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ABREVIATURAS

RTD = " resistence temperature detectors" - detector de temperatura por resisténcia.

D = tempo em minutos a uma temperatura T que reduz o niimero de
microrganismos (células ou esporos) em 90%.

z = é o incremento da temperatura que ocasiona uma redugdo de 10 vezes
no valor de D.

TDT = tempo, em minutos, a uma determinada temperatura, suficiente para

destruir todas as células ou esporos presentes numa suspensio.

Fo = letalidade em minutos a 121,1°C (z=100C).

F = é o tempo de processo equivalente em minutos a uma determinada temperatutra
de referéncia para um valor selecionado de z.

No = numero inicial de microrganismos resistentes criticos por unidade.

Nf = ponto final do processo de preservag@o, nimero de microrganismos

sobreviventes por unidade.

EVOH = etileno vinil alcool

PVDC = policloreto de vinilideno

PET = poliester

Al = folha de aluminio

PP = polipropileno

NA = nailon

min = minuto

V = volts

seg = segundo

UFC = unidades formadoras de colonias.

Kpa = Kilo Pascal

ppm = partes por milhdo

B =bloco

Bs = bolsa

P = processo

ppm = partes por milhdo

NMP = Niumero Mais Provavel

MIG = " mercury-in-glass" - term6metro de referéncia

centipoise = 10-3 N. sm2

N = Newton

fc = parametro do efeito da temperatura do resfriamento

th = parametro do efeito da temperatura do aquecimento

jc = fator de atraso (lag) do resfriamento

jh = fator de atraso (lag) do aquecimento



Letras Gregas

HA = microamper

Mm = micrometro

T = tensdo de cisalhamento
Y = taxa de deformagdo

Ta = viscosidade aparente



RESUMO

Este trabalho teve por finalidade avaliar a integridade asséptica da selagem de
topo das bolsas esterilizaveis, composta de um laminado de polipropileno (70um),
folha de aluminio (9um), néilon (15um) e poliester (12pm) através de bioteste com
esporos de Bacillus subtilis e, também, estabelecer o processo térmico adequado para
produzir puré de banana comercialmente estéril nestas embalagens, processadas em
autoclave por imersdo total em 4gua quente com sobrepressdo. O produto selecionado
foi puré de banana natural, variedade "nanica" (Musa cavendish, Lamb.) com pH 4,6 -
4,7 embalado (130g) em bolsas esterilizdveis de 130 x 170mm. Microfuros de diversos
didmetros foram intencionalmente formados nestas bolsas através de fios de niquel-
cromo colocados na area de selagem de topo. Apé6s autoclavagem, os fios foram
retirados das embalagens e estas foram submetidas assepticamente a um contato direto
com uma suspensdo de esporos da referida bactéria durante 1 hora. Foi analisado o
poder de penetragdo dos esporos através de diferentes didmetros de microfuros
formados pelos fios na rea de selagem de topo das embalagens (didmetros dos fios :
32, 48, 79 e 97um). O bioteste foi aplicado em bolsas cheias antes e ap6s o processo
térmico do puré€ a 1150C. A penetragdo e crescimento do B. subtilis foi confirmada por
ensaios bioquimicos e subcultura em meio agar nutriente, com prévia incubagdo das
bolsas a 300C por 7 dias. Estas embalagens foram posteriormente submetidas ao teste
eletrolitico para confirmagio dos microfuros detectados. O processo térmico adequado
para o puré de banana, previamente inativado enzimaticamente (97°C por 5 min.), foi
de 7,5 min. a 1150C equivalente a um Fo de 0,64 min., verificado pelo método geral e
ensaios de esterilidade comercial. Foi notado que o processo térmico favoreceu a
penetragdo dos esporos através de microfuros de menor didmetro, pois enquanto que o
bioteste detectou microfuros = 79um com 87,5% de penetragdo antes do processo, 0
mesmo teste detectou penetragdo em microfuros > 48um de didmetro com 53,8% de
penetragdo em bolsas testadas apés o processo. O teste eletrolitico s6 foi capaz de
detectar microfuros formados com fios de 79um de didmetro em 69,23% das
amostras. Em ensaios realizados antes e depois do processo térmico ndo foi detectada
penetragdo em bolsas com microfuros formados com fios de 32um .
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the integrity of the top sealing area of
retortable pouches formed by a laminate of polypropylene (70pum), aluminum foil
(9um), nylon (15um) and polyester (12um), using Bacillus subtilis spores as a biotest
and also to establish the proper thermal process in order to produce comercially sterile
banana puree, packed in pouches processed in a full water-immersion retort. The
selected product was banana puree (130g), variety "nanica" (Musa cavendish, Lamb.),
pH 4.6 - 4.7, packed in 130 x 170mm retortable pouches. Microholes of different
diameters were intentionally made with nickel-chrome threads placed in the top seal
area. After sterilization, the threads were withdrawn from the seals and the packages
were tested using the spore test. A suspension of B. subtilis spores was aseptically left
on the top seal for 1 hour. The capacity of the spores to penetrate through different
microholes diameters (32, 48, 79 and 97um) was evaluated. The biotest was carried
out before and after processing the banana puree at 1150C. Bacillus subtilis
penetration and growth was confirmed by biochemical tests and subculture in nutrient
agar after incubation of the pouches at 300C for 7 days. The tested packages were,
latter, submitted to eletrolitic test for microholes confirmation. The proper thermal
process for banana puree, previously bleached (97°C for 5 min.), was 7,5 min. at
1159C equivalent to an Fo of 0,64 min., confirmed by the general method evaluation
and commercial sterility tests. It was noted that heat processing favored the penetration
of spores at lower microholes sizes:while the spore test detected microholes of > 79um
with 87,5% of penetration before processing, the same test detected penetrations
through microholes > 48um with 53,8% penetration after processing. Eletrolitic test
was only able to detect microholes formed with 79um diameter threads, showing
presence of microholes in 69,23% of the tested samples. No penetration was detected
in pouches with microholes formed with 32pm tested before or after heat processing.
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1. INTRODUCAO

A preocupagdo instintiva do homem em fazer reservas necessarias & sua
sobrevivéncia, leva-o a uma busca incessante ao dominio de novas técnicas que
possam prolongar a vida 1util dos alimentos com seguranga e qualidade.

Hoje, considerando-se a extrema rapidez da evolugio dos habitos da sociedade
de consumo, onde as pessoas buscam alimentos nutritivos e de pronta utilizagdo, as
bolsas esterilizaveis (B.E.) ou "retort pouch" (R.P.) estdo, a cada dia, ganhando espago
no mercado de embalagens destinadas a produtos termoprocessados com maior vida-
de-prateleira.

Os custos de transporte e distribuigdo de alimentos congelados, associados a
problemas de disponibilidade energética, distdncia percorrida até o mercado varejista e
a deficiéncia de infraestrutura na rede de conservagdo destes produtos colocam as
bolsas esterilizdveis em situagdo vantajosa quando comparadas a tradicional lata,
embalagens de vidro e produtos congelados. A incorporagdo da mulher ao trabalho
profissional, dedicando pouco tempo no preparo de comidas tradicionais, também
ajuda a promover, a médio e curto prazo, mudangas nos habitos alimentares. Estas
tendéncias despertam as industrias nacionais para um melhoramento nas embalagens e
no sistema de distribuigio de seus produtos.

Este tipo de embalagem apresenta algumas vantagens sobre a lata e as
embalagens de vidro, dentre elas: menor peso do conjunto produto/embalagem,
diminuindo os custos com transporte; requer menor espago na estocagem de
embalagens vazias; a vida-de-prateleira de um produto embalado em B.E. ¢ tdo longa
quanto a dos produtos congelados; apresenta uma qualidade igual ou superior a
produtos conservados pelo frio; a interagdo produto/embalagem é menor do que na
lata; facil abertura; requer um tempo de preparagdo para o consumo imediato menor
que os alimentos congelados e menor quantidade de energia gasta tanto para a sua
fabricagdo quanto no processo de esterilizagdo.

1



Em se tratando de uma embalagem destinada a alimentos, o item relacionado a
quantidade de energia requerida no processamento é muito importante. No caso das
bolsas, além de reduzir os custos na sua fabricagdo, permite-se obter um produto final
de melhor qualidade, pois devido a facilidade e rapidez com que o calor penetra
através de suas finas paredes, ocorre uma diminuigdo do tempo de processo. Segundo
HEINTZ (1980), esta economia no ciclo de cozimento dos alimentos pode chegar a
40% ou mais. Estas bolsas sdo embalagens flexiveis de multicamadas, constituidas,
principalmente, de polipropileno (PP) na camada interna, que propicia melhores
condi¢des de termossoldagem; uma camada intermediaria com folha de aluminio (Al),
que funciona como barreira a luz, umidade, oxigénio e microrganismos; uma camada
de nailon (NA) e uma camada externa de poliester (PET), que confere resisténcia e
facilidade de impressdo na embalagem.

O principio basico de uma embalagem esterilizivel ¢ que a mesma deve
proporcionar protegdo ao alimento contra qualquer tipo de penetragio de
microrganismos. Quando esta embalagem ¢é submetida diretamente ao processo de
esterilizagdo, a eficiéncia deste principio deve ser seguramente checada,
principalmente quando a mesma for processada utilizando a agua como meio de
aquecimento e resfriamento, 0 que € a pratica mais comum para este tipo de
embalagem.

Geralmente, nas etapas de resfriamento ¢ manuseio pds-processo é que mais
ocorre a contaminagio de produtos embalados termoprocessados, através de possiveis
defeitos provenientes da fabricagdo dos materiais que constituem as B.E. ou possiveis
microfuros existentes na area de selagem, formados a partir da contaminagdo desta
regido pelo proprio produto na hora do enchimento, por condensagdo do vapor do
alimento que é embalado a quente, por falhas na otimizagdo da seladora ou, também,
por falhas na otimizagdo da contra pressdo durante o processamento. Sendo assim, a
utilizagdo de agua ndo tratada no resfriamento do processo podera promover a
contaminagdo das embalagens através de possiveis defeitos existentes nas mesmas,
propiciando a penetragdo de microrganismos e consequente contaminagio do alimento.

Varios métodos sdo utilizados na avaliagio da integridade asséptica das
embalagens, dentre eles o bioteste ¢ o que melhor representa a realidade de
contaminagdo, pois o teste se baseia na penetragdo de uma determinada bactéria
através dos defeitos existentes na embalagem. Neste trabalho sera utilizado o bioteste
com uma suspensdo de esporos de B. subtilis. Esta é uma metodologia nova e ainda
ndo empregada nem referenciada em trabalhos publicados no Brasil, que, até o



momento, apenas um trabalho (ORTIZ, 1986) foi reportado utilizando o bioteste na
avaliagdo da integridade de bolsas esterilizaveis, entretanto, foi utilizada uma
suspensdo de células viaveis de Enterobacter aerogenes.

O bioteste com esporos de B. subtilis apresenta algumas vantagens em relagdo a
suspensdo de E. aerogenes, tais como: facilidade de manipulagdo, estabilizagdo da
suspensdo quando comparada com células viaveis e, principalmente, por apresentar
maior sensibilidade na detecgido de microfuros, pois, devido a seu menor tamanho, tem
maior poder de penetragdo em microfuros com didmetros muito pequenos. Sendo
assim, o emprego do bioteste com suspensio de esporos de B.subtilis, na avaliagdo da
integridade das B.E., ira determinar, com mais precisdo, fatores criticos que podem
comprometer as bolsas no decorrer do processo de esterilizagdo, no manuseio pos-
processo €/ou no transporte das mesmas até a mesa do consumidor.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho procura estabelecer parametros simples e praticos na
determinagdo da integridade asséptica de bolsas esterilizaveis com a
utilizagdo do bioteste através de uma suspensdo de esporos de
B.subtilis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar o menor didmetro do microfuro, intencionalmente
formado na selagem de topo da embalagem, capaz de ser detectado
pelo método do bioteste, usando uma suspensio de esporos de

B. subtilis.

Determinar as condigdes de processo das bolsas flexiveis de
130 x 170mm, na autoclave rotativa Allpax, para produzir um
puré de banana microbiologicamente estavel.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisio bibliografica foi feita até dezembro de 1995. Para facilitar o
acompanhamento da literatura sobre o tema, esta revisdo foi subdividida nos seguintes
itens: caracteristicas do puré de banana, da embalagem e do Bacillus subtilis,
otimizagdo da termossoldagem, processamento das bolsas, testes para detecgdo de
vazamentos das bolsas esterilizdveis e aspectos sobre a utilizagdo do Clostridium
butyricum como microrganismo alvo do processo.

3.1. PURE DE BANANA: COMPOSICAO E TECNOLOGIA

Segundo DE MARTIN et al. (1990) a banana consumida, crua ou processada, é
um alimento altamente energético ( cerca de 100 calorias por 100g de polpa), cujos
hidratos de carbono (em torno de 22%) sdo facilmente assimilaveis. Contém vitaminas
C, A, By e By, e pequenas quantidades de D ¢ E, € uma maior percentagem de
potassio, fosforo, calcio e ferro, quando comparada com a magé ou laranja.

A banana verde contém um alto teor de amido, que se situa em torno de 20%, o
que durante a maturagdo, se converte pelos enzimas (amilase) em agicares com
predominancia dos redutores ( glicose e frutose) encontrados na proporgio de 8 a 10%
da polpa, e de sacarose com 10 a 12%, além de outros agticares presentes em menores
quantidades. A percentagem de amido na banana completamente madura ¢ muito
baixa, situando-se em torno de 0,5 a 2%.

Considerando estas caracteristicas, juntamente com a importincia do
aproveitamento dos excedentes de produgdo ndo exportaveis e ndo comercializaveis da
fruta "in natura", o puré de banana merece atengdo especial dentre os diversos
produtos obtidos da banana, pois serve como matéria prima para a elaboragdo de um
grande nimero de produtos, tais como: néctares, doces de massa, geléias, sorvetes,
1ogurtes, bolos, pudins, gelatinas e outros.



O puré de banana geralmente é comercializado em embalagens flexiveis de
tamanho institucionais, conhecidas como "Bag-in-Box", e pequena quantidade em
embalagens metalicas para o varejo, CHIQUITA BRAND (1994). A vantagem da
utilizagdo de embalagens ndo metélicas para o acondicionamento deste tipo de produto
pode ser confirmado por estudos realizados por SEKHAR et al.. (1991), pois foi
demonstrado que produtos com um contetido rico em nitrato, como € o caso do puré de
banana, sdo considerados como aceleradores potencial de corrosio da camada de
estanho das latas. Neste trabalho eles usaram B.E. de poliester / folha de aluminio /
polipropileno e latas com uma camada de estanho como embalagens para o
acondicionamento do puré. Apos 8 semanas de estocagem, a uma temperatura de 25 -
300C, ficou evidenciado uma redugdo do contetido de nitrato no produto enlatado,
consequentemente, devido a participagdo na corrosio da camada de estanho.
Entretanto, o conteido de nitrato do produto embalado nas B.E. ndo foi alterado no
final das 8 semanas, indicando assim, que este tipo de produto pode ser seguramente
embalado nestas bolsas.

Segundo CHIQUITA BRAND (1994) o pH do puré de banana da variedade
nanica estd em torno de 4,7 a 5,2, sendo perfeitamente enquadrado na faixa de
alimentos de baixa acidez, que requerem um processamento térmico acima de 100°C.

YOKOYA e CRUVINEL (1969) realizaram uma pesquisa onde foi feito um
estudo microbioldgico de diversas variedades de bananas colhidas nas diversas regides
do Estado de Sdo Paulo, como: Santos, Bigui, Registro ¢ na Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP), em relagdo a incidéncia das
bactérias que causam problemas a industrializagdo. O numero total de bactérias
encontrado foi da ordem de 3 x 103 por grama, nimero de bactérias esporogénias
4cido tolerantes de 10 a 300 por grama e o nimero de bactérias terméfilas de 2 a 70
esporos por 100g do produto.

3.2. CARACTERISTICAS DAS EMBALAGENS

3.2.1. Embalagens flexiveis esterilizdveis

Os primeiros experimentos realizados com a finalidade de utilizagdo das bolsas
esterilizaveis, para conservagdo de alimentos, foram promovidas pelo exército norte



americano, com o objetivo de desenvolver uma embalagem mais simples e pratica para
as ragdes militares LAMPI (1977).

Na mesma época foram iniciadas pesquisas na Europa e Japdo, onde este tipo
de embalagem tomou um grande impulso na utilizagdo comercial, LAMPI (1977). O
inicio que marcou o langamento das bolsas esterilizaveis no mercado de alimentos foi
na comercializagdo de molho condimentado.

No Brasil, as pesquisas com as referidas embalagens destinadas a0 mercado de
alimentos, iniciou-se em 1979 com o projeto "Processamento de Alimentos em
Embalagens Flexiveis Esterilizaveis”, desenvolvido pelo Centro de Tecnologia de
Embalagens de Alimentos (CETEA) do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL),
Campinas,SP.

Este Centro desenvolveu a partir de 1981 varios projetos, dentre eles, o de
"Desempenho de embalagens flexiveis para alimentos termoprocessados, quando
submetidos a simulagio de manuseio e transporte", ORTIZ (1986).

Segundo o CETEA (1981), as bolsas mais utilizadas pelo mercado civil
consumidor tem as seguintes dimensdes: 125 x 175mm, que sdo utilizadas na
conservagdo de porgdes individuais com até 180g de alimentos prontos para consumo,
e as embalagens de 200 x 250mm, que sdo denominadas institucionais, empregadas
para alimentos semi-prontos e utilizadas em restaurantes industriais com
aproximadamente 1000g de peso liquido.

De acordo com LOPEZ (1987), a aprovagdo final das B.E., para a conservagédo
de alimentos de baixa acidez, foi concedida somente em 1977 pela "Food and Drug
Administration - FDA". Segundo LAMPI (1977), estas bolsas devem ser construidas
com materiais inertes e atoxicos; baixa permeabilidade a gases e umidade; baixa
propriedade hidrofilica; devem ser aprovadas pela FDA; e ter resisténcia a Oleos e
gorduras e outros alimentos; resisténcia fisica a impactos e abraséo e proporcionar
uma perfeita termossoldagem, mantendo assim, a hermeticidade ap6s o tratamento
térmico por calor umido a 121°C durante 20 a 40 minutos.

Atualmente, existe uma grande variedade de laminados sendo utilizados na
fabricagdo destas bolsas: o mais comum ¢é constituido de poliester/folha de
aluminio/polipropileno e existe também as B.E. somente plasticas, onde a folha de
aluminio é substituida por copolimeros de etileno e alcool vinilico (EVOH) ou



copolimeros de vinilideno (PVDC), ambos com propriedade de alta barreira. O Quadro
1 mostra a constituigio de alguns laminados usados para alimentos termoprocessados.

Quadro 1 - Composigdo de alguns laminados mais utilizados para
acondicionamento de alimentos termoprocessados.

TIPO DE EMBALAGEM COMPOSICAO DO MATERIAL

- B.E. com folha de aluminio *12um poliester/ 7-9um folha de
aluminio/ 70um de polipropileno.

*12um poliester/ 15um nailon/ 9um de
folha de aluminio/ 70um polipropileno.

- B.E. sem folha de aluminio *15um nailon/ 70um polipropileno.

*12um poliester/ 15um policloreto de
vinilideno(ou etileno vinil alcool)/50um
polipropileno.

FONTE: YAMAGUCHI (1990).

Bolsas esterilizaveis produzidas pela Toyo Seikan do tipo " hiRP-F " composta

de : 12um de poliester / 15um de nailon / 7um de folha de aluminio / 50 de
polipropileno sdo opacas (barreira a luz) e permeabilidade nula em relagdo a agua e
oxigénio (TOYO SEIKAN, 1994).

Sendo assim, a escolha da composi¢do € o tamanho ideal destas embalagens
devem ser definidas pela natureza do alimento a ser embalado, vida-de-prateleira e
custo para a sua fabricagdo, além dos resultados obtidos nos testes de avaliagdo da
qualidade destas embalagens, tais como: resisténcia da termossoldagem a tragdo,
resisténcia a delaminagdo e resisténcia a pressdo interna.

3.3. OTIMIZACAO DA TERMOSSOLDAGEM

A termossoldagem pode ser definida como a fusio da é4rea interna de
embalagens plasticas flexiveis pelo uso de calor € pressdo, ou seja, € um processo no
qual dois materiais soldaveis sdo unidos.

Na industria de alimentos os métodos de termossoldagem mais utilizados sdo a
barra aquecida e o impulso elétrico. Segundo OLIVEIRA (1995) a opgéo pelo método
de termossoldagem depende de diferentes fatores, tais como: tipo de material a ser
termosoldado, capacidade e formato da embalagem, velocidade da linha de produgdo e
custo.



O processo de fechamento por barra aquecida consiste, comumente, na
utilizagio de pares de barras de aluminio ou ago, que sdo mantidas a uma temperatura
constante durante todo o ciclo da termossoldagem. Atualmente, a substituigdo de uma
das barras metalicas por borracha de silicone vem sendo adotado com bastante €xito
nestes equipamentos, pois a mesma garante maior uniformidade da pressdo ao longo
da susperficie de fechamento.

As seladoras que utilizam o impulso elétrico na termossoldagem, sdo providas
de uma resisténcia elétrica plana que é fixada ao longo de um dos mordentes. Quando
estes mordentes se fecham sobre a embalagem, aplica-se automaticamente uma
corrente elétrica através da resisténcia aquecendo-a e promovendo o fechamento da
embalagem.

Segundo GUEDES et al. (1984) a determinagdo das condigSes Otimas de
soldagem ¢ muito importante para evitar que ocorram prejuizos, tais como: perda do
produto embalado, das embalagéns, do tempo de operagdo das maquinas de soldagem
e das horas trabalhadas pelos operarios.

Variagdes na temperatura, pressio e no tempo podem reduzir sensivelmente a
resisténcia da solda. Existem duas maneiras de determinar estas condigdes: soldar o
material pela maquina de produgdo, variando temperatura, pressio € tempo, ou
determinar estas variaveis através de uma seladora de laboratério, onde nem sempre os
valores obtidos podem ser diretamente transferidos & maquina industrial. Esta
dificuldade na transferéncia para uma escala industrial, deve-se a uma série de fatores,
como a tensdo da bobina, formato da mandibula e area de contato do filme com a
matriz selante, que ndo ocorrem em maquinas de escala piloto.

CARDELLI (1992) utilizou na sua pesquisa uma seladora a vacuo (Selovac CV-
60) para selagem de bolsas de 125 x 175mm. As mesmas foram colocadas dentro da
camara de vacuo inclinadas 300 e seladas por "impulso elétrico” sob vacuo de 20 pol.
de mercurio ( 67 KPa abs). A seladora utilizada era de escala de laboratorio € sua
otimizagdo foi feita através de tentativas de combinagdo dos pardmetros que
fornececem as condigdes Otimas de termossoldagem, entretanto, a termossoldagem
conseguida ndo foi satisfatéria, pois, apresentou rugas e bolhas visualmente
detectadas, sendo necessario a realizagdo de mais duas selagens seguida da primeira.

Através de uma comunicagdo pessoal com técnicos da Toyo Seikan Kaisha
(1995), fabricantes das B.E. que serdo usadas nesta pesquisa, sugeriram o uso da



‘termossoldagem do tipo impulso elétrico a qual indicaram algumas vantagens em
relagdo ao de barra aquecida, tais como: selagem estavel, sem apresentar deformagdes
na area selada; menor consumo de energia elétrica, pois ndo existe a necessidade de se
manter um aquecimento continuo nas mandibulas e possibilita o ajuste do tempo de
selagem através de um controle de tempo de contato. Eles recomendaram uma faixa de
temperatura para termossoldagem em torno de 200 - 220°C e um tempo de ciclo de
termossoldagem de 1,5 - 2,0 segundos.

