados dos testes de esterilidade comercial €

apresentada na Tabela 16.

Tabela 16- Taxa de defeitos dos 4 processamentos assépticos de leite UHT.

) Processamento
Parametro

P1 P2 P3 P4
Tamanho do lote 200 171 168 170
Amostras incubadas’ 32 30 24 24
Alteracoes em amostras
] ) 0 2 1 1
incubadas
Taxa de defeitos® (%) 0 6,67 4,17 4,17

'35 < por 30 dias.
2 Embalagem estufada, leite com alteragao sensorial (odor e aparéncia) e, ou, variacdo de pH
maior que 0,2 unidades.

8 Relacao entre amostras com alteracdo pelas amostras incubadas.

A taxa de defeitos, exceto pelo processamento P2, apresentou resultados
baixos indicando o bom funcionamento do sistema asséptico. O maior valor
encontrado para o processo P2 pode ser explicado por uma falha ocorrida durante
o processamento. Um anel de vedacao que compunha a secao estéril do trocador
de calor se rompeu (conexao entre a primeira secao de resfriamento e a valvula

inversora de fluxo). Para solucionar o problema, foi interrompida a alimentacao de
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matéria-prima e agua foi enviada para o trocador de calor. Essa medida serviu
para retirar o residuo de leite das placas do trocador de calor para que pudesse
ser feito a parada emergencial da linha. A troca do anel de vedacéao foi realizada,
em condicdes assépticas, e o processo pode ser reiniciado. Mesmo com todos os
cuidados tomados durante a operagdo, pode-se atribuir que a taxa de defeitos
tenha sido maior em fungdo da manipulacdo na regido estéril do equipamento,
logo apds o tubo de retencgéo.

Walter (2010), avaliando a vida de prateleira de leite UHT processado a 145
<€ por 10 s obteve, apds o teste de esterilidade co mercial, taxas de defeito das
amostras entre 0,5 e 7,7%. Comparando com os valores obtidos nessa pesquisa,
tais resultados sao indicativos da possibilidade de adequagdo do tratamento
térmico a 140 € por 5 s, para laticinios que processam leite com as
caracteristicas microbianas similares a do utilizado nesse trabalho.

A operagédo da linha de processamento em temperaturas mais elevadas
implica no aumento dos custos do trocador de calor, no aumento do consumo de
energia, na reducdo do tempo de operagao e alteracdo sensorial, bem como a
adocdo de programas de higienizacdo mais complexos. Entretanto, existem
relatos da ocorréncia de B. cereus em leite UHT (VIDAL-MARTINS, ROSSI JR. e
REZENDE-LAGO, 2005; REZENDE-LAGO et al., 2007), demandando a aplicacédo
de tratamentos térmicos mais severos, como recomendado por Pacheco-Sanchez
(2005).

A Tabela 17 apresenta os resultados das andlises feitas no leite UHT das
embalagens sem alteracao e nas alteradas, apds a incubacéo a 35 € por 30 dias.
Nas 6 amostras de cada processamento submetidas a contagem de micro-
organismos mesofilos aerdbios viaveis e de B. sporothermodurans, ndo foram
detectadas colénias microbianas. Na marcha de deteccdo de contaminantes das
amostras com alteracbes sensoriais (odor e aparéncia) e fisico-quimicas, foi
verificada a presenca de microbiota mista de células vegetativas em todas as
unidades. Esses resultados sdo indicativos de deterioracées por contaminagdes
microbianas pés-processamento (PACHECO-SANCHEZ 2005; REZENDE-LAGO et
al., 2007; e MASSAGUER, 2006).
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Tabela 17- Caracterizacao das amostras de leite UHT dos 4 lotes, apds os testes

de esterilidade comercial.

Amostra
Parametro

Sem alteracao Alterada
Embalagem Normal Estufada
Aparéncia Liquido branco Laranja ou marrom
Odor Leite Azedo ou queijos
pH 6,64' — 6,802 5,88' — 7,507
Acidez (%) 0,16' - 0,192 0,19' - 3,97%
Estabilidade ao etanol 68% Estavel Instavel
Potencial de oxirredugéo (mV) 160" — 2137 - 336" — 182°
O, dissolvido (mg/L) 1,10" - 3,162 0,00' — 5,897
CO; dissolvido (mg/L) 3,23' - 12,22 4,90' — 3.763%
02 no espago vazio (%) 11,9' — 18,4? 0,0 —11,5°
CO> no espaco vazio (%) 0,0' — 2,12 0,0' -37,12

" Valor minimo.

2 Valor maximo.

Nas amostras alteradas, o teste eletrolitico, bem como o com solugéao
colorida, ndo indicaram falhas nas soldas das embalagens.
A Figura 22 mostra a diferenca entre uma embalagem alterada e uma

normal em termos de estufamento.
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Figura 22- Amostras de embalagens com leite UHT alterada (esquerda) e normal
(direita) devido ao estufamento.

Anteriormente a realizacdo dos 4 processamentos efetivos, 2
processamentos preliminares foram executados para verificacdo da adequacgao da
operacionalidade da linha. O primeiro foi executado com agua e o segundo com
leite cru refrigerado tipo B. Neste ultimo, o lote de produgédo correspondeu a 90
embalagens BIB. Vinte e quatro amostras foram submetidas ao teste de
esterilidade comercial (35 T por 30 dias) e 21 amo stras apresentaram alteracoes
sensoriais (odor e aparéncia), representando taxa de defeitos de 87,5%. Diante do
fato, foi decidido que todas as demais amostras que nao foram incubadas fossem
analisadas. Todas apresentaram alteracGes sensoriais e com pH normal. Dez
amostras foram submetidas a anéalise microbiolégica e foi detectada a presenca de
B. sporothermodurans. Constou, também na analise de matéria-prima, a presenga

do mesmo micro-organismo, concluindo-se assim que o leite cru utilizado no
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processamento preliminar era de baixa qualidade e que o binbmio tempo x
temperatura ndo foi suficiente para inativar os esporos. Optou-se, a partir dai, em
utilizar leite cru refrigerado tipo A proveniente de um outro fornecedor.

Paralelamente ao teste de esterilidade comercial, 10 amostras recém
processadas de cada lote produzido foram incubadas em temperatura de 55 C
por 7 dias. Essa condicdo objetivou o desenvolvimento, caso estivessem
presentes, de esporos de terméfilos presentes no produto. Conforme Metha
(1980), a técnica de pré-incubacdo de um lote processado visa aumentar o
namero de células de bactérias viaveis ou esporos que nao foram destruidos
durante o processamento térmico. Uma das condigdes citadas pelo autor e
executadas por Petrus (2004) e Walter (2010) é a de 55 T por 7 dias, para a
quebra de dorméncia de esporos de terméfilos, caso estivessem presentes.

