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RESUMO

Com o objetivo de utilizar a técnica de indicadores biolbgicos para monitorar o processo de
esterilizacio de alimentos enlatados processados em retorta rotativa, foi realizado este
trabalho, com execucio em 3 etapas: 1- preparo e calibragiio de indicadores biologicos (1Bs)
de esterilizagio para alimento enlatado termo-processado; 2- desenho do processo térmico de
preservacio de puré de cenoura diluido com agua {(50%, pH 5,3), considerando a carga ¢ a
resisténcia do microrganismo alvo isolado da matéria prima; e 3- avaliagho da eficiéncia dos
1Bs na medida do valor de esterilizacfo biologico (Fo-BIO) aplicade ao produto, através da
comparagio com valor de esterilizagdo fisico (Fo-FIS) determinado a partir de dados tempo-
temperatura de latas equipadas com termopares.

Os IBs foram constituidos de bastdes plasticos (Nylon 6,6, 70,0 mm h x 6,0 mm D.E.)
inoculados em sua cavidade interna com 0,3 ml de suspensiio de esporos de
B.stearothermophilus (ATCC 7953). Uma mini-retorta (MR) foi projetada ¢ construida para
ser utilizada como resistdmetro na avaliagio da resisténcia térmica e calibragiio dos IBs. Os
resultados do estudo da distribuigiio de calor na MR & 115,0, 121,0 e 123,0 ° €, indicaram
adequagio do equipamento para tal fim. Curvas de calibragdo dos IBs foram construidas a
partir de ensaios realizados & 121,0 e 123,2 ° C. Ambas apresentaram coeficiente de
correlacio acima de 0,95 Somente a curva a 121,0°C for utilizada, e com esta curva, o
ntimero de sobreviventes por IB obtido em cada ensaio foi relacionado com o valor de
esterilizagdo (U min) a temperatura de calibragéo.

O estabelecimento do valor de esterilizagdo requerido pelo puré de cenoura levou em
consideragdo a carga de terméfilos da matéria prima (~ 4,0 x 10E2/lata), a resisténcia do
terméfilo causador de acidez plana isolado do produto, e um processe rigido com dois niveis
de probabilidade final de sobreviventes : probabilidade de unidade ndo estéril (PUNE) 10E-
4, ¢ PUNE = 10E-3. Forain entio realizados ensaios a 115,0 £ 121,0°C em duplicata para
ohter o valor-F requenido de 15,0 ¢ 10,0 min.

Uma retorta rotativa de um cesto (Rotopax, Allpax Prod. Inc) foi utilizada para
processamento do produto, e para tanto o padrfio de distribuigdo de calor no interior da cesta
da retorta foi determinado. No estudo da uniformidade ¢ estabilidade de temperatura na
retorta observou-se que a variagio maxima obtida entre posi¢des dentro da retorta foi de 0,5°
C durante a fase de esterilizagio I[II. Estes resultados foram considerados satisfatorios,
estando de acordo com os requerimentos publicados para retortas deste tipo. Uma vez



determinada a regido de aquecimento mais lento (ponto frio) na cesta (regido frontal proximo
& porta), todos ensaios subsequentes foram realizados nesta irea.

Os valores de esterilizacio obtidos pelos IBs apoés cada processo - valor F-BIO (2
temperatura de calibragio com base no valor-z do organismo no 1B), foram comrigides para
valor de esterilizacio Fo-BIO através da conversio em frés passos de PFLUG e
CHRISTENSEN, (1980), e denominado valor Fo-BIOPF. Também for feita outra
conversio utilizando metodologia de HAYAKAWA, (1977) para calculo de Fo-BIO, devido
a0 fato do produto estudado ter apesentado curva quebrada de aquecimento. Estes valores
foram denominados valor Fo-BIOHW.,

Na comparagdo dos valores de esterilizagdo Fo-BIOPFE, Fo-BIOHW, e Fo-FIS, observou-se
que em geral os valores Fo-BIO foram 5.0 a 15,0 % menores que os valores Fo-FIS, quando
os ensaios foram a 121,0 °C. Para os ensaios a 115,0 ® C, os valores Fo-BIOPY foram de
240 a 320 % maiores que Fo-FIS, enquanto que os valores Fo-BIOHW continuaram
apresentando diferenca consistente de 2,0 a 12,0 % abaixo de Fo-FIS. Esta diferenga de
comportamento pode ser devida s limitagGes impostas pela comegdo de PFLUG e
CHRISTENSEN, (1980). Porém, as medidas biolégicas apresentaram pouca varibialidade
(C.V. % médio = 3,5), e a medida fisica teve uma variabilidade pouco maior (C.V. % médio
= 5,0), tendo, portanto, sido considerado o método bastante reproduzivel.

Os resultados deste estudo indicaram que em fung@io da magpitude das diferengas entre os

valores de esterilizagio determinados, [Bs podem ser utilizados para monitorar a letalidade
aplicada durante o processamento de alimentos enlatados em equipamentos agitados.
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SUMMARY

Aimming to employ the biological indicator technique to monitor sterilization process
delivered to canned food processed in agitating refort, this work was cammied out i three
phases: 1- preparation and calibration of sterilization biological indicator units (BIUs) for
thermo-processed canned food: 2- design of preservation process for diluted (50% pH 5.3)
carrot puree considering burden of target microorganism isolated from the raw material; and
3- evaluation of BIUs efﬁcieni:y in measuring the biological sterilization values (Fe-B10)
delivered to the product by comparison with physical sterilization values (Fo-FIS)
determined with time-temperature data from thermocouple equiped cans.

BIUs were made of plastic rods (Nylon 6.6; 70.0 mm k x 6.0 mm D.E.) inoculated in 1ts
inner cavity with 0.3 mi of spore suspension of B. stearothermophilus (ATCC 7953). A
mini-retort was designed and built to be used as resistometer in the BIU thermal resistance
and calibration studies. Results of heat distribution studies i the MR at 115.0, 121.0 and
123.0 °C indicated that the equipment is adequate for such purpose. Calibration curves were
built at 121.0 and 123.0 °C, both presenting correlation coeficient above 0,95, Only the
calibration curve at 121.0 °C was employed, and with this curve, the number of survivors por
BIU obtained in each run was related to sterilization value (U min) at calibration
temperature. |

To stablish the preservation process required by the product, it was taken into consideration:
the thermophilic burden in the product {aprox. 4,0 x 10E2/can}; the resistance of themophilic
flat sour isolated from the product; and a rigid thermal process with 2 levels of survivors ,
probality of non sterile unit = 10E-6 and 10E-3. Duplicate tests were carrted out at 115.0 and
121.0 °C to obtain the required F-values of 15 and 10 min. W

An agitating retort Rotopax (Allpax Prod. Inc.) was used to process the product, therefore
the heat distribution pattern in the basket was determined. With the results of heat uniformity
and stability in the retort, it could be observed that maximmum temperature variation among
positions was 0.5 °C during sterilization I[1. These results were considered satisfactory,
being in accordance to published performance requirements for this type of equipments.
Once determined the slowest heating zone, (frontal area close to the door) the tests were
carried out in this area.

Sterilization values obtamed from BIUs after each pfocess, F-BIO values (at calibration

temperature based on z-value of the indicator organism in the BIU) were corrected to Fo-
BIO (at reference temperature, based on z-value of C. bowlinum = 10,0 ® C), using the 3 step
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correction of PFLUG and CHRISTENSEN (1980). This was named Fo-BIOPE. Another
correction was made using methodology of HAYAKAWA (1977) to calculate Fo-BIO, due
to fact that, the product studied presented broken heating curve. This was named Fo-
BIOHW.

Tn the comparison of Fo-BIOPF |, Fo-BIOHW and Fo-F1IS, it was observed that in general
Fo-BIO values were 5 to 15% lower that Fo-FIS for tests run at 121°C, For tests at 115°C,
Fo-BIOPF valnes were 24 to 32% higher than Fo-FIS, while Fo-BIOHW were consistently 2
to 12% lower than Fo-FIS. This difference may be due to limitation imposed by the
correction of PFLUG and CHRISTENSEN (1980). But, biological measures presented little
variability as determined by the coefficient of varation (C.V.% = 3,5), and physical
measures variated to a little higher level (C.V.% = 5,0), therefore, the method was
considered reproductible.

The tesults of this study indicated that according to the magnitude of differences found
among sterilization values biologically and physically determined, BIUs properly calibrated
may be used to monitor/validate the lethality applied during the processing of canned food in
agitating retorts.
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NOMENCLATURA

fhi

fc

ic

T1
To
Tw

Ta

Tempo de redugio decimal. Tempo para reduzir em 90% a concentrago micial de
microrganismos, nutrientes ou fatores de qualidade (min.)

Intervalo de temperatura necessario para que a Curva "Fantasma” de Morte
térmica atravesse um ciclo logaritmico (°C).

Tempo requerido para que a porgdo linear da curva de aquecimento atravesse wm
ciclo fogarftmico. Indice de inclinagio da curva de aquecimento (min.)

Idem acima, quando ha um ou mais pontos de quebra na curva de aquecimento
este parAmetro representa o indice de inclinagdio da porg@o linear antes da la
quebra (min.)

Idem acima, exceto que este parAmetro representa o indice de inclinagio da
porgio linear apds a la guebra (min.)

Fator de atraso térmico para o aquecimento. Coeficiente de imterseclo
(adimensional) da curva de  aquecimenio defimde  como:
jh = (T1-Ta)/T1-To)

Tempo requerido para que a porglo linear da curva de esfriamento atravesse um
ciclo logaritmico. Indice de inclinagfo da curva de esfriamento (min.)

Fator de atraso térmico para o esfriamento. Coeficiente de intersecgdo
(adimensional) da curva de esfriamento definido como: jo=(Tw-Thaf{Tw-Tg

Valor de esterilizagiio alvo com base em valor-z = 10,0 °C estimado pela sub-
rotina SETU do programa computadorizado para estimativa de processo térmico

- de alimentos enlatados com as férmulas empiricas de curvas de aquecimento e

esfriamento desenvolvidas por HAYAKAWA (1974)

Temperatura do meio de aquecimento

Temperatura inicial do produto, medida no ponto fric do recipiente

Tﬁmperétara de esfriamento

Temperatura pseudo-inicial de aquecimento obtida pela intersec¢do da reta

extrapolada da curva de aquecimento com o eixo das ordenadas.
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Tha Temperatura pseudo-inicial de esfriamento obtida pela intersecgBo da reta
extrapolada da curva de esfriamento com o eixo das ordenadas.

Tg Temperatura do alimento no final do aquecimento

(bl Diferenca de temperatura entre o alimento ¢ o meio de aquecimento no 10 ponto
de quebra da curva de aquecimento

Gh2 Diferenca de temperatura entre o alimento e o meio de aquecimento no 2o ponto
de quebra da curva de aquecimento

Tmeg Comprimento da fase de aguecimento
Tref Temperatura de referéncia (121,1 °C)
Fo Valor de esterilizagdo. Tempo em minutos necessario para inativar determinado

nimero de microrganismos i temperatura de referéncia constante (1211 °C ),
com base em um valor-z = 10,0 °C

Fo-BIO  Valor de esterilizaciio determinado por método bioldgico
Fo-FIS  Valor de esterilizagio determinado por método fisico
E Exponenctagdo

FT valor de esterilizacio equivalente em minutos & femperatura T, com valor-z do
microrganismo indicador

Ng niimero inicial de microrganismos resistentes criticos por unidade
- Ng ponto final do processo de preservagdo, nhmero de microrganismos

sobreviventes por unidade, o qual ¢ igual & probabilidade de uma unidade nfo
estéril (PUNE).

V.P. Voges-Proskauer

DFP. Desvio padrio

CV, Coeficiente de variagdo

LAG Fator de atraso térmico
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RTD "Resistance Temperature Device”, monitor/controlador de temperatura que
funciona A base de resisténcias '

MIG "Mercury in Glass Thermometer”, instrumento oficial indicador de temperatura -
termdmetro de mercirio de referéncia da autoclave

PUNE  Probabilidade de unidade n#o estéril

AM Agar nutriente

DTA Agar dextrose triptona (Dextrose Tryptone Agar)

TSA Agar de soja triptica (Tryptic Soy Agar)

TSB Caldo de soja triptica (Tryptic Soy Broth)

DL Didmetro interno

DE. Didmetro externo

h Altura/hora

1 Comprimento

b Largura

vol Volume

min Minuto

5 Segundo

psig Lit;;rasfpélegada quadrada no manémetro . "Pounds per Sqﬁare Inch in gauge”,

unidade de pressfio no mandmetro

RPM Rotagio por minuto. "Revolution per minute", unidade de rotagio
dir Direita -
£5q Esquerda

XX



Curva fantasma Curva semioclogaritmica construida com os valores-D na ordenada e
temperatura na abeissa, denominada "fantasma” por ser um espetho
(paralela) da curva semilogaritmica de morte térmica construida com
valores-F na ordenada e temperatura na abcissa.

Correspondéncia de nomenclatura valida somente para as saidas do programa ESPERA, no
Apéndice 3;

C fc
c ]
by jh
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1.INTRODUCAO

A partir da década de 60, com a construgdo e instalagdo dos primeiros equipamentos de
esterilizagio rotativos, houve maior desenvolvimento das técrmicas de esterilizacio
permitindo melhoria na qualidade dos produtos e no emprego de processos térmicos mais
cuidadosos. Neste tipo de equipamento, onde pode-sg utilizar vapor ou dgua como meio de
aguecimento, consegue-se obler aquecimentos e esfriamentos mais ripidos do que com as
técnicas convencionals de esterilizacdo com equipamentos estaciondrios. Além disso, a
selegio da rotagdo ideal ajuda a aplicagdo do processo letal adequado e minimiza o sobre-
processamento do alimento em fungdo dos ciclos com tempo mais reduzido. Portanto, o8
alimentos processados nestes equipamentos apesentam melhor qualidade sensorial (cor e
sabor) e nutricional. (EISNER,1988; DIGNAN et alii, 1989)

A preocupagio com a qualidade da esterilizagio dos alimentos também se estenden para o
desenvolvimento de tecnologia na monitoracio e validagdo biolégica dos processos de
esterilizagio. O uso de méiodos microbiologicos para testar a eficiéncia de processos
comerciais de esterilizagdo {de produtos farmacCuticos inclusive) tem representado um
desafio continuo para cientistas de alimentos e microbiologistas ao longo dos anos.

De uma forma geral, o conceito de esterilizagio envolve a eliminagdo ou a minimizagio da
carga de organismos indesejdveis de um ambiente em particular. Alimentos ¢ drogas em
recipientes, por exemplo, podem ser esterilizados submetendo-se os recipientes a um
processo de esterilizagio com calor. Na esterilizaclo com calor, a alia temperatura age por
um periodo de tempo, resultando na morte dos contaminantes biologicos indesejados.

A medida da temperatura somente, nio indica o poder letal do tratamento térmico sobre 03
microrganismos, ¢ portanto necessrio integrar o tempo ¢ a temperatura de tratamento.
Na inddstria de alimentos enlatados, o ciclo de esterilizagio envolve o uso de vapor para
aquecer tecipientes adequadamente envasados e selados. FPara que o processo de
esterilizacio de uwm alimento acondicionado em um recipiente hermeticamente selado seja
eficiente, ele deve funcionar adequadamente até na zona de aquecimento mais lento do

recipiente. Desta forma, ¢ importante que o processo de esterilizagdo seja cuidadosamente
controlado & monitorado principalmente neste ponto. (PFLUG,1976).



Uma abordagem largamente empregada pa monitoragido de processo de esterilizacdo € uso
de esporos bactertanos caracterizados e com resisténcia conhecida a agentes esterilizantes.
O uso de fais estruturas celulares como monitores bioldgicos fundamenta-se no fato de que
estas sdo capazes de responder A pequenas variagdes de condigdes ambientais. Quando um
ndmero pré-determinado de esporos € submetido por determinado tempo a um agente
esterilizante, a morte dos esporos acontecerd de uma forma previsivel. Dependendo da
severidade do tratamento, apds o ciclo de esterilizaglio, uma certa porceniagem dos
esporos utilizados como teste terd sido morta, ¢ © remanescente ainda estard viva.
Quando o ndmero de sobreviventes € determinado, (através de uma série de técnicas
convencionais) obtém-se uma medida razodvel da severidade do processo aplicado ao
produto. Este método de monitoragao assume que a taxa de morte dos microrganismos
contaminantes do produto, que estio dentro do recipiente, serd aproximadamente a mesma
que a dos organismos indicadores (esporos), utilizados no preparo do monitor.
(PFLUG,1976, 1990; PFLUG e SMITH, 1977; GRAHAM, 1586, SPICHER, 1988)

Hoje em dia, diversos sistemas de monitoragdo biolGgica de processos de esterilizagao sao
conhecidos. Um grupo geral de tais sistemas, especialmente utilizado na drea farmacéutica
e hospitalar, emprega um némero pré-determinado de microrganismos vidveis depositados
em uma tira de papel de filtro. Estas tiras sdo colocadas junto com a carpa do
esterflizador, ¢ terminado o ciclo é feita a incubagio em meio de cultura adequado para
pesquisa de sobreviventes. Neste método ¢ feita somente a pesquisa de sobrevivéncia ou
morte dos organismos utilizados como indicadores, onde auséncia de crescimento indica

eficifncia do ciclo.