3.4. PROCESSAMENTO DAS BOLSAS ESTERILIZAVEIS

Agua aquecida com vapor e com sobrepressdo de ar e mistura de ar/vapor, sdo
~ os dois meios de aquecimento comumente utilizados na esterilizagdo de alimentos de
baixa acidez, contidos em embalagens de vidro e, recentemente, em embalagens
flexiveis e semi-rigidas, tal como as bolsas flexiveis esterilizaveis e bandejas plasticas
termoestaveis. Estes dois métodos de sobrepressdo possuem em comum a capacidade
de manter uma pressio maior do que a pressio dentro das B.E. durante o
processamento. Este procedimento é necessario no periodo de aquecimento, para evitar
a expansio dos gases dentro das bolsas e o retardo na transferéncia de calor, € durante
o periodo de resfriamento, para proteger a integridade das embalagens, pois, como a
pressdo interna das bolsas passa a ser maior que a pressdo do meio, esta providéncia
evita um possivel estouro das bolsas.

Processos de imersdo em agua quente com sobrepressdo sdo 0s processos mais
comuns utilizados para bolsas esterilizdveis. O uso de sistemas de vapor/ar no
processamento de B.E. ainda sofre muitas restri¢des, pois existe a possibilidade da
formagdo de zonas frias dentro da autoclave, produzindo um ambiente ndo homogéneo
devido as falhas na mistura de ar com o vapor.

Quando o alimento é processado utilizando a agua com sobrepressdo, o
coeficiente de transferéncia de calor pode ser um fator limitante. De acordo com
CARDELLI (1992) a pratica de se agitar a agua, geralmente sendo feita através da
inje¢do de ar comprimido junto ao vapor, favorece a transferéncia de calor superficial,
pois como o calor transferido pela 4gua é calor sensivel, sua temperatura tende a
diminuir ao circular sobre as embalagens com alimentos.

McGINNIS (1986) utilizando uma autoclave horizontal, marca FMC, detectou
que a transferéncia de calor de superficie é dependente da localizagdo do produto
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dentro da bandeja, bem como do nivel das bandejas. O coeficiente maximo de
transferéncia de calor superficial foi mencionado, nesta pesquisa, juntamente com a
localizagdo do nivel mediano das bandejas.

Geralmente o procesamento de B.E. n3o utiliza autoclaves agitadas, ou seja, 0
processamento é feito de forma estatica, sendo assim, a circulagdo do meio de
aquecimento ¢ extremamente importante para garantir uma perfeita transferéncia de
calor para as embalagens. O meio de aquecimento deve transferir calor para a
superficie do produto a uma taxa suficientemente alta para que a velocidade de
aquecimento no ponto critico dependa apenas das propriedades térmicas, tamanho e
forma das particulas do alimento. Dai, a condigéo principal para se obter sucesso no
processamento de embalagens flexiveis esterilizaveis estid na perfeita adaptagdo do
suporte de confinamento para B.E. na autoclave, pois a conservagdo do limite de
espessura maxima destas bolsas durante todo o processamento e a facil circulagéo do
meio de aquecimento através de espagos livres, irdo garantir a integridade das bolsas,
assim como, assegurar que o produto receba o valor de esterilizagdo requerido.

Como as B.E. sdo termoprocessadas geralmente a temperaturas elevadas, as
areas de selagem destas embalagens tornam-se vulneraveis a rupturas devido ao
aumento da pressdo interna provocado pelos gases residuais contido nos alimentos.
Desta forma, para melhor controle da integridade destas bolsas faz-se necessario, além
da boa qualidade do laminado e da perfeita termossoldagem, a adaptagdo da autoclave
para conter a expansio maxima destas embalagens e o emprego de contra pressdo de
ar durante o processamento para evitar explosdo das mesmas.

Caso esta expansdo maxima ndo seja controlada, havera uma modificagdo do
ponto de aquecimento mais lento dentro da bolsa, tornando assim, o processo invalido
para as condi¢des pré estabelecidas. Neste caso, ndo déa para assegurar uma letalidade
minima no ponto critico de aquecimento mais lento da embalagem.

Muitos trabalhos tem sido feitos com o intuito de estabelecer as condigdes
ideais de processamento térmico de bolsas esterilizaveis. A FDA (1981) tem
recomendado uma pressio total de ar de 193 Kpa ( 103 Kpa devido a temperatura de
vapor de agua e 90 Kpa de ar sobrepressédo), utilizando agua a 121°C.

LAMPI (1979) afirma que: se a quantidade de ar residual possa ser mantida a
niveis baixos, nenhuma contrapressio sera necessario, entretanto, como medida de

seguranga, deve-se atuar com 20,7 Kpa a 69 Kpa de sobrepressdo acima da pressdo
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correspondente 4 temperatura de ajuste, para assegurar uma imobilizagdo das bolsas e
previnir uma possivel expansdo durante o termoprocessamento.

Parametros criticos para o processamento de alimentos de baixa acidez em
"retort pouch" foram estabelecidos pela FDA (1981), tais como:

1) Tamanho das B.E. - O tamanho exato das bolsas ¢ muito importante no
estabelecimento das condigSes de processamento, pois seu tamanho determinara a
capacidade de contengdo do alimento, além da maneira mais adequada de controle da
sua expansio maxima e disposigdo no sistema de confinamento, durante o tratamento

térmico.

2) Caracteristicas de aquecimento do produto - Para produtos que apresentem
caracteristicas condutivas e que estdio sendo processados em B.E., orientadas
horizontalmente, a localiza¢@o correta dos termopares € no centro geométrico da bolsa.

3) Peso liquido de enchimento - B.E. cheias acima do seu volume maximo
toleravel apresentardo dificuldades na termossoldagem, com a contaminagéo da area de
selagem, podendo sofrer danos na sua estrutura, com a formagdo de vincos, e serdo
prejudicadas no aquecimento do seu ponto mais frio.

4) Ar residual - A quantidade maxima aceitavel de ar residual dentro das bolsas
vai depender do seu tamanho e do processo térmico que serdo submetidas.O excesso
de ar dentro das bolsas pode alterar os valores de esterilizagdo e podera provocar
explosdo das mesmas.

5) Configuragdo do suporte de confinamento - Deve promover condigdes Otimas
de circulagio do meio de aquecimento através das embalagens, para grarantir os
valores de esterilizagdo pré estabelecidos, e limitar a expansio maxima destas
embalagens.

6) Meio de aquecimento - Pode-se usar no processamento de B.E. uma mistura
de vapor/ar ou agua quente com sobrepressdo, sendo que, a mistura de vapor/ar ira
reduz, consideravelmente, os tempos de subida da temperatura (“come-up time") e
resfriamento, entretanto, o mais comum ¢ a utilizagdo de agua quente com
sobrepresao.
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A FDA também sugere que sejam realizados ensaios de distribuigdo de calor no
meio de aquecimento e de penetragdo de calor em bolsas com alimentos sob as
mesmas condigdes de processo.

As B.E. sdo termoprocessadas em tempos significativamente menores que as
tradicionais latas de folhas-de-flandres. LAMPI (1979) comparou o processamento de
B.E. com latas num mesmo processo para um Fo= 5.2 min. e observou que as latas
necessitaram de 35 minutos contra somente 10 minutos das bolsas para atingirem a
letalidade desejada. Isto é atribuido ao fato de que as bolsas quase néo oferecem
resisténcia térmica ao aquecimento do produto, pois, devido ao seu perfil plano, o
aquecimento do centro geométrico se d4 muito mais rapidamente que na lata. Segundo
0 mesmo autor, esta vantagem permite que a distribuigdo do Fo do centro da
embalagem para o exterior ndo seja maior que 0,2 da unidade do Fo.

3.4.1. Caracteristicas do suporte de confinamento das bolsas

Os materiais mais comumentes utilizados na fabricagdo destes suportes sdo o
aluminio, o ago inox e o polipropileno. O aluminio possui uma maior condutividade
térmica que 0 ago inox, contra uma maior resisténcia mecanica apresentada pelo ago, e
o polipropileno, que é superior aos outros dois, apresenta uma grande desvantagem de
ser muito caro.

PFLUG (1964) foi quem primeiro adaptou uma autoclave para o processamento
de bolsas esterilizaveis. Foi utilizada uma autoclave vertical, escala piloto, a uma
temperatura de processo de 1160C, com misturas de vapor/ar ou agua quente sob uma
pressdo manométrica de 23psi (158KPa). As bolsas foram confinadas verticalmente
num suporte de aluminio de chapa maciga, deixando um espagamento de 19,0mm para
a expansio maxima das bolsas. O processamento de bolsas confinadas em chapas nio
perfuradas e na posigdo vertical, atualmente ndo ¢ recomendada, pois impede a
circulagdo do meio de aquecimento e dificulta a localizagdo do ponto mais frio da
embalagem.

Em seguida, YAMANO & KOMATSU (1969) adaptaram uma autoclave
vertical, também de escala piloto, para processar bolsas com misturas de vapor/ar ou
4gua quente com sobrepressio de ar. Quando foi usada a dgua como meio de
aquecimento, o ar foi injetado junto com o vapor e¢ a presio maxima de uso da
autoclave foi de 198KPa. O estudo utilizou bolsas de 135 x 200mm confinadas numa
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prateleira construida com chapa de aluminio de 1,5mm de espessura, com capacidade
de até 120 embalagens e 30mm para a expansdo maxima das bolsas. A partir deste
estudo, novas pesquisas foram realizadas procurando definir uma distancia maxima
entre as prateleiras para garantir uma expansio maxima das bolsas.

Nesta linha de pesquisa, PETERSON & ADAMS (1983) trabalharam com uma
autoclave, escala de laboratério, com capacidade para 8 bolsas de tamanho
institucional (304,8 x 381 x 25,4mm) utilizando vapor/ar ou agua quente com
sobrepressdo de ar. As bolsas foram confinadas horizontalmente sobre 4 prateleira de
ago inoxidavel, com 1,6mm de espessura e 40% de 4rea aberta para circulagdo da agua.
A espessura maxima permitida para as bolsa foi de 25,4mm. Os ensaios foram
realizados a 1219C com 172KPa de sobrepressio.

Num dos primeiros trabalhos realizados no Brasil com B.E., ORTIZ (1986)
utilizou uma autoclave horizontal, descontinua, estatica, contendo agua quente com
sobrepressdo de ar para o processamento de 150 bolsas de 130 x 170mm. Estas foram
confinadas horizontalmente em bandejas de ago inox perfurada, com 1,5mm de
espessura, permitindo uma expansdo maxima das bolsas de 20mm. Neste estudo foi
empregada uma pressdo parcial de ar comprimido de 50KPa para uma temperatura de
processo de 1000C.

RAMASWAMY et al. (1991) usou em seus experimentos uma autoclave
horizontal de uma cesta, tipo cascata com agua aquecida. Nesta autoclave foram
colocadas 8 bandejas de 810 x 810mm, com uma area livre entre bandejas de 102mm
para circulagdo do meio de aquecimento, e carregadas com blocos de policarbonato ("
tijolos "), para simular embalagens com alimentos, apresentando as seguintes
dimensdes: 100mm x 150mm x 20mm.

HALEY (citado por CARDELLI ,1992) apresentou o funcionamento sobre uma
autoclave rotativa de escala piloto, marca ALLPAX, no processamento de bolsas
contendo alimentos. Esta autoclave foi programada para trabalhar com agua quente
com sobrepresdo de vapor nas faixas de 1000 - 130°C e de (0 -241 KPa), processadas
em forma estatica e na posigao vertical.

CARDELLI (1992) trabalhou com uma autoclave vertical, descontinua, estatica
utilizando como meios de aquecimento vapor puro, misturas de vapor/ar € agua quente
com uma sobrepressio de ar igual a das misturas vapor/ar. Foram montadas 10
prateleiras circulares de ago inox e perfuradas, com 1,2mm de espessura € com 75% de
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area livre para passagem do fluido de aquecimento. Em cada prateleira foram
colocadas trés embalagens de 127 x 178mm (poliester / folha de aluminio /
polipropileno), com 160g de suspensdo de bentonita a 10%, deixando 20mm de
separagdo entre elas para favorecer a circulagdo do meio de aquecimento e limitar a
expansdo maxima das bolsas. Cada meio de aquecimento foi testado a 10590, 1130 ¢
121°C a uma pressdo manométrica na faixa de: 33 a 71 KPa para 105°C; 75 a 125
KPa para 1139C e 126 a 191 KPa para 121°C.

Através destes trabalhos, pode-se concluir que as experiéncias no
processamento de bolsas tem avangado significativamente, e que os fatores criticos de
processo destas embalagens, tais como: tipo de material dos suportes, sua disposig&o,
bem como a expansio méxima proporcionada as bolsas, sdo muito importantes e
devem ser perfeitamente controlados.

3.4.2. Volume mziximo de enchimento

O volume méximo do produto por bolsa dependera das caracteristicas do
alimento, da capacidade de contengdo da embalagem e do tipo de equipamento usado
na termossoldagem das mesmas. O excesso de produto nas bolsas podera causar
deformagdes no laminado € comprometer a integridade das embalagens (com a
formagdo de vincos). Além do mais, uma possivel contaminagdo da area de selagem
pelo alimento podera provocar falhas no fechamento das mesmas.

Cada fabricante especifica a capacidade maxima de acondicionamento de suas
embalagens, existindo B.E. de porgdo individual (130 a 180g) e de porgdo institucional
(300 a 1000g). No caso das bolsas da TOYO SEIKAN, de tamanho 130 x 170mm, a

capacidade recomendada ¢ de 180g.

3.4.3. Influéncia da quantidade de ar residual dentro das bolsas

Segundo LAMPI (1977) existem muitas razdes para remover os gases residuais
das B.E., tais como: protegdo da integridade da embalagem, transferéncia de calor
uniforme durante o processamento, estabilidade do alimento, facilidade na detecgdo de
possivel contaminagdo por microrganismos que produzem gas e melhor ajuste das
bolsas nas embalagens secundéarias.
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BERRY (1983) identificou vérios fatores criticos para o processamento das
B.E.. Embora muitos fatores fossem similares aos que afetam o processamento de
latas, o efeito do ar residual difere consideravelmente quando se trata de bolsas
esterilizaveis. Uma mudanga significativa no volume total, pode resultar numa
expansdo térmica dos solidos, liquidos e dos gases residuais, podendo causar sérios
danos as embalagens, devido a natureza flexivel do material. '

TSUTSUMI (1974) sugeriu que um volume maximo de ar residual, na faixa de
10ml dentro das bolsas, fosse aceitavel, pois ndo iria interferir na transferéncia de calor
nem provocaria estouro das mesmas durante o processamento térmico.

LAMPI (1979) considera também que valores menores que 10ml de gases
residuais ndo oferecem problemas ao processamento das bolsas. Entretanto, se niveis
acima de 20ml de ar forem detectados nas bolsas a serem processadas, principalmente
nas de porgdo individual, entdo, deve-se aumentar o tempo de processo, pois o ar
residual atuara como isolante térmico dentro das embalagens.

Nas especificagdes da TOYO SEIKAN KAISHA (1994), fabricantes das bolsas
esterilizaveis que serdo usadas nesta pesquisa, a recomendagdo do volume maximo
toleravel de ar residual esta em torno de 5ml por bolsa de 13mm de espessura. Taxas
de ar residual acima deste limite, pode causar efeitos adversos na transmissdo de calor,
além de possibilitar a explosdo das mesmas, durante o processamento.

No trabalho de ORTIZ (1986), que utilizou uma termoseladora de barra
aquecida marca SENTINEL (Packaging Indrustries Group, Inc, USA) para fechamento
de bolsas esterilizaveis de porgdo individual, foi encontrado uma média de 1,2ml de ar
residual, com intervalo de variagdo de 0,5 a 3,0ml. Esta determinagdo foi feita através
do método destrutivo da proveta graduada invertida, descrito por GUEDES et. al.
(1984).

Sendo assim, ¢ muito importante para o sucesso do processamento a remogdo de

tais gases, muito embora, a FDA (1981) sugere, mas nfo exige, o controle de registro
do volume de gases residuais contidos dentro das bolsas.
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3.5. TESTES USADOS PARA DETECCAO DE
VAZAMENTOS DE BOLSAS ESTERILIZAVEIS

Muitos testes tem sido propostos para avaliar a integridade das B.E. contra
possiveis defeitos dos materiais que compdem o laminado ou para avaliar a qualidade
da selagem, tais como: pressdo critica de rompimento, resisténcia a tragdo e resisténcia
a delaminagfo. Contudo, estes testes ndo sdo capazes de identificar e/ou confirmar
microfuros que possam ocorrer nestas bolsas. Sendo assim, é importante destacar os
principais métodos empregados na detecgdo de microfuros em bolsas esterilizaveis.

3.5.1. Bioteste

Procedimentos com bioteste, h4 muito tempo tem sido usados para avaliar
fatores que afetam a construgdo e a integridade de fechamento das embalagens rigidas
metalicas.

Atualmente, este método de detecgdo de vazamento tem sido também aplicado
as embalagens flexiveis, sendo que, a maior diferenga entre embalagens rigidas e as
flexiveis (B.E.), é que esta ultima, selada a vacuo, ndo tem espago livre ("head space")
no seu interior, dai, os microfuros presentes nestas bolsas podem ser bloqueados pelo
proprio alimento contido no seu interior.

O principio do bioteste se baseia em indicar a penetragdo de uma determinada
bactéria para o interior de uma embalagem pelo ponto de vazamento. Em relagdo as
bolsas, esta penetragio se da devido as falhas na fabricagio deste material, por selagem
defeituosa ou por suposto abuso fisico sofrido desde o processamento até a
distribuigdo final ao consumidor. Outro fator que favorece a esta penetragio € o fato da
pressdo interna da embalagem ser negativa, decorrente do vacuo.

O trabalho pioneiro na utilizagio do bioteste para a avaliagdo da integridade de
bolsas esterilizaveis foi desenvolvido por MAUNDER et al. (1968), onde os mesmos
desenvolveram um aparelho, "Biotester", para detectar danos na integridade de
embalagens flexiveis. O invento consistiu, basicamente, de bandejas de aluminio feitas
para acomodagdo das bolsas que ficavam imersas em um tanque contendo a suspenséo
de células de Enterobacter aerogenes. Para facilitar a penetragdo das bactérias através
dos microfuros, eles improvisaram cimaras de ar distribuidas ao redor das embalagens,
onde as mesmas sofriam controle alternado de pressurizagdo e despressurizagdo para
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promover uma agio de flexibilizagdo das bolsas e do alimento. Cada bioteste durava
em média 15 min, e aproximadamente 30 ciclos alterando a pressdo das camaras de ar.
Para verificar a eficiéncia do bioteste, as embalagens utilizadas neste trabalho tinham
dimensdes de 114,3 x 177,8mm, cheias com "chicken-ala-king" e foram furadas com
agulha de costura n© 14 em varios lugares com didmetros variando de 33 a 160um. A
concentragdo da suspensdo de E. aerogenes foi de 20 x 106 células/ml. Finalmente, os
autores concluiram que o bioteste deveria ser incluido em qualquer programa de teste
de integridade para as embalagens flexiveis, como passo final na detecgdo de
microfuros.

Em 1979, MICHELS and SCHRAM, utilizaram o bioteste com uma suspensdo
de Enterobacter aerogenes (>108 células/ml) para checar a integridade de B.E.. O
objetivo principal da pesquisa foi estudar o efeito do manuseio, da agua de
resfriamento e da secagem das bolsas esterilizaveis sobre a contaminagdo pos
processo. Eles usaram B.E. de 130 X 170mm ( Toyo Seikan,Japan) que foram cheias
com 150ml de caldo peptona-extrato de levedura e foram submetidas a trés tipos de
manuseio apos o descarregamento da autoclave: 1) As B.E. umidas foram retiradas das
bandejas por um operador sem prote¢do nas mdos, e para acentuar os efeitos adversos,
as embalagens foram esfregadas entre as mios e incubadas a 30°C por uma semana; 2)
As bolsas foram descarregadas por um operador munido de luvas esterilizadas e as
bolsas umidas foram secas com ar quente, em seguida, foram esfregadas entre as mios
de um outro operador, colocadas em embalagens secundarias cartonadas e incubadas a
300 C por uma semana; 3) As bolsas umidas foram esfregadas entre as médos de um
operador, depois foram secas com ar quente e passadas para uma embalagem
secundaria e incubada a 309 C por uma semana. Como conclusio ficou estabelecido
que o manuseio de B.E. pds-processadas e ainda umidas ndo pode ser considerado
como um procedimento aceitavel na industria de alimentos, a menos que precaugdes
especiais sejam tomadas, tais como: manuseio através de luvas esterilizadas, uso de
agua clorada no resfriamento ou secagem imediata das embalegens apds o processo.

ANEMA & SCHRAM (1980) utilizaram o bioteste para determinar os niveis de
contaminagdo de varios tipos de embalagens, flexiveis e semi-rigidas
termoprocessaveis, decorrente de um manuseio inadequado pds processamento. No
trabalho, também foi verificado a concentragdo minima de células viadveis necessaria
para ndo influenciar nos resultados do bioteste. As embalagens flexiveis foram furadas,
em cada lado, com uma agulha de 100um de didmetro, e mantidas por 30 minutos
numa suspensdo do bioteste usando diferentes concentragdes de FEnferobacter
aerogenes como microrganismo indicador. As bolsas ndo sofreram nenhum tipo de
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esforgo mecénico, ¢ as que foram imersas em suspensdes menores que 5 X 106
células/ml, depois de incubadas por uma semana a 30°C, ndo mostraram
reprodutibilidade de resultados quanto & detecgio de microfuros. Sendo assim, as
suspensdes com concentragéio acima de 106 células/ml foram as recomendadas para

este teste.

Num trabalho realizado por PUT et al. (1980), utilizando o bioteste na
avaliagio da integridade de latas convencionais, foi observado um aumento da
contaminagio para as latas testadas que continham produtos com baixa viscosidade.
Ficou também evidenciado a relagdo de motilidade do microrganismo teste com as
taxas de contaminagio das embalagens testadas. Neste estudo foram usadas a
Enterobacter aerogenes, como microrganismo que apresentava motilidade, e a Hafnia
alvei que ndo apresentava motilidade, sendo que a contaminagdo foi significativamente
alta quando a Enterobacter aerogenes foi usado no teste.