Nos produtos incubados a 55 € por 7 dias nao foram observadas
alterac6es caracteristicas de deterioracdo sensorial (aparéncia, consisténcia ou
odor da bebida), nem variacbes de pH maior que 0,2. O pH, bem como outros
parametros fisico-quimicos (potencial de oxirreducao, oxigénio dissolvido e didxido
de carbono dissolvido) sofreram pequenas variagdes (Tabela 18), ocasionadas
pela aceleracdo das reagdes de oxidacdo do produto em temperaturas mais
elevadas (FOX e MCSWEENEY, 2003; WALTER, 2010). A principal alteragéo foi o
ligeiro estufamento de todas as embalagens de todos os lotes de producao. Esse
estufamento era esperado, uma vez que a embalagem era flexivel e apresentava
espaco livre. Desse modo, com a elevacado da temperatura de estocagem, ocorria
a expansao dos gases e a consequente deformacao da embalagem.

Todo o sistema apresentou um desempenho préximo a PUNE estipulado e
comumente praticado no Brasil de 1:1.000 (MASSAGUER, 2006).

107
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Resultados e Discussao

Tabela 18- Caracterizacao das amostras de leite UHT antes e apds incubacao a
55 <C por 7 dias.

Leite UHT
Parametro

Antes Depois
Aparéncia, consisténcia e odor normal normal
pH 6,66 + 0,01 6,58 £ 0,01
Acidez (%) 0,17 £0,03 0,17 £ 0,07
Estabilidade ao etanol 68% Estavel Estavel
Potencial de oxirredugcao (mV) 34,1+£0,8 348125
O, dissolvido (mg/L) 1,7+£0,9 1,3+£0,3
CO. dissolvido (mg/L) 94+1,3 6,6 £1,7
O2no espaco livre (%) 21,4+0,8 21,4+0,8
CO2 no espaco livre (%) 0,0£0,0 0,0 £0,1

Nao houve alteracdo no peso de produto durante a estocagem. Apesar da
expansao dos gases e ligeiro estufamento da embalagem, mesmo com a elevacao
da temperatura, a barreira da embalagem foi suficientemente boa, nao permitindo
a perda de agua para o ambiente. Esse fato demonstra a eficiéncia das
propriedades de barreira do material utilizado, como ja discutido nos itens 5.2.1,
5.2.2e5.2.8.

Durante o envase, o bico da dosadora era posicionado a aproximadamente
1,5 cm dentro do bocal da embalagem BIB, sem entrar em contato com as
paredes internas tanto da embalagem quanto do bocal. Com um tempo de 12 s de
enchimento para cada embalagem, o produto, mesmo em uma area ultra-limpa,
ficava exposto ao ambiente, 0 que pode ter colaborado para a maior taxa de
defeitos nas embalagens do processamento P2. Em um processo industrial de
larga escala é conveniente que ndo haja essa exposicao do produto asséptico, ou
seja, a construcdao de um bocal de enchimento de menor ou maior didmetro que
possa se encaixar ao bico da envasadora, sem deixar espacos para o contato do

ar com o produto. A Figura 23 ilustra os detalhes de enchimento das embalagens.
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Figura 23- Posicionamento do bico da envasadora no bocal da embalagem

durante o enchimento.

As analises sensoriais dos lotes de leite UHT produzidos a partir do Leite
Cru Refrigerado tipo A (L-A), ao longo da estocagem sob condigdes normais e sob
exposicao a luz, sdo apresentadas na Tabela 20. Os resultados foram expressos
em termos da aceitagao média e do indice de consumo potencial.
Na primeira sessdo sensorial, realizada duas semanas apdés a producéo
experimental, a aceitacdo média do leite UHT comercial (Controle) ndo diferiu de
uma amostra processada e armazenada sob condi¢des normais. J& as amostras
expostas a luz (BIBLuz) iniciaram as avaliagbes com médias baixas e diferindo
significativamente (p<0,05) das demais amostras, assim permanecendo até o fim
de sua vida de prateleira. Exceto a amostra exposta a luz, todas as demais
apresentaram aceitacdo média com nota 7, baseada no termo hedbnico “gostei
moderadamente”, com indice de consumo potencial superior a 80%.
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As amostras BIBLuz diferiram significativamente (p<0,05) de todas as
demais, durante todas as semanas de avaliacdo. Esses resultados indicam que o
leite UHT necessita de acondicionamento ao abrigo da luz, seja por intermédio de
uma embalagem secundaria (caixa ou Box) ou por outra camada opaca aplicada
ao filme.

Na segunda, quarta e sexta semana de estocagem pelo menos uma das
amostras processadas nao diferiu significativamente (p<0,05) da amostra
Controle. Somente na oitava semana as trés amostras nao diferiram entre si,
porém a maior nota para intengdo de consumo foi para o0 processo P2,
demonstrando a qualidade sensorial do produto acondicionado nas embalagens
flexiveis BIB.

As amostras BIBluz apresentaram reducgédo significativa (p<0,05) de
aceitacao apos oito semanas de estocagem e a vida de prateleira foi estimada em
nove semanas. Comparada as amostras dos processamentos P1 e P2, que foram
acondicionadas em embalagens metalizadas, conclui-se que a luz ndo afetou a
estabilidade do leite UHT nestas embalagens, mas em poucos dias ocasionou a
deterioracdo do produto na embalagem de PEBD sem metalizagdo. Essa
diferenca de estabilidade do produto esta associada as propriedades de barreira a
luz e ao oxigénio das embalagens.

Na décima terceira semana a amostra do processamento P2 apresentou
nota muito baixa para aceitacéo (5,4), valor este que poderia determinar o fim da
vida de prateleira, mas em funcdo da nota de intencdo de consumo (60%), a
amostra foi mantida na avaliagcdo sensorial. Na décima quinta semana houve a
recuperacao tanto da nota de aceitacdo quanto da nota de intencdo de consumo,
entretanto, a amostra diferiu significativamente das demais.

A partir da 172 semana, tanto a amostra Controle quanto a do
processamento P2 tiveram reducao significativa (p<0,05) de aceitacdo. A vida de
prateleira de ambas pode ser estimada em dezenove semanas ou 4,4 meses.

A amostra restante, P1, somente apresentou reducéao significativa (p<0,05)

nas notas de aceitacdo e intencdo de consumo entre as semanas de estocagem
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24 e 26. Com base nesses dados, a vida de prateleira foi estimada em 27
semanas ou 6,3 meses.

Walter (2010) em condi¢cdes similares de processamento obteve vida de
prateleira de 12 semanas para leite UHT em embalagem flexivel multicamada.
Petrus (2004), também em condicées similares de processo, estimou em 11
semanas, para o leite UHT acondicionado em garrafas de polietileno de alta
densidade (PEAD).

Apesar das diferencas inerentes a matéria-prima e as condigdes de
processamento e embalagem, pode-se considerar, através dos dados
apresentados na Tabela 19, que o leite UHT acondicionado nas embalagens BIB
apresentou vida de prateleira maior do que a amostra comercial em embalagem

laminada cartonada (Controle).
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Tabela 19- Avaliacdo sensorial de leite UHT produzido com leite cru refrigerado tipo A em termos de aceitacdo média /

intencéo de consumo (%).