- Na inddstria de alimentos, os primeiros esforgos-de validagdo biolbgica foram os estudos
de embalagens inoculadas (utilizadas até hoje) onde amostras do produto sdo inoculadas
com altas concentractes de esporos termo-resistentes e incubadas, apds o processamento, a
fim de se relacionar a fracho do produto deteriorado com ¢ nimero de esporos
sobreviventes a0 processo. A partir dos primeiros trabalhos de YAWGER, (1978) a
utifizagao desta técnica, juntamente com o método de reducac de contagem, ampliou as
informagdes forpecidas nestes ensaios, chegando 4 uma medida bioldgica da severidade do
processo aplicado. Os resultados das contagens de sobreviventes e de testes de penetragio
de calor no produto , feitos no mesmo ensaio, permitiu fazer comparagdes entre o valor
de esterilizacio bioldgice integrado (em todo o recipiente) com o valor de esterilizagio



fisico (medido com instrumentos fisicos de medicdo como termopares) . Muitos estudos
dests natureza foram relatados desde os trabalhos de YAWGER, (1967 citado por
YAWGER 1978), ¢ HOUTZER e HILL (1977) até mais recentemente BERRY e
BRADSHAW (1980, 1982, 1985 , 1986), (estes tltimos trabalhando com retortas
agitadas) onde todos autores fizeram comparagbes entre medidas bioldgicas ¢ fisicas dos
valores de esterilizagio aplicados a diversos tipos de alimentos enlatados processados com
calor.

Mais recentemente, indicadores bioldgicos {(IBs) tem sido wusados para wvalidar
biologicamente a esterilidade de alimentos enlatados e termo-processados em autoclaves
agitadas, sistema hidrostatico, e em sistemas assépticos de aquecimento, manutengdo e
esfriamento, onde o método fisico de medida da temperatura torna-se dificil. Nestes
iltimos anos o desenvolvimento de IBs para estes tipos de processamentos (rofativos e
assépticos) tem sido considerado de maior relevincia porque a medida que se estuda um
pouce mais 0s produtos particulados e estes processos , consegue-se distinguir que apesar
dos modelos ¢ métodos matemdticos conseguirem predizer com grande facilidade e chegar
a estabelecer os processos requeridos, hd necessidade de se fazer uma validagio bioldgica
do processo.

Alguns autores validando biologicamente processamentos assépticos, tem ufilizado
sistemnas IBs que comsistem em imobilizar wm ndmero comhecido de esporos de
microrganismos termo-resistentes em particulas de alimentos ou em simulagbes de
partfculas (misturas de alimento com alginato), e apds o tratamento térmico do produto,
recupera-se as particulas com indicadores e faz-se a contagem dos sobreviventes . Nos
estudos de DALLYN et alii (1977); HERSON e SHORE, (1981); BROWN et alii, (1984)
¢ mais recentemente nos estudos de SEGNER et alii (1989); GAZE E BROWN, {1989);
GAZE et alii, {(1990) as comparaches foram feitas entre os valores de esterilizagdo
determinados biologicamente e os valores de esterilizagdo determinados pelos métodos
mateméticos que consideram o tempo de residéncia das particulas.

Uma forma de determinar o efeito do processo térmico em microrganismos localizados na
zona de aguecimento mais lento de recipientes hermeticamente selados foi descrito por
PFLUG, (1976), conhecido como termopar biolégico. O sistema consiste em encapsular
suspensdes com concentragbes conhecidas de esporos termo-yesistentes em um  carregador
posicionado nesta &rea, de modo que 2 informagdo fornecida monitora o ciclo de



esterilizagdo no ponto mais critico do processo térmico. Neste sistema, um grande nimero
de carregadores & preparado ao mesmo tempo (inoculado com a suspensio de esporos do
organismo indicador previamente preparada), e calibrados sob condi¢bes ambientais
cuidadosamente controladas (em resistdmetros especialmente projetados para determinagio
da resisténcia térmica de organismos indicadores bioldgicos de esterilizagio). Os bastdes
podem ser fixos &s tampas ou s laterais dos recipiente antes do enchimento com o produtoe
e recravacao, e no final do processo sdo retirados. A suspensio de esporos € entdo retirada
e efetnada a contagem dos esporos sobreviventes. Este resultado € relacionado com a curva
de calibracio dos carregadores e determina-se o valor de esterilizacdo bioldgico 4
temperatura de calibragio, aplicado ao produto. Este valor deve entdo, ser convertido para
valor de esterilizacio Fo bioldgico(d 121,1°C, com base em valor-z = 10°C). Uma vez
que estes bastdes plasticos podem ser confecionados em qualquer dimensdo, de modp a
localizar a suspensdo de indicadores no ponto mais frio do recipiente, os valores de
esterilizacio bioldgicos assim obtidos, podem ser mais adequadamente comparados com
valores de esterilizagio fisicos. Este modelo foi wtilizado primeiramente por PFLUG,
(1980a,b) ¢ mais recentemente por RODRIGUEZ e TEIXEIRA (1988) ¢ ZECHMAN
(1989).

No Birasil, para o estabelecimento do valor de esterilizagdo de alimentos, o uso d
organismos indicadores bioldgicos em carregadores plasticos nio tem sido relatado até o
momento. Uma vez que o pafs se encontra em uma crescente conscientizagdo da importancia
do controle de qualidade em todos setores, este trabalho destina-se a reunir dados para
sugerir, no futuro, o uso de uma forma adicional e pratica de garanfir ao consumidor
brasileiro que um processo térmico projetado, foi aplicado de forma adequada ao produto.

Com a realizacio deste trabatho pretendeu-se:

1 - Produzir e calibrar ¢ modelo de indicador biol6gico para alimentos
enlatados processados termicamente.

2 - Construir uma mini-retorfa para calibrar os indicadores biolégicos.
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4

5

- Projetar o processo determinando a carga ¢ resisténcia do microrganismo

alve de processamento térmico do produto considerando a) conserva
tropical - processo de preservagio contra deterioragdo por 0Iganismas
term6filos esporulados, sendo a temperatura de distribui¢do e estocagem
do produto acima de 30,0 °C, ¢ b)distribuigio e estocagem 4 temperaturas
inferiores & 30,0°C

- Aplicar o processo desenhado e avaliar a eficiéncia  dos IBs na

determinacio do valor de esterilizagdo aplicado ao produto, através da
comparacho destes dados com dados formecidos por método fisico
tradicional de medida de valor de esterilizagio (com termopazes).

- Prover o Laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMF, da técnica para avaliagdo
biolégica de processos de esterilizagdo de alimentos enlatados.



1-REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. VALIDACAO BIOLOGICA DE PROCESSOS DE PRESERVACAO DE
ALIMENTOS

Durante a esterilizagio com calor, os alimentos sdo aquecidos & temperaturas
suficientemente altas e por tempos suficientemente longos para destruir a atividade
microbiana e enzimatica. Como resultado disto, alimentos esterilizados podem ter vida
de prateleira prolongada. O tratamento térmico severo durante 2 esterilizacio, produz
alteragbes nas caracteristicas nutricionais ¢ sensoriais dos alimentos. No entanto, 08
desenvolvimentos da tecnologia de processos tém por objetivo reduzit o dano aos
nutrientes ¢ componentes sensoriais buscando a diminuigdo do tempo e/ou 0 aumento
das temperaturas de processo, ou ainda através da agitag@o dos recipientes ou do
processamento dos alimentos antes de embala-los. (processamento asséptico)

O tempo requerido para esterilizar um determinado alimento £ influenciado por:
1. a populagho inicial e a resisténcia térmica dos MICTOTEANISmMos ou
enzimas provavelmente presentes no alimento

2. condi¢Bes de aquecimento ( da retorta)

3. pH do alimento

4. tamanho, forma ¢ material de constituigdo dos recipientes
5. estado fisico dos alimentos
Para determinar o tempo de processo de um determinado alimento, é necessario ter-se

informacBes sobre a resisténcia térmica dos microrganismos e das enzimas, ¢ tambeém
sobre a taxa de penetragio de calor do produto. (FELLOWS, 1988).



Os processos de preservacdo de alimentos envasados em recipientes herméticos deve
chegar a produtos estaveis durante o periodo de estocagem, ¢ espera-§¢ que ao final do
processamento todas unidades dos lotes estejam estéreis. O termo "estéril” conota uma
condi¢do absoluta para um produto "livre de organismos vidveis”, no entanto ndo se
aplica guando se trata de grandes quantidades de produto, (lotes contendo centenas de
recipientes), uma vez que nem todas unidades de lotes grandes estardo estéreis ao final
de um processo de esterilizagdo. Sabe-se que isto ocorre porque a morte dos
organismos individuais de uma populagdo microbiana homogenea sujeita ao calor,
radiagio, ou agentes quimicos geralmente segue um padrdo logaritmico, - somente com
um tratamento infinito pode-se ter certeza absoluta de que todas unidades dos lotes
ficariam estéreis. Desta forma, ¢ muito mais realistico expressar o ponto final dos
processos de preservagio por calor através de uma especificagdo, onde se considera o
nimmero de falhas por quantidade de recipientes processado, ou seja, 2 probabilidade de
unidades nio estéreis ao final do processo (PUNE). (PFLUG, 1987, 1990: FELLOWS,
1988)

Na indiistria farmacéutica para produtos produzidos sob condigdes de boas praticas de
manufatura (GMPs) descritas pelo FDA, a probabilidade aceitavel para produtos
embalados assepticamente é: menos que uma unidade ndo estéril em 10E3 unidades de
produto (PUNE<10E-3), e para produtos esterilizados € : menos que uma unidade nio
estéril em 10E6 unidades de produto esterilizadas, ( PUNE < 10E-6). (PFLUG, 1987)

Quando se - realiza processos para preservagdc de produtos alimenticios ou
farmacéuticos, o objetivo é chegar a um ndmero muito baixo de sobreviventes,( p.ex:
um organismo vidvel em cada 10E3, ou 10E6 , ou 10E9 unidades de produto
processadas). Quando somente uma em 10F3, 10E6, ou 10E9 unidades ndo esta estéril,
ha uma grande probabilidade de que em cada unidade ndo estéril exista apenas um
organismo vidvel, Consequentemente, na analise baseada na especificago "uma
unidade nio estéril em um lote de 10EX unidades”, poderia-se entdo utilizar como
ponfo final deste processo, "um microrganismo sobrevivente em um lote de 10EX
unidades de produto” (PFLUG, 1987)



Na area de processamento de alimentos, é desejavel conhecer o alvo do processamento
térmico para que se determine a especificagdo do ponto final. Para alimentos de baixa
acidez (pH > 4,5, e aw > 0,85) Clostridium bowlinum ¢ o organismo esporulado,
patogénico, termo-resistente de mais alto risco; logo, sua destruicio € o requerimento
minimo da esterilizagio com calor. Porém, em vegetais ¢ em leite, existem
microrganismos esporulados termo-resistentes que s¢ nao forem destruidos no
processo, podem deteriorar o alimento durante a estocagem. Assim, trés condigdes de
preservagio s3o consideradas no projeto de preservagdo de alimentos de baixa acidez:

a) preservagio para que o produto seja seguro do ponto de vista de satide
piblica (SP), o que significa estar livre de esporos de C. botulinum, - em
geral, € usada no processo uma PUNE-SP a partir de = 10E-9 (um esporo
viavel sobrevivente, em 10E9 recipientes de produto

b) preservagio  contra  deterioragdc  por organismos esporulados
mesofilicos (M), PUNE-M = 10E-6, ¢

¢) preservagdo contra organismos esporulados termofilicos {T), sendo
que para produtos estocados & temperaturas abaixo de 30,0 °C, a PUNE-T
= 10E-2 ou 10E-3, ¢ para produtos estocados & temperaturas acima de
30,0 °C, (conservas tropicais), a PUNE-T = 10E-6.

Para alimentos mais acidos (pH entre 4,5 e 3,7) organismos como leveduras ¢ fungos
termo-resistentes sio utilizados como alvos para estabelecimento do processo de
preservaglo. Para alimentos 4cidos (pH < 3.7) a inativagio de enzimas ¢ a principal
razio do processamento, ¢ as condighbes de aquecimento sdic menos severas. {(PFLUG,
1987,1990; LOPEZ, 1987: FELLOWS, 1988)

Uma vez que a carga de microrganismos resistentes é geralmente baixa e conforme
indicado acima, o ponto final de preservagiio dos processos € de um nivel nio
mensurdvel, ( da ordem de 10E-2 a 10E-6 organismos resistentes por unidade de



produto), o uso de microrganismos indicadores para validar biologicamente tais
processos apresenta-se como uma forma 0til de assegurar a aplicagdo dos processos
projetados. Para validagdo bioldgica de processos de preservagdo serdo selecionados
microrganismos que possam atender as condigles a serem validadas. A selegdo dos
microrganismos indicadores é também feita com base em seu valor-D, de modo que a
partir de uma populacdo inicial conhecida e levando-se em consideragdo o valor de
esterilizagdo especificado no processo projetado, a populagio final seja de nivel
mensurdvel.

Pode-se resumir os passos para efetuar a validagio biologica da eficiéncia de processos
de preservagio de alimentos da seguinte forma: determina-se o valor de esterilizagio
requerido pelo produto com o nimero inicial e valor-D da biocarga; faz-se a calibragio
do sistema IB ¢ determina-se qual serd a redugfio do nfumero inicial apds aplicagdo do
processo térmico projetado; aplica-se o processo € faz-se a contagem do sobreviventes
no sistema IB confirmando, com a redugio da carga inicial, que o processo projetado
foi aplicado. '

Para ilustrar o método de validacfio bioldgica, na Fig. | estd exemplificado como pode-
se fazer graficamente a relaglo da destruigio da microflora de um produto com a
destrui¢io dos microrganismos que constituem um sistema indicador biologico. Neste
exemplo teria sido utilizado um produto com carga de microrganismo alvo a igual a
10E2 esporos/unidade de produto e o processo de preservagdo foi projetado para uma
PUNE = 10E-6 ( o microrganismo alvo tem valor-Dypq 1oC = 0.3 min no produto),
logo, o valor de esterilizagiio requerido para este produto seria Fo = 4,0 minutos. O
indicador biolégico selecionado para validar este processo possul valor-Dizy 1oCc =
1,0 min, de modo que utilizando-se um nfmero inicial da ordem de 10ES, apds
aplicagio de Fo = 4,0 min, tem-se 10E1 esporos sobreviventes em cada umdade do
indicador. (PFLUG 1990}
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2.2- INDICADORES BIOLOGICOS

2.2.1-Definigdes e termos

A esterilizagdo ¢ uma ciéncia em desenvolvimento e com constantes melhorias no
projeto de equipamentos ¢ técnicas de controle de processos. Mudangcas nos servigos de
satde piiblica, bem como o aparecimento de novos tipos de produtos que requersm
técnicas mais refinadas de esterilizagdo, a conscientizagdo crescente do consumidor
sobre a qualidade dos produtes e servigos, & o aparecimento de novas lets
governamentais, sdo fatores que geram mudangas dos métodos de esterilizagdo de
produtos tanto na 4rea farmacéutica ¢ médico hospitalar, quanto na area de alimentos.
Para gerar confiabilidade, os processos de esterilizagdo devem ser cuidadosamente
projetados, controlados e monitorados.(GILLIS et ahi, 1976; PFLUG e SMITH, 1977
CAPUTO et alii, 1981; SKAUG e BERUBE, 1983; COOPER, 1985; SKAUG e
KALANGER,1986; KOTILAINEN ¢ GANTZ, 1987). "

A monitorizacio de um processo de esterilizagBo, proporciona maior conflanca e
seguranga do processo que foi aplicado ao produto. Para a maior parte dos processos
empregados hoje em dia, existem métodos quimicos, fisicos e biologicos de
momnitorizagio. { LEE et alii, 1979; CAPUTO et ali, 1981; GRAHAM, 1986)

Monitor- Um monitor é um dispositivo utilizado para supervisionar processos ou as
condigbes em que estes sio realizados. No campo da esterilizaglo, monitores podem
ser utilizados nos procedimentos de controle de processos, fornecendo informacgdes
sobre a capacidade dos processos de esterilizaglo, em produzir ou ndo, um
determinado efeito (mminimo) sobre a carga contaminante do produto a ser esterilizado.
Os monitores devem ser construidos, de tal forma que possam determinar o efeito do
agente esterilizante sobre toda extensdo do produto a ser esterilizado. Uma vez que 03
pardmetros que contribuem para o efeito microbiocida atingem  seus niveis pré-
determinados apenas gradualmente, e ndo todos a0 mesmo fempo, © monitor deve ser
capaz de integrar estas quantias parciais, € a0 mesmo tempo, levar em consideragdo as
inter-relacdes entre todos os parimetros envolvidos no ciclo {ex. temperatura, tempo,
concentragio, umidade relativa). (ODLAUG et alii, 1981, SKAUG ¢ BERUBE, 1983,
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PFLUG e ODLAUG,1 986; SPICHER, 1988)

Como a fungdo do monitor € registrar a eficacia do agente microbiocida em toda a
extensio do item a ser esterilizado, para que o IB seja realmente um monitor, ele deve
ser colocado dentro ou na superficie de um produto de modo a simular as piores
condigBes possiveis a serem encontradas pelo agente esterilizante. (PFLUG e SMITH,
1977: CAPUTO et alii, 1981; PFLUG e ODLAUG, 1986).