Seguindo uma metodologia bastante similar & de Maunder, ORTIZ (1986)
empregou o bioteste como uma das principais formas de avaliagdo do desempenho de
embalagens flexiveis termoprocesséveis; entretanto, as mesmas foram avaliadas apos
serem submetidas a simulagdo de manuseio e transporte. As embalagens flexiveis, de
130 x 170mm, sofreram flexdes alternadas através de um dispositivo de agdo mecéanica
quando imersas em uma suspensdo concentrada de E. aerogenes, com uma média final
de 1,2 x 106 UFC/ml. Apés a conclusdo de cada ensaio, todas as embalagens foram
incubadas a 359C durante 10 dias € os produtos simuladores utilizados foram: um
meio de cultura liquido (caldo lactose) e um meio semi-slido (carboximetil celulose
de sédio). Diferentes parimetros foram analisados para identificar as amostras onde
houveram penetragéio da bactéria, dentre eles: o estufamento das embalagens, alteragdo
na composigio gasosa do espago livre, acidificagdo do meio, aumento da turbidez do
meio, exame microscopico direto e teste de esterilidade do meio de cultura. Foram
testados varios tipos de bolsas, dentre as bolsas testadas, destacaram-se duas que

“continham folha de aluminio no seu laminado (uma de fabricago nacional € outra
japonesa). As nacionais apresentaram alta incidéncia de defeitos graves nas regides
préximas as termossoldagens, principalmente quando submetidas aos tratamentos de
vibragio e queda. Segundo o autor, estas bolsas sdo mais susceptiveis a dobras e
vincos. Constatou-se também, que o meio semi-solido ofereceu maior protegdo ao
material flexivel quando submetidos aos abusos fisicos e mecanicos, sugerindo assim,
que este meio tem uma maior capacidade de absorgdo dos impactos sofrido pela

embalagem.
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Outro trabalho bastante interessante foi 0 de AHVENAINEN e al. (1992) que
investigaram a dependéncia da penetragdo de E. aerogenes sobre o didmetro do
microfuro e viscosidade do alimento embalado. Neste trabalho foram usados potes de
poliestireno de alto impacto (volume de 115ml) cheios com alimentos de diferentes
viscosidades, como: leite, agar, molho e sopa de carne. Estes potes foram esterilizadas
por irradiagdo gama ( 7y ) e furadas no fundo com uma agulha fina, variando o didmetro
de 5 a 100um. O tamanho do microfuro foi medido em um microscépio com um
aumento de 120 vezes e uma escala na ocular. O bioteste aplicado utilizou uma
suspensdo de E. aerogenes com aproximadamente 107 UFC/ml, onde os potes foram
colocados em um incubador agitador a 30°C por 30 minutos. Decorrido este tempo, 0s
potes foram limpos e incubados a 30°C por 1 a 6 semanas €, a seguir, as amostras
foram tiradas para confirmagdo do crescimento bacteriano, usando tubos de Durham e
meio verde brilhante bile. Para confirmagdo, as amostras positivas foram passadas para
placas de Petri sobre meio de Levine .Verificou-se que a probabilidade de penetragio
foi alta para alimentos de baixa viscosidade, como o leite, ¢ também para microfuros
com didmetros maiores, proximos de 100 um.

Desde entdo, todos os trabalhos sobre bioteste utilizaram a E. aerogenes como a
bactéria indicadora de danos provocados as B.E.. Foi ai que, em 1993, WIRTANEN e
al. compararam o bioteste de imersdo, que utilizava uma suspensio de E. aerogenes,
com uma suspensio de esporos de B. subtilis na avaliagdo da integridade de
embalagens flexiveis termoprocessadas, justificado por apresentar menor tamanho e
facilidade de serem encontrados em qualquer ambiente. Outra modificagdo foi a
avaliagdo de microfuros localizados na 4rea de selagem, pois até entdo, os furos eram
feitos nos lados das bolsas. As bolsas utilizadas foram a base de polipropileno e etileno
vinil alcool, como camada barreira, cheias com 200ml de puré de batata e
autoclavadas. Neste estudo os microfuros foram feitos com fios de tungsténio de 50um
ou 100pm de didmetro que foram colocados na area de selagem, antes da selagem, e
retirados das embalagens apds o processamento térmico. Os didmetros dos microfuros
foram medidos e confirmados por um teste eletrolitico (Microhole tester), baseado no
fato que a condutancia elétrica do material isolante de uma embalagem ¢ drasticamente
alterada por um pequeno furo. As bolsas com microfuros pré fabricados, foram
ensaiadas utilizando o método de imersdo e o esporo teste. No bioteste de imersdo,
com E. aerogenes, foi usada uma concentragéo de 107 UFC/ml e as embalagens foram
incubadas a 24+10C por 60 min., e , em seguida, as bolsas foram limpas e incubadas a
300C por 6 ou 20 dias. Quando utilizaram o esporo teste, com B. subtilis, a suspensio
contendo cerca de 100 esporos/ml foi pipetada no prolongamento remanescente acima
da area de selagem, e deixada por 30 min. a 24+10C. A confirmagdo do crescimento
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da E. aerogenes foi feita em tubos contendo meio de caldo verde brilhante bile (Difco)
pela produgdo de gas em tubos de Durham, e para B. subtilis a amostras foram
cultivadas em agar sangue e observada as hemolises ao redor das colonias para
resultados positivos. Os resultados da pesquisa demonstraram que quando o didmetro
do microfuro foi menor do que 100um, o esporo teste teve maior sensibilidade na
detecgdo destes defeitos quando comparados ao teste de imersdo, concluindo assim,
que a utilizagdo de B. subtilis é perfeitamente indicada neste tipo de teste.

3.5.2. Teste Eletrolitico

Este teste serviu para confirmagdo dos microfuros das embalagens processadas.
O método basea-se no fato que a condutincia elétrica de embalagens constituidas de
materiais isolantes ¢ drasticamente alterada pela presenga de pequenos defeitos.
AXELSON et al. (1990) utilizaram bolsas plasticas de poliestireno € o menor furo que
conseguiram detectar, na embalagem, foi de 8um de didmetro, porém, sua exatidao foi
reduzida para furos com comprimento maior que 1 mm. Os autores constataram que se
um furo tiver 10 mm de comprimento, este devera ter um didmetro maior do que 3um
para ser detectado. Os autores trabalharam nas seguintes condigdes: concentragdo
eletrolitica de NaCl de 1%, uma temperatura de 250C, um amperimetro com exatiddo
de 0,01pA e uma voltagem de 10V em corrente continua. Ficou também evidenciado
que o uso da corrente continua é melhor que a alternada, pois evita o fendmeno da
polarizagdo. No caso de se utilizar bolsas contendo folha de aluminio na sua estrutura,
deve-se tomar cuidado na realizagdo do ensaio, pois com o minimo de contato do
eletrodo com este metal sera formada uma ponte galvanica dando resultados falso-
positivo.

3.5.3. Outros testes

Além do bioteste, outros métodos de detecgdo de vazamentos em embalagens
flexiveis estdo sendo estudados e recomendados para avaliagdo da integridade destas
bolsas, como as modificagdes propostas por GILCHRIST et al. (1989) na utilizagdo
dos métodos do corante fluorescente € do teste do gas hélio para este tipo de
embalagem.

Apesar de serem mais usados para alimentos enlatados, estes dois métodos
foram modificados para identificagdo de microfuros nas B.E. Os autores usaram bolsas
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de 165 x 216mm. e 305 x 356mm. Em algumas bolsas os microfuros foram feitos com
um raio laser, produzindo furos com didmetros na faixa de 17 a 81um, e em outras foi
usada uma agulha de inox de 0,1mm de didmetro, produzindo furos com 22 a 175um
de diametro.

3.5.3.1. Método do corante fluorescente - Embora nenhum método que

utiliza corante fluorescente tenha sido mencionado na literatura para ser
usado na localizagdo de vazamento de B.E,, ele tem sido frequentemente
usados nas indstrias (W.R. Cole - FDA citado por GILCHRIST, 1989). Este
método consiste em cortar o fundo de uma bolsa, esvaziar seu conteudo,
adicionar uma solugio de corante fluorescente (100ml de trietileno glicol,
300ml de 4gua, 15g de glicerina, 3g de triton x-100 e 3g de sodio
fluorescente), selar a area cortada e colocar pesos sobre as embalagens para
forgar a passagem do corante, através dos furos, indicando assim a resenga ou

nio do microfuro e sua localizagdo.

3.5.3.2.- Método de pressurizagdo com gas hélio - Este método foi proposto
inicialmente para detectar vazamentos de microfuros em embalagens
metalicas, GILCHRIST et al. (1985). Com as modificagdes descritas neste
trabalho, o teste consiste no corte do fundo de uma B.E., o esvaziamento do
conteudo, a adi¢do de areia seca ( para melhorar a estrutura  das bolsas e evitar
o colapso das suas paredes), executar uma nova selagem na area cortada e
entdo as bolsas sdo colocadas em tanque de pressurizagdo com gas hélio. O
tanque é pressurizado a 207 Kpa por 30min. s6 depois as bolsas sio furadas
com uma seringa para que possa ser retirada uma amostra de gas do seu
interior e depois injetada em um cromatégrafo a gas para ser analisada.

Neste mesmo trabalho de adaptagido dos métodos de detecgdo de microfuros
para as B.E. os dois métodos foram comparados com o bioteste que utilizou a
bactéria Escherichia coli, e as principais conclusdes foram:

- os menores tamanhos de microfuros medidos pelos testes foram: 3pm para
o método do gas hélio e 20um para o método do corante com o emprego do
raio laser na formagdo dos microfuros.

- ¢ obedecendo uma ordem decrescente de maior sensibilidade na

identificagdo de microfuros, observou-se: 0 método do gas hélio >
bioteste > método do corante fluorescente.
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- o método do corante fluorescente foi capaz de localizar o ponto de
vazamento, enquanto os outros dois apenas confirmam o defeito.

Através dos trabalhos citados no item 3.5, pode-se concluir que o bioteste que
utiliza uma suspensio de esporos de B. subtilis é pratico e apresenta melhor
sensibilidade quando comparado com uma suspensdo de E. aerogenes (WIRTANEN,
1993), pois o tamanho do esporo é menor que a célula de E. aerogenes e facilita a
penetragdo em microfuros menores, como consequencia, apresenta uma melhor
determinagdo destes defeitos. Além disso, esta metodologia ndo necessita de
equipamentos sofisticados, como cromatdgrafos & gas, nem mesmo o consumo de
produtos caros como € o caso do gas hélio.

3.6. CARACTERISTICAS DO B. subtilis

A escolha do uso de uma suspensdo de esporos de B. subtilis para avaliar a
integridade asséptica de embalagens, principalmente as flexiveis esterilizaveis, €
devido, principalmente, ao pequeno tamanho dos esporos, sua estabilidade biologica
quando comparada & uma suspensdo de células viaveis e sua ubiquidade, ou seja,
facilidade de ser encontrado em qualquer ambiente.

Segundo CLAUS and BERKELEY (1986) e GORDON (1973), as principais
caracteristicas para identificagdo das 71 linhagens de B. subtilis sio:

- Tamanho - Geralmente de 0,7 - 0,8 um por 2,0 - 3,0um, Gram positivo,
apresentando motilidade.

- Forma do esporo - Elipsoidal ou cilindrico, central ou paracentral.

- Temperaturas de crescimento - Temperaturas maximas de 450 a 550C e
temperaturas minimas de 5° a 200C, sendo a temperatura 6tima em torno
de 28 a 400C.

- Reacdes positivas- Catalase; Voges-Proskauer; crescimento em 7% de
NaCl; crescimento em pH de 5,0 - 8,0; produz 4cido a partir de glicose,
arabinose, xilose (4 linhagens negativas) e manitol; hidrélise de amido;
utilizagfo de citrato como fonte de carbono; redugdo de nitrato a nitrito;
decomposigdo da caseina, Gram; motilidade.
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- Reacdes negativas - crescimento anaerdbio; reagdo em meio de gema de
ovo com produgdo de pigmento preto a partir de glicose ( 4 linhagens
positivas) e a partir de tirosina (1 linhagem positiva); hidrélise de hipurato;
utilizagio de propionato; decomposigio de tirosina.

Na pesquisa realizada por SANTOS (1994), que utilizou B. subtilis var. niger (
globigii ) como indicador de esterilidade por 6xido de etileno, foi mencionado que as
caracteristicas mais importantes e diferenciadoras desta cepa foram: a ndo produgdo de
acido a partir da xilose e a produgdo de pigmento preto a partir da tirosina.

GALLO (1989) numa pesquisa feita para determinar a microbiota bacteriana de
mosto e de dornas de fermentagdo alcodlica, preparou uma chave para classificagio de
Bacillus do Grupo 1, na qual ficaram definidas as principais provas bioquimicas, tais
como: Reagdes positivas: redugdo do nitrato; arabinose; citrato; crescimento a 40°C;
crescimento em 7% NaCl; Gram e Catalase. Reagdes negativas: crescimento em

anaeroblose.

3.7. UTILIZACAO DO Clostridium butyricumm COMO
MICRORGANISMO ALVO DO PROCESSO

O Clostridium butyricum é uma bactéria esporulada anaerdbica que possui
atividade metabolica através da fermentagdo de agucares, amido e pectina dos
alimentos, resultando na produgdo de acido butirico, COy ¢ Hjp, que provoca
estufamento das embalagens.

A presenga desta bactéria tem sido constatada com mais frequéncia, na
deterioragdo de alimentos meio acidos (pH 5,3 - 4,5) e acidos (pH 4,5 - 3,7), tais
como; tomate, péra, abacaxi, figo e outros frutos, onde a grande quantidade deste
microrganismo, presente na matéria-prima, pode tornar ineficiente o processo térmico
pré-estabelecido.

MORDVINOVA et. al. (1984) trabalhou com a determinagdo da resisténcia
térmica de esporos de CI. butyricum em suco de tomate com pH entre 4,1 - 4,7. Foram
empregadas trés temperaturas neste estudo: 80, 85 e 909C, sendo que o valor de z
ficou na faixa de 9 - 10 °C. ‘
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A resisténcia térmica de esporos de C! butyricum também foi estudada por
TOYODA et.al. (1990) a partir do isolamento de queijo Gouda. A suspensdo de
esporos usada na pesquisa tinha uma concentragio de 103 esporos/ml e foram obtidos
os seguintes valores de D para 100, 110 e 120°C : 0,91; 0,12 e 0,045min.. Utilizando a
regressdo linear para os valores de log de D, foi encontrado o valor de z = 15,39C. Os
meios usados na determinagdo da resisténcia térmica foram : M/15 fosfato (pH 7,0) ou
leite desnatado (pH 6,5).

O efeito do pH na resisténcia térmica do CI. butyricum foi trabalhado por
MORTON et.al. (1990), onde foram testadas trés linhagens obtidas do Centers for
Disease Control (CDC, Atlanta/lUSA): uma linhagem nfo toxigénica (87-409), isolada
da deterioragdo de amoras, € duas isoladas de casos suspeitos de botulismo infantil
(5262 e 5520), entretanto, ficou comprovado que as mesmas eram linhagens
toxigénicas de Cl. butyricum. Para a linhagem ndo toxigénica o valor de D foi
determinado em suco de tomate com pH 4,8 nas seguintes temperaturas: 204, 208 212,
216 220 e 2249F, ficando com o valor de z em torno de 15,30F. Os valores de D
obtidos para as linhagens toxigénicas (5262 e 5520), em suco de tomate (pH 4,7),
foram determinadas a partir das seguintes temperaturas: 167,5; 170; 172,5; 175 e
177,59F, tendo como valores de z : 8,79F e 8,50F, respectivamente.

Devido a grande variabilidade de valores de resisténcia relativa z encontrados
na literatura, é de extrema importincia a determinagdo da resisténcia térmica do
microrganismo no produto que se deseja trabalhar, pois devido ao comportamento
especifico de cada linhagem aliada as diferentes composigdes dos alimentos estudados,
estes valores passam a ser empregados somente em processos que envolvam estes
produtos ou outros bastantes similares.

Em 1977 LEITAO et al. estudaram a resisténcia térmica de esporos de Bacillus
stearothermophilus FS 1518 e Clostridium sporogenes PA 3679 em puré de banana
natural (pH 4,7). O trabalho foi desenvolvido visando obter subsidios para melhor
definir as condigdes de esterilizagio do produto. Os testes foram efetuados
transferindo-se 0,2g da amostra inoculada (puré de banana asséptico/suspensdo de
esporos) para tubos de Pyrex (150mm de comprimento x 4mm de didmetro extreno x
3mm de didmetro interno) os quais foram fechados a chama e aquecidos em banho de
6leo com temperatura controlada. O pardmetro utilizado na avaliagdo da resisténcia
térmica dos microrganismos foi o valor D determinado nas temperaturas de 105, 109
e 1139C, usando o puré de banana com pH natural, e o valor D calculado a 113°C
para purés com pH de 5,3 , 5,7 e 6,6, visando avaliar a influéncia do pH na resisténcia
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térmica do B. stearothermophilus. Os seguintes valores foram encontrados para B.
stearothermophilus: Dyysoc= 9,0 min, Diggoc= 5,3 min, € Djj30c= 3,1 min, sendo o
valor de z = 179C. No caso do Clostridium PA 3679 os resultados foram
Djggoc=34,5 min, Djps0c= 8,5 min e Djj30c= 1,8 min, sendo z = 10°C. Quanto a
influencia do pH na resisténcia térmica dos esporos do B. stearothermophilus, ficou
evidenciada uma acentuada elevagdo desta resisténcia com o aumento do pH, como
mostra os seguintes valores: Dyj30c de 3,1, 7,6 , 11,3 , 12,1 minem pH4,7 , 5,3
, 5,7 e 6,6, respectivamente. Estes valores de resisténcia relativa ao calor z
determinados em puré de banana natural, quando comparados com valores
determinados para estes microrganismos em outros alimentos, foram mais elevados,
entretanto, estes autores ndo indicaram as razdes destes resultados.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Termobacteriologia da Faculdade
de Engenharia de Alimentos (FEA), da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP ) Campinas, S3o Paulo. Neste capitulo serdo descritos os procedimentos
experimentais que foram utilizados, seguindo uma ordenagdo baseada no
desenvolvimento da pesquisa.

4.1. ALIMENTO UTILIZADO

O alimento processado nas B.E. foi um puré de banana, livre de qualquer
conservante quimico. O mesmo foi preparado a partir de frutos da variedade nanica
(Musa cavendish, Lamb.), por ser a mais cultivada na regido de Campinas, de facil
aquisigio e por ser o cultivar que apresenta melhores caracteristicas de forma,
tamanho, aroma e sabor. Outros fatores importantes na escolha do puré de banana,
como parte do objeto deste trabalho, foi seu custo extremamente baixo, quando
comparado a um meio de cultura utilizado como um simulador de alimento, além de
sua caracteristica de consisténcia adequada para este tipo de embalagem.

4.1.1. Processamento do puré de banana

O puré de banana foi preparado na planta piloto da Faculdade de Engenharia de
Alimentos/UNICAMP, e seguiu as seguintes etapas:

Inicialmente, os cachos adquiridos, em fase de desenvolvimento
conhecida como 3/4 gorda (36mm), ficaram acondicionados em caixas, que geralmente
sdo usadas no transporte dos mesmos, € expostos a temperatura ambiente até adquirir
uma coloragdo amarela uniforme, indicando assim, o grau de maturagdo normalmente
conhecido como ponto 6 (totalmente amarelo) de acordo com o Banana Ripening
Manual (1956), DE MARTIN et. al. (1990).
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A primeira etapa do processamento foi a lavagem dos frutos, em banho de
imersdo com agua clorada, com 5 - 10 ppm de cloro livre, para a redugdo da carga
microbiana e das impurezas mais grosseiras.

Em seguida, os frutos foram descascados manualmente € submetidos a uma
selegdo, na qual os defeitos apresentados foram removidos e os frutos que
apresentasem sérias danificagdes foram eliminados. Em seguida estes frutos foram
cortados no sentido longitudinal e sofreram um branqueamento (98°C por 5 minutos)
para promover uma inativagio enzimatica. Antes de ser embalado e processado
termicamente, foi medido o pH .

Lavagem em dgua clorada
5-10 ppm de Cl1 livre

1

Selecdo dos Frutos

y

Descascamento manual

l

Aquecimento a 98° C /
Smin(inativa¢io enzimatica)
s

Despolpadeor horizontal
(peneira de furos de 0,084cm
de didmetro)

s

Enchimento manual das
Bolsas esterilizaveis

Figura 1 - Fluxograma utilizado no processamento do puré de banana.

Decorrido o tempo do branqueamento, os frutos passaram por um despolpador
horizontal, com peneira de furos de 0,84mm de didmetro, para eliminagdo de fibras e
das pequenas sementes dos frutos, e logo depois o puré foi embalado manualmente nas
bolsas, através da utilizagdo de um saco usado em confeitarias (Fig. 1). Este sistema
foi adotado para evitar a contaminagdo da area de selagem das bolsas com o puré€ de
banana, e ndo comprometer o fechamento das mesmas.
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4.1.2. Medida da viscosidade

As caracteristicas reologicas do alimento foram determinadas por meio da
variagio de sua viscosidade aparente, em fungdo da taxa de deformagdo e da
caracteristica como um fluido ndo-newtoniano, em trés diferentes temperaturas.

Foi usado um viscosimetro rotacional BROOKFIELD (Brookfield Engineering
Laboratories, Massachusetts USA), modelo LVT, para determinar a variagdo da
tensdo de cisalhamento ( T ) e da viscosidade aparente ( Ma ) em fungdo da taxa de
deformagdo aplicada ( v ). Essa determinagio foi realizada a 30, 45 ¢ 759C, com a
~ utilizagido de um banho termostatico para a estabilizagdo destas temperaturas. Para este
tipo de produto foi usado a haste ("spindle") LV4 e, através da variagao da velocidade
de rotagdo, foram obtidas as leituras no viscosimetro pelos fatores de conversdo
tabelados para esta haste.

4.1.3. Determinacio da carga microbiana inicial do puré de
banana

A determinagdo da populagdo inicial de microrganismos existente no puré de
banana, antes de ser processado, é de grande importincia para o estabelecimento das
condigdes de processamento do alimento.

O puré de banana foi preparado com o mesmo procedimento que foi utilizado
no bioteste com bolsas esterilizaveis, e foram efetuadas contagens, em cinco
repetigdes, dos grupos de bactérias mais provaveis de contaminagdo neste tipo de
produto, tais como:

1) Mesdfilos aerdbios - Foi retirada uma amostra do puré€, 10 gramas, e foram
suspensas em 90ml de 4gua destilada estéril. A partir dai foram preparadas diluigdes
sucessivas até 103 e foram passadas para placas de Petri, em duplicata e
profundidade, 1,0 ml de cada diluigdo em agar padrdo para contagem (PCA - "plate
count agar"). As placas foram incubadas a 370C por 48 horas ¢ em seguida efetuada a
contagem YOKOYA (1970).

2) Mesoéfilos esporulados anaerdbios - Foi retirada uma amostra do puré, 10
gramas, ¢ foram suspensas em 90ml de agua destilada estéril. A partir dai foram
preparadas diluigdes sucessivas até 10~ que foram aquecidas a 60°C durante 20
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minutos, para eliminagdo das formas vegetativas, e passadas para placas de Petri, em
duplicatas e profundidade, no meio thermoacidurans agar, SILVA (1995) e YOKOYA
(1970),. As placas foram incubadas em jarras de anaerobiose a 370 C por 24-48 horas.

3) Termdfilas esporuladas aerdbias - Foi retirada uma amostra de 10g de puré e
diluidas até 10-5. Foram utilizados dois métodos: YOKOYA (1970) que sugere um
aquecimento prévio do produtos a 600C durante 20 min., para eliminagdo das formas
vegetativas, e SEGMILLER e EVANCHO (1992) que recomenda um choque térmico
de 880C por 5 min. que também serve para ativar os esporos. O produto foi entdo
diluido, as diluigdes foram transferidas para placas de Petri, com dextrose-triptona-
agar (DTA), 1,0 ml de cada diluigdo em duplicatas e profundidade, e incubadas a
550C por 48 horas .