Tempo de estocagem (semanas)
Leite

2 4 6 8 9 11 13 15 17,5 19 21 24 26 27

19 obA abA bAB aAB bC cD aB aC bD cE
Controle 7,27 7.2 7,0 70 6.6 6.2 6.9 6.6 6,3 o4 fvp fvp fvp fvp

/832 /80 /73 /86 /81 /78 /84 /81 /72 /57
P1 7’6aA 7,4aAB 7’5aA 7,2aBC . d 4 7,OaCD 6,8aDE 6,6aEF 7,2330 6,8aDE 6,53F 6’6aEF G’OaG 5,8aG
/88 /82 /82 /84 N /74 /88 /95 /93 /84 /76 /88 /66 /57

P2 7’3bA 7,1bAB 7,1bAB 7,1aAB 7,0aB 6,7bC 5’4bE 6,ObD 5,8CD 5,9bD

/87 /78 /88 /95 /86 /84 60 /76 /66 53 P tveo fvpofvp

BIBLu23 5’1CD 5’4CBC 5,6CB 5,9bA 5,30CD
/62 /54 /65 /65 /57

Médias seguidas de mesma letra minUscula na coluna (comparacao entre tratamentos) e mailscula na linha (comparagao entre tempos de
estocagem) nao diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de médias de Tukey;

! Aceitagdo média;

2 Intencdo de consumo (%);

3 As amostras foram expostas a luz apds duas semanas de estocagem;

*N&o determinado.
> Final da vida de prateleira: média de aceitacdo < 6,0 e indice de consumo potencial < 60%.

5

f.v.p fv.p fvp fvp fvp fvp fvp fvp fvp
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4- CONCLUSOES

A embalagem laminada flexivel estudada, do tipo Bag-in-box, ofereceu
propriedades mecanicas compativeis ao acondicionamento asséptico de leite. As
propriedades de barreira a luz e ao oxigénio, possibilitadas principalmente em
funcdo do filme PETmet, permitiram obter vida de prateleira similar ou superior a
da embalagem laminada cartonada comercial, de modo que os principais fatores
que afetaram a estabilidade do produto foram inerentes as operacées da linha de
processamento, como falhas nas vedacdes das juncdes de tubulagbes e bombas
centrifugas.

O monitoramento higiénico e de operacionalidade da sala limpa
demonstraram ser satisfatorios para o desempenho de sua funcdo. O tanque
asséptico, apesar de ndo possuir pressao positiva, foi adequado, visto que era
operado dentro da sala limpa ISO Classe 7.

A esterilizacdo (SIP) da linha de processamento e embalagem mostrou-se
eficiente e nao foi detectado crescimento microbiano nas amostras de agua de
enxague avaliadas.

O processo de esterilizacao via radiacao ionizante (gama) das embalagens
BIB pode ser considerado altamente eficiente, pois possibilitou no minimo 8
reducdes decimais de esporos de Bacillus pumilus, ou seja, na caracterizacao
microbiolégica das embalagens destinadas ao envase asséptico em questdo, néo

foram encontrados micro-organismos viaveis.
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Os lotes de leite UHT processados nesta pesquisa apresentaram maior vida
de prateleira do que as amostras de leite UHT em embalagem laminada cartonada
comercial (Controle).

O leite UHT em embalagens BIB de dois processamentos (P1 e P2)
submetidos a avaliagao sensorial, atingiu entre 19 e 27 semanas de estocagem,
enquanto que as amostras controle chegaram somente a 19 semanas de
estocagem, com notas de aceitacdo e intencdo de consumo menores, apesar de
diferencas inerentes a matéria-prima, material de embalagem e condi¢des de
processamento.

A qualidade da matéria-prima utilizada nos experimentos (leite refrigerado
tipo A) contribuiu substancialmente para o aumento da vida de prateleira e
qualidade sensorial do produto.

O produto nas embalagens PEBD exposto a luz apresentou vida de
prateleira de 9 semanas de estocagem. A exposicdo do leite a radiagcédo
ultravioleta e visivel foi capaz de alterar as caracteristicas do leite nesta
embalagem e reduzir a vida de prateleira. Portanto, tal produto deve ser
acondicionado ao abrigo da luz, o que pode ser viabilizado empregando-se
embalagens secundarias de papelao ondulado (caixas ou box). Desta forma, o
sistema de embalagem podera ser um atrativo para laticinios de pequena e média
escala de producéo.

O sistema apresentou um desempenho proximo a PUNE estipulado.

A configuracao do sistema avaliado (linha de processamento e embalagem)
foi capaz de atender aos requisitos estabelecidos pelo Codex Alimentarius (1993).

Esse trabalho contribuiu para a viabilizagdo técnica do sistema asséptico,
como uma opg¢ao em potencial para as industrias de laticinios, bem como
consolidar a linha de pesquisa sobre sistemas assépticos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp.
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5- PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar um estudo em embalagens sem metalizacao e dentro de uma caixa de
papeldo ondulado (Box), protegida ao abrigo da luz, a fim de se comparar 0s
resultados com os dados de estabilidade obtidos neste trabalho;

e Avaliar outros materiais de embalagem, tais como Polipropileno Bi-orientado
Metalizado e Polietileno de Baixa Densidade (BOPPmet/PEBD), bem como a
aplicacdo de bocais de enchimento com estrutura mais simples objetivando a
possivel reducao de custos inerentes ao processo;

e Realizar um estudo de envase em camara asséptica, acoplada ao bocal de
enchimento, para a comparacédo com os dados deste trabalho que realizou todo
0 processo de envase em Sala Limpa;

e Simular condigbes mais drasticas de qualidade do ar no ambiente de envase,
com o uso da classificacdo ISO Classe 7 e 8;

e Auvaliar o possivel sistema logistico de comercializacao.
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Anexo I- Documento para registro de sistemas assépticos para produtos de baixa acidez.

DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES » Food and Drug Administration ushicispraqminsimnt i remberglll [=- - casie bt
FOOD PROCESS FILING FOR LOW-ACID ASEPTIC SYSTEMS foods unjess complsted Forms FDA 2541 [~ FDA USE ONLY
c e been fi
(USE FDA BOOKLET TITLED "ASEPTIC PACKAGING SYSTEM SUPPLEMENT") Food and Drug Adminjstration, 21 GFR | PATE RECEVED BY FDA
(TYPE OR PRINT ALL INFORMATION REQUESTED, IF AN ITEM DOES NOT APPLY ENTER ‘NA". FILE ACIDIFIED ASEPTIC (pH 4.8 or BELOW) ON FORM 2541a) 108.35 (c)(1) and (2).