O objetivo de qualquer processo de esterilizagdo ¢ destruir microrganismos,
especialmente esporos bacterianos, gue sdo as estruturas celulares de resisténcia. A
medida mais objetiva disponivel para determinar a eficiéncia de qualquer método de
esterilizagfio & o efeito letal (germicida) em si. Desta forma, os constituintes mais
importantes dos monitores bioldgicos sao microrganismos. O monitor biolégico
consiste, em geral, de organismos indicadores inoculados em carregadores e de uma
protegdo.

Organismo indicador ¢ a denominagdc dada aos microrganismos utilizados na
confeccio dos monitores. Estes funcionam cOmo sensores. Esporos bacterianos sfo em
geral empregados como organismos indicadores. A capacidade dos microrganismos de
se multiplicar serve como medida biolégica, sendo a menor unidade bioldgica a célula
em si . ( SPICHER, 1988 ) O termo "indicador biolégico” muitas vezes se refere aos
organismos indicadores em si, com resisténcia conhecida a um agente esterilizante.

Carregadores sio os objetos utilizados como suporte de organismos indicadores. A
funcio dos carregadores ¢ tornar possivel 0 manuseio dos organismos indicadores. Para
garantir que os monitores bioldgicos entrardo em contato com todos os parAmetros
envolvidos no processo de esterilizagio, normalmente 530 preparadas suspensoes
aquosas dos srganismos indicadores e estas s30 secas 1a superficie ou distribuidas no
volume total de carregadores .

Existe uma variedade de materiais , tamanhos e formas que os carregadores podem

apresentar. A maioria deles ¢ feita de materiais sélidos como papel de filtro, vidro,
grios de solo, de areia ou de silica, folha de plastico ou de aluminio, ¢ fios de algodio,
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e as vezes podem ser feitos de materiais semi-solidos, como pasta de alginato de sddio
ou misturas de alimento-alginato, ou ainda plasticos como polimetilmetacrilato. Em
certos casos a deposigfo de organismos indicadores sobre os produtos (ex: deposigio
de suspensio de esporos no interior de um cateter antes do processo para validar o
ciclo) on homogeneizados nos produte (ex: inoculagdo de suspensfio de esporos termo-
resistentes em uma lata de sopa de vegetais como na técnica de embalagens moculadas)
faz com gue estes funcionem como carregadores

Apbs a exposigdo ao agente esterilizante, os carregadores com o3 organismos
indicadores devem ser submetidos ao procedimento de detecgfio da presenga/auséncia
de organismos capazes de se multiplicar, ou de contagem dos mesmos.
Consequentemente, estes devem ser protegidos de qualquer contaminagdo acidental, ou
disseminagio no ambiente até que eles tenham sido sujeitos a pesquisa de
sobreviventes, Fm alguns modelos de indicadores bioldgicos (IBs) onde as suspensBes
de organismos indicadores ndo sio secas diretamente na superficie dos carregadores,
o sistema requer, além do veiculo onde os organismos indicadores sdo dispersos, uma
protegiio & prova de vazamentos para evitar contato do organismo indicador Com ©
meio externo e vice-versa. Em alguns modelos onde as suspenses sio secas em papel
de filtro, esta protecio pode se apresentar na forma de envelopes de papel
transparente. Porém, é fundamental no projeto de um sistema IB, que esta protegdo
permita que 0 agente esterilizante atinja oS Organismos indicadores da mesma forma
que atinge os contarninantes do produto. Isto significa que para que o monitor atue de
modo confidvel, a proteciio da suspensio de organismos indicadores de um sistema B,
ndo deve impor qualquer resisténcia ao contato do agente estenilizante para nio
mascarar ou retardar seu efeito letal. (PFLUG 1976, DADD et aly, 1983,
KOTILAINEN e GANTZ, 1987, SPICHER, 1988, MAcCORMICK 1988,
RODRIGUEZ e TEIXEIRA, 1989).

IBs empregados para avaliar o efeito microbiolégico de um processo de esterilizagho,
devem ser preparados de modo a apresentar um desafio real ao processo. A resisténcia
do 1B ¢ uma funcdo da resisténcia do organismo indicador e da concentragdo do agente
esterilizante e da resisténcia fisica & penetragiio do agente esterilizante oferecida pelo
carregador. (MYERS & CHRAI 1980)



2.2.2. Microrganismos utilizados como organismos indicadores

No comego deste século, microbiologistas e médicos comegaram a buscar garantias
maiores da esterilidade de itens esterilizados, através da monitorizagho da temperatura,
pressiio, e do tempo de exposigdo ao agente esterilizante. Assim, suspensdes de esporos
bacterianos comegaram a ser usadas como meio de monitorar esterilizagfo 4 vapor.
(BIGELOW, 1920 ¢ WILLIAMS, 1929, citado por MILLER,1971} .

No comeco dos anos cingilenta, BREWER et alii (citado por MILLER 19713,
conduziram estudos com Bacillus  stearothermophilus  ATCC 7953, buscando
selecionar esporos ndo patogénicos ao homem, ndo pirogénicos e ndo produtores de
toxinas, e que nio crescessem a temperatura de 37,0° C ou abaixo, durante um periodo
de duas semanas de incubagdo, como determinava os Regulamentos do Servigo de
Saide Phblica dos FUA vigentes na época. (MILLER, 1971; PFLUG et alii, 1980b).
Antes de 1960, j& estavam sendo produzidas e comercializadas preparaghes
padronizadas de esporos de B. stearothermophilus para atuarem como OTZaNnismos
indicadores de indicadores biolégicos de esterilizacdo na indastria farmacéutica ¢ em
hospitais. (PERKINS, 1969; MAKI, 1987)

Entre as caracteristicas que justificam o uso de esporos como indicaderes de
esterilizagdo destacam-se ainda:

a) sua estabilidade, que é maior do que a das células vegetativas, e que é um
atributo da maior importincia, pois as propriedades dos organismos
indicadores devem se manter constantes durante a propagagio de subcultura
para subcultura e durante a estocagern,

b} sua habilidade de rtesponder 4s pequenas variagles no ambiente, eles
respondem quantitativamente as variag8es fisicas, ¢ sdo sensiveis a um grande
nimero de condicdes ambientais além da temperatura, como por exemplo:
presenga  de  substincias quimicas no ambiente, pH do substrato,
disponibilidade de agua, e outros fatores. Quando se deseja medir o efeito da

14



temperatura, estes outros fatores que afetam a sobrevivéncia dos esporos
devem ser mantidos constantes

¢) sua facilidade de manuseio e produc@o de_culturas, e, principalmente,

d) sua resisténcia, o alto nivel de resisténcia & destruigdo por agentes fisicos e
quimicos exibida pelos esporos estd diretamente relacionada com as
caractristicas estruturais e quimicas de sua capa ¢ camadas protetoras. O
esporo ¢ permedvel, € as espessas camadas laminadas protetoras do "core”

agem como um "selecionador” molecular, conferindo resisténcia a penetracio
de substincias quimicas téxicas, principalmente as de alto peso molecular. O
teor de pontes dissulfeto, ions cilcio e acido dipicolinico, tem sido
relacionados com a sua resisténecia ao calor. (PFLUG e SMITH, 1977,
MYERS & CHRAL 1980; PFLUG, 1982; GOMBAS, 1983; GRAHAM, 1986,
SPICHER,1988; PFLUG, 1990.)

A resisténeia aos agentes esterilizantes dos esporos mais comumente utilizados na
confeccdo de IBs, deve, obrigatoriamente, ser malor do que a resisténcia  dos
organismos contaminantes do item a ser esterilizado, quer sejam estas células
vegetativas ou esporos. Esta resisténcia maior significa que os organismos indicadores
reagem de uma forma mais lenta ao agente letal que a carga contaminante. Isio
representa portanto; o fator de seguranca do indicador, uma vez -que quando um
indicador mostrar que o processo de esterilizagfio foi eficiente, é perfeitamente
razoavel assumir que uma carga igual ou maior de células vegetativas foi exterminada
_{LEE et alii,1969; GILLIS et alii,1976; PFLUG ¢ SMITH, 1977; PFLUG et alii 1980a
- CAPUTO et alii, 1981; ODLAUG et ali1, 1981: PFLUG e ODLAUG, 1986; MAKI et
alii, 1987, KOTILAINEN ¢ GANTZ,1987).

Os tipos de microrganismos usados em um sistema IB, devem ser selecionados de

acordo com as condigdes teste especificas. Desta forma, encontram-se esporos de
microrganismos de diferentes espécies e linhagens sendo usados em varias aplicagdes.

i5



Em geral, esporos do genero Bacillus sdo empregados COmo Organismos indicadores
para procedimentos de esterilizagio como se descreve a seguir @ Bacillus
stearothermophilus, para calor mido e formaldeido, Bacillus subiilis var niger para
calor seco ¢ para dxido de etileno; e Bacillus pumilus para radiagio. {SPICHER, 1988,
USP. 19953, PFLUG ¢ ODLAUG (1986) citam que também ¢ relatado o uso de
Bacillus subtilis, ATCC 5230 , e Bacillus coagulans para calor umido, e Bacillus
subtilis ATCC 5230 e Bacillus stearothermophilus, para calor seco.

Células vegetativas resistentes  também podem ser usadas como organismos
indicadores. Alguns autores como SILVERMAN, (1983) citadoe por PFLUG ¢
ODLAUG, (1986) ¢ SPICHER, (1988), relatam o uso de suspensdes de Deinccoceus
radiodurans ( antigo Micrococcus ) para teste de métodos de esterilizagda por

radiagio,

Embora organismos anaerdbicos sejam mais dificeis de se manusear, €sSporos de
Clostridium sporogenes PA 3679, tem sido utilizados na area de alimentos para
monitorizagiio e validagio bioldgica de processos de esterilizaglo de alguns tipos de
alimentos processados termicamente. Alguns alimentos de baixa acidez (pH >4,6 e <
5,6) permitemn o crescimento ¢ proliferagio de C. bomlinum  que geralmente &
acompanhado pela produgdo de uma neurotoxina fatal. Desta forma, o processo térmico
minimo de alimentos de baixa acidez enlatados ¢ projetado para atingir um nivel seguro
de auséncia de esporos de C. borulinum que possui ampla distribuigdo na natureza e
presume-se (ue Possa estar presente praticamente em todos alimentos, Para garantir a
adequagiic dos processos desenhados para tais produtos, na técnica de embalagens
inoculadas recomenda-se portanto o uso de esporos do C. sporogenes PA 3679 como
organismo indicadores. Esta sele¢io ¢ fundamentada em fatores como!

1- evita-se contaminacgio da planta com C. botulinum,
2- sua resisténcia térmica nos alimentos € maior que a de C. botulinum ,

3- nfo é produtor de toxina, €
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4- possui  os mesmos requerimentos fisiologicos que o . botulinum
(GOLDONI et alii, 1981; LOPEZ, 1987,GAZE et alii 1990)

2.2.3 Tipos de IBs

Existem dois tipos basicos de IBs: o tipo carregador ¢ o tipo produto inoculado.

Tipo carregador. Os carregadores podem ser utilizados de duas formas:

1- os organismos indicadores em suspensdo sdo depositados de forma
‘homogénea na superficie de carregadores que podem variar largamente quanto
ao material de constituigio, tamanho e forma.

2- os organismos indicadores em suspensdo sdo depositados no interior dos
carregadores que neste caso funcionam como cdpsulas. Neste tipo 08
carregadores podem ser ampolas, bulbos ou tubos capilares de vidro, bastes
de plastico, de aluminio ou de plastico-aluminio. Em alguns 1ipos 08
organismos indicadores sio suspensos em agua, solugio tampio, ou em caldos
de cultura.

Tipo nroduto inoculado. Os organismos indicadores sdoc depositados sobre ou no

interior de uma amostra ou simulagdo do material a ser esterilizado. Na area
farmacéutica ¢ médico-hospitalar, os produtos inoculados sio incubados em caldos de
cultura contendo indicadores de pH adequados e a observagdo de presenga ou auséncia
de crescimento indica a eficiéncia do processo. Na area alimentar, os produtos
inoculados podem ser utilizados para controlar a populagio inicial, através da
observagio da deterioragfio do produto apds ou durantg o periodo de incubagdo, ou
podem ser utilizados para determinagdo da relag@o enfie 0 nfamero inicial ¢ final dos
sobreviventes em fungdo da cinética de destruig@o do organismo indicador no produto
para avaliagéo da letalidade integrada do processo.
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2.3. USO DE IBs NA AREA FARMACEUTICA E HOSPITALAR

O tipo classico e mais antigo, de IBs para ciclos de estenlizagéo, ¢ o denominado
"Envelope de Esporos de Organismos do Solo” (Spore Earth Packet), que conslste em
wm pequeno envelope contendo cerca de 0,2 g de solo composto seco € penetrado
envolto em um pedago de papel de filtro. Para determinagdo da carga inicial e para
recuperagio dos sobreviventes, todo material é suspenso em meio liquido, para
posterior incubagdo em condiges adequadas. A versdo moderna deste 1B € um
envelope de papel transparente contendo uma pequena tira ( aprox. 30,0 mm } x 6,0
mm b) ou disco {aprox. 10,0 mm D.E) de papel de fitro inoculadas com uma
suspensio de esporos em concentragdo conhecida (entre 10E5 ¢ 10E6).

Suspensbes de esporos de culturas puras de organismos indicadores sio preparadas ¢
depositadas assepticamente nas tiras ou discos, que depois de secas séo colocados
dentro dos envelopes de protegio. Apds a exposigio ao agente esterilizante os
carregadores sdo assepticamente retiradas dos envelopes e submetidos aos
procedimentos adequados de pesquisa de sobreviventes. Neste tipo de IBs a auséncia
ou presenga de crescimento € o que determina a eficiéncia do ciclo de esterilizagio.
(MILLER,1971; SPICHER, 1988). Exemplos comerciats deste sistema sic ©
UNISPORE produzido pela AMSCO, EUA e o SPOREDISK produzido pela MALMO,
Suécia. (PFLUG e SMITH, 1977; SKAUG ¢ BERUBE, 1983; SKAUG ¢ KALAGER,
1985 1986; KOTILAINEN e GANTZ, 1987; SPICHER, 1938)

Em uma variacdo do modelo descrito anteriormente, os organismos indicadores sdo
convencionalmente depositades em wma tira ou disco de papel de filtro, porém séo
colocadas em um recipiente plastico contendo também uma ampola de vidro especial
(com paredes finas) contendo caldo de cuitura estéril (com indicador de pH)}. Este
recipiente de plastico flexivel (que varia entre 0s fabricantes, porém, geralmente ¢
polipropileno) possul uma tampa com ornficos por onde também h& penetraglo do
agente esterilizante, sendo que abaixo desta tampa hé um filtro permedvel. Apés o ciclo
de esterilizacio a ampola de vidro ¢ quebrada torcendo-se ou aplicando-se pressio ao
frasco de plastico. Desta forma, o meio de cultura ¢ liberado e submerge a tira ou disco
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de papel de filtro, sem risco de contaminagho pés-processe por nio haver manuseio
durante a transferéncia da tira de esporos para tubo com caldo de cultura. Todo o
sistema é incubado em condigbes adequadas para a pesquisa de Organismos
sobreviventes. A viragem da cor do meio de cunitura indica presenga de sobreviventes,
ou seja ineficiéncia do processo. Exemplos de IBs deste tipo comercializados sdo o
" Attest Biological Indicators”, produzido pela 3M Co., € 0 "Proof Biclogical Indicator”
produzido pela AMSCO, USA (HODGES, 1982; SKAUG e BRERUBE, 1983,
SPICHER, 1988)

O "Sterikon -Bioindicators” produzido pela Merck, USA, € um tipo de IB que também
garante ndo haver risco de contaminagdo pos-processoe uma vez que suspensdes de
esporos B. stearothermophilus sio colocadas diretamente em ampolas de vidro
contendo cerca de 2.0 ml caldo de soja triptica (TSB) com bromocresol purpura. Este
tipo de indicador pode também ser ufilizado para validagio de processos de
gsterilizagio aplicados a produtos médico-hospitalares liguidos esterihizados em
garrafas, mergulhando~se a ampola no conteddo e posicionando-a no pento frie do
recipierite. Terminados os processos de esterilizagdo as ampolas s@o incubadas nas
condicBes adequadas. Neste tipo de IB, a eficiéncia dos ciclos também é observada
pela ndo viragem do indicador de pH do caldo de cultura. (COSTIN ¢ GRIGO,1974;
SPICHER,1988).