4.2. EMBALAGEM UTILIZADA

A embalagem utilizada nesta pesquisa foi uma bolsa esterilizavel para porgio
individual, de tamanho 130 x 170mm, multilaminar com polipropileno SOum camada
interna, camada intermediaria de folha de aluminio 7um, camada externa de nailon 15
um e poliester 12um, produzida pela TOYO SEIKAN (Toyo Seikan Kaisha, Ltda -
Japan.). Estas embalagens passaram por testes que avaliaram a qualidade do laminado
e da termossoldagem, antes e ap6s serem processadas, dentre estes testes destacam-se:
avaliagdo visual da 4rea de termossoldagem, verificagdo da ocorréncia de fusdo,
resisténcia a delaminagfo, resisténcia da termossoldagem a tracdo e resisténcia a
pressdo interna, segundo normas da ASTM.

4.3. ADAPTACAO DA AUTOCLAVE PARA PROCESSAR
B.E.

A autoclave utilizada neste estudo para processar as bolsas, foi uma Allpax de
imersdo total, escala piloto (ALLPAX Products, InCl, USA) contendo uma cesta,
rotativa, horizontal, descontinua, operada por um microcomputador ( IBM PS/2) e que
utiliza 4gua quente com sobrepressio de vapor como meio de aquecimento. Os
controles foram monitorados e alterados automaticamente pelo programa "Control
View" (4llen Bradley - USA).

O sistema consistiu de dois tanques: de estocagem, onde a agua foi pré-
aquecida, e de trabalho, onde foi feito o processamento. A fase de aquecimento do
tanque de trabalho subdividi-se em trés etapas: esterilizacdo I , onde se da a
transferéncia da 4gua pré-aquecida do tanque de estocagem para o tanque de trabalho;
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esterilizagdo II, que representa a etapa de desaeragdo do tanque de trabalho e a
estabilizagdo da temperatura e pressdo desejadas; esterilizagdo III, etapa de
esterilizagdo do produto. O resfriamento também ocorre em trés etapas: resfriamento 1,
retorno da dgua quente para o tanque de estocagem e entrada da agua fria no tanque de
trabalho; resfriamento II, etapa onde a pressdo estabelecidas cai até a pressdo
atmosférica; resfriamento III, esfriamento final do produto até atingir a temperatura de
retirada das embalagens.

O processamento das bolsas foi realizado de maneira estatica (sem agitagdo) na
temperatura de ajuste de 115°C com 158 Kpa de sobrepressdo, através da injegdo de ar
comprimido, e por imersdo em agua aquecida com vapor.

Para o confinamento das B.E., foi colocado no interior do cesto no tanque de
trabalho da autoclave (com 800mm de comprimento x 600mm de largura x 580mm de
altura), um conjunto de bandejas confeccionadas em ago inox perfurado; com 2,0mm
de espessura; 565mm de largura x 700mm de comprimento; 48% de area aberta, para
permitir a circulagdo do meio de aquecimento, entre elas, e suportar o peso das bolsas
sem sofrer deformagdes, e furos redondos com 8mm de didmetro dispostos na forma
hexagonal.

Nestas bandejas, dispostas horizontalmente, existiam divisorias de ago inox
regulaveis, com 2mm de espessura ¢ 10mm de altura, que serviram para separar €
conter as B.E., sem interferir na circulagdo do meio de aquecimento.

Algumas alteragSes no funcionamento da autoclave também foram realizadas,
como a substituigdo da bomba d 'agua existente por uma de maior capacidade (7,5
C.V.; 220V.; motor trifasico; com fluxo de agua de 19,5 - 22 m3/h.), que foi a
responsavel pela entrada da agua de resfriamento no tanque de trabalho. O objetivo
desta troca foi reduzir o tempo de resfriamento do produto quando processados em
bolsas esterilizaveis.

4.3.1. Calibracio dos termopares
Segundo PFLUG (1992), a imprecisdo de 10C na leitura da temperatura,

determinada no processo térmico, podera resultar num erro do valor de Fo calculado
em torno de 26%. Este erro podera ser acima ou abaixo da temperatura real,
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dependendo das necessidades de calibragdo de cada termopar. Sendo assim, este ensaio
¢ de suma importincia para a confiabilidade dos resultados.

Foram usados, para medida de temperatura, termopares de agulha do tipo "T "
(cobre/constantan) protegidos por uma capa de de ago inoxidavel (Ecklund Custom
Thermocouples, USA) e que foram ligados & uma unidade de aquisi¢do de dados
DORIC 245 A ( Beckman Ind., USA), que apresenta uma precisdo de 0,10C, através de
fios de extensdo de cobre-constantan, didmetro de 0,80mm (Honeywell InCl, USA).
Estas agulhas conectadas aos fios através de conectores tipo C-10 (Ecklund Custom
Thermocouples, USA), foram vedadas com fita "teflon" para evitar entrada de 4gua.

O conjunto com 16 termopares, fios de extensdo e aparclho medidor de
temperatura, foi calibrado posicionando os termopares dentro da autoclave, sob agua
quente com sobrepressdo de 158 Kpa, para as seguintes temperaturas: 100, 105, 110,
115 e 120°C. Como padrio, foram utilizados dois termopares flexiveis, tipo "T" (cobre
e constantan), de didmetro de 0,127mm (Omega Engineering, USA) previamente
calibrado em banho de éleo contra um termdmetro padrdo (Incotherm Termometros,
Ltda, Brasil), segundo norma recomendada pela ASTM E 220-86 (ASTM, 1987).

Os 16 termopares de agulha, juntamente com dois termopares flexiveis
calibrados no banho de 6leo, foram fixados num dispositivo de calibragio CARDELLI
(1992) e PFLUG (1992), de modo que as juntas de medigéo dos termopares ficassem o
mais préximo possivel do ponto central onde foram fixados os termopares flexiveis de
referéncia. Este dispositivo, construido a partir do corpo de uma lata de didmetro
94mm e altura de 114mm com furos de didmetro de 14mm, foi depois fixado no centro
do cesto da autoclave e os dados de temperatura foram obtidos de 1 em 1 minuto,
durante um periodo de 30 minutos, apés o tempo de subida e estabilizagdo da
temperatura.

Com os dados obtidos, foram determinadas as equagdes de calibragdo para cada

termopar, que foram usadas posteriormente para o ajuste das temperaturas dos ensaios
seguintes.

4.3.2. Distribui¢ao de temperatura dentro da autoclave

O exato conhecimento das zonas de aquecimento mais lento, tanto para
embalagens como para a autoclave, é necessario para a determinagdo dos parametros
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de processamento térmico de cada produto e de cada embalagem, PARK et. al. (1990)
e RAMASWAMY et. al. (1991).

O objetivo deste ensaio foi avaliar a influéncia das modificagdes realizadas no
interior da autoclave através da introdugdo de um sistema de confinamento para
processar B.E., e da variagdo do espagamento entre bandejas, onde foi observado a
homogeneidade das temperaturas dentro da autoclave, usando a agua quente com
sobrepressdo como meio de aquecimento.

As bandejas projetadas para a acomodagdo das bolsas esterilizdveis foram
montadas com espagadores de 20 mm, distancia recomendada para a conservagdo do
limite da espessura maxima de expansdo das mesmas PFLUG (1964); ORTIZ (1986) e
CARDELLI (1992). O conjunto formado por 2 bandejas, com espagadores entre elas,
contendo bolsas cheias de 4gua e termopares, foi denominado de bloco. Estes blocos
foram separados através de espagadores de 40 ¢ 80 mm para avaliar o efeito na
variagdo do espago na circulagdo da 4gua de aquecimento (Fig.3 e 4).

Foram realizados quatro ensaios com 115 e 1219C, como temperatura de ajuste,
e 158 Kpa de sobrepressdo, para simular as condigdes utilizadas no processamento das
bolsas contendo o alimento, como mostra na Tabela 1.

Tabela 1- Resumo dos ensaios realizados para avaliar o efeito do espago entre blocos de
bandejas na distribuigdo da temperatura dentro da autoclave.

ENSAIO | ESPACO ENTRE | QUANTIDAD | PROCESSO | BLOCOS COM
BLOCOS (cm) | E DEBOLSAS | T(°C) P (KPA) | TERMOPARES
I 8 7 115 158 B1- B4
Il 8 7 121 158 B1-B4
I 4 7 115 158 | BI-B3-B5-B7
Y 4 7 121 158 | B1-B3-B5-B7

\

Inicialmente, foram usados 04 blocos bandejas, espagados 80 mm entre si, onde
foram distribuidos os 16 termopares de agulha, previamente calibrados, € as bolsas
contendo 4gua, segundo as posigdes estabelecidas na Figura 2. Os termopares foram
fixados nas bandejas por meio de barbante, evitando um contato direto da junta de
medida dos mesmos com a chapa de ago, e os dados de temperatura foram obtidos da
mesma maneira ja descrita no item sobre calibragdo dos termopares. Em seguida, foi
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testado um espagamento menor entre os blocos de bandejas (40 mm), visando um
maior aproveitamento da capacidade méxima do sistema de confinamento dentro do
cesto no tanque de trabalho da autoclave. Nesta configuragdo, foram colocados
termopares nos blocos B1, B3, BS ¢ B7 para leitura das temperaturas.

Duas formas de apresentagdo dos dados foram utilizadas para a interpretagéo da
performance da temperatura dentro da autoclave: a primeira foi a determinagdo da
uniformidade da temperatura do meio de aquecimento, com relagdo as temperaturas
médias por localizagdo dos termopares no sistema de confinamento/autoclave, para
identificagdo dos pontos frios, e a segunda foi a estabilidade da temperatura da
autoclave, obtida através das temperaturas médias obtidas a cada intervalo de tempo
durante o processo. Estes dois procedimentos ja vem sendo usados em varios estudos
de distribuigdo de temperatura em diversos tipos de autoclave RAMASWAMY et.al.
(1991); TUNG et. al. (1990); PARK et. al. (1990) e CAMARGO (1995) .

O tempo de subida, a temperatura do termdmetro padrdo (MIG) e do RTD do
tanque de trabalho também foram registradas.

FUNDO
FU
C ™ A
Localizagao dos
C termopares:
FU = fundo
FD = frente/direita
FM = frente/meio
C =centro
o p
FM FD
FRENTE

Figura 2 - Disposigdo das bolsas individuais nas bandejas e a localizagdo dos termopares no
ensaio de distribuigdo.
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cesto da autoclave

espacadores 7
de 80mm

bolsasd |

RTD

~ABlocos

entrada de
vapor

Figura 3 - Detalhe dos blocos de bandejas, usados no processamento das bolsas
esterilizaveis, montados com espagadores de 80 mm entre si.

espagadores
de 40mm ~£

entrada de
vapor

Figura 4 - Detalhe dos blocos de bandejas, usados no processamento das bolsas
esterilizaveis, montados com espagadores de 40 mm entre si.
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4.4. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS PARA A
TERMOSSOLDAGEM DAS B..E.

A seladora selecionada para executar o fechamento das bolsas pré-formadas
neste trabalho foi de escala de laboratério, Minivac CV 18 (SELOVAC Ind. e
Comércio,Lida, Brasil). Esta possui um sistema de selagem que funciona a base de
impulso elétrico, onde apenas um mordente contém a resisténcia elétrica plana, com
4mm de largura, ¢ o outro um mordente constituido de borracha de silicone. Possui
também uma bomba de vacuo com uma vazio nominal de 20m3/h que promove a
retirada do ar de dentro da embalagem. Neste sistema o mordente com a resisténcia ¢
aquecido até a temperatura do material a ser soldado e, logo em seguida, pressionadas
sobre as embalagens por um determinado tempo. Este equipamento possui também
mecanismos de variagdo do controle do vacuo e do tempo de termossoldagem das
embalagens, constituido de uma escala numérica determinada pelo fabricante.

A otimizagdo da seladora foi baseada num ensaio em que foram variados os
tempos de termossoldagem e os valores obtidos do vacuo aplicado, correspondentes a
escala niimerica existente no painel.

A seguinte metodologia foi adotada para a otimizagdo da termossoldagem:

1) Inicialmente foi tomado o tempo minimo e o méaximo de funcionamento da
resisténcia que promoveu a selagem das bolsas, ou seja, o tempo de contato que o
mordente pressionou a embalagem na execugdo da termossoldagem. A partir do tempo
minimo, a avaliagio do fechamento das bolsas foi feita visualmente e foram seladas 17
bolsas para cada tempo de termossoldagem, sendo 10 bolsas utilizadas nos ensaios de
pressdo interna; 3 para verificagdo da termossoldagem a resisténcia de tragdo € 4 para a
resisténcia a delaminagdo, conforme descrito anteriormente no item 4.2.. Estes tempos
foram variados até quando o limite maximo da seladora foi atingido, ou seja, quando
apresentou danos visualmente detectados na 4rea de selagem das bolsas.

O controle do tempo de solda da seladora resume-se a uma escala numérica,
determinada pelo fabricante, que variou de 1 a 10. Estes testes foram feitos até a escala
5, pois acima deste nivel existiu uma limitag3o do proprio equipamento. Estas escalas
corresponderam aos seguintes tempos de solda: escala 1 = ndo houve selagem; escala 2
= 3,24 segundos; escala 3= 5,0 seg.; escala 4= 5,67 seg. e escala 5= 5,67seg.
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2) Determinada a escala 6tima de termossoldagem foi, entdo, feito uma variagdo
na escala do controle do vacuo da seladora, através de um botdo de ajuste existente no
painel da mesma, e foi acompanhado pela leitura direta de um vacudémetro também
fixado neste painel. Neste ensaio foram seladas 10 bolsas, contendo puré de banana,
para cada variagdo crescente na escala numérica, existente no painel da seladora, que
controla o vacuo, variando de 1 a 10. Foram testadas somente as escalas de 1 a 4 pois,
devido a caracteristica do produto ¢ da posigdo em que as bolsas foram seladas, a partir
da escala 4 o puré de banana foi expulso da embalagem. Estas escalas corresponderam
aos seguintes valores de vacuo aplicado: escala 1= 5 mmHg; escala 2= 20 mmHg;
escala 3= 25 mmHg e escala 4= 27 mmHg.

Apos a selagem, estas embalagens foram avaliadas quanto & quantidade de ar
residual remanescente, através da metodologia descrita no item 4.3.5., e também
quanto a contaminag@o da area de selagem pelo alimento.

Como resultado final da otimizagio da termossoldagem, foi considerada a
sobreposigdo dos valores obtidos da resisténcia da termossoldagem a tragdo; a
avaliagdo visual da area selada, observando enrrugamentos e falhas; a resisténcia da
pressio interna e a quantidade de ar residual existente dentro das bolsas apds o

fechamento.

4.5. ENSAIOS DE DESEMPENHO DAS BOLSAS
ESTERILIZAVEIS

Definida as condigdes de selagem para as bolsas, foram aplicados testes para
avaliar a qualidade do material e da termossoldagem executada.

4.5.1. Acondicionamento das amostras antes dos ensaios.

O objetivo principal foi promover um equilibrio das amostras as condigdes
ambientais, principalmente temperatura e umidade relativa, a fim de que se possa obter
uma padronizagdo dos resultados.

Foi adotado o procedimento A da ASTM D618 (1977), que estabelece a
condigdo 40/23/50, ou seja, acondicionamento durante 40 horas, a 23 £2°9C e 50 £ 5%
de umidade relativa.
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4.5.2. Avaliacfio visual da drea de selagem

Na éarea de selagem das bolsas foram observados problemas de enrrugamento
pelo calor ou irregularidades superficiais, tais como: bolhas e rugas, logo apés o
fechamento de todas as bolsas utilizadas nos ensaios do bioteste, antes e depois de
serem processadas.

Na avaliagdo da termossoldagem, foi realizada segundo padrdes indicados pela
FDA (1981) e aplicado uma escala modificada, proposta por OLIVEIRA & ALVES
(1992), onde diferentes graus séo atribuidos a aparéncia da area de selagem das bolsas.
Considerando o grau G2 como limite de aceitagdo para a obtengdo de selagens
herméticas, foi adotada a seguinte classificagdo:

Grau 1 (G1) : nenhuma alteragdo visivel.

Grau 2 (G2) : pequeno enrrugamento pelo calor em até 50% da extensdo da
termossoldagem.

Grau 3 (G3) : pequeno enrrugamento pelo calor e/ou irregularidades
superficiais em 50 a 100% da extensdo da termossoldagem.

Grau 4 (G4) : médio enrrugamento pelo calor e/ou irregularidades
superficiais em toda a extens3o da termossoldagem e perda
do brilho.

Grau 5 (GS5) : acentuado enrrugamento pelo calor e/ou irregularidades
superficiais em toda a extensio da termossoldagem e
perda de brilho.

4.5.3. Verificacio da ocorréncia de fusdo

Quando existe uma perfeita unido da camada interna das superficies a serem
soldadas, pode-se dizer que a termossoldagem foi satisfatéria, ou seja, houve fusdo das
superficies e a mesma ¢ caracterizada pela impossibilidade de se distinguir os
materiais.
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Para se ter a certeza deste fendmeno, observou-se através do método de
tracionamento do material, se a regido da termossoldagem de topo das bolsas sofria
uma quebra e¢ delaminagdo da camada interna ou se era possivel identificar as
superficies internas da selagem, indicando auséncia de fusdio. Esta verificagdo foi feita
em todas as amostras, obtidas de bolsas antes e depois de serem processadas, avaliadas
pelo teste de resisténcia da termossoldagem a tragdo.

4.5.4. Determinacdo da resisténcia das bolsas a delaminag¢io

O objetivo deste ensaio foi medir a forga necessaria para separar 0 componente
interno , polipropileno, da camada de aluminio existente na estrutura da bolsa.

Seguindo os procedimentos normatizados pela ASTM (1990) e descritos por
PADULA et al. (1989) , foram ensaiados cinco corpos-de prova, com 25,4mm de
largura e cerca de 200mm de comprimento para cada amostra obtida antes e depois do
processo. A delaminagio dos primeiros 50mm foi iniciada com pingas e apos a
utilizagdo do solvente tricloroetileno, pois 0 mesmo facilita a separagfo inicial das
camadas para uma melhor fixagdo nas garras do dinamégrafo de tragio INSTRON
(Instron Universal Testing Instruments, USA) modelo 4301, do Instituto de Tecnologia
de Alimentos/CETEA . Neste aparelho, além do sistema de fixag@o do corpo-de-prova,
foram utilizadas células de carga de 49N, uma velocidade constante de SOmm/min e
uma distancia de tracionamento de 300mm. Os componentes separados pelo solvente
foram fixados nas garras do aparelho e mantidos num &ngulo de 90 graus entre a linha
de aplicagdo da forga a e extremidade ndo delaminada.

4.5.5. Determinaciio da resisténcia da termossoldagem das B.E.
a tracdo

A determinagfo da resisténcia mecénica da termossoldagem das bolsas, foi feita
no Istituto de Tecnologia de Alimentos/CETEA, através da medida de sua resisténcia a
tragdo. Neste ensaio foram usados pelo menos dez corpos-de-prova, provenientes de
bolsas antes e depois de serem processadas, normas da ASTM (1990) e descrigdo feita
por PADULA et al. (1989), que tiveram as dimensdes apresentadas na Figura 5, um
dinamdgrafo de tragio INSTRON com células de carga de 98,1 N, garras pneumaticas
para fixagdo das amostras e velocidade de tragdo constante de 300mm/min. . Estas
amostras foram fixadas no dinamografo de tragdo de modo que a tennossoldagem
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ficasse posicionada no centro da distdncia entre as garras para ndo comprometer 0s
resultados.

Para cada corpo-de-prova, foi calculada a resisténcia da termossoldagem, com a
média das resisténcias para as dez amostras ensaiadas e a posigdo e o tipo de ruptura
mais frequentes. Este ensaio também foi aplicado na otimizagdo da termossoldagem
que serviu para avaliar o efeito na variagdo do tempo da solda aplicada para o
fechamento das bolsas.

rrea de
ermossoldagem

76mm

A\

25,4mE l

Figura 5 - Dimensdes recomendadas para o corpo-de-prova ASTM (1990).

4.5.6. Determinaciio da resisténcia das B.E. a pressio interna.

Este ensaio fornece informagdes sobre possiveis falhas do material e/ou
termossoldagem, quando a embalagem for submetida a pressdes internas decorrentes
do aumento da temperatura do produto durante o tratamento térmico.

Existe também a possibilidade de detectar problemas localizados, como pontos

mais fracos na soldagem, que através dos ensaios de resisténcia a tragdo, estes defeitos
ndo poderdo ser identificados.
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Neste ensaio foi aplicado o método de pressdo crescente que ¢ o mais indicado
para a definigdo das condigdes Otimas da termossoldagem. Este método utiliza um
sistema hidraulico de aumento de pressdo que determina a capacidade maxima de
suporte das embalagens até que ocorra sua ruptura. Foram testadas tanto as
termossoldagens feitas pelo fabricante (fundo) como as de fechamento final das bolsas
(topo). Este teste foi aplicado para bolsas antes e depois de serem submetidas ao
processamento térmico e também na otimizagdo da seladora.

Foram utilizadas 10 amostras (bolsas) abertas na cidmara de contengfio de um
Hydrostatic Pouch Tester (Reynolds Metals Company, USA) modelo PT - 1 tipo
HPBT, do Instituto de Tecnblogia de Alimentos/CETEA. Nesta cimara, as bolsas
foram colocadas em contato direto com um bico injetor, localizado entre as duas
mandibulas de vedagdo, que injeta 4gua para dentro das embalagens até provocar o
estouro. A pressdo maxima suportada por estas embalagens foi lida num mandmetro
com precisdo de 13,8 Kpa e capacidade de 689,6 Kpa.

4.5.7. Determinac¢io da quantidade de ar residual dentro das
bolsas

O objetivo deste ensaio foi quantificar o ar residual dentro das bolsas apds a
selagem a vacuo.

Seguindo metodologia realizada por SHAPPEE ¢ WERKOWSKI (1972) e
descrita por PADULA et al. (1989); GUEDES et. al. (1984) e WEINTRAUB et. dal.
(1989), as embalagens seladas foram submersas e abertas num recipiente com agua € o
gas contido no seu interior foi coletado através de funil, cuja a haste estava dirigida
para cima e dentro de uma proveta volumétrica invertida completamente cheia de agua.
Foram testadas 10 bolsas para cada nivel de vacuo aplicado no fechamento das
mesmas. A leitura do volume de ar residual, proveniente da embalagem, foi feita
diretamente na proveta (Fig.6).
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Figura 6 - Ensaio para determinagdo do ar residual das bolsas.

4.6. PROCESSAMENTO TERMICO DAS B.E.
4.6.1. Estabelecimento do valor F requerido

Para se estabelecer as melhores condigdes de processamento das bolsas
esterilizaveis, e visando obter um puré de banana microbiologicamente estavel, foram
de fundamental importancia a realizagdo dos testes de penetragdo de calor, no conjunto
bandeja / embalagem / alimento, ¢ a determinagdo da resisténcia térmica do
microrganismo alvo do processo.

Inicialmente, tentou-se estabelecer o valor de Fo requerido. Com os valores de
No, carga microbiana inicial do puré de banana determinada antes de ser embalado
(descrito no item 4.1.3.), e a determinagdo do valor da resisténcia térmica (D) do
microrganismo escolhido como alvo do processo (Clostridium butyricum), foi
calculado este valor, através da Equagéo 1.

F =D (log No - log Nf) (1)

onde, D é o nimero de redugles decimais; No é o numero de microrganismos
existentes no pur€ de banana, antes de ser embalado; Nf é a populagdo final depois do
processo, ou seja, a probabilidade de um esporo viavel sobreviver por embalagem.,
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No entanto, apés a obtengdo dos resultados da resisténcia térmica do CI.
butyricum no pur€ de banana, observou-se que esta era inferior a resisténcia estimada
para o Cl. botulinum. Como o puré de banana esta situado na faixa limite de pH (4,6)
para alimentos de baixa acidez, tornando-o favoravel ao crescimento do C/. botulinum,
achou-se prudente usar o C/. botulinum como alvo do processo.