1. FCE 7. PRODUCT NAME, FORM OR STYLE, AND PACKING MEDIUM

2. | ESTABLISHMENT NAME
ADDRESS (No. and Street) 8. NAMES OF STERILIZING SYSTEMS

a. Product”
CITY STATE
b. Packaging
ZIP (OR OTHER POSTAL CODE) COUNTRY 5 PROGESS GRIGN
3 S0 No.| Source for 8.a. and 8.b. Date (mmdyyyy)
y 2 0 - - P a.
YY¥Y WM _T©DO ©8s
4.
[ new [Jcancers [ JREPLACES _ _ _ _ -~ _ _ -~ _ _t__ b.
WA - T T W )
6. _—
[[] scHEDULED [[] ALTERNATE FOR AT e T (P2 RS B 10. CONTAINER TYPE (Check one)
Y ¥ ¥ ¥ M M D D 8 8 § Tinplate or Aluminum ! D Glass
6. SUP S!DZ 0 ' Steel Can Can 5
YYYY MW DD TEF d. D Other (Specify bejow and in Rem 22 if necessary)

11. MAXIMUM 12. pH 13. MAXIMUM CONSISTENCY OR VISCOSITY IN CENTIPOISES OR APPROPRIATE UNITS 14.SPECIFIC | 15. INSIDE DIAME- | 16. HOLDING
s 3 Vale at Vaiue at Other GRAVITY TER OF HOLDING | TUBE LENGTH
ACTIVITY2 | Normal Max 7742°F Gither Temp Temp (F) Units Method Name AT 772 2°F TUBE (Inches) finches)

0. . . . | -
S

17. OTHER CRITICAL CONTROL 18. CONTAINER DIMENSIONS 19. SCHEDULED PROCESS 20. MAXIMUM 21, THRUPUT FOOTNOTES
FACTORS (Check afl that apply) {Inches and Sixteenths) TTE— Least Eiow ;‘(:?ED;L?:W :;r:.t';\ers ! |1 Forsteam ,I.,’:,m' T’“rm

61 Percent Solids | Diameter or Heightor | Initial Time (sec) | Temp (°F) Sterilizing | Correction - increase and thermal expa
] pe s Length Width | N Temp (°F) | Value (Fo)® Factor min) factors In 22,

62 [] Ratic of Solids to Liquids [ | 2 If reduced water activity is used as

1 an adjunct to the process, spec-

83 [] Syrup Strength ity the maxi water activity.

: |

68 [] Method of Preparation 3 mnf"’"""”“w?&"‘”“‘" for

70 [[] Formulation 3 mmmxmr

™ _Re;glrs:aon (specify method || 4 W mmm oH.

in

72 [] Particulates (specify maxi- 5 [ 4 Ita critical factor is In the process.

mum size in 22} T 5 Or equivaient scientific basis of

73 [] Other (specify in 22) 1 p process adequacy.

22. COMMENTS AUTHORIZED COMPANY REPRESENTATIVE
NAME (Type or Print) TITLE
SIGNATURE DATE PHONE NO.

FORM FDA 2541c (10/08) PREVIOUS EDITION IS OBSOLETE.

Fonte: USFDA, 2008a.
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Anexo lI- Modelo de documento de registro para todos os métodos de conservacdo de produtos comercialmente estéreis, exceto
sistemas assépticos de baixa acidez na USFDA.

(Liss FDA bookial $8ed. Instructions for Estadshmaent and

Prooess Fiiing for Acidifled and Low-Acid Canved Foods” for complating | FORM APPROVED: OMB NO. 0810-0037
10D PROCESS R0 R A HODS EXC OW-ACID AS Fom FOA 254 18 ;
A. PRODUCT See Burden Statsment on page 3.
mmo.Forrnor Style, and Packing Medium: 20 ,
3 * _ (Before Acidfictiony __ 0 e e ] [ N~
Governing | H;guh—nofn ! Type of Submission: Process Use: e YTy Wsl-'n'b'ﬁ' TTTE
™ low-acid (21 CFR 108.35/113) [T new ™ scheduled
[ acidified (21 CFR 108.25/114) [Jreplaces _ _ —_ __—___ /____ __ ™) altemnate for e
[F)cancels  — — 7 [T emergencyfor _ _ —  —_ _ /_____
B. PROCESSING METHOD NAME OF STERILIZER (MFR. & TYPE)
HEATING MEDIUM (e.g., Steam, water, Immersion or spray, steam-air)
1. [ st 2 [ Agitating 3. [ Hydrostatic 4. [T Flame |5 [ Other (explain) 6. [T Acidified
a. [C Horizontal b. [C Vertical a [ Endover End [ Inner Chain only Maximum Equiiibrium pH: —
Divider Piates (complete for . or b.) [T Axial [ Outer Chain only Method of Acidification:
[ None [C Perorated [ Both Inner and Aciditying Agent:
b. [~ Continuous Outer Chain Pasteutizaion Method:
¢. [~ Crateless [ Batch ™ Single Chain .
Bottom Surface (compiete for c.) [ Muitiple Chain Preservative Used:
[ Solid [ Perforated
Concentration: Ll B e
CONTAINER TYPE: 50T ahior Cavsnio 5. [1 Semirigid (specify matenal): Lid Body
1. [~ Tinplate/Steel Can [ 2-piece [ Welded 4. T Flexible Pouch  (specity material): Seal Method
2 [ Aluminum Can [ 3-piece [ Cemented 6. [T Other (specily):
PROCESS ESTABLISHMENT SOURCE (Limit entry fo 30 characters) DATE LAST ESTABLISHED PROCESS RECOMMENDATIONS ATTACHED?

o) [ YES [ NOo

TYYY WA
C. CRITICAL FACTORS: AS DELINEATED BY PROCESS AUTHORITY TO ASSURE COMMERCIAL STERILITY (Check or Describe)

None of the ing NO [T Arrangements of Pieces in C 2
MBXIMUM WEIET ACUVIEY (8 1) s ecevsnrsssssnssesmnsessssssseris wi (.__) Formulation Changes o
Consistency / Viscosty ........... cv Praparation Method PM[
Value L8 nt e o Lo it Product Quality Pal”
Units Matting Tendency MT [
Method Name T LY NN =R SRSt S -l
Temp SERE Max, Flexible Pouch/Semirigid Container Thickness in Refort wel— (_.__)
Container POSIION I REIOM ...........ciiimimommsmmmsssmssminns ce Max. Residual Air (Flexible Pouch/Semigrid Container) ......... wal™ (__+_Jee
Nesting of Containers Ne [ o R P I M B NS TP PS [
Fill Method {check applicable method) ™ Syrup Strength 0 g, T S
HANG OF VOIIMEIIC 1.v.vvvvesvecererseeresessrssmsssssnssnsssos oo C Starch Added sa [C
Vibrating or Tumble E Max. % i)
Other (specify) il i R R TR,
% Solids e Other Binder o8 [
Solid 10 Liquid Rao (WL 10 WE) wecemeseseserarssessesresessne I el Mir. % MOISUre of DIy INGIEGIEntS .......ceessssmemsesnsssnsoc wi ()
Drained wi./Net wi. Ratio i W SR, Other (speciy) oTC
FORM FDA 2541a (10/08) Page1 PREVIOUS EDITION IS OBSOLETE NOTE: ':;‘mm .ahm"wwm":r"‘:g:;a md=ama=mi E_EEEI ;mm1 - ME‘:]E" mm-u ul_!"ﬁ"‘;"}m mltma. and PSCOnomce (01 dmen  EF
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D. SCHEDULED PROCESS (Do natwrite in shaded areas -- Check appropriate box and enter numerical values on dashed lines) FCE: SID: e
CONTAINER CAPACITY SCHEDULED PROCESS OTHER CRI L FA RE OTHER
DIMENSIONS UNITS (Gheck Only One in Each Column) COMMERCIAL STERILITY PER SOURCE AUTHORITY (Specify)