DADD et alii (1983) descreveram um modelo especial de monitor para esterilizagio
com 6xido de etileno. O sistema ¢ composto por suspensdes de esporos em meio
sintético com um indicador de pH, depositadas na superficie de tubos de Nylon,{6.0
mm D.E. ¢ aproximadamente de 10,0 mm 1), que funcionam como carregadores. Apos
serem depositadas nos tubos, deixa-se a suspenséo secar em cAmara de fluxo laminar.
Para a pesquisa de carga inicial e de sobreviventes, apds ¢ processo, os carregadores
sio transferidos para frascos com agua destilada estéril que sdo colocadas em um
agitador ultrasonico. Aliquotas sio retiradas ¢ diluigbes sdo plaqueadas e incubadas
para contagem de células.

19



SPICHER e BROCHERS (citado por SPICHER,1988) descrevem um sistema IB
indicado para esterilizagdo com formaldeido. Este consiste em adaptar a cada objeto a
ser esterilizado um pequeno tubo de vidro com aproximadamente 30,0mun de
comprimento e com o mesmo diametro interno do objeto a ser esterilizado, que abriga
em sua porgdo terminal um fio de algoddo, de dimensdo nio especificada pelo autor,
inoculado com uma suspensio de 10E6 esporos termo-resistentes por ml. Apos o final
do ciclo de esterilizaciio, o fio é retirado e colocado em um frasco com dgua destilada
e agitado. Desta suspensdo, sio preparadas aliquotas que sdo plaqueadas em meio
gspecial para germinagdo e incubadas para posterior contagem de sobreviventes.

2.4. USO DE IBs NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS PARA PROCESSOS DE
ESTERILIZACAO COM CALOR

Na iedistria de alimentos suspensdes de esporos de organismos termo-resistentes tem
sido usadas como organismos indicadores na composig@o de IBs, tanto para fornecer
dados para o caleulo do valor de esterilizagio aplicado ao produto, quanto para checar
se 0 processo aplicado em um produto foi suficiente para garantir a estenilidade
comercial ou aplicagdo de processo minimo.

A inoculagio direta de suspensdes de esporos de organismos termo-resistentes  em
recipientes contendo alimento (em geral enlatados) € a base da técnica de embalagens
inoculadas. Na preparagio das embalagens inoculadas, os organismos em suspensio
(normalmente em solugdio salina, em concentragdo suficiente para produzir uma
populagiio minima de 10E4 a 10ES esporos vidveis por reciplente), sio depositados
nas embalagens (em geral 100) de acordo com a constitui¢do do alimento estudado.
Produtos fluidos, como sopas, sdo normalmente inoculados dispersando-se a suspensio
com a ajuda de wm agitador mecdnico. Produtos particulados em salmoura ou em
xaropes, sio inoculados no centro da particula com a ajuda de uma pipeta ou seringa.
Para produtos onde mistura uniforme nfic € possivel o indculo em geral € injetado em
um ponto préximo do centro geometrico da lata, com uma seringa. A embalagem ¢é
devidamente identificada e encaminhada para o processamento. Terminado o ciclo de
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aquecimento ¢ esfriamento, os recipientes marcados sdo incubados para pesquisa de
presenga ou auséncia de sobreviventes. Isto pode ser feito através da constatagdo de
alteracBes fisicas da embalagem, ( como estufamento, ruptura na linha de arafagem,
etc), ou observagdes de alteragdes quimicas do produto, (como alteragdo da acidez,
alteragio de cor, etc.) ou ainda através de evidencias microbioldgicas da presenga de
organismos sobreviventes nas subculturas de uma amostra do produto. Este teste
sempre foi utilizado com objetive de observar presenga ou auséneia de crescimento
microbianc, (método de ponto final), o que determina eficiéncia ou ineficiéncia do
processo  de esterilizaciio aplicado. (NCA,1968; PFLUG,1980b; HERSON e
HULLAND, 1984, LOPEZ, 1987)

Porém YAWGER, (1967 citado por BARRY e BRADSHAW, 1980, e YAWGER,
1978) introduziu ¢ uso do método de redugio de contagem acoplado & técnica de
embalagens inoculadas para validagio on monitorizagdo de processos térmicos aplicado
aos produtos. Para este fim, os dados obtidos a partir do nimero de sobreviventes ao
processo sdo utilizados para caleular o valor de  esterilizagio aplicado em toda
extensio do recipiente, valor de esterilizagdo integrado (L.S.) através da relagdo entre a
contagem inicial (I) e a contagem de sobreviventes (S} , em fun¢do da resisténcia
térmica do organismo indicador no produto estudado ( valor -D}, com a equagio :

1.8. = D{log I-log §) {eq.1)

O autor comparou os dois valores de esterilizac#o aplicados a creme de milho ¢ milho
em salmoura enlatados processados em retorta estatica comercial a 115,6 °C. Foram
inoculadas as embalagens com suspensdo de B. stearothermophilus FS 1518, em
concentragdo de 3 x 10E6 esporos/ml. O valores-Fo foram calculados pelo Método
Geral, & os valores 1S foram calcnlados a partir da redugio da contagem das
embalagens inoculadas. Foi observado que os valores 1.8 excederam os valores-Fo para
sreme de milho, sendo que as diferengas aumentaram a medida que aumentou 0
tamanho das latas, chegando a um maximo de 8,4 min para as latas 603 x 700. Foi
também obervado, que as diferengas entre LS e Fo encontradas, foram uma fungdo do
tempo de processo, para o produto condutivo. Os resultados obtidos para mitho em
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salmoura nos dois tamanhos de lata estudados, foram valores LS. de 2,0 a 3,0 %
matores que valores Fo , de onde foi concluido que para alimentos convectivos existe
pouca diferenca entre 1.5, e Fo .

Usando a mesma técnica e abordagem de YAWGER (1978), alguns autores tem feito
comparages dos valores de esterilizagdo integrado e valor de esterilizagdo Fo para
produtos processados em reforta agitadas.

HOUTZER e HILL (1977) fizeram estudos de redugio de contagem e penetragfo de
calor para determinar a letalidade de processos térmicos durante desvios de
temperaturas. Os autores inocularam diretamente suspensdes de esporos de B
stearothermophilus FS 1518 em latas de milho em salmoura, vagem em salmoura ¢
creme de milho, processados em retortas agitadas continuas e simuladores de
laboratério. Para 05 processos normais de vagem, o valor LS médio foi de 7,7 min e Fo
foi de 5.8 min, e para 0s processos com desvio, o 1.5, médio foi de 8,7 min e Fo fo1 de
7.8 min. Em todos os estudos os valores LS foram maiores que o0 valres Fo, sendo que
para milho em salmoura enlatado (latas 303 x 406) processado em "Steritort” (FMC) 2
121,0 °C, a diferencga chegou a 5,0 min. (os valores 15, medios foram de 14,3 min ¢ Fo
=9 5 min)

BERRY ¢ BRADSHAW (1980) inocularam suspensdes de esporos de B
stearothermophilus (1503) diretamente em sopa creme condensada de aipo enlatada
(latas trés tamanhos) processadas em "Steritort” ¢ "Orbitot" (FMC) as temperataras de
124,0 ¢ 129,0°C respectivamente. Os valores LS. obervados para ambos equipamentos
foram em geral mais altos que os valores Fo, quando calculados pelo Método Geral
com valor-z = 10,0 °C, ou quando calculados com valor-z = 7,8°C, (diferengas em
média de 12% para latas menores até 35% para latas maiores . Diferengas maiores
foram encontradas para cogumelos em salmoura envasados em latas de dois tamanhos
(BERRY ¢ BRADSHAW 1982). Os recipientes foram inocnlados com suspensdes de
esporos de B. stearothermophilus # 1518, e processados em "Steritort” & 124,60 °C. Os
autores encontraram que para latas menores, os valores LS. obtidos foram em média
30% maiores que os valores Fo (caleulado pelo Método Geral com valor-z = i0°C), ¢
para latas maiores, os valores 1.S. foram em média, 60% maiores que os valores Fo.



A maior diversidade de modelos de IBs utilizados na area de alimentos estd descrita na
monitorizacio ¢ validagio de processos assépticos de alimentos particulados, em
fungdo das dificuldades de. utilizagdo de métodos fisicos devido ao movimento
continuo dos produtos nos trocadores de calor. Muitos autores testaram modelos de
particulas inoculadas ou simulagdes de particulas contendo organismos indicadoress,
sendo que alguns dos modelos € os problemas apresentados serdo descritos em seguida.

HUNTER et alii, (1972, citade por BROWN et alii, 1984, ¢ por DIGNAN et ali,
1989), descreveram um método de imobilizagdo de suspensbes de esporos de Bacillus
anthracis  como IBs para processos térmicos em sistemas de fluxo continuo para
alimentos particulados. Os autores simularam particulas de alimentos preparando
esferas de metilmetacrilato ("perspex”) embebidas nas suspensdes de esporos. As
dificuldades apresentadas por esta técnica foram o fato do valor-z dos esporos neste
sistema ser da ordem de 61,0 °C, o que ¢ muito mais alto que o valor utilizado como
base para o calculo dos processos térmicos (=10,0 °C), e que neste pléstico os esporos
ficam sujeitos & destruigio por calor seco, assim a taxa de morte s¢ torna uma fungio
do teor de umidade do plastico.

Na tentativa de produzir simulagdes de particulas com umidade semelhante a das
particulas de alimento DALLYN et alu (1977, citado por BROWN et alii e por
DIGNAN et alii, 1989) imobilizaram suspensbes de esporos de B. stearothermophilus
em alginato de sbdio e prepararam esferas (1,6 a 2,2 cm diimetro) empregadas na
validagio bioldgica de processos continuos de aguecimento-manutengio-esiriamento.
Esferas maiores de alginatofesporos (3,0 om diametro) foram também utilizadas por
BEAN et alii (1979, citado por BROWN et alii, 1984, e por GAZE et alii, 1990) na
avaliagio do efeito letal de processos térmicos realizados em trocadores de calor de
superficie raspada semi-comerciais, operando na faixa de 138,0 2 142.0 *C.

Posteriormente, a mesma técnica foi aprimorada ¢ utilizada por BROWN et alii (1984)
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que imobilizaram suspensSes de esporos de C. sporogenes (PA 3679, 1 x 10E6
esporos/cubo) e B. stearothermophilus (1 x 10E7 esporos/cubo) em cubos (0,8 a 2,4
cm) formados por misturas de alginato de sédio e purés de batata, de ervithas ou de
carne. Os cubos foram aquecidos em uma ciimara estatica de aquecimento com vapor
(escala experimental), na faixa de temperatura de 1200 2 150,0 °C. Uma vez
recuperados os sobreviventes, o valor de esterilizagdo mtegrado obtido (Fs) foi
comparado com valores Fs fisicos calculados teoricamente (Stumbo, 1973 & partir da
difusividade térmica dos cubos). Os valores Fs biologicos obtidos a partir dos cubos
feitos com B. stearothermophilus apresentaram maior diferenga em relago aos valores
Fs fisicos que os Fs biolégicos obtidos a partir de cubos com C. sporogenes. As
menores diferencga entre Fs fisicos e Fs biologicos, foram observadas com particulas de
puré de carne/alginato, para ambos organismos indicadores.

RICHARDSON e GAZE, 1986 ¢ NESARATNAM e GAZE, 1987, (citados por GAZE
et alii 1990) utilizaram células vegetativas de Zygosaccharomyces bailii imobilizadas
em cubos e esferas de péssego/alginato em estudos conduzidos as temperaturas de 60,0
e 65,0 °C em sistema de recirculagiio de fluxo. Uma vez recuperadas as particulas e
determinados os sobreviventes ao processa, a letalidade do processo foi avaliada
levando-se em conta a cinética de destruicEo térmica dos orgnismos indicadores nas
particulas, ¢ os valores de esterilizagiio biologicos foram comparados aos valores de
esterilizaciio fisicos calculados teoricamente. Os autores observaram que 0s valores ¥s
experimentais, obtidos a partir dos indicadores biologicos, foram semelhantes aos

valore Fs fisicos.

GAZE et alii (1988, citado por GAZE et alii, 1990) realizaram estudos em trocadores
de calor de superficie raspada (Cherry Burrel) em faixas intermediarias de
temperaturas, de 80,0 a 100,0 °C, empregando particulas de péssego/alginato contendo
suspensdes de esporos de Clostridium butyricum. Os autores citam que 0s valores de
esterilizagio médios experimentais, valores-Fs, de cada grupo de dados apresentaram
resultados aceitdveis quando comparados com valores de esterilizagdo calonlados

teoricamente.
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GAZE et alii (1989, 1990) determinaram a letalidade de processos térmicos aplicados a
esferas de puré de batatas/alginato , purd de ervithas falgihatc e puré de nim/alginato
processados em sistema trocador de calor de superficie raspada Cherry Burrell na faixa
de 115,0 a 130,0 °C. As esferas foram feitas com didmetro de 30e 50 mme
suspensdes de B. stearothermophilus FS 210 ¢ FS 223 foram imobilizadas nas esferas
em concentragdo de aproximadamente 10E7 esporos/particula. Os autores citam que ©
uso do alginato de sédio na confecgdo das simulagdes de particulas permite a
confecgiio de formatos e tamanhos variados. Neste trabalho foi relatado que houwve
dificuldade na recuperagio das particulas sem danos, causados durante o fluxo pelo
trocador de calor, Em consequencia, houve perda de esporos durante o processamento.
Foi observado também, que o tempo de residéncia das particulas foi malor que o
previsto a partir dos calculos das taxas de fluxo, provavelmente devido 2 retengio das
particulas no sistema, e devido a isto nfo fol adequado fazer comparagBes entre 0s
valores de esterilizagio biolégicos e fisicos. A menor variagdo de valores FS foi obtida
nos indicadors & 125,0 °C a partir das esferas de puré de batata/alginato. (D.P.=0,9)

Uma vez que nos casos acima, a suspensio de esporos do organismo indicador €
homogeneizada no carregador formando as particulas, o resultade da medida do
processo de esterilizagio reflete mais o valor de esterilizac@o integrado do que o valor
de esterilizagio no centro geométrico ou ponto mais frio da particula, {DIGNAN et alii,
1989). Uma das dificuldades destes métodos citadas por todos autores é que o nimero
de particulas preparadas para cada processo deve ser grande (mais de 100 por
processo), uma vez gue estas sofrem danos ao longo do fluxo pelos trocadores de calor,
e em alguns casos, perde-se esporos ao longo do processador de modo que poucas
particulas intactas podem ser recuperadas.

SEGNER et alii (1989) validando biologicamente processamento asseptico de carne de
pera em motho, em trocador de calor de superficie lisa, utilizou cubos de carne de perd
de 12.7 mm, inoculados com suspensdo de esporos de C. sporogenes (P.A. 3679} como
organismos indicadores. Com uma agulha, fios de linha de algodio inoculados com a
suspensio de esporos foram posicionado no centro geométrico dos cubos. Um nd nas
extremidades dos fios impedia que estes se deslocassem no interior da particula durante
o processamento, garantindo assim que 05 €Sporos pudessem medir o efeito letal do
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calor no centro da particula, Terminados os ciclos, os fios eram retirados das particulas
e encaminhados para pesquisa de sobreviventes e determinagfo da letalidade do
processo. Os autores compararam valores Fo-BIO com valores Fo calculados a partir
de simulagdes computadorizadas de transferéncia de calor para alimentos particulados.
Os resultados obtidos foram considerados bons pelos autores, apesar de que em um
experimento mostrado, os valores Fo-BIO em tubo curto foram 30% maiores que Fo-
Fis, e em tubo longo foram 8,5% malores.

Um método para particulas, porém com abordagem diferente, fo1 tentado por HERSON
¢ SHORE, (1981). Os autores utilizaram bulbos de vidro de 5,0 mm de didmetro
contendo uma suspensio de esporos de B. stearothermophilus { 10E6 esporos em
solugdo de citrato tamponada ) inserido no centro de uma particula de alimento. Os
bulbos eram feitos de tubos capilares inflados que aps receberem a suspensfio eram
selados na chama, estes carregadores eram depositados no interior de cubos feitos de
vegetais. Neste trabalho os autores prepararam cubos de cenoura porém, citam que
qualquer vegetal que possua firmeza para o corte em forma de cubo pode ser utilizado
para simular a particula de alimento contendo o carregador de organismos indicadores,
e que este método ¢ correntemente utilizado por eles em escala industrial {Londreco,
Canad4). Para posicionamento do carregador na particula de cenoura, um orificio for
feito em um cubo de cenoura com wma broca, € um bulbo de vidro 3,0 mm difmetro fol
inserido no orificio de cada particula. Apds a nsercio do bulbo, uma roltha feita do
mesmo alimento com encaixe perfeito no orificio, foi colocada e o local selado com
resina "epoxi”. Apds a recuperagio das particulas mdicadoras, que eram identificadas
por estarem dentro de um envoltério de gase, estas eram encaminhadas para pesquisa
de sobreviventes ao processo. Os autores observaram resultados satisfatorios quando
comparados com dados fisicos dos processos com 0s valores Fo bioldgicos,
determinados durante processamento das particulas em trocador de calor "duplo cone”

sistema tipo Dole normal.