Para esta determinagdo foi aplicada uma redugédo logaritmica nos esporos (Log
No - Log Nf) de 12D segundo o critério de PFLUG (1990), ou seja, a probabilidade
(Nf) de sobrevivéncia de um esporo viavel de CIl. botulinum por embalagem
processada foi de 10-9, considerando o No= 103. O valor de D foi calculado a partir
da Equagdo 2 PFLUG (1985), para uma temperatura de processo de 1150C e um
produto com pH = 4,6.

Log Fy5,°p = Log 12D = 11,544 + 0,897pH - 0,0573pH2 - 0,0586T (2)

onde: 4,6 < pH < 60 e 2200F <T < 2550F

Sabe-se que a resisténcia térmica dos microrganismos € inerente a cada produto
testado. O valor calculado, conforme Equagio 2, serviu apenas de comparagdo com a
resisténcia térmica do CI. butyricum.

Foi também determinado o valor de F,5, para o puré de banana com pH 4,6 ¢
processado a 121,19C (25090F) pela Equagdo 2. Este recurso facilitou a programagéo
do aquisitor de dados utilizado (DORIC 245 A), que forneceu os valores de letalidade
integrada com frequéncia de 30 em 30 segundos até se chegar ao valor de Fjs
requerido de 0,64min., para estas condigdes estabelecidas. No momento em foi
registrada esta letalidade pelo DORIC 245A, a fase de aquecimento foi interrompida e
foi entdo iniciada a fase de resfriamento. A letalidade integrada do processo, somente
considerou a fase de aquecimento, deixando a letalidade da fase de resfriamento como
seguranga do mesmo.

43



4.6.2. Condicdes e varidveis dos processos térmicos aplicados

Os parametros estabelecidos para o processamento térmico das bolsas
esterilizaveis na autoclave ALLPAX, encontram-se no Quadro 2. O plano experimental
de uso das bolsas esterilizaveis utilizadas nos 6 processos s3o os seguintes:

- 46 bolsas com fios de 97um de didmetro colcados na selagem de topo;
- 42 bolsas com fios de 79um de didmetro colocados na selagem de topo;
- 36 bolsas com fios de 48um de didmetro colocados na selagem de topo;
- 30 bolsas com fios de 32um de didmetro colocados na selagem de topo;
- 22 bolsas processadas sem fios na selagem de topo;

- 06 bolsas com furos feitos por fios de 97um de didmetro na selagem;

- 06 bolsas com furos feitos por fios de 79um de didmetro na selagem,;

- 06 bolsas com furos feitos por fios de 48um de didmetro na selagem,;

- 06 bolsas com furos feitos por fios de 32um de didmetro na selagem,;

- 18 bolsas com termopares para calcular a letalidade durante o processo;
- 30 bolsas usadas no ensaio de esterilidade comercial.

Quadro 2 - Condigdes estabelecidas para o processamento das bolsas esterilizaveis na
autoclave ALLPAX.

TEMPERATURA (°C) | PRESSAO (Kpa) | RPM | TEMPO CESTO

Rampa Ajuste | Rampa Ajuste (seg.)

(3°C/seg.) (34,5/seg.) Ajuste 1=V - 0=H
PREPARO 118,0 172,0
STER1 116,0 0,0 0
STER I 25,0 116,0 103,0 158,0 | 0,0 261 0
STER IN 20,0 116,0 103,0 158,0 | 0,0 4200 0
COOL1 3,5 1240 | 0,0 0
COOL I 45,0 55 19,0 | 0,0 480 0
COOL I 40,0 0,0 300 0
DRENO 100,0 0,0

Temp. Rampa 3 | Pres. Rampa 34,5

Tempo Base  seg | Tempo Base seg

STER = fases de aquecimento; COOL = fases de resfriamento; posigdo de processo do cesto (V=vertical
¢ H=horizontal)
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4.6.3. Resisténcia térmica do Cl butyricum em puré de banana

Inicialmente, o microrganismo escolhido como indicador da esterilizagdo do
puré de banana foi o C!/ butyricum, pois trata-se de uma bactéria do grupo dos
anaerobios butiricos mesoéfilos, ndo proteoliticos, mas que causam, com mais
frequéncia, deterioragdo dos alimentos meio acidos e acidos a partir da fermentagdo de
agucares, amido e pectina. Como o puré de banana natural possui um pH entre 4,5 e
4,7 e é rico em carboidratos, este microrganismo encontrou um substrato ideal para seu
desenvolvimento.

Como os valores de resisténcia térmica obtidos para o Cl butyricum
apresentaram-se mais baixo que o CI. botulinum, resolveu-se adotar, posteriormente, o
Cl. botulinum como o microrganismo indicador da esterilizagdo do produto.

4.6.3.1. Microrganismo

A linhagem utilizada nesta pesquisa foi a 18851 de Clostridium butyricum
obtida do Laboratorio de Higiene e Sanitizagdo, da Faculdade de Engenharia de
Alimentos/lUNICAMP, derivada da linhagem proveniente da Centers for Disease
Control (CDC, Atlanta/USA).

4.6.3.2. Producao de esporos

Trés métodos foram utilizados e avaliados na produgdo de esporos do CI.
butyricum 18851. Os dois primeiros foram inoculados em: dextrose-triptona-agar
(Difco) modificado, contendo 0,1% de fosfato de potassio e 0,1 % de sulfato de
manganés, e o meio Keener (4g de mel; 4g de extrato de levedura; 4g de extrato de
malte; 14g de agar / 1 litro de agua destilada) segundo MORTON et. al. (1990), onde
foram inoculados 0,Iml de uma suspensdo de células vidveis e incubadas
anaerobicamente a 30°C em jarras Gaspak por duas semanas. O outro método
empregado foi uma modificagio proposta para o CI. butyricum baseado nos trabalhos
de TOWSEND (1939); Reed etal (1951), citado por PFLUG (1990) e
MAGALHAES (1992) para esporulagio do Clostridium pasteurianum . Este método é
baseado numa série de transferéncias progressivas de uma suspensdo de células, que
sdo cultivadas até se conseguir uma esporulagdo abundante.
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O método consistiu das seguintes etapas:

1) Preparou-se um tubo com 10ml de meio de infusdo de figado (DIFCO), que passou
por processo de exaustdo (retirada do ar por aquecimento), e foi acrescentado 1,0ml
de indculo, sendo incubado a 30°C/24 horas.

2) A partir deste primeiro tubo foram preparados 3 tubos com 10ml (cada) de meio de
infusdo de figado estéril, sendo acrescentado em cada tubo 1 prego de ferro ndo
galvanizado, além de 2,0ml da suspens3o obtida do tubo da etapa 1, e foram
incubados a 300C/24 horas.

3) Mais 3 tubos foram preparados na sequéncia. Cada um recebeu 10ml de meio de
infusdo de figado estéril, 1 prego de ferro ndo galvanizado, 2,0ml da suspensdo do
tubo da etapa 2 e também foram incubados a 309C/24 horas.

4) Nesta etapa foram preparados 3 erlenmeyers de 250ml, cada um contendo 50ml de
meio de infusdo de figado estéril, 5 pregos de ferro ndo galvanizados e 10 ml das
suspensdes dos tubos provenientes da etapa 3, que foram incubados a 300C/24 horas.

5) Na 1ltima etapa foi preparado 1 erlenmeyer de 3000 ml com 2000 ml de meio de
infusdo de figado, 12 pregos de ferro ndo galvanizados e 150ml de suspensdo
proveniente dos 3 erlenmeyers da etapa 4. O mesmo foi incubado a 320C / 1 semana e
depois a 280C / 2 semanas.

Todos os tubos e erlenmeyers foram estratificados com VASPAR estéril € a
colocagdo dos pregos teve como objetivo abaixar o potencial de oxiredugdo do meio.

A suspensdo resultante da ultima etapa foi filtrada em algoddo estéril e
centrifugada a 10.000 rpm / 12 min. em centrifuga refrigerada, com 5 repetigdes. No
final de cada centrifugagdo, a suspensio foi avaliada por um microscépio 6tico, através
da metodologia de coloragdo de esporos, (FIELDS, 1975). A massa de esporos
resultante foi resuspendida em 50 ml de agua destilada estéril e estocada em frasco
com pérolas de vidro estéril a 4°C.

Segundo MAGALHAES (1992), esta série de transferéncias progressivas, até se
atingir um volume expressivo, induz uma esporulagdo sincronizada e abundante, pois
traz um grande nimero de células para a maturidade e eventual esporulagdo quase ao
mesmo tempo.
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4.6.3.3. Quantificacfio da suspensiio de esporos

A partir da suspensio de esporos obtida anteriormente foi feita sua
quantificagdo em cada ensaio de determinagéo da resisténcia térmica realizado (No). A
suspensdo foi diluida até 10-10 ¢ foi transferida para tubos com meio fluido
tioglicolato, aplicando a técnica do NMP, série de trés tubos. Estes tubos, ja contendo
a suspensdo de esporos, foram aquecidos a 60°C/10min. MORTON et. al. (1990), para
ativagdio térmica dos esporos, € em seguida foram selados com VASPAR estéril e
incubados a 300C por 2 - 7 dias.

4.6.3.4. Teste de crescimento no alimento

Este teste serviu para avaliar a capacidade de crescimento do CI. butyricum no
puré de banana na forma natural (pH 4,6). Para o preparo do puré de banana, foram
aplicadas as etapas ja descritas no item 4.1.1. Em seguida, foram preparados 15 tubos
com 15ml de puré, que foram esterilizados a 1210C / 15 min.

Estes tubos passaram por processo de exaustdo e 10 dos 15 contendo o puré de
banana receberam 0,5ml da suspensdo inicial de esporos, ativadas a 60°C/10min.,
sendo, entdo, estratificados com VASPAR estéril, incubados a 30°C e observados
diariamente por 10 a 15 dias. Os 5 tubos que ndo receberam o inéculo, também foram
selados com VASPAR estéril e serviram como controle negativo. A produgdo de gas
no produto indicou o crescimento da bactéria.

4.6.3.5. - Ensaio de estabelecimento da resisténcia térmica do Cl
butyricum 18851, no puré de banana

Foi utilizado o0 método do NMP em tubos de dilui¢do, com rosca, com série de
trés tubos. Os testes feitos com esporos de Cl. butyricum 18851 partiram de uma
amostra com 9,0 ml de puré de banana estéril inoculado com 1,0 ml da suspensio de
esporos, correspondendo a um inéculo de aproximadamente 2,15 x 106 esporos/g de
puré.

Apoés a homogeinizagdo do produto inoculado, foi transferido assepticamente
0,5 ml para tubos Pyrex 13x100mm, com rosca, e feito um aquecimento destes tubos
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em banho de éleo de temperatura controlada e com agitagao produzido pela Precision
Scientific, USA.

O valor D utilizado como parimetro de resisténcia térmica, foi determinado
para as temperaturas de 92, 95 e 980C, com duas repeti¢des para cada temperatura, em
quatro tempos diferentes. A determinag@io da populagdo inicial (No) foi seguida de
forma idéntica ao item 4.6.1.3.

O calculo do valor de D foi efetuado através da Equagdo 3, a cada
tempo/temperatura, e depois foi calculado o valor de D médio de cada temperatura. A
determinagio do valor da resisténcia relativa z foi efetuado por regressdo linear de log
D vs. temperatura, onde a reciproca negativa da inclinagdo, calculada por regressdo,
foi considerado como sendo o valor de z.

D= t
LogNo — LogNf

3

onde t = tempo (min.); Log No = logaritmo da populagio inicial de esporos e Log Nf =
logaritmo da populagdo de sobreviventes.

A contagem da populagdo inicial (No) e dos esporos sobreviventes (Nf) foi feita
em NMP, série de trés tubos, usando meio fluido tioglicolato e com incubagdo a 300C
durante 7 dias, conforme descrito no item 4.6.3.3.

Para se verificar o tempo necessario para a amostra de puré de banana atingir a
temperatura desejada, atraso térmico, foram aquecidos, a 95 e 98°C, tubos das mesmas
dimensdes contendo puré de banana, onde foi introduzido um fio de cobre-constantan
de 0,127mm de didmetro, para aquisi¢do dos dados de temperatura, € o tempo foi
registrado no momento em que se atingiu a temperatura de ajuste.

4.6 4. Penetracio de calor nas bolsas esterilizdveis

O objetivo deste ensaio foi determinar a taxa de aquecimento, taxa de
resfriamento e fatores de atraso do processamento do puré de banana em B.E.

48



processadas a 1150C em agua com sobrepressdo. Foi também avaliada a influéncia na
variagdo da pressdo e da rampa de queda da pressio no resfriamento (fase de
resfriamento 1 ), como mostra a Tabela 2. Com a troca da bomba responsavel pela
entrada de agua no tanque de trabalho, houve a necessidade da realizagéo deste ensaio
para avaliar a velocidade de resfriamento do produto que foi processado. As
embalagens contendo 130g de puré de banana foram dispostas horizontalmente sobre
as bandejas, num total de 6 bolsas, localizadas na regido onde o conjunto
autoclave/bandejas apresentou aquecimento mais lento, determinado pelo ensaio de
distribuigdo de temperatura dentro da autoclave.As bolsas confinadas tiveram um
espago livie de 20mm para sua espessura maxima de expansdo, € iniciaram o
processamento com uma temperatura inicial de 30°C.

A Tabela 2 mostra as condi¢des que foram feitos os ensaios de penetragdo de
calor em bolsas esterilizaveis de 130 x 170mm de tamanho, contendo 130g de puré de
banana, na autoclave Allpax.

Tabela 2 - Condig¢des de processo usadas nos ensaios de penetragdo de calor realizados
em bolsas esterilizaveis contendo 130g de puré de banana.

PARAMETROS OBSERVADOS ENSAIO | ENSAIO ENSAIO
I 11 11
Temperatura inicial das bolsas (°C) 32 28 27
Temperatura da agua de aquecimento (OC)1 116,3 1168 116,2
Temperatura da 4gua de resfriamento (°C)2 24 25,5 26
Pressio na fase resfriamento I (Kpa) 138 124 110
Rampa de pressio resfriamento I (Kpa/seg.) 0,4 0,7 0,7
Tempo de subida ("come-up time") (min.) 5:40 5:50 5:50
Sobrepressdo durante a fase STER III 158 158 158
(Kpa)
Tempo de processo (min.) 30 6,5 7,0
% de abertura da valvula de entrada d'agua 50 50 50

Média da temperatura dentro da autoclave obtida a partir de 4 termopares em contato com a agua.

2Temperatura da 4gua medida antes da entrada do tanque de trabalho.

Para medir a temperatura dentro de cada bolsa foi utilizado um termopar tipo "
T "de agulha de 11,4 cm (Ecklund Custon Thermocouples, USA) que foram
introduzidos nas bolsas por meio de uma prensa-gaxeta de latdo (Stuffing box for
pouches, Ecklund Custom Thermocouples, USA) instalado na solda de fundo das
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mesmas, através de um furo de 6 mm, com arruelas de vedagdo em ambos os lados das
bolsas (CARDELLI, 1992).

A junta sensitiva do termopar foi fixada no centro geométrico da bolsa, usando
um suporte de "teflon", em forma de cruz, que foi colado numa das paredes da bolsa
(MASSAGUER et. al. 1992), com 20mm de altura, aqual foi a mesma espessura
maxima permitida para a expansio das bolsas. Os termopares foram aterrados com um
fio de cobre para evitar interferéncias nas leituras de temperatura, (PETERSON e
ADAMS, 1983), conforme Fig.7.

A penetragdo de calor foi medida nas bolsas 1 a 6, instaladas sobre o bloco de
bandeja 7 (topo). A medida do meio de aquecimento foi feita com dois termopares
situados nas laterais, um no topo e um embaixo do cesto da autoclave. A temperatura
da agua de resfriamento foi medida na entrada do tanque de trabalho. Foi utilizada a
capacidade maxima de confinamento para as B.E., ou seja, 7 blocos de bandejas, onde
nos blocos que ndo continham bolsas com termopares foram preenchidos com bolsas
cheias de agua, para simular a carga total de processamento.

Foram também registrados: dados de tempo de subida da temperatura de ajuste;
temperaturas do tanque de trabalho, medida pelo RTD; temperaturas do termometro
padriao (MIG) e os pesos das bolsas, cheias com puré de banana, antes e depois de
cada processo. Para a determinagdo da frequéncia de medida das temperaturas, foi
assumido o critério de PFLUG (1975) que considera que o intervalo de medida de
temperatura devera ser 1/10 da taxa de aquecimento do produto, ou seja, de 0,1fh.
Tomando-se como referéncia o trabalho de CARDELLI (1992), que encontrou um fh
médio 8,4 min. para bolsas de 125 x 175mm de tamanho e contendo uma suspensdo
condutiva de bentonita 10%, adotou-se uma frequéncia de aquisi¢éo de 0,5min.

Os dados de tempo e temperatura foram adquiridos até¢ 19C de diferenga, com
relagdo a temperatura de processo e seguidos os mesmos procedimentos do item de
calibragdo dos termopares. Para cada ensaio foi construido um grafico de historia
térmica com as temperaturas do meio de aquecimento ¢ das temperaturas lidas dentro
das bolsas versus tempo, onde foram indicados o tempo de subida, o tempo de
processo e o tempo de resfriamento. Para cada bolsa foi calculado o valor da letalidade
desejada, (Fo), através da leitura direta no aquisitor de dados DORIC 245 A,
previamente programado para esta fungdo, e pelo método geral descrito por
PATASHNIK (1953).
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termopar suporte de teflon

Figura 7 - Fixagdo e localizagdo do termopar dentro da bolsa e o fio de aterramento.

4.6.5. Ensaio de esterilidade comercial

Este ensaio foi realizado com o objetivo de se verificar se o processamento
térmico aplicado foi eficiente, nas condigSes previamente estabelecidas, até atingir o F
requerido do processo.

Apods o processamento térmico, as B.E. foram incubadas a 37°C por 10 dias,
para que se pudesse verificar a ocorréncia de possiveis alteragdes, tais como:
vazamentos, modificagdes nas caracteristicas sensoriais e, principalmente, estufamento
das embalagens. Antes e apds o periodo de incubagdo, foi feita a medida do pH e
observagdo microscopica.

4.7. PREPARACAO DOS MICROFUROS

Os microfuros foram feitos com fios de niquel-cromo ( 80% niquel e 20%
cromo) Nikrothal 80 (Kanthal Brasil Ltda), por resistirem bem a altas temperaturas
(em torno de 12009C), nos seguintes didmetros: 32 - 48 - 79 - 97um. Estes fios foram
colocados transversalmente na area de selagem de topo das bolsas ( um microfuro em
cada bolsa conforme mostra Figura 8 ), e s6 depois as bolsas foram cheias com o puré
de banana e seladas a vacuo para serem processadas.

Apos a esterilizagdo, os fios foram puxados cuidadosamente com uma pinga da
area de selagem, numa camara de fluxo laminar, e imediatamente as embalagens foram
postas em contato com a suspensdo de esporos de B. subtilis conforme descrito
anteriormente.
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Foram também testadas bolsas processadas com os furos abertos durante o
processo para checar a resisténcia das embalagens quando processadas com estes
defeitos, e avaliar a possibilidade de penetragdo de qualquer microrganismo presentes
na agua de resfriamento.

Outro teste realizado foi a determinagdo da capacidade de penetragdo dos
esporos de B.subtilis, através da area de selagem de topo sem a retirada dos fios. Este
ensaio permitiu avaliar se houve uma perfeita unido entre os fios e as superficies
internas da bolsa onde foram colocados e selados.

Area onde foi pipetada a suspenséo de

esporwm

Selagem para\g IZSmm

conter o alimento 0

g

~Microfuro

—Fio de niquel-cromo
para formar o microfuro

B.E.

Figura 8 - Desenho esquematico da formagao dos microfuros e localizagdo da area da selagem que
recebeu a suspensao de B. subtfilis.

Como mostra a Figura 8, foi deixado um espago de 25mm acima da selagem de
topo para colocar a suspensio de esporos de B. subtilis.
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4.7.1.Enchimento das B.E.

O enchimento das bolsas com o puré de banana foi conseguido, manualmente,
através da utlizagdo de um saco para confeitar, produzido pelas Indistrias Kappaz S.A/
Brasil, que foi colocado na "boca " da embalagem, funcionando como um dosador.

Estas bolsas foram apoiadas numa grade metalica e pesadas (130g de puré cada
uma) com a adigdo crescente e cuidadoso do produto para evitar a contaminagdo da
regido de termossoldagem antes da selagem. Com a redugdo do espago ineterno das
bolsas, consequéncia da formagdo da area em que foi pipetada a suspensio de esporos
(ver Fig. 8), o enchimento e posterior fechamento das bolsas s6 foi conseguido com
130g de puré de banana, pois acima deste peso o produto seria expulso da embalagem
no ato da selagem.

4.8.METODOLOGIA PARA PRODUCAO E
QUANTIFICACAO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS
DE B. subtilis

Os métodos utilizados para produzir esporos de indicadores biologicos devem
ser relativamente simples e utilizar meios facilmente preparados que produzam uma
alta porcentagem de esporos com alta resisténcia ao calor.

Inicialmente a suspensdo de esporos de B. subtilis disponivel no Laboratorio de
Termobacteriologia foi previamente avaliada quanto a possibilidade de estar
contaminada, através do método de coloragdo de Gram e coloragdo de esporos e,
posteriormente, quantificada em placas com agar nutriente para, entdo, proceder o
ajuste na concentragdo da suspensdo que foi utilizada no bioteste.

O método que foi usado para produgio e quantificagdo de esporos de B. subtilis
foi desenvolvido pelo laboratério de Termobacteriologia da FEA/UNICAMP sendo
extremamente simples, pratico e de baixo custo, consistindo das seguintes etapas:

1- Esporulagio - Inicialmente foi preparado o meio de agar nutriente com
Sppm de sulfato de manganés ¢ 50 ml do mesmo foi dispensado em garrafas
de 290 ml de capacidade e esterilizadas a 1219C/15min. Logo apds a
esterilizagdo, as garrafas foram inclinadas e deixadas a temperatura ambiente e
usadas no dia seguinte. Foram inoculados 2,0 ml da suspensdo de esporos (109
esporos /ml suspensdo mde existente) em cada garrafa, que foram agitadas
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lateralmente para favorecer o espalhamento da suspenséo na superficie. Em
seguida as garrafas foram incubadas inclinadas a 30°Cpor 48 horas.

2- Coleta de esporos - A cada garrafa foi adicionado Sml de 4gua estéril,
movimentada lateralmente até desprender do fundo a cultura e, com a ajuda
de uma bagueta estéril, cuidadosamente foi passada sobre o meio para
facilitar o desprendimento. Depois a suspensdo resultante foi coletada e
distribuida em tubos de centrifuga, previamente estéreis , € procedido a
limpeza.

3- Limpeza dos esporos :

a) A suspensio foi centrifugada a 2.700 rpm por 12min., sob refrigeragdo, e
retirado o sobrenadante para eliminar os residuos do meio. A massa de
esporos foi resuspendida, com o adicionamento de Sml de agua estéril, e
avaliada sua concentragio através de microscopio 6tico, empregando o
método de coloragdo de esporos.

b) Repetiu-se o item a, por no minimo de 5 vezes até que a observagdo
microscopica dos esporos, apos a coloragdo, indicasse eliminagdo dos restos
de células vegetativas.