Helght o Storillzati Minimum | Minintum

o] o | i e o S 2 v | s - ol e e s

b LACF Machine
Contain Ve Staps Chaln /
e L B Il Uk ko [ P et | e Pt o =
Mea. I Other FValue
Acidified or a , Controlled
LS = Death Rate (2): I Fest
™1 Other C M (I W r ;;“nf;_” I carriers TagpF.
Ret. Temp.(T): I Net [ Fights | Drained ¥R
Cw i [ Gross (per minute)| [~ Fill il
T Center |[_ Other I~ 18 value
Fwa [Fua [T e I other: Minva | iwa ™ wa Cwa  [Cns (T ine ina
inches & Inches & Inches & °F Minutes °F T Tnches APM Inches Number  Inches | Ounces | Ounces | Ounces | In.Hg.
Sixteenths Sixteenths Sixteenths per Minute
COMMENTS: FOR FDA USE ONLY
INDIVIDUAL

PREFERRED SIGNATURE DATE

MAILING —_—

ADDRESS

FORM FDA 2541a (10/08) Page 2

Fonte: USFDA, 2008b.
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Anexo IllI- Especificacbes assépticas para 0s equipamentos dos sistemas
assépticos.
PRODUCT STERILIZER SPECIFICATIONS
1 Sterilizing medium
2 Minimum sterilizing temperature
3 Minimum time
4 Minimum back pressure
START UP SPECIFICATIONS TO ACHIEVE COMMERCIAL STERILITY IN SPECIFIED
EQUIPMENT AREAS
()
o (d) (e) (f)
F.(e.l) (b) Sterilizing Sterilizing | Container | Container
lling Filing Chamber Chamber | Closin Closin
Chamber | Equipment for for Li 9 0sIng
Containers or Lids Area Equipment
Sterilizing
5 | Medium
used
Minimum
6 Temperature
of Sterilizing
Medium (F)
Minimum
7 | flow rate
(gal/min)
OR
Minimum
g | Pressure of
sterilizing
medium (psi)
Minimum
time for
circulating
9 (exposure
to) the
sterilizing
medium
(min)
SPECIFICATIONS TO ACHIEVE AND/OR MAINTAIN (AS INDICATED) COMMERCIAL
STERILITY OF SPECIFIED EQUIPMENT AND/OR AREAS
(@) ) () d)
Achieve and Maintain Filing Closing
Area Area
Containers Lids Maintain Maintain
10 | Sterilizing Medium used
11 Minimum temperature of sterilizing
medium
12 Minimum concentration of sterilizing
medium (if chemical)
13 | Minimum exposure time
OR
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14

Maximum Conveyor Speed

15

FOR STERILIZING GASES ONLY
Minimum Gas flow rate through

chamber

OR

16

Minimum gas pressure required in

chamber

SPECIFICATIONS TO FILTERS FOR THE FILLING AND CLOSING AREAS

17

(@)

Maximum operating time interval

(b)

Sterilization cycles permitted between filter changes

Fonte: USFDA, 2001.
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Anexo IV- Dispositivo para abertura das tampas das embalagens BIB e pontos de
amostragem (1 e 2).
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Anexo V- Camaras incubadoras com amostras de leite UHT em embalagens BIB.
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Anexo VI- Ficha para as analises sensoriais.

ANALISE SENSORIAL DE LEITE UHT INTEGRAL

Por favor, prove as amostras de leite UHT integral e responda as duas perguntas na ficha
que lhe foi entregue*:

*Favor realizar uma pequena pausa entre as degustacoes, com um enxaglie
da boca ou comendo um pedaco de biscoito agua e sal, para minimizar o efeito da
fadiga sensorial.

Escala para avaliacdo da sequnda pergunta*
*(Quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra?)

9 - Gostei extremamente (Adorei)

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei/Nem desgostei

4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente

2 - Desgostei muito

1 - Desgostei extremamente (Detestei)

Nome: Data:
1) Vocé consumiria esse produto? 2) Qual a nota vocé daria
Amostra . ~
Sim Nao segundo a escala?

- () () -

- () () -

- () () -

- () () -
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Questionario de Recrutamento de Provadores

1. Nome:
2. |dade:

3. Sexo: O feminino O masculino

4. Vocé costuma consumir leite?
O sim O nao
5. Com que freqiiéncia vocé costuma consumir leite?
O todos os dias
O uma vez por semana
O a cada quinze dias
O uma vez por més
O menos de vez por més
6. Quais os fatores que determinam sua escolha na hora de comprar leite? Enumere as opg¢des em ordem de
importancia, sendo 1 o fator mais importante.
O se é pasteurizado (n&o longa vida)
O se é longa vida
O prego
O marca
O sabor
O valor calérico
O outro. Qual?

9. Vocé é alérgico a algum tipo de alimento?
O sim O néo
10. Se vocé respondeu sim a pergunta anterior, qual(is)?
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Anexo VII- Resultados da certificacdo da Area Limpa.

CERTIFICACAO DE AREA LIMPA IL

Cliente: ¢
Setor: Ar
Sala: Sala de En
Tes§efa :34:’-32}!5313’ 7 g L - 1) \Iazéo_ e Trocas de Ar ) >
A realizar 8 = = AP
1) Vazéo e Trocas de ar / hora X Drfusoy; Vazao Brofeto | [Resuitado [mmca]
2) Diferencial de Pressdo X 1 856
3) Contagem Eletronica de Particulas X
4) Temperatura e Umidade do Ar N X 3 -
5) Teste de Recuperagao 4 -
6) Integridade de Filtros Absolutos X 5
4) Nivel de Ruido 6
5) Luminosidade = 7
8 -
Medidas da Sala 9 : -
. N X 10 -
Dimensao [m] 1
Largura . 12 -
Comprimento ) N° Leituras 13 <
Altura & {minimo) 14 ) -
Area 15,80 4 15 . 3 e
Volume 39,18 g 16 -
17
2) Diferencial de Pressdo 5y ) 18
= g —— s .
Sala AP = 20 -
Positiva Negativa Ivaneal Especificado Resultado
2156 F r 34 ___Conforme Variagao admitida [ % ]
Conforme Especificado 1650
- Vazio minimo admitido
- Vazao [m¥h]: 1856,00
- Vazdo maximo admitido
- Volume da sala [m?]: 39,18
Trocas de ar m*¥hora 47 37
Especificado
= T ——— g
e Area da sala [m*]: 15,80
) Trocas de ar m*hora 117,47
g e Especificado 4
CT Conforme
_,) Observacdes