Aparentemente existem algumas vantagens no modelo de HERSON e SHORE, (1981)
em relac@o as simulagBes de particulas descritas anteriormente: (1) conhece-se a
localizagdio dos esporos nas particulas; (2} ao se recuperar 0s bulbos, recupera-se todos
0s esporos sobreviventes ao processo; (3) a suspensdo de organismos indicadoress fica
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localizada no centro geométrico das particulas; (4) a calibragdo dos organismos
indicadores nio ¢ produto especifica. (DIGNAN et alii, 1989).

PFLUG (1976) projetou um IB para monitorizagio e/ou validagio de processamentos
térmicos aplicados a alimentos enlatados ou de solugBes parenterais em garrafas, que
apresenta vantagens similares as do modelo descrito acima. O modelo consiste em um
dispositivo que abriga uma suspensio de esporos calibrados para monitorar processos
de esterilizagio em retortas agitadas continuas ou descontinuas. Cada unidade consiste
ern um carregador de plastico (Teflon ou Nylon), cujo comprimento depende das
dimensdes do recipiente no qual ele serd instalado. Em uma das extremidades, o bastlo
possui uma cavidade para deposigdo da suspensdo de esporos, que corresponde &
aproximadamente 50% do comprimento do bastdo. O desenho do bastio permite que
este se ajuste perfeitamente a um receptaculo convencional para termopares, tipo "C9”
(Eckiund-Harrison Inc.) pela extremidade oposta 4 da cavidade para a suspensdo de
esporos. Este encaixe permite que o corpo do bastio se projete fixo para o interior do
recipiente com o produto, de modo que a suspensio de organismos indicadores fique na
regifio de aquecimento mais lento do recipiente, Para o preparo dos IBs,
aproximadamente 0,28 ml de uma suspensao de R. stearothermophilus (concentrago
10E6 esporos/IB, em tampdo fosfato) € depositada no orificio interno, (na extremidade
inferior do bastdo). Este orificio é selado na extremidade inferior por meio de um
parafuso do mesmo material rosqueado firmemente, a fim de impedir vazamento. Apos
o final do ciclo, o bastio ¢ retirado do recipiente com © produto, € a suspenséo
encaminhada para a contagem de sobreviventes. Este modélo é comercializado
atualmente nos EUA, sendo que pode também ser confeceionado com o corpo todo em
metal, somente com o parafuso/tampa feito em teflon. (PFLUG, 1992)

PFLUG et alil (1980a), estudaram a eficiéncia dos bastées plasticos como carregadores
para suspensdo de B. stearothermophilus (ATCC 7933} como indicadores biolégicos
para determinagdo de valores Fo-BIO em ervilhas em salmoura processadas em
"Steritort” (FMC) & 123,3 °C em processos agitados ¢ estaticos. Fol observado que para
o3 processos estaticos os valores Fo-FIS (Método Geral) se apresetaram €m média
22.0% maiores que Fo-BIO, e para 05 processos agitados, Fo-FIS ficaram em média
14,0% maiores que Fo-BIO em uma série de ensaios (com tempos de aquecimentos de
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9 ¢ 11 minutos), e 5,0% maiores que Fo-BIO em outra série (com tempos de
aquecimentos de 10 e 12 e 13,5 mun.).

PFLUG et alii, (1980b) utilizaram também este mesmo modelo de bastdes plasticos
com suspensdo de B. stearothermophilus (ATCC 7953) como IBs, para comparar 0
valor de esterilizagfio biologico (Fo-BIO) com o valor de esterilizagdo fisico (Fo-FIS)
aplicado a milho em salmoura em latas 303 x 406, processadc em retorta agitada
"Steritort” (FMC), as temperaturas de 115,6, 121,1 € 127,8°C. Os IBs foram calibrados
3s temperaturas de 115,0 121,1 e 127,0°C. Para estudar os efeitos da ufilizacio de
curvas de calibragfo feitas em temperaturas diferentes as dos processos sobre os
valores Fo-BIO, os valores F-BIO obtidos a partir dos 1Bs foram corrigidos com as
curvas de calibragiio produzidas s trés temperaturas. Os autores citam que o use de
curvas de calibragio apresentam resultados mais precisos que o uso da equagdo F(BIO)
= D(log No-log N) pelo fato da curva semi-logaritmica de sobreviventes nem sempre
ser uma linha reta. Neste estudo, os esporos sobreviventes produziram quase uma linha
reta 4 127,0°C, mas produziram curvas as outras duas temperaturas estudadas. Os
resultados dos estudos de comparagio dos valores de esterilizagdo biolégicos com
fisicos, mostraram que os valores de Fo-BIO obtidos foram maiores que os Fo-FIS da
ordem de 4,0 a 9,0 % para 115,0 ° C; de 0,4 a2 32,0 % para 121,0° C; e, de 4,0 2470
% para 127,0 © C. Os autores consideraram tais resultados razodveis, exceto para
127.0 °C , onde os valores de Fo-BIO 47% maiores que Fo-FIS foram obtidos a partir
da corregio dos valores F-BIO com a curva de calibragdo dos IBs feita 4 121,06 ° C. Os
autores também consideram estes resultados fora dos padrdes obtides no resto do
estdo.

JONES et alii (1980), determinaram o efeito do peso de enchimento no valor de
esterilizagio aplicado a dois tipos de vagens enlatadas processadas em Sterilmatic
(FMC) em condigdes de campo. Os resultados indicaram que tanto para vagem cortada
em pedacos de uma pogelada quanto para corte estilo francés (corte longitudinal da
vagem madura), 4 medida que aumentava o peso de enchimento ( de 10,5 a 13 onz.)
diminuia o valor F-BIO { em média para os dois tipos de 14,0 a  minutos}).

RODRIGUEZ e TEIXEIRA (1988) projetaram e testaram uma modificagdo ao modelo
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de IB plastico desenvolvido por PFLUG, (1976). O dispositivo, utilizado pelos autores
para latas, € um bastdo composto por plastico/aluminio, sendo que o orificio para
abrigo da suspensio de esporos do organismo indicador ¢ feito de metal, enquanto que
a secgiio por onde é fixo o corpo do carregador ao recipiente ¢ de plastico. Isto garante
que o organismo indicador ndo receba o calor diretamente transferido das paredes das
latas. O sistema de fixagio as latas também é feito através de um recepticulo
convencional C-9 para termopares (Ecklund-Harrison Inc.). Neste estudo, os autores
comparam a atuacgio de bastdes de plastico/aluminio, (uma modificagdo ao modelo de
PFLUG, 1976) com amostras comereiais do bastdo plastico descrito por PFLUG, na
determinacio de parimetros de penetragio de calor em latas com 4gua (102,0 mm D.Ix
178,0 mm h) processadas em retorta convencional estatica. No corpo dos carregadores
foram inseridos termopares de agulha tipo T (CNS, Ecklund-Harrison Inc) para
fornecer de dados tempo-temperatura para construgdo das curvas de penctragdo de
calor. Estes resultados foram comparados com os dados obtidos para o produto a parfir
de termopares instalados em outras latas. Os resultados obtides mostraram que ©
dispositivo de plastico/metal apresentou curvas mais proximas as do produto que as
curvas do dispositivo plastico. Devido a alta condutividade térmica, o alimento oferece
menos resisténcia a trasferéncia de calor para o interior do IB. O carregador plastico
apresentou um atraso térmico maior,ficando até 5,0 °C ahaixo da temperatura média do

produto em algumas fases do processamento.

ZECHMAN, (1989) utilizou o mesmo modélo plastico de 1Bs descrite por PFLUG,
{1976) com esporos de B stearothermophilus como organismo indicador. O autor
expds os IBs a varios tipos de tratamentos ndo isotérmicos para comparar valores Fo-
BIO e Fo-FIS. Foi observado que os esporos nos IBs se apresentaram de forma
consistente e reproduzivel, porém os valores Fo-Fis calculados foram consistentemente
menores (de 9 a 24%) que os valores Fo-BIO.

Da mesma forma que para o carregador em forma de bulbo de vidro, uma das
vantagens deste sistema ¢ que a calibragdo dos esporos ndo tem que ser ser feita em
todo e qualquer produto cujo processamento térmico serd monitorado , uma vez que o0s
esporos ndo entram em contato direto com 0 meio externo. Tendo sido calibrados no
veiculo utilizado para estocagem da suspensao, 0 mMesMo grafico de calibragio pode ser



utilizado para determinagdo do valor de esterilizagio em qualquer produto. Neste caso
também, durante todo o processo os esporos estio no ponto frio dos recipientes,
portanto os valores de esterilizagdo calculados se referem as piores condigOes possivels
de processo, e podem ser comparados com valor Fo. (PFLUG et alii, 1980a, b).

15  METODOS DE USO DE ESPOROS BACTERIANOS COMO
INDICADORES RIOLOGICOS PARA MONITORACAO DE PROCESSOS
DE ESTERILIZACAO

Ao utilizar-se esporos bacterianos como organismos indicadores, assume-se que sua
cinética de destruigdo seja conhecida e reproduzivel. As formas de analisar as
informacbes fornecidas pelos meonitores biologicos podem ser divididas em dois
métodos basicos disponiveis: os IBs podem ser projetados para ser analisados pelo
método de enumeragdo direta dos sobreviventes on méiodo de sobrevivéncia-morte -
que incluem o método de andlise da fragéo negativa ou andlise da morte total.

1) No método de contagem dos sobreviventes, ou analise da enumeracio direta
avalia-se o nimero de esporos sobreviventes depois da aplicag@o do processo. Este
é um método simples e direto em conceito. Para determinar 0 valor de esterilizago
de um processo, o nimero de células recuperadas ap6s um ciclo de esterilizagio €
determinado por contagem de colOnias em placas. Lste resultado do ndmero de
sobreviventes é relacionado com a curva de calibragio da resisténcia do OTEANISImo
indicador ao agente esterilizante utilizado. Nesta curva semilogarimica, construida
com o nimero de sobreviventes na ordenada versus o valor de esterilizagio do
processo em minutos equivalentes 4 temperatura de calibragio na abcissa, tem-se 0
padrdo de morte estudado sob condigdes conhecidas e rigorosamente controladas.
(PFLUG E SMITH, 1977; PFLUG ,1990}

22) Na analise quantal ou da fragio negativa, as replicatas dos IBs sdo expostas aos
processos de esterilizaglo, e s3o em seguida incubadas e analisadas para resultados
positivos ou negativos para crescimento de sobreviventes . Existem trés resultados
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possfveis: todas replicatas positivas; todas negativas; ou resultados dubios onde
ocorrem resultados positivos e resultados negativos. Neste ultimo caso, o3
resultados podem ser analisados utilizando o procedimento de resposta quantal ou
analise da fracio negativa, e os resultados sio comparados com processos padriio.
O namero dos sobreviventes pode ser também determinado a partir da fraglo
negativa.

2b) Analise da morte total. Neste método, as replicatas dos IBs depois do
processamento e incubagdo, ndo apresentam crescimento, indicando eficiéneia do
processo, isto €, a carga esta livre de contaminago. Porém este tipo de método ndo
tem como informar quanto acima do projetado estd o processo aplicado, ou seja
nic pode-se quantificar o processo pela anélise de morte total.

As pequenas tiras ou discos de esporos bem como os 1B auto-contidos s#o exemplos
do uso de indicadores projetados para anslise da morte total, ou fracdo negativa.
PFLUG e SMITH, (1977) e COOPER (1985) sugerem que para obfengao de resultados
confiaveis, os 1Bs devem ser utilizados com o método de andlise para o qual foram
projetados. 1Bs projetados parz o méetodo de ponto final, ndo devem ser empregados
em métodos de reducdo de contagem, e vice-versa. A quantidade de informagoes
geradas quando um sistema IBs ¢ usado para determinar o numero efetivo de
sobreviventes através do método de redugfio de contagem, ou pela frago negativa, ¢
muito maior do que a quantidade obtida quando se utiliza o0s métodos de ponto final,
visando obter apenas informagdes sobre sobrevivéncia ou morte. (PFLUG e SMITH,
1977).

Na Fig.2 estdo indicadas as areas de medida em que se estendem cada método de
acordo com o ntmero de sobreviventes por unidade apds exposigdo aos ciclos de
esterilizagio. A analise por enumeragdo direta dos sobreviventes permite contagem de
até 1 sobrevivente por unidade esterilizada. Ja a faixa de medida bioldgica da anélise
da fragio negativa se estende de 5 até 0,01 organismos por unidade, ¢ abaixo deste
valor, namero de sobreviventes menor que 0,01 ou 0,001 ¢ determinado somente pela
analise da morte total. (PFLUQG, 1990)
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2.6. CALIBRACAO DOS IBs

Os IBs represeniam um sistema de medigio razoavelmente preciso e reproduzivel quando
sio usados de forma adequada. A calibragio da resisténcia de um orgamismo indicador
que é parte de wm sistema IB deve ser feita através de métodos padronizados para medir 0
efeito de uma certa dose de agente letal sobre os organismos indicadores em um dado
conjunto de condigdes. Normalmente, temperatura, concentragao de gases e umidade
relativa, quantidade de radicio etc. sdo mantidas a um nivel constante, enquanto que 2
dose ¢ determinada pelo tempo de exposigo. (PFLUG e SMITH, 1977 ODLAUG et
alii, 1981; PFLUG e ODLAUG, 1986; SPICHER, 1988)

A calibragio é feita para cada organismo indicador, e em cada condicdo de processo de
esterilizacho. Para preparar-se uma curva de calibragio, determina-se o numero de
sobreviventes por unidade apds diferentes tempos de exposigio ao agente esterilizante.
San utilizadas em geral trds replicas do sistema indicador a ser estudado, e CINCo
intervalos regulares de tempo de exposicio). A curva € construida graficando-se o numero
de sobreviventes versus o tempo em minutos (U min. = minutos equivalentes 2
temperatura de calibragdo). (PFLUG ¢ SMITH, 1977; ; MYERS & CHRAI, 1930;
SPICHER, 1988: MACCORMICK, 1988, PFLUG,1990).

Os iestes de calibragio devem ser realizados nas mesmas condigbes em que um
determinado sistema serd empregado como indicador (i.¢., na mesma solucio nutriente,
usando a mesma protegiio, no mesmo teor de umidade relativa, etc.), de modo que o Anico
pardmetro desconhecido seja a morte do organismo indicador como resposta ao
processamento monitorado/validado. (PFLUG ¢ SMITH, 1977; ODLAUG et ali, 1881,
PFLUG ¢ ODLAUG, 1986; SPICHER, 1988). '
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3.2. MICRORGANISMO UTILIZADO

As suspenses de esporos produzidas foram obtidas a partir de uma cultura de células
vegetativas de Bacillus stearothermophilus, derivado do ATCC 7953, existente no
Laboratéric de Termobacteriologia do Departamento de Ciéncias de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP.

3.3. ALIMENTO UTILIZADO

Para realizagio deste trabalho foi escolhido como alimento teste puré de cenouras dilaido
(50%). No preparo do puré foram utilizadas cenouras frescas {Daucus Carota L. variedade

Imperatur), adquiridas na regio de Campinas.

3.3.1. Preparo do puré de cenoura diluido.

Apds lavagem das cenouras e retirada dos pediinculos, as cascas foram raspadas por
abrasio e as cenouras corfadas em cubos de aproximadamente 1,0 em®. Os cubos foram
branqueados com vapor, & pressio atmosférica, por 15 minutos. Em seguida foram
transferidos ainda quentes para moinho coloidal (METEOR Ind. Bras., Mod. REX-1-Al e
homogeneizados até obtengdo de puré liso (118 passagens consecutivas). {(LOPEY, 1987,
KALPALATHIKA et alii, 1988). O puré pronto foi armazenado em freezer, acondicionado
em sacos pldsticos com capacidade para 2,75 Kg. Doze horas anies de ser utilizado,
quantidade suficiente de puré para preparo de cada batelada foi retirado do freezer e

descongelado em geladeira.

3.3.2. Envase do puré

Para o processamento, o puré foi envasado em latas {volume nominal 500 g) de folha de
flandres, revestidas com verniz ¥, com as seguintes dimensoes: 73,0 mm didmetro interno
(D.1) x 91,0 mm altura interna , fabricadas pela Rbheem Ind. Metalirgica Lida, SP.



O puré foi utilizado nos ensaios na forma diluida com dgua 50% (1:1), para tanto, as latas
foram preeachidas primeiro com puré puro (167,0 g), e em seguida com igual quantidade
de dgua para formagio do puré diluido. O conteddo foi agitado manualmente com bagueta
de vidro, e em seguida as latas foram recravadas & vicuo (10 polegadas de Hg). O volume
final de puré em cada lata (334,0g) foi calculado para deixar 10% de espaco livre. Todo o
procedimento de enchimento foi feito i temperatura ambiente. (pH final do puré diluido
5,3 4 0,1). A temperatura inicial do produto utilizada nos processos foi 30,0°C, assim,
uma vez recravadas, as latas foram mantidas em estufa 4 30,0°C até estabilizagio a esta

fermperatura.