¢) Ap0s a aplicagio das centrifugagdes, foi ajustado o pH da suspensdo de
esporos até 11,0 e adicionado 0,3mg de lisozima/ml de suspensdo. A lise das
células ocorre quase imediatamente apos a adigdo da lisozima STUMBO
(1973). Em seguida, foi repetido o item a e observado o percentual de
esporos apresentado no campo 6tico do microscopio.

d) Por fim, o volume da suspensdo foi completado até¢ 100ml, com agua
destilada estéril, acondicionada em um frasco estéril contendo pérolas de vidro
¢ estocada a 40C.

4 - Quantificacao da suspensio:

a) Foi retirado 1ml da suspensdo de esporos e procedido a diluigdo da

suspensdo até 10-10. Em seguida, foram passadas para placas de Petri as
ultimas 4 dilui¢Ges, em duplicata e profundidade, em meio agar nutriente,
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incubando-as a 30°C por 24 - 48 horas. N3o houve a necesidade da realizagdo
de choque térmico para ativagdo da suspensdo.

4.9. BIOTESTE COM ESPOROS DE B. subtilis

Antes da aplicagdio do bioteste com esporos de B. subtilis nas bolsas
esterilizaveis, contendo puré de banana (pH 4,6), foi avaliada a possibilidade de
crescimento desta bactéria no referido alimento. Foram preparados 15 tubos com 10ml
puré de banana/tubo e esterilizados & 1210C/15 min. Deste total, 10 foram inoculados
com 1,0 ml da suspensio de esporos de B. subtilis € 5 serviram como controle negativo
de crescimento e esterilidade. Nos tubos positivos foram feitas as seguintes provas
bioquimicas de identificagdo: Gram; catalase; Voges-Proskauer; reagdo de nitrato,
hidrdlise de amido; acido a partir de xilose.

4.9.1. Ensaios de penetracio do B.subtilis através dos
microfuros formados em bolsas antes do processamento.

O objetivo deste ensaio foi avaliar a capacidade de penetragdo dos esporos de
B.subtilis nos microfuros formados na area de selagem das B.E., e depois comparar
com as bolsas testadas apds o processamento térmico, avaliando assim, o efeito da
temperatura e pressdo aplicadas sobre os defeitos formados nas bolsas.

Foram testados microfuros formados na selagem de topo a partir de fios de
niquel-cromo com os seguintes didmetros: 48 - 79 - 97um. As bolsas contendo os fios
foram autoclavadas a 1210C/15min., depois preenchidas com 130g/bolsa de puré de
banana estéril (1210C/15min), em camara de fluxo, e seladas a vacuo.

As bolsas, imediatamente apés a selagem, foram apoiadas verticalmente na
cimara de fluxo laminar e foram pipetadas 5Sml/bolsa da suspensdo de esporos de B.
subtilis (concentragdo de 106 esporos/ml), obtida no item 4.8, na 4rea de
prolongamento da embalagem formada acima da selagem de topo. Logo apés a
colocagdo da suspensdo os fios foram retirados das bolsas a as mesmas permaneceram
por 60 min. dentro da cimara de fluxo. Para evitar qualquer contaminagdo ambiental,
que ndo fosse a provocada pelo B. subiilis, as bolsas foram cobertas com um laminado
estéril composto de plastico € aluminio. Decorrido o tempo de contato com a
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suspensdo, a mesma foi retirada da 4rea de selagem e as bolsas foram incubadas a
300C por 7 dias.

Foram utilizadas as seguintes quantidades de bolsas neste ensaio: 8 bolsas com
furos formados a partir de fios de 97um de didmetro; 8 com furos a partir de fios de 79
pum de didmetro; 7 com furos a partir de 48um de didmetro e 8 bolsas sem fios
(controle). Todas as bolsas, inclusive as que ndo continham fios na 4rea de selagem
foram testadas com o bioteste de esporos de B.subtilis.

Decorrido o prazo de 7 dias, foram coletadas, proximo ao microfuro formado,
amostras de 10g / bolsa ensaiada que foram passadas para placas de Petri, em
duplicatas, somente a primeira diluigdo. Neste ensaio foi utilizado Petrifilm para
contagem padrio (PCA), pela praticidade e rapidez na confirmagdo do crescimento
bacteriano. As placas de Petrifilm, consideradas positivas, foram as que apresentaram
pontuagdes avermelhadas, indicando assim, a presenga do microrganismo através da
reagdo com o indicador Tetrazolium contido no meio.

A confirmagio bioquimica do B. subtilis foi feita a partir das colonias isoladas
em tubos de agar nutriente, das placas positivas, que foram submetidas as seguintes
provas: Voges-Proskauer; reagdo de nitrato; hidrélise de amido;acido a partir de xilose;
catalase; rea¢do de Gram.

4.9.2. Aplicacio do bioteste em bolsas pés-processo.

Apds o preparo da suspensdo de esporos, esta foi diluida até uma concentragdo
de 106 esporos/ml e pipetada na area de prolongamento da embalagem, formada acima
da selagem do topo das bolsas, aproximadamente 5ml/bolsa (Fig.8). Apds o processo
térmico, as embalagens que receberem a suspensdo de esporos foram acomodadas
verticalmente em um suporte metalico por 60 minutos, a temperatura ambiente e
dentro de uma cimara de fluxo laminar, e cobertas com um laminado estéril ( de
plastico e aluminio ) para evitar qualquer contaminagio ambiental que ndo fosse a
intencionalmente provocada.

Foram utilizadas as seguintes quantidades de bolsas no ensaio com o bioteste:
24 bolsas com furos formados a partir de fios com 97um de didmetro; 26 bolsas com
furos formados a partir de fios com 79um; 26 bolsas com furos formados a partir de
fios com 48um; 18 bolsas com furos formados a partir de fios com 32um. Para as
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bolsas controle (sem furos) foram testadas 22. Foram também testadas com o bioteste
bolsas com os fios mantidos na area de selagem apos serem processadas, sendo: 22
bolsas com fios de 97um de didmetro; 16 bolsas com fios de 79um; 10 bolsas com fios
de 48um e 12 bolsas com fios de 32um de didmetro.

Em seguida, a suspensdo de esporos foi retirada da area que foi pipetada e as
embalagens foram incubadas a 300C por 7 dias.

4.9.2.1.Confirmacdo do crescimento bacteriano

Decorrido o prazo de incubagdo, foram colhidas amostras do puré de banana de
todas as bolsas ensaiadas pelo bioteste, proximo ao microfuro formado na area da
selagem, para confirmagdo do crescimento bacteriano. Para isto foi utilizado uma
espatula de vidro que facilitou a retirada do produto das bolsas como também a sua
limpeza e esterilizagdo. As amostras foram passadas para frascos estéreis, contendo
agua destilada, na mesma proporgdo de peso/volume, pois tratava-se de um produto de
viscosidade alta e que apresentava grande dificuldade na quantificagido e coleta do
volume através de pipetas. A partir dai, as amostras foram passadas para placas de
Petri, em duplicatas e em profundidade, em meio agar nutriente e incubadas a 300C
por 24 - 48 horas.

Nas placas que apresentaram crescimento, foram isoladas coldnias tipicas em
tubos com agar nutriente e, posteriormente, foram submetidas as provas bioquimicas ja
descritas no item 4.9.1.

Retirada a aliquota para a confirmagdo da penetragdo do B.subtilis, as bolsas
esterilizaveis, usadas no bioteste, foram lavadas e secas, cuidadosamente, e depois
foram utilizadas na confirmagao dos microfuros pelo teste eletrolitico.

4.10. MEDICAO DOS MICROFUROS POR MICROSCOPIO

Os microfuros feitos na area de selagem de topo das bolsas, através dos fios de
niquel-cromo, foram medidos através de um Banco Metalografico, Neophot 32 (Carl
Zeiss), contendo um microscopio de luz refletida com capacidade de 1000 vezes de
aumento, € uma escala ocular para efetuar a medi¢do de materiais (Laboratorio de
Metalografia da Faculdade de Engenharia Mecanica/UNICAMP).
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Foram preparadas 4 amostras de cada didmetro de fio usado, obtidas a partir de
bolsas seladas nas mesmas condigdes que foram utilizadas no bioteste. Estas amostras
foram preparadas em blocos de resina epoxi e depois passadas por um processo de
lixamento e limpeza da superficie. Para se obter uma imagem nitida e perfeita da
estrutura ¢ dos microfuros, estes cuidados foram necessarios, pois 0 equipamento
registra imagens a partir da luz refletida.

Os resultados dos didmetros medidos através do microscopio, com 250 vezes
de aumento, foram comparados com os didmetros dos fios empregados na formagio
dos microfuros e estabelecido a média aproximada (Fig. 23 e 24)

4.11. CONFIRMACAO DOS MICROFUROS PELO TESTE
ELETROLITICO

Seguindo as recomendagdes do trabalho de AXELSON et.al. (1990), o teste foi
aplicado em todas as bolsas que foram testadas anteriormente pelo esporo teste,
inclusive as bolsas controle (sem furo), e estabelecidas as seguintes condig¢des de
aplicagdo: concentragdo da solugdo eletrolitica com 1% de NaCl; temperatura
ambiente; voltagem de 10V; corrente continua e um amperimetro com exatiddo de 0,1

HA.

Os testes foram realizados no Laboratorio de Embalagem da Companhia
Industrial e Mercantil Paoletti, Jundiai/S3o Paulo, onde as bolsas foram colocadas
dentro de um reservatério plastico, contendo a solugdo eletrolitica, e cheias com a
mesma solugdo. Dois eletrodos foram posicionados para medir a conduténcia elétrica:
um dentro da embalagem e o outro fora dela, dentro do reservatorio em contato com a
solugdo de NaCl (Fig. 9).

Foram consideradas positivas, as bolsas testadas que acusaram leitura no

microamparimetro, indicando assim, a condutincia elétrica através da solugdo
eletrolitica.
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Figura 9 - Aparelho usado para determinagdo dos microfuros: 1) par de eletrodos;
2) solugdo eletrolitica (NaCl) em tanque de plastico; 3) bolsa analisada;
4) amperimetro; e 5) fonte de corrente continua.
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4.12. RESUMO DA METODOLOGIA APLICADA NO BIOTESTE DE
BOLSAS ESTERILIZAVEIS

A Figura 10 mostra todas as etapas desenvolvidas durante a pesquisa.

Embalagem pré-formads
Preparo do puré (bolsas esterilizaveis)
de banana

Colocagao dos fios na
area de selagem

N\

Enchimento das bolsas

A

Colocagao na autoclave

o

Processamento térmico
T=115C Fo=0,64min
J

Descarga da autoclave

N

Inoculagéo da suspenséo de esporos
na area de selagem de topo (1h)

Al
Retirada dos fios da
area de selagem

N2

BIOTESTE Incubagdo das B.E.a30C
por 7 dias

A4

N
Abertura das B.E.
\

Retirada do alimento para
Confirmagéao do crescimento

A

Lavagem e secagem das B.E.

o

Confirmagéao dos microfuros
pelo teste eletrolitico

Figura 10 - Fluxograma da metodologia aplicada na pesquisa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DO PURK DE BANANA

Na caracterizagdo do puré de banana, além da viscosidade e da determinagéo da
carga microbiana inicial, foi medido o pH, ficando numa faixa de 4,6 - 4,7.

5.1.1. Determinacéo da viscosidade do puré de banana

Visando determinar a influéncia da  temperatura na viscosidade aparente

( Na ) do puré de banana, fez-se a determinagéio de sua viscosidade aparente e do
indice de comportamento reolégico m, em trés diferentes temperaturas: 30, 45 e 75°C,
seguindo metodologia descrita no item 4.1.2.

A Tabela 3 apresenta os valores obtidos para a leitura do viscosimetro, as
velocidades de rotagdo aplicadas (rpm), os fatores de conversdo especificos tabelados

para a haste ("spindle") usada (LV4) e a viscosidade aparente (1]a), expressa em

centipoise.

Tabela 3 - Determinagdo da viscosidade aparente, do puré de banana em
viscosimetro rotacional Brookfield - LVT.

Velocidade | Fator de | Leitura do viscosimetro | Viscosidae aparente (1)a)
(rpm) conversio LVT (centipoise)

LV4 30°C 45°C 175°C | 30°C 45°C 75°C

0,6 10000 14,0 23,0 26,0 | 140000 230000 260000

1,5 4000 16,5 31,0 340 | 66000 124000 136000

3 2000 19,5 38,0 41,5 | 39000 76000 83000

6 1000 21,0 47,5 46,5 21000 47500 46500

12 500 25,0 52,0 54,0 12500 26000 27000

30 200 31,0 54,0 61,5 6200 10800 12300

60 100 33,5 68,0 70,0 | 3350 6800 7000

rpm= rotagdes por minuto;
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A Figura 11 mostra a relagdo entre a viscosidade aparente (Ta), para as trés
temperaturas, proporcional a tensdo de cisalhamento (T) e a velocidade de

rotagdo(rpm) que é proporcional a taxa de deformagéo (), evidenciando que o puré de
banana obedece a lei de poténcia, segundo a Equagdo 4. Obteve-se os coeficientes de
correlagdo de 0,9722; 0,9743 e 0,9744 para as temperaturas: 30, 45 e TS50,
respectivamente.

T=Kyn (4)

sendo (T) = f (leitura do viscosimetro), (Y) = f (velocidade de rotagdo) e K indice de
consisténcia e n indice de comportamento reologico (CANTU LOZANO et. al. 1994).

Viscosidade do puré de banana

300100 w
250100 -
-
200100 -
150100 |

100100 -

Viscosidade aparente
(centipoises)

50100 -

100 + f b— - } ;
06 1.5 3 6 12 30 60

Velocidade (rpm)

Figura 11 - Relagéo entre viscosidade aparente e velocidade de rotagdo para o puré de
banana determinadas em trés diferentes temperaturas.
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O indice de comportamento reologico n do puré de banana para as temperaturas
30, 45 € 75°C, teve uma variagdo muito pequena em fungéo da temperatura, conforme
mostra a Tabela 4 e o grafico da Figura 12 (log da leitura do viscosimetro pelo log da
velocidade de rotagdo). Como o coeficiente angular da reta foi menor que 1, pode-se
assumir que o produto se comporta como pseudo-plastico (VITALI, 1981).

Tabela 4 - Variagdo do indice de comportamento reolégico com a temperatura.

TEMPERATURA (°C) n L rl
30 0,195 0,9936
45 0,230 0,9687
75 0,208 0,9814

n= indice de comportamento reol6gico; r2=coeficiente de correlagdo de linearilidade

Log da leitura do viscosimetro (t)

-0,222 0,176 0,477 0,778 1,079 1,477 1,778

Log da velocidade (log y)

Figura 12 - Comportamento reoldgico do puré de banana (variedade nanica Musa
cavendish) em trés diferentes temperaturas.
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O grifico da Figura 13 mostra a variagio da viscosidade aparente (T)@), no
intervalo da velocidade de rotagdo média (30 rpm), medida nas temperaturas testadas:
30, 45 e 75°C

E

£ 14000

o

9 12000 +

Q

g 10000

£ 8000 ¢

S 6000 4

S 4000 y = 3050x +3666,7

] R?=0,9207

B 2000 ¢

(7.4

§ 0 }

S 30 45 75
Temperatura (C)

Figura 13 - Variagdo da viscosidade aparente com a temperatura, no intervalo de
velocidade de rotagdo média (30 rpm).

Os resultados confirmam que esse modelo da lei de poténcia, amplamente usado
para descrever o comportamento reolégico de purés e sucos de frutas (VITALI 1981),
pode ser aplicado para o puré de banana natural como alimento de alta viscosidade,
mesmo quando submetido a diferentes temperaturas.

A importéncia de se usar um produto altamente viscoso na aplicagio do bioteste
foi a de estabelecer a capacidade de bloqueio dos microfuros, intencionalmente
formados, por este tipo de alimento. Pelos resultados obtidos no item de aplicagdo do
bioteste, pode-se notar que néo houve este tipo de entupimento, pois o ensaio foi capaz
de detectar microfuros com didmetros de até 48 yum.
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3.1.2. Ensaio de determinaciio da carga microbiana inicial do
puré de banana

O nimero total de bactérias meséfilas aerobias encontradas no puré de banana
natural, antes de ser embalado, foi relativamente constante, apresentando 4,5 x 103
células por grama do produto, como valor médio de 5 repetigdes.

Ndo foram detectados esporulados mesoéfilos anaerdbios nem termoéfilos
anaerobios pelas técnicas empregadas. Entretanto, YOKOYA (1969) encontrou uma
faixa de 2 a 70 esporos de termoflios aerébios em cada 100g da banana in natura de 5
variedades diferentes, inclusive a nanica.

Atualmente é conhecido que este choque térmico empregado por YOKOYA
(1969), para eliminagdo de formas vegetativas, ndo ¢ suficiente para ativar terméfilos,
portanto, a carga de termoéfilos do puré de banana pode ser mais expressiva quando
aplicados outros métodos

5.2. OTIMIZACAO DA SELADORA

5.2.1. Determinaciio do tempo de solda

As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados da selegdo das condigdes aplicadas
na termossoldagem de topo em fungdo do tempo de contato do mordente da
MINIVACCV 18.

A melhor termossoldagem para bolsas vazias, obtida neste equipamento, foi
com o tempo de contato aplicado para fechamento das bolsas de 5,67 segundos (escala
4 da seladora), pois apresentaram excelente aparéncia (G1), presenga de fusdo, uma
resisténcia média a tragdio e uma resisténcia média ao estouro maiores que as outras
escalas, com um menor coeficiente de variagdo entre as amostras, e enquadradas nas
faixas aceitaveis descritas anteriormente no item 4.4. sobre o desempenho das bolsas
esterilizaveis (Tabela 6).
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Tabela 5 - Ensaio de resisténcia a tragdo (N/25mm), realizado a partir de amostras

obtidas de bolsas vazias seladas na MINIVAC CV-18.

TEMPO DE SOLDA
AMOSTRA 5,1 min. 5,67 min. 5,67 min.

1 90,25 89,3 88,3

2 88,3 90,25 88,3

3 90,25 90,25 89,3

4 88,3 90,25 91,2

5 88,3 89,3 91,2
6 89,3 88,3 90,25

7 89,3 88,3 92,2

8 88,3 89,3 88,3

9 87,3 88,3 89,3

10 85,3 90,25 91,2
MEDIA 88,5 89,38 89,95
D.P. 1,46 0,85 1,45
C.V.(%) 1,65 0,95 1,61

D.P. = desvio padrdo ; C.V. = coeficiente de variago;

Tabela 6 - Teste de estouro (Kpa) realizado em bolsas que foram seladas vazias na

MINIVAC CV-18.

TEMPO DE SOLDA
AMOSTRA 5,1 min. 5,67 min. 5,67 min.
1 63,4 62,7 62
2 62 63,4 62
3 63,4 63,4 62,7
4 62 63,4 64
5 62 62,7 64
6 62,7 62 63,4
7 62,7 62 64,8
8 62 62,7 62
9 61,4 62 62,7
10 60 63,4 64
MEDIA 62,16 62,77 63,16
D.P. 1,0 0,61 1,02
C.V.(%) 1,61 0,97 1,61

D.P. = desvio padrdo ; C.V. = coeficiente de variagio;,
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Tabela 7 - Condigdes selecionadas para otimizar a termossoldagem das bolsas
esteriliziveis vazias.

ESCALA | TEMPO DE | RESISTENCIA A | FUSAO | ASPECTO | RESISTENCIA

DE SOLDA! | CONTATO TRACAO? VISUAL AO
(seg.) (N/300mm) ESTOURO3

(Kpa)

2* 03:46 nd - nd nd

3 05:10 88,3 + Gl 539

4 05:67 89,3 + Gl 548,7

5 05:67 89,3 + Gl 548,7

1 = Escala numérica aleatoria existente no painel da seladora
2 = média de 10 corpos de prova ASTM (1990); 3 = média de 10 bolsas ASTM (1990)
* Nesta escala ndo houve termossoldagem nem fusio.

5.2.2. Determinacio do vicuo aplicado no fechamento das
bolsas e do ar residual remanescente

A escala 6tima do vacuo foi determinada a partir da capacidade de contengio do
produto na embalagem e da quantidade do ar residual remanescente apds a selagem das
mesmas. As bolsas foram preenchidas com 130g de puré de banana a 35°C,

A determinagdo da quantidade do ar residual dentro das bolsas foi realizado
para confirmar a eficiéncia do vacuo no fechamento das bolsas com 130g do produto.
O teste foi realizado a temperatura ambiente e foi encontrado uma média de
2,7ml/bolsa, com um vacuo de 25 mmHg, por 10 amostras, com um desvio padrio de
0,07 e coeficiente de variagdo de 3%. Esta média ficou abaixo do limite méaximo
recomendado pelo fabricante das mesmas (TOYO SEIKAN) que ¢ de 5,0ml/bolsa. A
Tabela 8 apresenta estes resultados.
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Tabela 8 - Condigdes selecionadas para a otimizagdo do vacuo aplicado nas bolsas
esterilizaveis, contendo 130g de puré de banana, e com tempo de solda de 5,67
segundos (escala 4 da seladora).

ENSAIO” | Escala Vécuo Média de ar Observacies
(mmHg) | residual (ml)
I 1 5 nd nio houve fechamento
das bolsas
1I 2 20 6,0 acima do recomendado
pelo fabricante (TOYO
SEIKAN (1994)
11 3 25 2,7 ideal
v 4 27 nd expulsdo do puré para
fora da bolsa

* cada ensaio foi realizado com 10 bolsas
nd = ndo determinado

Como o fechamento das bolsas s6 pode ser feita na posigdo inclinada, houve
uma limitag@o na aplicagio do vacuo, ficando como escala limite de uso 25mmHg. A
aplicagdo do teste em escalas maiores que 25mmHg resultou na expulsdo do puré de
banana para fora da embalagem. Este volume conseguido, 2,7 ml/bolsa, ndo
compromete a performance das bolsas durante o processo. Sendo assim, foi
selecionado o tempo de solda de 5,67 segundos (escala 4 da seladora) e 25 mmHg
(escala 3) para a termosselagem das bolsas usadas nos processos posteriores.

5.3. RESULTADOS DOS ENSAIOS DE DESEMPENHO DAS
BOLSAS ESTERILIZAVEIS ANTES E DEPOIS DO
PROCESSO TERMICO

5.3.1. Aparéncia visual das soldas das bolsas

A 1unica selagem de topo, com largura de 4mm, feita na seladora de impulso
elétrico MINVAC CV18, para o fechamento das bolsas esterilizaveis, foi avaliada
visualmente antes e depois do tratamento térmico.

Os resultados obtidos foram excelentes, onde ndo foram detectados quaisquer
defeitos que pudessem comprometer a hermeticidade das bolsas. Segundo a escala
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aplicada (OLIVEIRA & ALVES, 1992), todas obtiveram grau 1 (G1) como atributo a
qualidade visual da termossoldagem, ou seja, nenhuma bolha ou enrrugamento
provocado pelo calor foi detectado nas mesmas, antes e depois do processamento.

S.3.2. Determinaciio da presenca de fusio na regido de
termossoldagem das bolsas esterilizdveis

A fusfio € o produto da realizagio de uma 6tima termossoldagem. A auséncia
desta fusdo geralmente esta atribuida as condigdes que foram executado o fechamento
das bolsas, isto €, otimizagdo da seladora e/ou contaminagdo da area de selagem pelo
proprio alimento ou por vapor de 4gua, proveniente do alimento quando embalado a
quente.