Vestiario
Envase | N &D

\

Avaliagao da Sala

‘ = LN
Ante Sala __Tecnico
7!1 5
ot Nowperto / Lucas

N
Desenho da Sala 7 Cliente

[ Folha T 1 Sr

| Data 1 ]

Bo8004d8ddd0 0000000008400 4ddddddsidiidiadisitices
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DAL 000008434300 808000000840806008445408

Sala: Sala ¢
4

N° de Pontos: 4

N’ de pessoas
Estad

Pontos 65 im

Soma 174.434
Leituras 4
Media 43.609
Desvio 28.240
Erro 14.120
ucL 77.496
Solicitado 352.000
K 95% 2,40

Classe da Area: IS0~

RTIFI

Particulas/m®

Folha |

| _Data |

CACAO D

CEl C E AREA LIMPA

3) Contagem Eletrénica de Particulas

5pum

3.590
4

898
675
337
1.707
2.930
2,40

Resuiltado

BT s

4) Temperaturae Umidade

8

CONTROLE E VALIDAGAO

Temperatura Umidade

°c] [%]

Pontos
1

CANO OB WON

a
3o

g NN S S wd d odd
N2AcwoaXa~Naonh N

Min. Solicitado - -
Média 18,00 51,00
Max. Solicitado 24,00 60,00
Resultado | Conforme | Conforme

Observacdes
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CERTIFICACAO DE AREA LIMPA

I

5) Teste de Rewperacas ' ) . 8) Luminosidade
Classe Encontrada Classe Supenor Pontos a medir (minimo) 5
IS0 7 1SO : Ponto Leitura [ Lux ] Resultado
Inicio 1 =
Término 2 - -
Tempo total - 3 =
Aceitagao 4 =
= 5 B -
Média 'S
1 . ) Aceitacdo
6) integridade de Fiitros Absolutos 2
Valor minimo recomendado
Filtro Leitura  Resultado  Concentracao
[ug/it]
i
2
: =
4
: e CJRED DATA
7 B UhLT= «
8 = BLOCATIONS HSANFLFS = 4
9 5 PROGRAM=
:‘1’ E 1D= SALA ENUASE 1711789
1 - SAMPLE U0L= 1,8CF COUNIS/CH
12 = = TIH 8.5 Y58 FLOW
13 - 14:49:4 21813 47 49.5
14 : :
15 B : 1= P2 17/11/89
16 - SAMPLE U0L= 1.8CF COUNTS/CH
e 5 rLoW
17 - il 3 0.5
18 14:51:34 49.5
19
20

Leitura Maxima [ % ]

Eficiéncia [ % ] -
1D= F4 17/11/89
deRuido 0 0 Il e et e SANPLE YOL= 1.8(F COUNTS/CH
TIHE 9. 3.8 FLOW
Pontos a medir (minimo) - ISO 14644 1 REPORT TRV 4.5
Ponto Leitura[dBA] Resultado UNIT= CCL
1 - 150 CLASS 7 (AT 8,5 u)
2 & 17/11/89  14:55:52
3 - START 1711789 14:49:43 T
4 5 END P1/BY 14154107 15¢ 14::4-1 REPORT
5 .
o UNIT=
Média s PROGE i i
Aceitaciao SHMPLE VOLUME =  i.8CK WD
- SIZE = 38.5uM AVERAGE  AUERAGE i iy
Valor méximo recomendado 1 SAMPLES COUNTS  CONC/CM e .
i $ALA ENVASE 15918 210133
Observacées ) P2 1 722: 2;:“%2 PROGRAN:
P3 ih ot i SAMPLE VOLUME = 1 8CF
P4 1 U ki SIZE = »5.0uM AVERAGE  AVEKAGE
) 1 ASANFLES COUNTS  CONC/CH
PEAHASTRABERICE S : $2LA INVASE 13 422
STANDARD nn“;:vim 20 b e 6. "m0 dad
STANDARD ERPOF = Rl P3 1 538 1884.4
952 UCL = b P4 12 7822
PASS MEAN OF AVERAGES =
——— STANLAD DEVIATION =
{ ;‘:{:’: I S STANDAKD ERROR = 3
1 352 UCL = 173

PASS

B3O8 00000000008d8ddddddddssdddbdbitiiieg
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CERTIFICACAO DE AREA LIMPA

CONTROLE E VALIDAGAO

Testes a realizar . 1) Vazdo e

; P N AP
1) Vazao e Trocas de ar / hora = Ditysori=V. LoictoffjResyitado [mmca]

2) Diferencial de Pressdo 1 84 -
3) Contagem Eletronica de Particulas i -
4) Temperatura e Umidade do Ar 3 -
- 5) Teste de Recuperacdo = 4 -
6) Integridade de Filtros Absolutos X 5. =
4) Nivel de Ruido : \ 6 -
5) Luminosidade 7 -
8
Medidas da Sala 9
: 10 -
Dimens&o [m] 11 -
Largura 12
Comprimento N° Leituras 13
Altura 4 (minimo) 14 g -
Area 2,96 2 15 =
Volume 7,34 . 16 )
17 -
2) Diferencial de Pressao 18 -
- — 19 :
Sala AP e 20 3 -
Positiva & Negativa I 1 L .
g Conforme Variagdo admitida [ % ]
Conforme Especificado -
- Vazao minimo admitido

- Vazéo [m*h]: i 184,00
- Vazido maximo admitido

- Volume da sala [m°]: 7,34
Trocas de ar m*hora 25,07
Especificado
o \'\ Area da sala [m?]: 2,96
N b (B Trocas de ar m%hora 62,16
(anss Especificado
e : o
D Eﬂ Observacdes

/ Vestiarig
i o

Avaliagao da Sala

&
Ante Sala

)

Desenho da Sala Cliente
! Folha % _} Claudio
Data - s
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Sala:
N° de Pontos:
N' de pessoas

TIFICACAO DE AREA LIMPA

Estado: Repousc

3) Contagem Ele

Pontos 0,5 pm

Soma
Leituras
Média
Desvio
Erro

ucL
Solicitado
K 95%

rdnica de

articulas

Particulas/m®

264.639
3
88.213
18.179
10.496
118.651

2,90

Solicitado

Classe da Area: IsO

[ Folha ]