3.4. PREPARO DAS  SUSPENSOES DE ESPOROS  DE Bacillus
stearothermophilus.

Foram preparados trés lotes de esporos desde o infcio do trabalbo. A primeira suspensio
(denominada Série I) foi produzida conforme metodologia descrita em PFLUG (19903,
utilizando-s¢ como meio de esporulagio dgar nutriente fabricado pela Biobrds,
suplementado com 5,0 ppm de Sulfato de manganés, Merck. Foi produzida a suspensao

em duas fases:

Fase 1. Produciio da suspensiio de pré-esporulacio: foi dado um choque térmico (15 min.
a 100,0° C, seguido de banho de gelo) em 5,0 ml de uma suspensdo de esporos de B.
stearothermeophilus, (derivado do ATCC 7953) em concentragao de aproximadamente
10E7; foram preparados 20 tubos de ensaio de rosca ( 25,0 mm D.E. x 150,0 mm h),
contendo 20,0 ml de meio de esporulagio, e cada tubo foi imoculado com 0,1 ml desta
suspensio; os tubos foram deixados com as tampas abertas por 20 minutos na chmara de
fluxo laminar para garantir secagem ¢ adesio do indculo na superficie do dgar; os tubos
foram incubados em pé,por 48 1/55,0° C; antes da coleta dos esporos, o condensado fol
cothide do fundo dos tubos com pipetas de 1,0 ml estéreis, com cuidado para nao
prejudicar o crescimento na superficie do dgar; o crescimento foi lavado da superficie do
4gar com 2,0 ml de dgua estéril tentando soltd-lo cuidadosamente com alca de platina e
transferindo todo o volume dos 20 tubos para um dnico tubo de rosca estéril.

Fase 2. Producio da suspensio de espornlagio: apds aplicagdo de um choque térmico na
suspensio de pré-esporulagio (15 min. 2 100,0 ° C, seguido de banho de gelo,
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PFLUG,1990),0,2 ml foi inoculado em placas de Petri contendo 30,0 ml do mesmo meio
de esporulagio; o indeule foi espalhado com uma espatula de Drigalsky; uma vez seco o
inGeulo, as placas foram incubadas invertidas em dessecador por 48h/55° C; o exame
microscépico destas placas indicava mais de 20% de esporulagio, o que segundo o
método, é a condicho satisfatdria para coleta dos esporos. O crescimento foi lavado com
2,0 ml de dgua estéril e soltado da superficie do dgar com auxilio de uma alga de
Drigalski; o volume foi coletado diretamente em tubos de centrifuga estéreis ¢ os residuos
de meio de cultura, bem como as células vegefativas, foram retirados da suspensdo atraves
de 4 centrifugagdes sucessivas (20 min, 3500 pm, 4,0 ° C), ¢ uma ultrasonificagdo (3
min). Os esporos foram finalmente re-suspensos em tampdo fosfato de Butterfield (50X,
0,015 M, pH 7,2), ¢ estocados sob refrigeragio (4,0 ° C),

Na produgdo de indicadores bioldgicos é importante utilizar esporos com alta resisténcia
térmica, assim, durante o desenvolvimento do estudo.e com o objetivo de testar a
possibilidade de haver diferenga na resisténcia térmica dos esporos ocasionada pela
utilizacho de meio de esporulacio com mesma composigdo quimica, porém de fabricantes
diferentes, foi utilizado dgar nutriente Biobrds ¢ dgar nutriente Difco, suplementado com
5,0 ppm de sulfato de manganés Q&M para produzir mais dois lotes de esporos,

Foram produzidos portanto, um lote de esporos uiilizando-se dgar nutriente Difco
(denorainado Série II) ¢ um lote utilizando-se Agar nutriente Biobrds (denominado Série
I10), suplementado com 5 ppm de MnSO4, conforme metologia descrita para série 1
(PFLUG,1990). Uma vez que os esporos da série I apresentaram resisténcia térmica
menor que a desejivel para indicadores bioldgicos (ver resultados e discussio, itemn 4.1.2)
decidiu-se , além de testar dois fabricantes do meio de cultura, elevar a temperatura de
incubacio das placas nas fases de pré-esporulagio e esporulagdo {dos dois lotes de £SpPOros)
para 57,0° C, pois é conhecido que esporos produzidos em temperaturas mais elevadas que
a temperatura 6tima de crescimento possuem resisténcia térmica maijor. (STUMBO, 1973;
GRAHAM, 1986).

Qutra modificacio na metodologia foi o nimero de centrifugagbes para limpeza das
suspensdes. GORMAN et alii, (1985) sugerem que a presenca de residuos de células
vegetativas e meio de cultura na suspensio de esporos pode afetar a resisténcia da mesma
ao longo do tempo. Foram entdo realizadas 9 centrifugacGes sucessivas das suspensies

(3500 pm por 20,0 min. ), ¢ um procedimento de wultrasonificagdo (3,0 min.) até
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observagio microscopica da presenga do minimo possivel de  células vegetativas nas
suspensfes. Em seguida os esporos coletados foram re-suspensos em tampio fosfato de
Butterfield (50X; 0,015 M) e estocados a 4,0° C. {ver composigio de meios de cultura e
solugles tampiio em Apéndice 1) |

3.4.1. Quantificacio das suspensdes

A quantificagio da suspensdo foi feita de acordo com metodologia para contagem de
colonias em placa descrita em SWANSON et alii (1992). Foi feita uma ativagdo da
suspensio de esporos amtes da subcultura para contagem, (15 min. em dgua fervendo
seguido de banho de gelo). Fol utilizado como meio para recuperagio e contagem, 4gar de
soja triptica (TSA, Difco, 30 ml/placa), com incubagdo de 48h/35,0° C.

3.4,2. Determinacio da resisténcia térmica dos lotes de espores em tampio fosfato
de Butterfield (30X, ¢,015M,pH 7,2) em banho de dleo

Para a Série I de esporos de B. stearethermophilus, a resisténcia térmica foi determinada
somenle em mini-retorta, A temperatura de 121,0° C, com tempos variando de 120 a 230
segundos. Neste estudo os carregadores foram preenchidos com 0,25 ml de suspensio de
esPOros.

Para as Séries 1T e ITI, foi utilizado o método de tubo TDT (tempo de morte térmica) em
banho. de Gleo termostatizado a 121,0°C (+0,5°C) (Banho Precision Scientific, Mod 16-
AB-3), por tempos de estudo reais de 0; 3,5; 5,5, 7,5; e 9,5 min,, {descontando-se ©
tempo de atraso  térmico do twbo TDT, igual a 2,0 min). Foram depositados
assepticamente 1,0 ml das suspensdes de esporos no interior de tubos TDT (7,0 mm DI x
9.0 mm D.E, 80,0 mm altura); em seguida os tubos foram selados em magarico; os tubos
foram devidamente identificados e em cada tempo de estudo foram retiradas dois tubes de
cada suspensfio; os tubos foram imediatamente transferidos para banho de gelo e depois de
limpos, foram iniciados os procedimentos de subcultura para contagem de sobrevivenies;
como meio de recuperacio e contagem foi utilizado TSA, (Difco, 30 ml/placa); as placas
foram incubadas por 48 b a 55,0° C. (STUMBO, 1973; PFLUG, 1990)
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3.5. PRODUCAO DOS CARREGADORES PLASTICOS E PREPARC DOS
INDICADORES BIOLOGICOS

O modelo de carregador produzido para uso neste trabalho € semelhante ao descrito por
FFLUG, 1976. A Fig. 3 mostra um esquema do dispositivo montado na tampa de uma lata
conforme utilizado. O dispositive (1), foi fabricado em Nylon 6,6 (Rhodia), pela Indaco
Ind. e Com. Ltda. (SF), com dimensdes 70,0 mm h ¢ 6,0 mm D.E., tendo a cavidade
para depésito da suspensdo de esporos 40,0 mm h x 3,0 mm D.I. (2). O parafuso
rosqueado na extremidade que abriga a suspensdo (3), possul as seguintes dimensdes:
cabeca (32} - 4,0 mm h x 6,6 mm D.E., e rosca (3b) - 6,0 mm h x 3,0 mm D.E.. Um
anel tipo "Q"-ring (4) de Teflon (6,6 mm D.E. x 4,0 mm D.1. x 1,0 mm espessura) auxilia
a vedagio da cavidade, As dimensbes dos IBs foram selecionadas para que a suspensio de
esporos ficasse no ponto frio de latas 73,0 D.I. x 91,0 mm altura Interna, uma vez que
este fipo de carregadores pode ser produzide com dimensbes ¢ caracteristicas que se
adaptern ao recipiente a ser utilizado nos processos de esterilizacio que se deseja

maonitorar biologicamente.

Neste estudo os carregadores foram encaixados perfeitamente, pela extremudade superior,
em conectores metdlicos "C9" (5) para termopares (Ecklund-Harrison Inc.) adaptados nas
tampas superiores das latas (6). O ajuste perfeito do bastdo ao copector permitiu que estes
ficassem firmemente posicionados dentro do recipientes (apds enchimento e recravagio
com o produto) durante a aplicagio do processo t€rmico.

3.5.1. Enchimento dos IBs _

O procedimento de enchimento/inocelagdo dos IBs consistin na deposigio do volume
desejado da suspensdo de esporos no interior dos bastdes com seringa de vidro estéril
{seringa de tuberculina, 1,0 cc), seguido pelo rosqueamento firme da tampa
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para fechamento. Todo este procedimento, fol feito em condigbes assépticas, em cimara
de fluxo laminar. Uma vez preenchidos, os IBs foram mantidos sob refrigeracio (4,0 °C)
até o momento de uso.

Os carregadotes preparados para os primeiros estudos de determinacéo do atraso térmico,
foram preenchidos com 0,25 a 0,28 ml da suspensdo de esporos (produzida conforme
item 3.4}, Este volume foi utilizado por medidas de seguranca para evitar vazamento e
contaminagdo com a suspensio nas extremidades do carregador e/ou possivel perda de
inbculo.

Durante o estudo de distribui¢io de temperatura na mini-retorta, observou-se que o espaco
livre deixado no bastio provocava um efeito de sobre aquecimento do sistema,
desenvolvendo no interior do carregador temperatura em torno de 0,3°C a (,5° C acima da
ternperatura interna da mini-retorta (ver resultados e discussdo itens 4.2.2. ¢ 4.2.3)
Diecidiu-se entdo na seqiiéncia do estudo, por eliminar o espago lvre residual e preencher
os carregadores com (0,3 ml da suspensdo de esporos, ocupando totalmente a cavidade do
bastdo,

3.6. PROJETO E CONSTRUCAOC DA MINI-RETORTA
3.6.1. Construcdo da mini-retorta

Levando-se em consideragdo que todo sistema IB para ciclos de esterilizagido & vapor deve
ser calibrado em resistOmetros de aquecimento quase imediato, uma mini-retorta {MR) foi
projetada e construida para utilizagho neste projeto. A mesma consiste de wma cimara de
vapor construida em ago inox AISI 316 (100,0 mm D.I. x 220,60 mm h x 5,0 mm de
espessura ) isolada termicamente com 1a de vidro ¢ aluminio corrugado em todo seu corpo,
acoplada a um tangue pulméo de vapor.

A Fig.4 apresenta um esquema do sistema de mini-retorta /tanque puimao construido e
utilizado. Uma autoclave vertical DIXIE (1) com capacidade para 300 1, controlada por
programador Taylor (controlador e registrador de pressido e temperatura, Mod 420 A),
existente na planta piloto da FEA-UNICAMP, foi adaptada para funcionar como tangue
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pulmao para alimentagiio de vapor para a MR (5). Esta adaptaciio foi feita visando garantir
o eachimento rdpido da MR; obtencdo quase instaptinea da temperatura de ajuste no
interior da cimara; ¢ um controle adequadamente rigido das condigbes de pressio e
temperatura  dentro da cAmara. Estas medidas foram tomadas para que o equipamento
atendesse &s exigéncias de atuacio de cimaras/resistdmetros para avaliagio da resisténcia
térmica de indicadores biolégiéos (AAMI;1982; USP XXII1,1993).

A linha de enfrada de vapor para a MR foi isolada termicamente e nela foi instalado um
manbmetro (2), e uma vilvula de esfera (1") para entrada de vapor para a MR (3). No
fundo da MR foi derivada uma linha utilizada como dreno (1/2") (4). A tampa (100,00
D.I. x 5,0 mm espessura) foi projetada para obter fechamento répido do sistema. Foi
construide um suporte metdlico especial para disposicao dos carregadores pldsticos no
interior da cimara ( & 25,0 mm do fundo) durante a exposigdo ao vapor. A tampa foi
adaptade um encaixe para o suporte removivel, de mode gue uma vez ferminada a
exposicio ao calor, com um dnico movimento, a tampa e os indicadores pudessem ser
retirados da MR e transferidos para banho de gelo, para esfriamento imediato. A tampa
foi soldado uwm "T" de 1/4" de onde derivamn uma saida de 1/8" para entrada de
termopares {6), ¢ uma saida de 1/4" onde foi rosqueada uma véilvula globo (1/4") para
desaeracio da cdmara (7). A MR foi também equipada com um termdmetro de mercirno
tipo capela (8) (Avtomax, Sistemas de Medicio e Controie Ltda, faixa de 95,0 a 130,0° C,
divisdo 0,5 /0,5° C). O bulbo do termdmetro foi fixo no corpo da MR, de modo a ficar
localizado & 110,0 mm do fundo da cimara.
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FIGURA 4 - Esquema geral da mini-retorta acoplada 2 autoclave Dixie
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A MR fol projetada para ter funcionamento e operacdo semelhante & mini-retortas TDT
(Thermal Death Time) descritas ¢ utilizadas por alguns autores, (SCHMIDT et alii, 1955;
NCA, 1968, LOPEZ, 1987, PFLUG, 1990). As retortas TDT séo utilizadas na
determinagio da resisténcia térmica dos microrganismos alvos de processamento
térmico de alimentos pastosos. Uma vez que se encontra dificuldade de wtilizagdo de tubos
TDT para produtos pastosos ou altamente viscosos, estes sdo acondicionados em latas
TDT com dimensdes especiais para adaptacio as retorias TDT.

A MR utilizada neste trabalho foi construida pela Metalirgica Harmonia, Limeira, SP,
com base no projeto desenvolvido por nés seguindo modelos de retorta TDT descritos
anteriormente por NCA, (1968), LOPEZ (1987), e PFLUG (1990). Seguiu-se também as
orientagGes da AAMI (1982) para atuacdo de resistOmetros utilizados para deferminagio
da resisténcia térmica de indicadores bioldgicos. O projeto também contou com sugestbes
e orientacbes dos professores:  Prof. Dr. Aniony Lopez, em correspond@ncia pessoal,
1991, Prof. Dr. Irving. John Pflug, em comunicagdo pessoal, 1992, e Prof. Dr. Alfredo
de Almeida Vitali,em comunicagiio pessoal 1992.

3.6.2. Determinacio do tempo de subida e método de desaeracio da mini-retorta

Os primeiros estudos com a MR consistiram em determinar qual o methor sistema de
fechamento da vélvula de desaeracio para que se pudesse obter, no interior da clmara,
ternperatura igual 3 de ajuste da autoclave Dixie quase instantaneamente. Foram entio,
testadas duas diferentes porcentagens de fechamento da vélvula até a Gltima volta, apos
injecio de vapor na cAmara. Estes ensaios foram feitos & temperatura de 121,0° C, uma
vez que nesta temperatura conseguiu-se o melhor controle e ajuste do tangue pulmio,
Com a véalvula de desaeracdo totalmente aberta, foi permitida entrada de vapor na cimara,
e apds 5,0 seg. (foram testados também os tempos de 7,0 e 10,0 seg.), a valvula de
desaeracio foi fechada até 1/4 e 1/8 da dltima volta. Foi entdo determinada a melhor
combinagio capaz de produzir o menor tempo de subida da MR (CUT) para ser atilizado
nos ensaios posteriores.
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Para acompanhar a temperatura no interior da cAmara, foram posicionados 3 termopares
flexiveis, fixos no suporte metilico para IBs no eixo central da cdmara , & 50,0 mm da
lateral e 25,0; 53,0; e 110,0 mm do fundo da cimara:

3.6.3. Estudo da distribuicio de calor na mini-retorta

Os ensaios de distribuicio de calor dentro da mini-retorta foram realizados em ftrés
replicatas, s temperaturas de 115,0, 121,0 e 123,0 °C, por tempos programados de 15,0,
10,0 e 8,0 minutos respectivamente (medidos apés tempo de subida).