Os resultados da ocorréncia de fusdo na selagem de topo, antes e depois do
processo, foram determinados quando da execugdo dos testes de tragdo. Em todas as
amostras submetidas a este ensaio, as superficies internas, unidas pela selagem,
sofreram quebra e delaminag4o quando tracionadas, ou seja, ndo foi possivel separar as
camadas internas das bolsas, de polipropileno (PP), depois da termossoldagem.

S.3.3. Determinacfo da resisténcia das bolsas 2 delaminacéo

Este ensaio serviu para avaliar a qualidade da fabricagdo do laminado e sua
resisténcia quando submetido a um processamento térmico com sobrepressdo.

O ensaio de resisténcia a delaminagdo foi realizado na camada interna de
amostras obtidas a partir de bolsas antes e depois de serem processadas. Os resultados
obtidos foram registrados e determinada a resisténcia média a delaminagdo (Tabela 9).
Segundo OLIVEIRA et. al. (1990), a faixa 6tima deste teste fica em torno de 9,81 a
17,66 N/25mm, confirmando asssim, a excelente qualidade da estrutura.
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Tabela 9 - Ensaio de resisténcia a delaminagio da camada interna das bolsas seladas na
MINIVAC CV-18 (escala 4) com 5,67 seg. de tempo de solda, antes e depois de serem
termoprocessadas.

AMOSTRA RESISTENCIA A DELAMINACAO (N/30mm)
ANTES DO PROCESSO | DEPOIS DO PROCESSO

1 13,7 13,7

2 13,7 14,7

3 13,7 12,7

4 13,7 13,7

5 13,7 14,7

6 14,7 13,7

7 13,7 12,7

8 13,7 13,7

9 13,7 12,7

10 13,7 13,7
MEDIA 13,8 13,6
D.P. 0,316 0,74
C.V.(%) 2,29 5.4

D.P. = desvio padrdo ; C.V. = coeficiente de variagio,

5.3.4. Determinacéio da resisténcia da termossoldagem a tracio

A determinagdo da resisténcia da termossoldagem a tragdo foi avaliada nas trés
escalas de tempo de soldagem, determinadas anteriormente na otimizagio da seladora
MINIVAC CV18, e a escala de vacuo fixa (25 mmHg) para garantir a quantidade
minima de ar residual.

O efeito das operagSes de enchimento, selagem e processamento térmico sobre
a resisténcia, foi verificado em amostras obtidas a partir de bolsas antes e depois de
serem processadas.

Os resultados apresentados na Tabela 10, mostram as resisténcias da

termossoldagem a tragdo para cada corpo de prova e calculada a média e o coeficiente
de variagdo para cada tempo de soldagem.
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Tabela 10 - Ensaio de resisténcia a tragio da termossoldagem de bolsas seladas na
MINIVAC CV-18 (escala 4) com o tempo de solda de 5,67 seg., antes e depois de
serem termoprocessadas.

AMOSTRA RESISTENCIA A TRACAO (N/25mm)
ANTES DO PROCESSO | DEPOIS DO PROCESSO

1 91,2 78,5

2 86,3 78,5

3 88,3 79,5

4 83,4 79,5

5 86,3 80,4

6 88,3 80,4

7 88,3 83,4

8 83,4 80,4

9 83,4 79,5

10 82.4 81,4
MEDIA 86,13 80,15
D.P. 2,91 1,45
C.V.(%) 3.4 1,81

D.P. = desvio padrdo ; C.V. = coeficiente de variagio;

Para definir a alta performance da selagem de bolsas esteriliziveis a FDA
estabelece 20,6 N/10mm e OLIVEIRA er. al. (1990) cita como faixa aceitavel para
resisténcia da termossoldagem 4 tragdo de 53 a 86,3 N/25mm. Como ja foi visto na
Tabela 10 todas as amostras testadas apresentaram valores considerados dentro da
faixa de aceitagdo, entretanto, notou-se uma ligeira diminuig¢io desta resisténcia para
as amostras obtidas de bolsas depois de serem processadas.

3.3.5. Determinacfo da resisténcia das B.E. a pressio interna

A Tabela 11 apresenta os resultados dos ensaios de resisténcia a pressdo interna
das bolsas antes e depois do tratamento térmico. Estes resultados referem-se a
capacidade de suporte de pressdo hidrostatica crescente, aplicada dentro das bolsas.

Os resultados foram determinados pelas médias de cada lote testado e seguido
os padrdes recomendados pelo fabricante do aparelho, que determina uma faixa
minima de 310,3 Kpa e um valor tipico de 379,3 Kpa, REYNOLDS METALS
COMPANY - RTM 832 (1979). Ja a METAPAK RP-F SPECIFICATION (1973)
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determina que o valor minimo para este teste de 276 Kpa. A TOYO SEIKAN (1994)
indica um valor maximo de 686,2 Kpa para bolsas esterilizaveis hiRP-F. Segundo
OLIVEIRA et. al. (1990), a faixa aceitavel para a resisténcia a pressdo interna de B.E.
é de 276 a 441 Kpa.

Os valores médios obtidos variaram de 496,5 a 517,2 Kpa, indicando, portanto,
uma performance das bolsas acima das faixas tipicas anteriormente mencionados.
Também foi observado que as embalagens testadas pOs-processo mostraram uma
ligeira queda na resisténcia a este teste, evidenciando assim, o efeito do tratamento
térmico neste tipo de material.

Tabela 11 - Ensaio de pressdo interna aplicado nas bolsas seladas na seladora
MINIVAC CV-18, com 25 mmHg de vacuo (escala 3 da seladora) e tempo de solda de
5,67 seg. (escala 4 da seladora)antes e depois processo térmico.

AMOSTRA PRESSAO INTERNA (Kpa)
ANTES DO PROCESSO | DEPOIS DO PROCESSO

1 538 524
2 496.5 496.5
3 524 510,3

4 510,3 531
5 510,3 503,4
6 524 510,3

7 510,3 510,3

8 524 5103
9 524 496,5

10 5103 510,3
MEDIA 517,2 510,3
D.P. 11,72 10,77
C.V.(%) 2,27 2,11

D.P. = desvio padrdo ; C.V. = coeficiente de variagio,

5.4. ENSAIOS DE DISTRIBUICAO DE CALOR NA
AUTOCLAVE

Para o processamento de embalagens flexiveis esteriliziveis, houve a
necessidade de se fazer uma adaptagdio na autoclave para o processamento das
mesmas, o estudo da distribuigdo da temperatura durante o processo foi o principal
meio de se avaliar as condigdes de circulagdo do meio de aquecimento dentro da cesta,
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ap6s a colocagdo dos blocos de bandejas. A identificagdo da regido de aquecimento
mais lento (ponto frio) foi muito importante para garantir a melhor transferéncia de
calor no interior da autoclave.

Os testes foram conduzidos a 115 e 1219C com sobrepressdo de 158 Kpa e em
todos os ensaios o tempo de subida da temperatura de processo ("come-up time") foi
de 6,0 minutos, para as leituras de temperatura feitas pelo RTD do tanque de trabalho e
o MIG, e 4,0 min., para as leituras dos termopares., como mostra a Figura 14.

Notou-se que devido a sua localizag@o , na linha de dreno, fora do tanque de
trabalho, o0 MIG apresentou uma temperatura em torno de 0,70C abaixo da média
registrada pelos termopares no cesto € 0 RTD, com o sensor localizado na entrada de
vapor do tanque de trabalho, aproximadamente 1,00C acima destas médias (ver Fig. 15
e 16), dai a importincia de saber estas diferengas para que n3o ponha em risco o
processamento térmico dos produtos, caso contrario pode-se estar colocando no
mercado produtos sub-processados, se 0 acompanhamento for apenas pelo RTD do
tanque de trabalho, ou produtos super-processados quando o processo for referenciado
pelo MIG. PARK et. al. (1990) também observaram que neste tipo de autoclave, por
imersdo de agua, tanto o0 MIG como o RTD mostram temperaturas diferentes daquelas
registradas dentro do cesto. O correto seria ter um sensor localizado no interior do
cesto para acompanhar o processo.
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Figura 14 - Grafico comparativo dos tempos de subida "come-up time" obtidos pelas
temperaturas do MIG, RTD e um termopar localizado embaixo do cesto, nos
ensaios de distribuigio de temperatura realizados na Allpax para o processamento
de B.E.
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Os Quadros 3 e 4 mostram os dados obtidos dos ensaios de distribuigdo, onde
foram analisadas as temperaturas das posigdes frente/direita, frente/meio, centro e
fundo, com a utilizagio de 7 blocos de bandejas. Pode-se notar que as zonas de
aquecimento mais lento estavam localizadas no bloco de topo do arranjo (bloco 7),
possivelmente, devido a grande porgdo de agua que entra pelo fundo do tanque de
trabalho.

As diferengas maximas entre as leituras de temperatura dos termopares ndo
ultrapassaram 0,50C. Os requerimentos do NPFA ( citado por CAMPBELL e
RAMASWAMY, 1992) recomendam que esta diferenga maxima nao seja superior a
0,99C, apoés a estabilizagdo da temperatura no interior da autoclave. Sendo assim, os
resultados mostraram-se bastante satisfatorios, quanto a uniformidade de temperatura
no conjunto bandejas/autoclave, durante o processo. Caso a variagdo entre estes
valores for maior que a requerida pela NPFA, haveria necessidade de modificagSes no
sistema de confinamento das embalagens (RAMASWAMY et. al., 1991).

Quadro 3 - Parametros diferenciais da distribiugdo de temperatura com a utilizagdo de 7 blocos
de bandejas para as posigdes frente/direita (FD)-frente/meio (FM)-centro (C). Espagadores de
4,0 cm entre blocos.

PARAMETROS COMPARATIVOS TEMPRATURA °C
115 121

- Média da temperatura dentro da autoclave. 115,7 120,9
- Desvio padrio da temperatura média da
autoclave. £0,5 +0,6
- Diferenca maxima entre MIG e temepratura
média da autoclave. 0,6 0,9
- Diferenca maxima entre as temperaturas dos
termopares. 0,3 0,5
- Média da posicio mais fria. 1155 120,6
- Pontos de aquecimento mais lento no conjunto | FDe C/B-7 FM/B-7
de bandejas.

MIG= "mercury-in-glass" - termdmetro de referéncia, B-7= bloco 7
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Quadro 4 - Parametros diferenciais da distribiugdo de temperaturacom a utilizagio de 7 blocos
de bandejas para as posigdes frente/direita (FD); centro (C);, fundo (FU). Espagadores de 4,0
cm entre blocos.

PARAMETROS COMPARATIVOS TEMPERATURA ¢ C
115 121
- Média da temperatura dentro da autoclave. 115,7 120,8
- Desvio padrio da temperatura média da
autoclave. 10,5 10,7
- Diferenca médxima entre MIG e temepratura
média da autoclave. 0,9 0,5
- Diferenca maxima entre as temperaturas dos 0.4 0.4
termopares. 113’ 5 126,5
- Média da posi¢io mais fria.
- Pontos de aquecimento mais lento no conjunto FU/B-7 FMeC/
de bandejas. B-7

MIG= "mercury-in-glass" - termémetro de referéncia; B-7= bloco 7

Outra informagdo importante na avaliagdo da distribui¢do de temperatura é que
a diferenga maxima entre a temperatura registrada pelo termdmetro de referéncia
(MIG) e a média das temperaturas no interior da autoclave ndo ultrapasse 1,80C
( NPFA, 1985). Nos ensaios realizados a 115 e 1210C esta diferenga ficou em torno de
0,79C, concordando assim, com os padrdes internacionais estabelecidos para o
processamento térmico de alimentos.

As Figuras 15 e 16 sdo exemplos de graficos da uniformidade da temperatura,
para as posigdes frente/direita, frente/meio, centro e fundo dos termopares localizados
nas bandejas,. Cada ponto representa a temperatura média de cada posigdo, com seu
desvio padrio (acima e abaixo) e a linha inteira representa a média geral do ensaio (ver
Figura 2 para identificagao das posi¢des na bandeja).

Os ensaios conduzidos com 4 blocos de bandejas, com espagadores de 80 mm,
mostraram uma diferenga maxima de temperaturas entre termopares de 0,39C, com
um desvio padrdo de + 0,50C. Os pontos de aquecimento mais lento foram
evidenciados no bloco de topo (bloco 4) para as posigdes frente/meio e centro.

76



123 +

122 + _ - -
- - = (e 3
vip—N B g p 8 5 B8 g 50—
O 1204~ % - - T = - ]
S 119 4 -
2
© 18+
[}]
Q 117 + e
Em a o e e e e S ew W et
- ...0--0--0--0- @090 g o =T
M4+ = = = == - - - - @
114 +
13 } b t " ' : : ' " ' ' : : i
o = a = a = o = © o
R 2R F 48 E 4 & E LS E
&
m m m m m m m o

Posicao dos termopares

T.Média 121C _TM+DP —__M.Geral 121C
T.Média 115C __TM-DP . . .M.Geral 115C

Figura 15 - Média das temperaturas por posi¢do dos termopares usados no
processamento de bolsas esterilizaveis (posi¢des:frente/direita, frente/meio e centro).
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Figura 16 - Média das temperaturas por posi¢cdo dos termopares usados no

processamento de bolsas esterlizaveis (posi¢des: frente/direita, centro e fundo).
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Observa-se também, através dos Quadros 3 e 4, que os pontos mais frios foram
identificados nas posig¢des frente/direita, centro e fundo, para a temperatura 115°C, e
frente/meio e centro para a temperatura 121°C no bloco de bandejas 7.

As Figuras 17 e 18 representam a estabilidade da temperatura no interior da
autoclave, onde as médias das temperaturas por tempo de processo facilitaram a
visualizagdo da amplitude de oscilagdo das temperaturas e serviram como indicativo da
precisdo do sistema. O desvio padrido obtido foi de 0,5°C.
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MG 115C —— ~MG+DP ——M/Tempo 115C
[—MG 121C = = =MG-DP —M/Tempo 121C

Figura 17 - Estabilidade da temperatura na autoclave usando 7 blocos de bandejas no
processamento de bolsas esterilizaveis (posicoes : frente/direita, centro e fundo).
Temperaturas de ajuste: 115 e 121°C.
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Figura 18 - Estabilidade da temperatura na autoclave usando 7 blocos de bandejas no
processamento de bolsas esterilizaveis(posi¢des : frente/direita, frente/meio e centro).

Temperaturas de ajuste: 115 e 121°C.

Observou-se que a oscilagdo de temperatura durante o periodo de manutengio
do processo (fase de esterilizagdo III) foi pequena, apresentando uma variagao média
de 0,59C, para as temperaturas de ajuste de 115 e 121°C, e um desvio padrdo médio

de £0,50C.

Com os resultados obtidos é possivel utilizar espagadores de 4,0 cm entre
blocos de bandejas, neste tipo de autoclave (arranjo), para o aproveitamento da carga
maxima de processo € ndo comprometer a estabilidade nem a uniformidade da
temperatura dentro da autoclave. Sendo assim, pode-se dizer que as modificagdes
introduzidas pelos blocos de confinamento ndo alteraram o padrdao de aquecimento da
autoclave, e o equipamento foi de acordo com as sugestdes da NPFA (1985).
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5.5. ENSAIOS DE PENETRACAO DE CALOR NAS B.E.

Nas Tabelas 12 a 14 pode-se observar os resultados dos trés ensaios de
penetragédo de calor nos quais foram variados as pressdes na fase de resfriamento I € na
sua rampa de descida de pressio.

O ensaio II foi o que apresentou melhores resultados em termos de taxas de
aquecimento e resfriamento mais baixas ( th=6,6 min e fc=14,5 min.). A taxa de
resfriamento deve ser a menor possivel para que se possa obter um resfriamento rapido
das bolsas, garantindo assim, qualidade ao produto e integridade das embalagens na
fase de resfriamento com sobrepressao.

CARDELLI (1992) encontrou um valor médio de th de 8 4min. e jh de 1,22,
para bolsas de 130 x 170mm de tamanho, contendo uma suspensio de 10% de
bentonita, processadas em autoclave Dixie vertical por imersio em agua com
sobrepressdo. Isto confirma o comportamento do puré de banana como alimento que se
aquece por condugio.

Para as taxas de resfriamento, CARDELLI (1992) encontrou um fc médio de
12,3 min. e um jc médio de 1,5 para bolsas com até 4,0 ml de ar residual. Estes
resultados demonstram, mais uma vez, que as caracteristicas do puré de banana e da
bentonita 10% sdo bastantes semelhantes

Tabela 12 - Resultados obtidos do ensaio I de penetragio de calor em bolsas
esterilizaveis contendo puré de banana.

BOLSA | LOCALIZACAO fh jh fc jc
NA BANDEJA (min.) (min.)

Centro 73 0,54 19,3 1,0

Frente/Meio 6,8 0,54 19,3 1,0

3 Fundo/Centro 7,0 0,53 20,2 1,1

MEDIA = 7,0 0,54 19,6 1,0
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Tabela 13 - Resultados obtidos do ensaio II de penetragio de calor em bolsas

esterilizaveis contendo puré de banana.

Tabela 14 - Resultados obtidos do ensaio III

BOLSA | LOCALIZACAO fh jh fc ic
NA BANDEJA (min.) (min.)

1 Centro 58 0,56 14,9 1,5

2 Frente/Direita 6,2 0,56 12,6 2,2

3 Frente/Meio 7,0 0,50 14,1 1,8

4 Fundo/Lado 6,9 0,65 15,3 1,4

5 Fundo/Centro 7,2 0,58 15,5 1,8
MEDIA = 6,6 0,57 14,5 1,7

esterilizaveis contendo puré de banana.

de penetragdo de calor em bolsas

BOLSA | LOCALIZACAO fh jh fc jc
NA BANDEJA (min.) (min.)

1 Fundo/Lado 7,8 0,31 18,8 1,1

2 Centro 5,8 0,26 17,2 1,1

3 Lado esquerdo 6,4 0,34 18,0 1,1

4 Fundo 7,2 0,47 18,0 1,4

5 Frente/Direita 7,4 0,28 18,0 1,1
MEDIA = 6,9 0,33 18,0 1,2

Ficou demonstrado que a bolsa de aquecimento mais lento estava localizada no
fundo do cesto, no bloco de topo.

5.6. DETERMINACAO DA RESISTENCIA TERMICA DO
Clostridium butyricum 18851 EM PURE DE BANANA pH 4,6

3.6.1. Crescimento do CL butyricum no puré de banana

O CI. butyricum cresceu e se desenvolveu facilmente no puré de banana. Dos 10
tubos, contendo puré de banana inoculado, todos apresentaram alta produgio de gés
em menos de 48 horas. Nos tubos controle, que continham puré estéril sem inoculagio,
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ndo ficou evidenciado nenhuma presenga de gas nem qualquer outro tipo de alteragdo
no produto até o 159 dia de incubagédo a 30°C.

5.6.2. Produc@io de esporos

Dos métodos empregados para a produgdo de esporos de CI butyricum, o que
apresentou maior sucesso foi o das transferéncias sucessivas, com uma visualizagdo
final em microscopio otico de 80% de esporos/campo, apdés uma série de
centrifugagGes apliacadas, conforme metodologia descrita no item 4.6.1.2.

Nos outros métodos citados na literatura, em que foram utilizados os meios de
dextrose-triptona-agar ¢ o de Keener, a base de mel, ndo foi evidenciado nenhuma
formagéo de esporos depois do periodo de incubagio.

5.6.3. Contagem da suspensio de esporos

O método de plaqueamento em dextrose-triptona-agar ndo se mostrou ideal na
recuperagdo da suspensdo de esporos de Cl butyricum, entretanto, o emprego da
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), usando série de trés tubos com meio fluido
tioglicolato, mostrou-se perfeitamente adequado ao crescimento deste microrganismo.
Sendo assim, através do NMP foi estabelecido que a suspensdo de esporos tinha uma
populagdo de 4,6 x 109 NMP de esporos/ml, ap6s uma incubagdo de 7 dias, onde os
tubos positivos apresentaram turvamento do meio e produgdo de gas em menos de 48
horas. O tempo de estabilizagdo de crescimento para contagem foi de 48 horas.

5.6.4. Resisténcia térmica do CL butyricum 18851

O resultado do atraso térmico ("lag"), necessario para o puré de banana atingir a
temperatura de ajuste nos tubos Pyrex 13 x 100, foi de 3,4min.. As Tabelas 15 a 17
mostram os valores de D do CI. butyricum 18851, obtidos a partir do puré de banana
inoculado, que foram submetidos as temperaturas de 92, 95 e 980C. Foram
determinados também os valores de D médios para cada temperatura.
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Tabela 15 - Valores de D a 92C do CI. butyricum em puré de banana, pH 4,6

Tempo(min.) | Pop. inicial Pop. final (Nf) Pop. final (Nf) Valor de
(No) (tubo 1) (tubo2) Dg> (min.)
3 nd nd nd nd
6 2,15 x 100 2,15 x 10° 2,15x 100 6,0
8 2,15 x 100 4,65 x 104 4,65 x 104 4,8
10 2,15 x 106 2,15 x 104 2,15 x 104 5,0
nd = ndo determinado D médio = 5,26 min.

Tabela 16 - Valores de D a 95C do CI. butyricum em puré de banana, pH 4,6.

Tempo(min.) | Pop. inicial Pop. final (Nf) Pop. final (Nf) Valor de
(No) (tubo 1) (tubo2) Doz (min.)
2 2,15 x 100 4,65 x 10° 4,65 x 10° 2,98
4 2,15 x 100 1,15 x 10° 1,15x 10 3,15
6 2,15 x 106 3,75 x 104 3,75 x 104 3,4
7 2,15 x 100 2,15 x 104 2,15 x 104 3,5

D médio= 3,25 min.

Tabela 17 - Valores de D a 980C do CI. butyricum em puré€ de banana, pH 4,6.

Tempo(min.) | Pop. inicial Pop. final (Nf) Pop. final (Nf) Valor de
(No) (tubo 1) (tubo2) Dgg (min.)
2 2,15 x 106 4,65 x 104 4,65 x 104 1,2
4 2,15 x 10 2,15 x 104 2,15 x 104 2,0
6 2,15x 106 1,15 x 104 1,15 x 104 2,6
7 2,15 x 100 1,15 x 104 1,15 x 104 3,1
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A Tabela 18 apresenta os valores de D médio, com suas respectivas
temperaturas, usados no calculo do valor de z que, através de uma regressio linear, foi
determinado em 15,80C, com um coeficiente de correlagdo de 0,9963 ( Fig. 22).

Apesar de parecer um valor elevado, este trabalho confirma a tendéncia
encontrada por LEITAO et al. (1977) onde o valor de z para Bacillus
stearothermophilus em puré de banana natural (pH 4,7) também foi alto (17°C)
quando comparado com valores encontrados em outros tipos de alimentos, entretanto,
ndo foram indicadas as razdes destes resultados.

Tabela 18 - Valores médios de D usados no calculo de z do CI. butyricum 18851 em
puré de banana natural.

Temperatura (°C) D médio (min.) Log D
92 5,26 0,72098
95 3,25 0,51188
98 2,2 0,34242
115 0,183* -0,7375

* Valor de D estimado pela formula :

Log D, - LogDq = 1/z (T1-T2)

Ainda na Tabela 18, foi estimado, a partir da "curva fantasma" TDT por
extrapolagdo, o valor de D do CI. butyricum 18851 de 0,183 min. para a temperatura
de ajuste de 115°C, temperatura estabelecida para o processamento térmico do puré de
banana em bolsas esterilizaveis.