[ Data_|

5 pm

12.158
3
4.053
1.204
695
6.069

2,90

Resultado
8

SillempergtiraelUmidade

Pontos

Min. Solicitado

Média

Max. Solicitado

Resultado

Observacdes

T

p ra L
[C1] [%]
18,50 52,00

IR
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® CERTIFICAQAO DE AREA LIMPA
e
§ genharia TROLE E VALIDACAO
-9
este de Recuperagao A ) 8} Luminosidade
. Classe Encontrada Classe Superior ‘ Pontos a medir (minimo) -
=9 [Se} 8 [Sle] Ponto Leitura [ Lux ] Resultado
Inicio 1 =
=9 Término 2 - S
Tempo total - 3 -
- Aceitagio 4 -
- 5 4
=R Média 3
=9 e : = ) Aceitaco
6) integridade de Filtros Absolutos : =
-' Valor minimo recomendado
Filtro Leitura  Resultado ~ Concentracio - ‘
=P Irg/it]
1 3,0012 Conforme
=&p 2 - Impressao da Contagem de Particulas
-9 s : , .
5 2 “RED OATA
i 6 = o
=% i i I BLOCATT i HSAMPLES = 3
8 & PROGRAM-
= ; ' :
10 z : 1= ¢ 17711449
=2 1 pe : St 15/CH
p : i U
,_ﬂ 13 R 3188 4457 3
’ 14 - 17/11/89
‘O 15 - COUNTS/CH
16 - ¥5.8 FLOK
® 17 - 2666 49.5
,‘ 18 -
19 % 1D= P3 12/11/89
| 20 R SAHPLE YOL= 1,8CF COUNTS/CH
-2 TIKE 8.5 5.0 FLOW
a Leitura Maxima [ % ] 15:01:54 98284 4§35 49.5
Eficiéncia[ % ]
de Ruido .
=D 0 14444-
Pontos a medir (mirimo) - 150 14644-1 REPORT 150 14544-1 REPORT
s Ponto Leitura [ dBA ] Resultado UNIT= CCL UNIT= CCL
=D 1 - 150 CLASS 8 (AT 8.5 u) L
- 2 = 17/11/89 15:83:12 GiNE
=Y 3 5 START  17/11/89 15:80:19 T
4 2 END 17/11/89 15:81:54 .
5 = ROCRANS
* PROGRAN=
Média g PROGRAM= ) TR S
D Aceitacio . ut AVERAGE  AUERAGE
e R SIZE = )8, 5uM AVERAGE  AVERAGE T G M)
Axi 1 HSAMPLES COUNTS  CONC/CH g
@ Valor méaximo recomendado ANTE $ALA 1 2928 185315.6 LN T e S
e ) P2 119446 69128.8 PERTI E
D bselvacoes i3] 12537.8 82844 L L L Lol
VERAGES = 48333
—=P WEAN OF AVERAGES = 88213.3 L S
STANDARD DEVIATION = 18179.7 P th e Py
=P §T4NDARD ERROR = 18496.1 M AT6E
3 552 UCL = 1186529 BALEEE '
PSS PASS
. [ Folha [ ]
=8 | Data | |
] } .
i
=8
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bt

CERTIFICACAO DE AREA LIMPA
» Cliente: Engenharia de Aimentos ;
= Seto: :
z‘ Sala:
Testes a realizar : ol 1) Vazéo e Trocas de Ar
I A realizar N o 5 AP
_ * 1) Vazio e Trocas de ar / hora Difusor Vazio Projeto  Resultado [mmeca]
2) Diferencial de Pressio 1 g6 -
4‘ 3) Contagem Eletrénica de Particulas X 2 -
4) Temperatura e Umidade do Ar 3 -
4. 5) Teste de Recuperagdo 4
6) Integridade de Filtros Absolutos . . 5
e 4) Nivel de Ruido 6
5) Luminosidade i
'4‘ 8
Medidas da 9
= - 10 2
=P Dimensao [m] ’ 1 - -
3 Largura s Lt 2 -
) Comprimento N° Leituras 13
Altura (minimo) 14 \
s 4 Area 2,92 2 15
1 Volume © 7,24 16
=9 17
2) Diferencial de Pressao 18
' F 19
AP g 20 °
-“ Pomtis 4 Negativa Jnea] Especificado Resultado
.q' S 3 _Qonhnne Variagao admitida [ % ]
Conforme Especificado =
-9 - Vazédo minimo admitido
- Vazdo [m¥h]: y 196,00
“' - Vazio maximo admitido
"' - Volume da sala [m?]: 7,24
Trocas de ar m¥%hora 27,07
‘ Especificado
S \
— Area da sala [m?]: 2,92
P (,’3 Trocas de ar m¥hora 67,12
= — Especificado
=@ o :
2 N Observacdes
=P
e | Envase
2P | Avaliagao da Sala
) Ante Sala
'. Desenho da Sala Cliente
-9 Folha | ] Sr.Ci
=@ | Data | 0 |
—=@ )
i
=@
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CERTIFICACAO DE AREA LIMPA

Sala ala
N° de Pontos
N’ de pessoas

Estado: Repo

3) Contagem Eletronica de Particulas

Particulas/m?®

Pontos 0,5 m

©CONDN B WN -

10
17
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42

Soma 333.972
Leituras 3
Média 111.324
Desvio 28.690
Erro 16.564
ucL 159.360
Solicitado =
K 85% 2,90

Classe da Area: Iso

[ Folha ]| 7?5

Data |

BRRSAA B3RV OSSOl BTTITILIT

5pum

12.798

4.266
1.151

664
6.193

2,90

Resultado

8

A) Temperatura e Umidade .

Pontos

WWWWNNRNNNNNNRNRS 33 2 3 s
RELCRSVBIBIRNY NN 3IsadanldcoNoanrwna

35
36
37
38
39
40
41
42

Min. Solicitado

Média

Max. Solicitado
Resultado

Observagdes

P,

Vo

e —
[°ci [%]

“
18,30 50,80
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DL
FE’” IFI(?A ~ ‘ REA LIMPA l