No interior da cidmara da MR foram distribuidos e fixos, 7 termopares flexiveis {fio
Omega TT-T-36, calibrados conforme norma ASTM E220-86, 1987) nas seguintes
posicbes (ver também Fig. 5):

TABELA 1. DISPOSICAO DOS TERMOPARES NA MINIRETORTA PARA
ESTUDC DA DISTRIBUICAQ DE CALOR

POSICAD DO DISTANCIA DO DISTANCIA DO BIXO
TERMOPAR FUNDO DA MR LONGITUDINAL DA MR

jg! 3,0 mm 0,0 mm

P2 25,0 mm 8,8 mm

P3 115,00 mm 4,0 mm

P 25,0 mm 23,0 mm

P3 25,0 mm 50,0 mm

Ps 190,00 mm 0,0 mm

P7 13100 mm 30,0 mm

LEGENDA

MR = MINLRETORTA
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O termopar 7 foi posicionado especialmente no ponto mais préximo possivel do bulbo do
termdmetro de mercario da cimara para observar-se diferencas em relagio ao termbmetro.

Estes estudos foram acompanhados por 3 IBs equipados com termopares flexiveis Omega
(T-TT-36, previamente calibrados conforme norma ASTM E220-86, 1987 } inseridos na
cavidade dos carregadores posicionando-se a junta de medida no centro da regido onde se
iocaliza a suspensao de esporos. O parafuso de fechamento foi cuidadosamente apertado,
tomando-se © cuidado para ndo danificar os termopares ¢ pio permitir vazamento da
suspensio. Estes IBs foram posicionados na regiio central do suporte & 25,0 mm do fundo
da cAmara da MR de modo a simular & mesma situacdo dos IBs nos ensaios de calibragdo.

3.6.3.1. Coleta e tratamento dos dados de distribuicao de calor

Os dados fornecidos pelos termopares foram captados com frequéncia de 15 segundos
através de wm aquisitor de dados Doric (Mod. 245A - Beckman Industrial Inc., preciso
de 0,1°C) e conectados a um micro~computador PC-XT mediante emulador ST240. Ao
final de cada experimento, todos os dados coletados foram corrigidos para as equagbes de
calibracdo dos termopares, e foi feilo o cdleulo das temperaturas médias por posigao na
mini-retorta, ¢ por tempo, utilizando-se 08 valores obtidos a partir do momento em que
todos termopares apresentaram leitura igual ou superior & programada para o ensaio. Estes
valores foram graficados e tabulados para viabilizar o estudo da uniformidade de
distribuiciio ¢ estabilidade da temperatura ao longo da cimara da mini-retorta,

Os resultados foram estudados tendo como objetivos 1) encontrar o ponto mais frio da

cimara, 2) observar exisiéncia de homogeneidade de distribuigio de calor na cimara, e 3)
conhecer o tempo de subida da mini-retorta para cada uma das temperaturas de estudo.
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3.7. ESTUDO DOS IBs NA MINI-RETORTA
3.7.1. Determinacio do fator de atraso térmico dos IBs

Foram realizados estudos para conhecer fator de atraso térmico dos carregadores jd
inoculados com suspensio de B. stearothermophilus preparada ¢ estocada conforme
descrito no ftem 3.4,

Trés IBs foram equipados com termopares flexiveis (Omega T-TT-36) conforme descrito
no item 3.6.3, e em seguida preenchidos com 0,25 ml de suspensic de esporos nos
primeiros ensaios, ¢ com 0,30 mi da suspensio de esporos nos ensaios subsequentes. Estes
1Bs foram posicionados no suporte removivel 3 23,0 mm do fundo da MR. Mediu-se em
seguida, o tempo necessdrio para que os IBs atingissem as temperaturas de 115,0,
121,0, e 123,0° C . Cada ensaio foi realizado com trés replicatas. Para cada replicata
foram calculadas as médias das temperaturas obtidas nos trés carregadores a partir do
momento que estes atingiram temperatura de trabalho. Os dados de iempo e temperatura
foram coletados conforme descrito no item 3.6.3.1, com frequéneia de § segundos.

3.7.2. Determinacio da resisténcia térmica dos 1Bs em mini-retorta

Para ¢ estudo da cindtica de destruigio térmica dos esporos nos carregadores foram
realizados ensaios de determinacio do valor-D dos 1Bs em MR, As temperaturas e tempo

de estudo foram:

TABELA 2. CONDICOES DE TEMPO E TEMPERATURA DE ESTUDGC PARA
DETERMINACAO DO VALORD DOS  ESPOROS DE
B, stearathermophilus NOS IBs EM MR.

TEMPERATURA DE
ESTUDO TEMPO DE AQUECIMENTO! (MIN}
e
118 0.0, 3,0, 13,0, 23,0, 33,0, 45,0
118 0.0, 8,0, 12,0, 18,0, 24,0
121 0,0,3,0,5,0, 70,90, 11,0,14,0
123 0.0,2.0.3,6 40, 435,50

L-MEDIDG APOS DEDU CAO DO TEMPO DE ATRASO TERMICO
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Foram preparados 1Bs conforme item 3.5.1 (com 0,3 m! de suspensio de esporos Série Ii
¢ estocados em geladeira por um perfodo minimo de 2 semanas. Para cada tempo de
estado, foram utilizados dois IBs que foram retirados da geladeira antes do ensaio e
agitados por 20 s em agitador automdtico (Vortex Mixer). Terminado o tempo de estudo
os IBs foram retirados imediatamente da MR e transferidos para banho de gelo. Em
seguida foram iniciados os procedimento de recuperaco dos sobreviventes. Apds agitacio
dos IBs por 20 segundos, cada unidade foi aberta em cAmara de fluxo laminar, e ¢ volume
de suspensdo de seu interior foi depositado em placa de Petri estéril (50,0 mm x 20,0 mm
}. Com uwm micropipetador automético {(Micro Pipetor, Eletrapette, Cole Parmer Mod.
7004) foi retirado uma aliquota de 0,1 ml da suspensio e transferida para 9,9 ml! de dgua
para diluigdo decimal subsequente até a necessaria para plaqueamento. Foi utilizado TSA,
(Difco) como meio de recuperagio e confagem de sobreviventes, e as placas foram
incubadas por 48 h a 55,0° C. Com as contagens obtidas as curvas de sobreviventes foram
construidas e o indice de reducfio decimal (valor-D) para cada temperatura estabelecido
mediante regressio lnear.

Com os resultados obtidos de valor-D, foi construida a curva "fantasma” de morte térmica
para determinacio do valor-z dos IBs.

3.7.3. Ensaios de calibracio dos IBs

Nesta etapa, os IBs foram assépticamente preenchidos com 0,3 ml da suspensao de esporos
Série 1T (preparada com 4dgar nutriente Difco, conforme descrito no item 3.4), e estocados
sob refrigeracdo (4,0 °C) até o momento do uso.

0O tempos de exposicdo dos IBs & duas temperaturas de estudo estdo descritos na Tab. 3
abaixo. Nestes tempos,jd fol subtraido o atraso térmico das unidades (2,5 min, conforme

determinado no flem 3.7.1).



TABELA 3, CONDICOES DOS ESTUDOS DE CALIBRACAO DOS IBs

TEMPERATURA TEMPO DE EXPOSICAD
DE ESTUDO (MIN)
CO)
1216 £6,2 : 3,0; 5,05 7,0; 9,4; 11,0; 14,0
123.0+0,2 2,0: 3,0, 4,0, 4,5, 5,0

Terminado o aquecimento, os 1Bs foram rapidamente resfriados transferindo-se o suporte
metdlico para banho de gelo . Foram realizadas quatro replicatas de cada ensaio de
calibragio. Pars cada replicata, dois 1Bs selecionados ao acaso, ndo aguecidos em MR,
foram avaliados apos choque térmico (15 minutos em dgua fervendo seguide de banho de
gelo) para determinagdo do numero inicial de esporos por unidade. Apds os tratamentos de
aguecimento e esfriamento, os IBs foram agitados por 20 segundos. Em cdmara de fluxo
laminar, a suspensio foi retirada do interior do IB e depositada em placa de Pelri estéril, e
com auxilio de um micropipetador automético (Micro Pipetor,Eletrapette, Cole Parmer
Mod.7004) foram retiradas aliquotas de 0,1 ml e depositadas em tubos de diluicio para
plagueamento em profundidade e contagem dos sobreviventes aos diferentes tempos de
exposicido as temperaturas estudadas, Para cada dilni¢io, foram preparadas placas em
duplicata contendo aproximadamente 30,0 mi de TSA,(Difco}. As placas foram incubadas
& 35,0° C por 48 horas e realizada a contagem expressa em UFC. Para o cdlculo do
nimero de sobreviventes, fol utilizada a média de cada 2 IBs expostos a cada tempo, ¢
pata cada teste foi consfruida wma curva encontrando-se¢ o polindmic de segunda ordem
que melhor se ajustou  aos dados experimentais utilizando o pacote SAS (1985}
procedimento GLM. Para construgio dos graficos semi-logaritmicos de calibragéo, foram
plotados o ndmero de sobreviventes por IB na ordenada, em funcio do tempo de exposigho
A temperatura de aquecimento na abcissa. (PFLUG et alii, 1980a,b; 1992)
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3.8. ESTUDO DA CARGA TERMOFILICA NO ALIMENTO TESTE

3.8.1. Determinacdo da bioccarga de terméfilos totais e produtores de acidez plana
em cenoura fresca e em puré de cenoura

Foram coletadas um total de 5 amostras de cenouras frescas (Daucus Carota L. variedade

Imperatur). As amostras coletadas foram analisadas para determinagio de organismos
termdfilos esporslados conforme metodologia descrita em OLSON & SORRELS (1992).
Para avaliagido de termofilos ma matéria prima, foi considerada contagem apenas na
superficie, sem trituragio das amostras. (LEITAO et alii, 1983; CERNY et ali 1991).
Cada amostra foi pesada, identificada, e sen peso anotado. Com pingas e estiletes estéreis
as amostras foram cortadas ¢ os pedacos colocados em frascos erlenmeyer (previamente
tarados) até atingir peso de 23,0 g. Em seguida fol adicionado igual volume de solugdo
salina peptonada estéril. Os erlenmeyers tampados foram agitados manualmente por cinco
minutos. De cada frasco contendo uma amostra de cenoura, foram coletados 20,0 ml e
transferidos para erlenmeyer estéril (vol. 250,0 ml) sendo em seguida o volume
completado até marca prévia de 100,0 mi com dgua destilada estéril.

Para a anillise do puré de cenoura, nesta fase foram coletados 20,0 ml do puré dilvido ¢
transferidos para erlenmeyer, completando-se o volume até 100,0 mi conforme descrito
acima.

Para choque térmico dos organismos termofilos esporulados, os frascos foram colocados
diretamente no fogo até fervura da amostra, ¢ mantidos em fervura por cinco minntos.
Em seguida, os frascos foram entdo transferidos para banho de gelo e esfriados até o
conteddo atingir temperatura ambiente. De cada amostra foram retiradas 5 aliguotas de 2,0
ml e depositadas em 3 placas de Petri estéreis, e fol adicionado aproximadamente 30,0 mi
de dgar dextrose triptona (DTA, Difco) em cada placa. A confagem das unidades
formadoras de colonias (UFC) foi feita ap6s a incubacio das placas 4 55,0 °C por 48 h.

3.8.1.1. Célculo das contagens

As colopias de terméfilos produtores de acidez plana (flat sour termofilico) formam halos
amarelos com centro marrom em DTA. A contagem das cinco placas reflete o total em 2,0
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g de produto. A soma das contagens das 5 placas deve ser multiplicada por 5 para
expressar-se o resultado em total de UFCs por 10,0 g de produto. A partir das placas
foram coletadas com agulha as colénias com caracteristicas tipicas de "flat-sour”
termofilico e transferidas para tubos com 10,0 ml de dgar nutriente 2%, e incobados a
63,0° C. Isto foi feito para isolamento de organismos suspeitos de B. stearothermophilus.

Nos 1sclados que apresentaram crescimento vegetativo 3 65,0 °C no perfodo de 48 horas
foram feitos os testes de catalase, crescimento em anaerobiose e teste de Voges Proskauer
(VP) & 55,0° C para confirmar a suspeita de B. stearothermophilys (Galle 1986; FIELDS,
1970y, Os 1solados que apresentaram resultados negativos para estes trés  testes foram
selecionados para a fase seguinte, sendo gue o teste de catalase pode ser positivo ou
negativo uma vez que esta espécie € catalase varidvel.

A contagem dos terméfilos totais se refere a todas coldnias que apresentaram crescimento
nas placas de DTA apoés incubagdo 4 55,0°C. O cdlculo foi feito para cada 10,0 g de
produto conforme indicado acima.

3.8.2. Selecas do isolado terméfilo produtor de acidez plana mais termo -resisiente

A partir das amostras de cenoura fresca foram preparadas ¢ quantificadas suspenses de
esporos de 13 isclados com crescimento positivo 3 65,0° C. Foi utilizada a mesma
metologia de PFLUG, 1990, descrita no item 3.4, As suspensOes de esporos em tampao
fosfato de Butterfield (50X, 0,015 M, pH 7,2) foram mantidas sob refrigeracio.

Para este estudo, o nfimero inicial de esporos/m! de suspensdo foi igvalado para todas
suspensdes (aproximadamente 1,0 x 10E6). Em ampolas TDT estéreis (7,0 mm D.1. x 9,0
mm D.E. x 00,0 mm 1), foram depositadas assepticamente 2,0 ml de cada suspensio de
esporos. Apés enchimento, as ampolas foram seladas em magarico e mantidas em
refrigeracio (4,0° C) até o momento do vso. Em banho de oleo termostatizade (Precision
Scientific Mod 16-AB-3 precisdo 0,5 °C) regulado para as temperaturas de estudo, as
ampolas devidamente identificadas foram submergidas e expostas pelos tempos de estudo
selecionados, (conforme Tab.4), ¢ em seguida retiradas com pinga e transferidas para
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banho de gelo até temperatura ambiente. Para recuperagio dos sobreviventes, cada ampola
foi agitada por 20 s em agitador Vortex Mixer, limpa e aberta em cimara de fluxo laminar
com auxitio de uma videa. O conteddo foi transferido para tubo contendo 8,0 m! de caldo
de soja triptica (TSB , Difco). Os tubos devidamente identificados foram agitados ¢
incubados por 48 h & 55,0° C. Considerou-se crescimento posilivo, os tubos que
apresentaram turvamento do meio ¢ formacdo de precipitado no fundo dentro do periodo
programado de incubagdo.

TARELA 4. TEMPOS DE EXPOSICAO £ TEMPERATURAS DE
ESTUDO PARA DETERMINAGCAQ DO ISOLADO
PRODUTOR DE ACIDEZ PLANA MAIS TERMO-

RESISTENTE
TEMPERATURA TEMPO DE EXPOSICAD
{5} (MIN)
1176 20,5 30; 70
119,01 0,3 10; 15; 20
120,003 5,10, 13

O isolado que sobreviveu aos choques foi considerado p mais termo-resistente da flora
natural de cenoura. Quando o iltimo tempo de exposicio 4 uma temperatura de estudo ndo
teve sobreviventes, todos os isolados que apresentaram crescimento no tempo anferior,
foram expostos ao primeiro tempo da préxima temperatura estudada.

3.8.3. Determinacdo da resisténcia térmica do isolado produtor de acidez plana mais
termo-resistente em puré de cenoura

O puré de cenoura preparado conforme descrito em 3.3.1, foi esterilizado™a 121,0°C
por 15 minutos em autoclave. Foi depositado 0,1 ml da suspensdo de esporos do isolado
Neo 10, (selecionado no item 3.8.2), em cada tubo TDT estéril (8,0 mm D.I. x 10,0 mm
D.E.x 100,0 mm 1), e em seguida colocou-se 0,9 ml do puré diluido estéril. Apés selagem
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em magarico, 08 tubos foram agitados e mantidos sob refrigeracio até o inicio do
procedimento de determinagio da resisténcia iérmica em cada temperatura de estudo. O
"lag" térmico das ampolas foi estabelecido. O ensaio foi realizado 3 121,0 e 1180 ° C,
pelos tempos reais de exposigﬁo (ja retirado o "lag") de 0,0, 3,0, 6,0, 8,0, ¢ 10,0 min ¢
0,0, 4,0, 6,0, 8,0, ¢ 10,0 min respectivamente. Uma vez estabilizado o banho de dlec
termostatizado, as ampolas foram submergidas no dleo, e ao fipal de cada tempo, 2
ampolas foram retiradas e transferidas para banho de gelo at€ temperatura ambiente. As
ampolas identificadas foram entdo encaminhadas para os procedimentos de recuperagio
dos sobreviventes. Uma vez agitadas as ampolas, estas foram limpas e abertas em cimara
de fluxo laminar com auxilio de uma videa, Sendo o produto viscoso ¢ para que a
contagem refletisse o ntmero real de sobreviventes, decidiu-se por transferir todo o
contetido das ampolas para tubos de ensaio de rosca contendo 8,0 ml de dgua estéril, ¢ a
partir desta 12 diluigdo fol feita diluigio decimal até a selecionada para plagueamento ¢
contagem. As placas foram preenchidas com aproximadamente 30,0 ml de TSA,(Difco),
e depois de secas incubadas 2 35° C/ 48 h para realizacio da contagem das UFCs.