As Figuras 19, 20 e 21 mostram as curvas de sobreviventes do CI. butyricum
18851, para cada tempo aplicado nas temperaturas 92, 95 e 989C. Nestes graficos
também foram plotados os valores de D médio para cada temperatura.

A Tabela 19 mostra que a determinagio da resisténcia térmica das diferentes
linhagens de Clostridium butyricum produziram diferentes valores de D, para as
mesmas faixas de temperatura. Apesar dos valores estimados n3o terem sido
determinados na pratica, foram calculados por regressio da temperatura vs. log D.
Notou-se que os alimentos utilizados na determinagdo da resisténcia térmica
influenciaram estes resultados. Comparando as trés determinagdes, o puré de banana
promoveu aos esporos do CL butyricum 18851 menor resisténcia que a determinada
por MORTON et al. (1990), para CIl. butyricum 87-409, e maior resisténcia
comparada com CI. butyricum K-53 determinada por TOYODA (1990).
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Tabela 19- Comparagdo dos valores de D do CI. butyricum em puré de banana com

valores da literatura.

DETERMINACAO DOS VALORES DE "D" (min.)
TEMPERATURA Cl. butyricum Cl. butyricum CIl. butyricum
©0) K-53 empH 7,0 | 87-409 em pH 4,4 | 18851 em pH 4,6
Tampio fosfato @ | Suco de tomate b Puré de banana
95 1,62* 6,87* 3,25
98 1,03* 3,1 22
100 0,91 1,8 1,6
110 0,12 0,13* 0,38

* Valores calculados por regrssao da temperatura vs. log D.

4. TOYODA (1990)
b- MORTON (1990)
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Figura 20 - Resisténcia térmica do Clostridium butyricum a 95 C em puré
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Figura 22 - Grafico do valor de z do Clostridium butyricum em puré de
banana, pH 4,6
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5.6.5. Comparacio da resisténcia térmica do Clostridium
butyricum com a do Clostridium botulinum para o puré
de banana com pH de 4,6

O objetivo desta analise foi comparar a resisténcia térmica do CI. botulinum,
estimada para um produto com pH de 4,6 e processado a 1159C (2399F), com a
resisténcia térmica do CI. butyricum determinada nesta pesquisa.

XEZONES e HUTCHINGS (1965) determinaram os valores de D do CIL
botulinum (62A), em trés produtos, relacionando-os com o pH do produto ¢ a
temperatura estabelecida para o processamento térmico, assumindo um valor
determinado de z = 17,19F (9,5°C). PFLUG (1985) transformou estes resultados em 2
equagdes para o calculo de F e D para produtos com pH na faixa de 4,6 a 6,0.

Para a determinagdo dos valores de F e D do CI. botulinum no puré de banana
foi, entdo, escolhido a equagdo referida no item 4.6.1. (eq. 3) que foi baseada na
composi¢do do puré de banana apresentar-se bastante semelhante aqueles produtos
analisados por XEZONES e HUTCHINGS (1965), como mostra a Tabela 20.

Tabela 20 - Comparagdo da composi¢do do puré de banana com o molho de tomate
com queijo usado no trabalho de XEZONES e HUTCHINGS (1965) para o calculo
dos valores de D do Clostridium botulinum tipo A.

COMPOSICAO APROXIMADA (g) MINERALIS (mg)

Produto | sélidos | proteina | gordura | cinza | carboi- | fibra [ Ca | P Fe | NaCl
totais dratos (g)

Puré 23.43 1,31 0,9 0,61 20,4 - 0,3]182|0,2 1,6
de
banana

Molho
de
tomate 21,6 2.1 2.2 1,8 15.5 0,3 16 | 28 (06| 14

com

queijo
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Com a aplicagdo da equagdo anteriormente mencionada, o valor de D
encontrado para o Cl. botulinum, na temperatura estabelecida para o processamento do
puré de banana de 1150C (2399F) e pH do produto de 4,6, foi de 0,236 min.

Observou-se que, apesar dos valores de D;5°c encontrados para Cl. butyricum
e do CIl. botulinum  serem bastantes semelhantes (0,183min. e 0,236min.,
respectivamente), o Cl. botulinum apresentou uma resisténcia térmica ligeiramente
maior que a do CL butyricum. Sendo assim, resolveu-se utilizar o CI. botulinum como
alvo do processo.

Tabela 21 - Comparagdo dos valores de Fo obtidos pelo aquisitor de dados DORIC
245 A com os calculados pelo método de PATASHINIK (1953).

Fo CALCULADO* VALOR DE F (min.)
PROCESSO PELO DORIC 245-A CALCULADO PELO
a 121,1°C (min.) METODO DE
PATASHINIK a 121,1°C
1 0,647 0,664
1l 0,645 0,660
111 nd nd
IV 0,641 0,656
\4 0,65 0,653
VI 0,649 0,666

* Valor obtido a partir da bolsa de aquecimento mais lento.
nd = ndo determinado

Como mostram os resultados da Tabela 21 os valores de Fo determinado pelo
aquisitor de dados DORIC 245-A apresentam-se ligeiramente menor que o calculado
pelo método de PATASHNIK (1953), pois este aparelho s6 calcula a letalidade
integrada a partir de 1000C, enquanto a outra forma de calculo trabalha com dados a
partir de 900C, e também pela diferenga de uso do z:. DORIC determina os valores
com z=109C e o método de PATASHNIK com um z = 9,5°C.
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5.7.MEDICAO DOS MICROFUROS

Através do Banco Metalografico, foi possivel medir e fotografar os microfuros
feitos na area de selagem com os fios de niquel-cromo, e ficou constatado que estes
fios ficaram totalmente aderido & camada interna da bolsas (polipropileno), Figura 23.
Esta foto foi tirada com fio ainda preso & estrutura da bolsa, utilizando-se uma escala
de 250 vezes de ampliagdo.

A Figura 24 mostra o microfuro obtido com retirada do fio da Figura 23.
Através da escala ocular, foram determinados os didmetros dos microfuros sem os fios,
e foi observado um ligeiro aumento de tamanho, em média 15%, com relagdo ao
didametro do fio, como mostra a Tabela 22, no entanto, a forma do furo no corte
transversal é uniforme.

Tabela 22 - Comparagio dos didametros dos fios usados na formagdo do microfuro com
o didametro dos furos medidos pelo banco metalografico.

Didametro do fio usado na Média do didmetro do furo Diferenca
formagio do microfuro (im) | medido pelo microscopio (itm)* (%)
97 108,8 12,1
79 90,4 14,4
48 55,6 15,8
32 37,5 17,1

* média de 4 amostras por didmetro de fio

Na Figura 25 foi possivel registrar as camadas dos filmes que constitui a
estrutura da bolsas esterilizavel utilizada nesta pesquisa. Nota-se, com bastante
perfei¢do a disposi¢do das camadas e as respectivas espessuras.
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Figura 23 - Foto ampliada do microfuro formado com o fio de niquel-cromo de 97um de

didmetro, ainda preso na area de selagem.
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Figura 24 - Foto ampliada do microfuro obtido com a retirada do fio de niquel-cromo de 97 p

m de diametro da area de selagem



Figura 25 - Foto ampliada da sec¢do transversal da area de selagem das bolsas esterilizaveis,
onde se visualizam as camadas que constitui a estrutura da laminado.
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5.8. AVALIACAO DO CRESCIMENTO DO Bacillus subtilis
NO PURE DE BANANA (pH 4,6).

Como prova da adaptagéo deste método na avaliagdo da integridade de bolsas
esterilizaveis, contendo puré de banana (pH 4,6), através do uso de esporos de B.
subtilis, todos os tubos contendo puré de banana estéril que foram previamente
inoculados com a suspensdio de esporos desta bactéria apresentaram crescimento.
Foram observadas as seguintes alteragdes no puré de banana: formagdo de uma
pelicula e escurecimento na superficie do produto. Os 5 tubos ndo inoculados,
contendo puré de banana estéril, ndo apresentaram quaisquer alteragSes. As provas
bioquimicas confirmaram a presenga do B. subtilis nas amostras positivas: Voges-
Proskauer (+); Reagdo de nitrato (+); Hidrélise de amido (+); Acido a partir da xilose
(-); Catalase (+); Reagdo de Gram (+).

5.9. ENSAIOS DE PENETRACAO DE ESPOROS DE B.
subtilis EM MICROFUROS DE BOLSAS ESTERILIZAVEIS
ANTES DE SEREM TERMOPROCESSADAS

O poder de penetragio dos esporos de Bacillus subtilis em microfuros formados
na selagem de topo de bolsas esterilizdveis, foi constatado em furos feitos com fios de
at¢ 79um de didmetro. Os furos formados com fios de 48um de didmetro
apresentaram resultados negativos. Em bolsas controle (sem microfuros) nio foi
detectada a presenga da referida bactéria.

A partir dos resultados da Tabela 23 ficou evidenciado que qualquer tipo de
falha na fabricagéo destas embalagens pode comprometer a sua integridade.

Tabela 23 - Resultados do poder de penetragdo dos esporos de B. subtilis em bolsas
antes de serem processadas.

Diametro do Microfuro (um ) Bolsas contaminadas / % de
Bolsas ensaiadas penetraciio
97 8/8 100
79 7/8 87,5
48 0/7 0
Bolsa controle (s / furo) 0/8 0
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5.10. ENSAIO DE PENETRACAO DE ESPOROS DE B. subtilis
EM BOLSAS ESTERILIZAVEIS TERMOPROCESSADAS

Os Quadros de 5 a 9 mostram os resultados do bioteste, utilizando esporos de B.
subtilis, obtidos em 5 processos. Nota-se que este teste de avaliagdo da integridade
asséptica de embalagens foi capaz de detectar microfuros formados a partir de fios
com 48um de didmetro em todas 5 repetigdes.

Cabe resaltar que, as bolsas foram submetidas ao bioteste, mas com os fios
mantidos durante o ensaio, ndo apresentaram resultados positivos de penetragéo da
referida bactéria. Isto comprova a perfeita aderéncia dos fios a estrutura do laminado
que compdem as bolsas. As bolsas controle (sem fios) também foram negativas para a
penetragéo.

'Na tentativa de detecgdo, pelo esporo teste, de microfuros menores que os
formados pelos fios com 48um de didmetro, foi introduzido, a partir do ensaio Il o fio
com 32um de didmetro, entretanto, os resultados se mostraram também negativos a
penetragdo dos esporos de Bacillus subtilis.

Quadro 5 - Ensaio I usando esporos de B.subtilis no bioteste de bolsas, realizado apos o processo
térmico. Resultados apds 48 horas de incubagdo (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas).

MICROFURQO PROCESSO 1

FORMADO COM: Bs-1 Bs-2 Bs-3 Bs-4 Bs-5§ Bs-6 | TOTAL
Fio 97um + + + + + + 6/6
Fio 79um + - + + + + 5/6
Fio 48um + - - + + + 4/6
Fio 32pm nd nd nd nd nd nd nd
Bolsa sem furo - - - - - - 0/6
BFM de 97um - - - - - - 0/6
BFM de 79um nd nd nd nd nd nd nd
BFM de 48um nd nd nd nd nd nd nd
BFM de 32um nd nd nd nd nd nd nd

nd = nfo determinado, Bs = bolsa; BFM = bolsa testada com o fio mantido
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Quadro 6 - Ensaio Il usando esporos de B.subtilis no bioteste de bolsas, realizado apos o processo
térmico. Resultados apos 48 horas de incubacdo (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas).

MICROFURO PROCESSO 11 1
FORMADO COM: Bs-1 Bs-2 Bs-3 Bs-4 Bs-§ Bs-6 | TOTAL
Fio 97um + + + + + + 6/6
Fio 79um + + + + + + 6/6
Fio 48um - - - + + + 3/6
Fio 32um nd nd nd nd nd nd nd
Bolsa sem furo - - - - - - 0/6
BFM de 97um - - - - - - 0/6
BFM de 79um - - - - - - 0/6
BFM de 48um - - - - - - 0/6
BFM de 32um nd nd nd nd nd nd nd

nd = ndo determinado; Bs = bolsa, BFM = bolsa testada com o fio mantido

Quadro 7 - Ensaio IlI usando esporos de B.subtilis no bioteste de bolsas, realizado apos o processo
térmico. Resultados apos 48 horas de incubagdo (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas).

MICROFURO PROCESSO I i
FORMADO COM: Bs-1 | Bs-2 | Bs-3 | Bs-4 | Bs-5 Bs-6 | TOTAL
Fio 97um + + - + + + 5/6
Fio 79m - - + + + + 4/6
Fio 48um + + - - + + 4/6
Fio 32um - - - - - - 0/6
Bolsa sem furo - - - - nd nd 0/4
BFM de 97pm - - - - nd nd 0/4
BFM de 79um - - - - nd nd 0/4
BFM de 48um - - - - nd nd 0/4
BFM de 32um - - - - - - 0/6

nd = ndo determinado; Bs = bolsa; BFM = bolsa testada com o fio mantido

Quadro 8 - Ensaio IV usando esporos de B.subtilis no bioteste de bolsas, realizado apds o processo
térmico. Resultados apos 48 horas de incubagio (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas).

MICROFURO PROCESSO IV ]
FORMADO COM: Bs-1 | Bs-2 | Bs-3 | Bs-4 | Bs-5 | Bs-6 | TOTAL
Fio 97um + + + nd nd nd 3/3
Fio 79um + + + - nd nd 3/4
Fio 48pm + - - - nd nd 1/4
Fio 32um - - - - - - 0/6
Bolsa sem furo - - - nd nd nd 0/3
BFM de 97um - - - nd nd nd 0/3
BFM de 79um - - - nd nd nd 0/3
BFM de 48um nd nd nd nd nd nd nd
BFM de 32um - - - nd nd nd 0/3

nd = ndo determinado; Bs = bolsa; BFM = bolsa testada com o fio mantido
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Quadro 9 - Ensaio V usando esporos de B.subtilis no bioteste de bolsas, realizado apds o processo
térmico. Resultados apds 48 horas de incubagdo (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas).

MICROFURO PROCESSO V ]
FORMADO COM: Bs-1 | Bs-2 | Bs-3 | Bs-4 | Bs-5 | Bs-6 | TOTAL
Fio 97um + + + nd nd nd 3/3
Fio 79um + + + + nd nd 4/4
Fio 48um . - + + nd nd 2/4
Fio 32um - - - - - - 0/6
Bolsa sem furo - - - nd nd nd 0/3
BFM de 97um - - - nd nd nd 0/3
BFM de 79um - - - nd nd nd 0/3
BFM de 48um nd nd nd nd nd nd nd
BFM de 32um - - - nd nd nd 0/3

nd = nfo determinado; Bs = bolsa; BFM = bolsa testada com o fio mantido

Para avaliar a possibilidade de contaminagdo das bolsas com a agua de
resfriamento utilizada na autoclave, foram processadas bolsas com microfuros abertos,
ou seja, os fios foram retirados das bolsas antes das mesmas serem submetidas ao
processamento térmico. Os resultados contidos na Quadro 10 mostram que ndo houve
contaminagdo durante o processo. Como prova destes resultados, foi feita a analise
microbioldgica da agua, coletada do tanque de trabalho da autoclave durante um
processamento, ficando assim constatada a auséncia de qualquer microrganismo neste

meio.

Quadro 10 - Ensaio VI usado para avaliar a contaminagdo das bolsas pela agua de resfriamento da
autoclave (total de bolsas contaminadas / bolsas testadas) / contagem 48 horas.

MICROFURO PROCESSO VI 1
FORMADO COM: Bs-1 Bs-2 Bs-3 Bs-4 Bs-5§ Bs-6 | TOTAL
Fio de 97pum - - - - - - 0/6
Fio de 79um - - - - - - 0/6
Fio de 48um - - - - - - 0/6
Fio de 32um - - - - - - 0/6
Bolsa controle (s/ furo) - - - - - - 0/6
Bs = bolsa
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Quadro 11 - Resumos dos ensaios de penetragéo do Bacillus subtilis em bolsas
depois de serem termoprocessadas.

MICROFUROS BOLSAS CONTAMINADAS COM B.bubtilis/ | PERCENTAGEM

FORMADOS TOTAL DE BOLSAS TESTADAS DE

NAS

BOLSASCOM: | PI [P [PHI|PIV| PV | TOTAL | PENETRACAO
Fio 97um 6/6 | 6/6 | 5/6 | 3/3 | 3/3 | 23/24 95.8

Fio 79um 5/6 | 6/6 | 4/6 | 3/4 | 4/4 | 22/26 84,6

Fio 48um 4/6 | 3/6 | 4/6 | 1/4 | 2/4 | 14/26 53,8

Fio 32um nd [ nd | 0/6 | 0/6 | 0/6 | 0/18 0

Bolsa sem furo 0/6 | 0/6 | 0/4 | 0/3 | 0/3 0/22
BFM de 97um 0/6 | 0/6 | 0/4 | 0/3 | 0/3 0/22
BFM de 79um nd | 0/6 | 0/4 | 0/3 | 0/3 0/16
BFM de 48um nd | 0/6 | 04 | nd | nd 0/10

BFM de 32um nd nd 0/6 | 0/3 | 0/3 0/12
P = processo; nd = ndo determinado; BFM = bolsa testada com o fio mantido

CIO|Q|OIC

Pelos resultados apresentados no Quadro 11, ficou evidente que o bioteste foi
capaz de detectar microfuros formados com fios de até 48um de didmetro com 53,8%
de penetragéio. Estes resultados também confirmam o trabalho de WIRTANEN et. al.
(1993), onde a sensibilidade do bioteste, quando se utilizou esporos bacterianos no
lugar de células viaveis, foi melhor na detec¢do de microfuros com didmetros menores
que 100um.

5.11 CONFIRMACAO DO Bacillus subtilis

As provas bioquimicas estabelecidas nos itens 4.9.1. e 4.9.2., para confirmagéo
do B. subtilis isolados a partir das coldnias tipicas das bolsas com penetragdo positiva
antes ¢ depois de serem processadas termicamente, deram os seguintes resultados:
Voges-Proskauer (+); Reagdo de nitrato (+); Hidrélise de amido (+); Acido a partir da
xilose (-); Catalase (+); Reagdo de Gram (+).

5.12 COMPARACAO DOS RESULTADOS DO BIOTESTE
COM O TESTE ELETROLITICO

A utilizagdo do teste eletrolitico para a confirmagd%o do microfuros,
intencionalmente formados na area de selagem de topo das B.E., foi de grande
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importancia na avaliagéio da pesquisa, pois foi possivel checar os limites de detecgdo
deste método em comparagéo com o bioteste que utilizou esporos de B.subtilis.

Os resultados da Quadro 12 mostram que este teste sO conseguiu detectar
microfuros formados com fios de até 79um de didmetro, com 69,23% de positividade
para as amostras testadas. Isto demonstra que o teste eletrolitico foi menos eficiente
que o bioteste em detectar os microfuros.

Quadro 12 - Resultados do teste eletrolitico aplicado as bolsas esterilizaveis depois de
serem termoprocessadas.

MICROFUROS BOLSAS POSITIVAS / PERCENTAGEM
FORMADOS NAS TOTAL DE BOLSAS TESTADAS DE
BOLSAS COM: PI | PII | PIII | PIV | PV | PVI POSITIVIDADE
Fio de 97um didmetro. | 6/6 | 6/6 | 4/6 | 3/3 | 3/3 | 22/24 91,66
Fio de 79um didmetro. | 5/6 | 6/6 | 4/6 | 2/4 | 1/4 | 18/26 69,23
Fio de 48um diametro. | 0/6 | 0/6 | 0/6 | 0/4 | 0/4 | 0/26 0
Fio de 32um didmetro. | nd | nd | 0/6 | 0/6 | 0/6 | 0/18 0
Bolsa sem furo 0/6 | 0/6 | 0/4 | 0/3 | 0/3 | 0/22 0

nd = ndo determinado ; P = processo

5.13. HISTORIA TERMICA E LETALIDADE DO
PROCESSO TERMICO APLICADO NAS BOLSAS
ESTERILIZAVEIS

As Figuras 26 e 27 séo exemplos de graficos de histéria térmica e taxa letal,
respectivamente, obtidos a partir dos dados de temperatura do processamento térmico
das bolsas esteriliziveis no ensaio II, & uma temperatura de ajuste de 1150C com
sobrepressdo de 158 Kpa.

O grafico da historia térmica mostra de maneira bem clara o aquecimento
caracteristico de um produto condutivo, como o puré de banana, e o grafico de taxa
letal foi obtido da bolsa que apresenton um aquecimento mais lento durante o
processamento do ensaio II. |
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5.14 RESULTADOS DO ENSAIO DE ESTERILIDADE
COMERCIAL

Ap6s o periodo de incubagdo por 15 dias/37°C, nenhuma alteragdo foi notada
nas bolsas processadas com o puré de banana, tais como: estufamento, vazamento,
odor estranho ou alteragdo no pH. Isto indica que o tratamento térmico aplicado no
produto foi satisfatério sob o ponto de vista da estabilidade microbioldgica.
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6. CONCLUSOES

Para os resultados obtidos do processamento de bolsas esterilizaveis com puré
de banana e da aplicagdo do bioteste com esporos de Bacillus subtilis na avaliagdo da
integridade asséptica destas embalagens, pode-se concluir que:

- A adaptagéo do sistema de confinamento das bolsas no cesto da autoclave ALLPAX,
com espagadores de 4,0 cm, para o processamento das bolsas esterilizaveis foi
comprovadamente eficiente, conforme resultados dos ensaios de distribuigdo de
temperatura no equipamento e as taxas de penetragdo de calor mostrando-se eficientes.

- A performance das embalagens utilizadas foi considerada excelente, e a
termossoldagem de topo, aplicada para o fechamento das bolsas, ficou dentro das
faixas recomendadas pelas instituigdes especializadas. A seladora utilizada mostrou-se
adequada na execugdo da termossoldagem, apesar do pouco recurso de variagdo nos
controles de tempo e vacuo, e da auséncia de controle da temperatura.

- A aplicagdo de um Fo de 0,64min. na esterilizagdo do puré de banana natural em
bolsas esterilizaveis, foi o suficiente para garantir um produto microbiologicamente
estavel, comprovado pelas analises microbiologicas pds-processo € pelo ensaio de
esterilidade comercial, além de apresentar um produto visualmente atraente.

= O Clostridium butyricum mostrou uma elevada resisténcia relativa quando aquecido
em puré€ de banana (pH 4,6) na faixa de temperatura testada (92 - 95 e 98°C).

- O processamento das bolsas esterilizaveis a 1150C e com sobrepressdo de 158 Kpa
em autoclave de imersdo total, agravou os defeitos intensionalmente provocados nas
embalagens, pois o bioteste conseguiu detectar microfuros ainda menores em bolsas
pds-processo.

- Os furos formados pelos fio de niquel-cromo sofreram um aumento no didmetro na
faixa de 12 a 17%, quando comparados aos didmetros do fios especificados pelo
fabricante.

- O bioteste foi capaz de detectar microfuros formados com fios de até 48 pum de
diametro, enquanto o teste eletrolitico apenas confirmou furos com 79 pym didmetro.
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Isto comprova a maior sensibilidade do esporo teste na avaliagdo de defeitos menores
que 100 um diametro.

- A aplicagdo do bioteste nestas condigSes ndo foi possivel detectar microfuros
formados com fios de 32 um de didmetro.

- Como sugestdes para estudos complementares, pode-se pensar em reduzir o tempo de
incubagdo das embalagens testadas pelo bioteste, j& que o Bacillus subtilis tem grande
facilidade e rapidez de crescimento no produto. Este ensaio poderia ser aplicado em
outros tipos de embalagens, onde se utiliza a termossoldagem para o fechamento.
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