tos CONTROLE E VALIDACAO

5)?’_52‘8_ de Recuperacdo 8) Luminosidade N

Classe Encontrada Classe Superior Pontos a medir (minimo) -
=@ iso 8 1SO : Ponto Leitura [ Lux ] Resultado
Inicio 1 ! 5
‘—" Término 2 s
: Tempo total - 3 =
- } Aceitagio 4 2
] : ; s :
- Média -
=9 + A ) Aceitagdo :
6) integridade de Filtros Absolutos F
“ Valor minimo recomendado
Filtro Leitura Resultado Concentracio
4 Tug/it]
1
=8 2 - impressdo da Contagem de Particulas
— a = 3
: S : TORY ]
) s : , STORT™
7 UNIT= CCL
== : HLOCATIONS = HSAMPLES = 3
4 = PROGRAN:
* 9 S 3 ;
0 2 : 1= VESTIARIO 12711785
s " - SANPLE U0L= 1,8CF NTS/CH
12 ¢ . TInE W5 5.8 31
-9 13 : 15:10027 185422 344
=R ik - : 15 P2 17/11/89
i g SAHPLE U9~ COUNTS/CH
=R 16 : 5 TIHE 3.8 FLOW
17 : 2 15:11:15 5582 49.5
m" 18 b ¥
19 - : 1= 13 12/11/89
—’ 20 - SAMPLE VOL= 1 8CF COUNTS/CH
TIH ’8.5 H) FLON
B Leitura Maxima [ % ] ) ' 151280 36044 2068 49.5
Eficiéncia [ % ] g
el de Ru L . i - ‘
- !. O] - ad-
Y Pontos a medir (minimo) S 150 14644-1 REPORT 180 [<044-1 REPORT
Ponto Leitura [dBA ] Resultado INIT= CCL UNIT= CCL _
=9 1 - 150 CLASS 2 (2T 8.5 uM) 150 CLASS € (AT 5.8 uM)
: : : ey B
J - START  12/11/89 15:18:27 i / 118
e 4 - D 17/11/89 15:12:68 END 17/11/89 13112180
5 -
- 5 PROCRAN=
Média - PROGRAN= ]
Aceitaciio . SAMPLE VOLUKE = 1,8CF SAHPLE VOLUME = 1.8CF
¢ SIZE = )8.5uM AUERAGE  AVERAGE SIZE = )5.8uM AVERACE  AVERAGE
= 1 §SAMPLES COUNIS  CONC/CH 1D HSAMPLES COUNTS  CONC/CH
Valor méaximo recomendado VESTIARIO 1 2965.8 185422.2 VESTIARIO 1 97,8 3448 9
co P2 1 4988.8 142026.7 P2 1 1578 3532‘2
Observacoes 3 1 2428.8  86844.4 P3 i 186.8 3768.9
HEAN OF AVERAGES - 111324.4 MEAN OF RVERAGLS = 4z66.7
STANDARD DEVIATION = STANDARD DEVIATION = 1158.5
STANDARD ERROR = STANDARD ERROR = 664.2
a5y UCL = 954 UCL = 6192.9
£S5 / LEES

Folha |
Data | 1

T

be bbbl
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Anexos

Anexo VIII- Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas - Unicamp.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 23/02/10
(Grupo III)

PARECER CEP: N° 072/2010 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0058.0.146.000-10

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO DE SISTEMA ASSEPTICO PARA
LEITE LONGA VIDA EM EMBALAGEM FLEXIVEL INSTITUCIONAL”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Claudio Fernandes Cardoso

INSTITUICAO: Faculdade de Engenharia de Alimentos/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/02/2010

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/02/11 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Desenvolver um sistema asséptico piloto para leite longa vida em embalagens flexiveis
institucionais do tipo “Bag-in-Box” (laminado flexivel de polietileno de baixa densidade e
poliéster metabolizado) visando atender a demanda atual das industrias de leite pasteurizado;
Verificar o desenpenho do sistema piloto através de identificagdo e monitoramento sistémico de
pontos de controle do processo; Estimar a vida util do produto através de testes de esterilidade
comercial e de estabilidade, bem como analise sensoriais e fisico-quimicas do produto; Avaliar a
adequacdo do sistema de embalagem com relag@o a vida 1til do produto.

III - SUMARIO

Serdo utilizados 400 litros de leite para cada processamento. O leite recepcionado, da
ordenha do dia, sera imediatamente processado e embalado, sob condigdes assépticas, e este
armazenamento a temperatura ambiente por até 60 dias. Serdo processados, em dias diferentes 4
lotes de leite. Os pardmetros do processamento estdo definidos no item Esterizagdo e
Homogeneizag@o. As diferentes amostras de leite longa-vida embaladas em “Bag-in-Box” serdo
avaliadas por uma equipe de 50 provadores, ndo treinados, consumidores habituais de leite UHT.
através de testes de aceitagdo utilizando escala heddnica estrutural mista de 9 pontos. Sera usada
um ficha de avaliagdo. As amostras serdo apresentadas monodicamentes em copos de plasticos
de 30ml a uma temperatura na faixa de 10° a 15°C. As avaliagdes serdo realizadas em diferentes
fazes do periodo de estocagem, conforme recomendag@o da ASTM.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Trata-se de projeto de doutorado muito bem escrito e estruturado, com objetivos claros e
metodologia adequada, utilizando-se de tecnologia ja disponiveis no Departamento de
Tecnologia de Alimentos/UNICAMP. N#o oferece risco ao sujeito, desde que este ndo tenha
alergia a leite. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estd adequadamente redigido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessélia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — S} cep@fcm.unicamp.br

158
Tese de Doutorado em Tec. de Alimentos — Claudio F Cardoso




Anexos

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n#o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na II Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de fevereiro de 2010.
N
. 4\
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
-2
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Anexo IX- Certificado de irradiacdo das embalagens.

== T B P e —— o — |

CBE COMPANHIA BRASILEIRA DE ESTERILIZACAQ " ssa e

“oseQ ™
f 3 Rod. Dom Pedro I, Km 89,5 - Bairro Ponte Alta ! CERTIFICADO
Embrarad Jarinu - sp - Caixa Postal 149 - CEP 13240-000 ) ,,J
Tecnologia em Esterilizagao Tel/Fax: 4417-1344 - www.cbesa.com.br "\9‘9?12‘2_01010/1

[ CERTIFICADO DE IRRADIACAO DE PRODUTOS

\ CERTIFICATE FOR IRRADIATION TREATMENT

L [NP SOHLET, 0041 .10 ]

I

i J
Certificamos que o(s) produto(s) We certify that the product listed below \
abaixo descrito(s) foram tratados por has been treated by lonizing Radiation 1
energia ionizante (raios gama - Co®) (gamma rays - Co™) as solicited by the
conforme solicitagéo da Empresa: Company:
‘ SUHOLLE LTDA CHET: Q04,089 , 4% 5/00().1.--":53}\

' NOTA FISCAL DO FABRICANTE - DATA )

{ [ NOTA RSGAL DO 001315/3 DA 29./01/2010 ] :
[22;’5“3;;?52;‘90 BOHLDS W 001610 j [:;gg:;’;;‘:f“ HLAOL/BOLO ] ‘

I CODIGO/! PRODUTOY LOTE/ QUANTIDADE/ UNIDADE/ DOSE MINIMAKGY
CODE PRODUCT BATCH QUANTITY UNITY MINIMUM DOSEKGY

\ 300049 ES FLST G0CEL AVHT BOO/BOOR CR 1650,000 FC

I 'OBSERVAGOES/NOTE |
Dose Ret.on 16,85 kby
Dose Min.s 15,11 kGy. e
Popsme Maxan 31,348 kby. LEOTE s B35 100,
\UNIDADE DE DOSE ABSORVIDA : kGy (QUILOGRAY) .

| £

E

ASSINATURA DO RESPONSAVEL: FERMANDO REICHMANN

AUTORIZED OFFICER:

\ J
\ FGQ 186 REV. 04
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