3.9-ESTUDO DA RETORTA ROTATIVA ROTOPAX

3.9.1. Descricdo do sistema e funcionamento e reforta rotativa Rotopax

0 ROTOPAX (Mod. 1RRI-IIBA, ALLPAX Prod. Inc. USA}, instalada nas dependéncias
da FEA-UNICAMP, ¢ uma retorta rotativa de imersio total em dgua construida em escala
piloto, contendo um cesto de confinamento de recipieates (600,0 mm de largura (b) x
600,0 mm h x 800,0 mm 1 ). O sistema consiste de dois fanques: um onde € feita a
estocager da dgua de aquecimento, e outro, onde ocorre o processamento, depominado
tanque de trabalho. O agquecimento é dividido em trés fases: gsterilizacio I, fase de

transferéncia da 4dgua pré-aguecida no tangue de estocagem para o tangue de trabalho;
gsterilizacio II, onde ocorre a desaeracdo do tanque de trabalho, e a subida da retorta até

as condicBes programadas de temperatura e pressio; e, esterilizaco I, fase da
esterilizacho do produto. O esfriamento também ocorre em trés passos @ esfriamento 1,
onde hd a volta da dgua quente para 0 tanque de estocagem e entrada de dgua fria no
tanque de trabalho, sob pressio; esfriamento I, fase de esfriamento com pressio caindo
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até a atmosférica, e esfriamento I, onde se di o esfriamento com recirculagho da dgua 2

pressdo atmosférica. A agitagio pode ser programada entre 0 e 45 rpm. Os recipientes no
interior do cesto fazem um trajeto tipo "end-over-end” guando dispostos em orientacio
vertical nas prateleiras. Os comandos de controle e execugdo sio emitidos mediante um
computador IBM P8/2 ligado a0 PLC interno (Mod. PL-AD15). O processo ¢ controlado
pelo software ControlView (Allan Bradley), ¢ no momento de funcionamento, as
informacdes de programacio e condigdes do processo sao transferidas para a retorta
airavés do PLC interno localizado no painel de controle elétrico e pneumdtico das
valvulas.

A Fig. 6 mostra uma vista geral da retorta rotativa Rotopax , onde pode-se obervar o
tanque de trabalho & direita e o tanque de estocagem 3 esquerda,com o painel de controle
elétrico-paeumatico’a frente.

A Fig. 7 mostra detalhe do tanque de trabalho com o cesto de confinamento de recipientes.
Observa-se nesta figura,as latas dispostas sobre a prateleira conforme carregamento total
para realizagdo dos estudos de distribuigio de calor e aplicagao dos processos 1€rmicos
deste trabalho.

3.9.2, Calibraco dos termopares na retorta ROTOPAX

Foram utilizados nos experimentos termopares de agufha tipo T {CNS, Ecklund-Harrison
Tech. Inc.) de 1 13/16" de comprimente, calibrados conforme Norma ASTM E220-86,
(1987). A calibragio dos termopares foi feita na retorta, e para tanto, 0s fios foram fixos
na prateleira de modo a formar um feixe em circulo com as juntas o mais préximo possivel
umas das outras, porém sem se tocarem. A calibraclo foi feita contra um termopar
flexfvel (Omega T-TT-36, AGW-E, previamente calibrado em banho de 6leo contra
termdmetro padrdo, conforme norma acima citada) que fol posicionado firmemente no
centro deste feixe. As equagdes de calibragio de cada termopar foram feitas a partir da
regressio linear de dados colhidos na faixa de 100,0 a 125,0°C, com intervalos de 5,0°C.

(para obter as equagOes foi empregado o software LOTUS, 2.01.
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FIGURA 6 Vista geral da retorta Rotopax (Allpax Prod. Inc). Obsrva-se ¢ tanque de trabalho
(dir) ¢ o tanque de estocagem (esq. 28 plano) com o painel de controle (esq. 12
plano).



FIGURA 7 - Vista do tanque de trabalho da retorta Rotopax, mostrando a cesta com

a prateleira para latas, conforme utilizada neste trabalho,
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3.9.3. Ensaio de distribuicio de calor na reiorta Rotopax

Foi adaptada uma prateleira para suporte das latas, (construida em ago inox AISI 304)
posicionada em um plano a 300,00 mm do plano inferior da cesta. A prateleira tem
capacidade para 45 latas, e dimenstes de 590,0 mm b x 790,0 mm 1. Com o objetivo de
nio impor qualquer resisténcia 4 passagem do meio de aquecimento/esfriamento durante os
processos, a prateleira foi perfurada em toda sua extensio imitando-se o padrio de
distribuigao das perfuragdes da cesta (orificios de 18,0 mm D.1., espagados 15,0 mm entre
81).

Seis termopares de agulha tipo T ( CNS Ecklund |, 1 13/16" comprimento) foram fixados
em latas-suporte (73,0 D.1.x 91,0 mm h), sem fundo ¢ sem tampa perfuradas por todo o
corpo para favorecer a passagem do meio de aquecimento (PFLUG, 1975) . Para
localizagho dos termopares na prateleira suporte das latas, foi assumido simetria lateral
dentro da cesta devido 2 rotagio da mesma, portanto os termopares foram localizados no
lado direito e centro da cestas nas posicdes indicadas na Tab 3.

TABELA 5. LOCALIZACAO DOS TERMOPARES NA PRAVELEIRA DA CESTA DA

RETORTA ROTOPAX
POSICAD N°  LOCALIZACAO NA DISTANCIA DISTANCIA
CESTA DAPORTA  DALATERAL

(mat) (mm)

1 FRENTE/LADO 20,0 20,0

2 MEIG/LADO 460,0 20,0

3 FUNDO/LADO 720,0 20,0

4 FRENTE/CENTRO 20,0 230,0

3 MEIO/CENTRO 460,0 230.,0

6 FUNDQ/CENTRO 720,0 230,0
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Na Fig.8 € apresentado um esquema simples da cesta, mostrando apenas o posicionamento
das latas-suporte para os termopares na prateleira, sendo que para todos os ensaios, o resto
da prateleira foi completada com mais 39 latas cheias com dgua para simular carga total da
cesta nestas condigbes - com apenas uma prateleira.

CESTADARETORTA

T LATAR SUPORTE

——

FIGURA 8 - Hustraglo da disposicio das latas-suporte para os termopares na prateleira

para o estudo da distribuicio de calor na cesta da retorta Rotopax

Para determinagiio da temperatura da dgua de esfriamento, dois termopares foram
instalados na posi¢io mais proxima as entradas de dgua (450,00 mm da porta ¢ 350,00 mm
do plano inferior do tanque), fixos diretamente no corpo da cesta.
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3.8.3.1 Coleta dos dados de distribuicio de calor na retorta Rotopax

Os dados de tempo-temperatura foram colbidos via aquisitor de dados Doric (2435-A,
Beckman Ind.) com frequéncia de 1,0 minuto. Os dados foram transferidos para PC-XT
(Scopus, Ltda) e foram corrigidos para as equaces de calibragio de cada termopar. Os
valores assim obtidos foram utilizados para construgdo de graficos de  estudo da
distribuigdo de temperatura na autoclave por tempo (média dos seis termopares ao longo
do tempo de exposigdo), € por posigio (média da temperatura obtida por cada
termopar/posicio apds estabilizagio da temperatura no interior da retorta).As condigOes
empregadas em cada processo estdo resumidas na Tab.6. Cada ensaio foi realizade em

triplicata .

TABELA 6. CONDICOES DE PROCESSO PARA ESTUDO DA DISTRIBUICAC DE CALOR

NA RETORTA ROTOPAX
TEMPERATURA PRESSAQ TEMPO DE ROTACAO
PROGRAMADA DA (PSIG) PROCESSO {(R¥PM)
RETORTA (MINY

£O

1230 20 8 20
121,0 _ 20 10 28
1130 15 13 20

3.10-ENSAIOS DE COMPARACAQ DE Fo FIS X Fo BIO

3.10.1. Preparo das latas
Para cada ensaio, foi preparada uma batelada composta por 30 latas, sendo cada 10 latas

preparadas com um objetivo:
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Para o ensaio de esterilidade comercial foram preparadas 10 latas/ensaio conforme
descrito em 3.3.2 preenchidas somente com puré diluido, homogeneizadas, identificadas ¢
recravadas.

Foram preparadas 10 latas/ensaio para determinacio do valor de esterilizaciio fisico,
equipadas com termopares de agulha tipo T (113/16" Ecklund-Harrison Inc, calibrados na
ROTOPAKX, segundo norma ASTM, E220-86, 1987.) . Os termopares foram adaptados
pelas tampas das latas através de recepticulos C-9 (Locking type, Ecklund Harrison Inc.)
sendo que apds enchimento e recravagio (conforme item 3.3.2), as juntas de medida se
posictonavam noe centro geométrico das latas

Para determinacio do valor de esterilizacio biologico, foram preparadas 10 latas/ensaio
com IBs. A instalagio foi feita da seguinte maneira: IBs preenchidos ¢ armazenados sob
refrigeracio foram escolhidos ao acaso ¢ no momento do ensaio foram encaixados nos
conectores  C9 (Ecklund-Harrison Inc.) instalados nas tampas das latas, Uma vez
preenchidas as latas, as tampas foram colocadas imediatamente antes da recravagio.

Antes e depois de cada processo, o peso das latas foi registrado para identificar-se
qualguer tipo de vazamento ocasionando perda ou ganho de peso.

3.10.2. Estabelecimento do valor de esterilizacio requerideo

Foram realizadas 2 séries de ensaios 3 121,0°C (Serie T & 1I)e duas séries & 115,0°C (Série
I ¢ II), fazendo-se duas replicatas de cada ensaio (R1 ¢ R2). O processo térmico de cada
série foi desenhado com base no valor de esterilizacio requerido para preservagio conira
deterioragiic por organismos esporulados termofflicos ndio patogénicos, utilizando-se o
modelo semi-togaritimico de morte térmica:

FT = D (log N, - log Ng} (eq. 2)
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O terméfilo produtor de acidez plana empregado como alvo para o cdlculo deste processo
foi o isolado de cenoura No 10 (ver resultados item 4.4.2) que apresentou valor-Dygy=¢ =
1,75 min em puré de cenoura diluido (ver resultados item 4.4.3)

Com o objstivo de testar a eficiéncia das curvas de calibragio preparadas foram projetadas
dusas séries de experimentos de modo a obter sobreviventes no meio ¢ no final da curva.

Para a série 1, foi projetado um processo severc para consefvas tropicais, cujo ponto final
de preservacio empregado (PUNE) foi 10E-6. Objetivo deste processo € a preservagao
contra terméfilos esporulados com femperatura de distribuigio ¢ armazenamento dos
recipientes superior a 30°C. (PFLUG,1990) Assim, 0 valor de esterilizaclo requerido foi
de 15 min, considerando-se a carga inicial de termodfilos produtores de acidez plana por
lata ignal a 4,3 x 10E2 (ver resultados item 4.4.1} e aplicando-se a eq.2 temos:

15,0 = 1,75 {log 4,3 x 10E2- Jog 1,0 x 10E-6) {eq 3}

Na série II, foi projetado um processo de preservagio contra termdfilos gsporulados com
temperatura de distribuicio ¢ armazenamento dos recipientes inferior & 30°C, com ponto
final de preservacio (PUNE) de 10E-3. Neste caso, o valor de esterilizacido requerido foi
de 10 min,aplicando-se a eq.2 da mesma forma que no Processe:

10,0 = 1,75 (log 4,3 x 10E2- log 1,0 x 10E-3) {eq.4)
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FIGURA 9 - Desenho do processo de preservagho de puré de cenoura e a curva de
calibraczo dos IBs mostrando ¢ Ni/IB correspondente.

A Fig 9 ilustra o desenho dos processos (nas duas séries), indicando-se a PUNE
programada e nimero de sobreviventes esperado em cada processo, relacionando-se com o
mimero esperado de sobreviventes por IBs para validagio biologica dos processos.

3.10.3. Aplicacdo dos processos térmicos

Uma vez desenhado o processo, a retorta foi programada para execugdo dos ensaios. Nas
tabelas 7 a 10 estdo indicadas as condi¢des programadas para realizacdo das duas séries de
ensaios para cada temperatura de estudo, e suas replicatas. Existem fases onde nfio €
possivel programagio de algnmas varidveis, as quais sdo exclusivamente dependentes do

funcionamenio automatico da retorta.



Um ciclo de pré-aquecimento da retorta (com fase esterilizagdo 1Y de 5,0 min) foi efetuado
antes de cada ensaio.

A temperatura programada foi a do RTD de controle sempre 1,0 °C acima dos valores que
se desejava atingir no interior da retorta {ver resultados item 4.5.1).

TABELA 7. PROGRAMACAC DAS CONDICOES DE PROCESSO A 1210 °C, PARA APLICACAO DE
VALOR DE ESTERILIZACAQ (VALOR-FT)= 15,0 MIN

FASE TEMPER. PRESSAC ROTACAC TEMPO
PROGRM, PROGRM. (R.P.M.} (M1
() (b
ESTERILIZACAQ ] 122.0 - 20,0 .
ESTERILIZACAD It 122,0 200 20,0 2,3
ESTERILIZACAO 11 122,60 20,0 20,0 21,5
ESFRIAMENTO - 5.0 20.0 -
ESFRIAMENTO If 43,0 2,7 20,0 8.0
FSFRIAMENTO i 33.0 - 20,0 12.0

TABELA 8§ PROGRAMACAO DAS CONDICOES DE PROCESSO A 1210 °C, FARA APLICACAD DE
VALOR DE ESTEREIZACAQ (VALOR-FTy= 10,0 MIN

FASE TEMPER. PRESSAC ROTACAQ TEMPC
PROGRM . PROGOGRM. {R.P.M) (MIN)
<y {63
ESTERILIZACAOT 1220 - 20,0
ESTERILIZACAO I 122.8 20,0 20,0 43
ERTERILIZACAD il 122.0 20,0 20,0 16,5
ESFRIAMENTO ! - 30 20,0
ESFRIAMENTO [T 43,0 2.7 20,0 8.0
ESFRIAMENTO III 5.0 - 20,0 12.0
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TABELA 9. PROGRAMACAD DAS CONDICOES DE PROCESSO A 115.0 "L, PARA APLICACAD DE
VALOR DE ESTERILIZACAC (VALOR-FT)= 15,0 MIN

FASE TEMPER. PRESSAQ ROTACAG TEMPO
PROGRM.  PROGEM. (it REPEM) MIN)
<y

ESTERILIZACAO 1 120,0 . 20,0

ESTERILIZACAO 1 115,0 20,0 20,0 4.3

ESTERILIZACAO Il 116,0 20,0 20,0 39,0

ESFRIAMENTO | . 5,0 26,0

ESFRIAMENTO 43,0 2.7 20,0 8,0

ESFRIAMENTD Il 33,0 - 20,0 12,0

TABELA 10. PROGRAMACAG DAS CONDIGOES DE PROCESSO A 115,0 °C, PARA APLICACAG DE

VALOR DE ESTERILIZACAOD (VALOR-FT)= 10,0 MIN
FASE TEMPER. PRESSAQ ROTACAD TEMPQ
PRUGRM.  PROGRM. (b (R.P.M) (MINY
49

ESTERILIZACAQ | 132,48 - 20,40 -

ESTERILIZACAGH 116,0 20,0 20,0 4,3

ESTERILIZACAO 11 116,0 20,0 20, 43,0

ESFRIAMENTO | - 5,0 20,0

ESFRIAMENTO H 43,0 2.7 20,0 8,0

ESFRIAMENTO HI 35,0 - 20,0 12,0

Considerando-se um CUT de 6,0 min. (em média, para as temperaturas estudadas), os
tempos de Ball para os ensaios & 121,0 °C foram de: série I = 24,0 min ¢ série [ =
19,0 min. Nos ensaios & 115,0°C, os tempos de Ball foram de: série I = 61.5 min e série
H o= 455 min

Em cada ensaio, foram expostas as condigBes indicadas acima a batelada de 30 latas
preparadas conforme descrito em ftem 3.10.1. As latas de cada grupo (com IBs, com



termopares ¢ para esterilidade comercial) foram  distribuidas aleatoreamente no
suporte/prateleira na regido previamente determinada como zona de aquecimento mais
lento da cesta - do centro da cesta para a regido frontal proxima & porta, ocupando uma
drea de 400,0 mm b x 600,0 mm 1, sitnada & 40,0 mm da porta ¢ 40,0 mm da lateral
direita da cesta (MASSAGUER et alii, 1994). Para completar toda capacidade do suporte
da cesta ( 45 latas) foram colocadas outras 15 latas preenchidas apenas com dgua . A
mesma regido foi utilizada em todos os ensaios.

Trés termopares foram fixados no suporte por enire as latas para fornecer a temperatura
média do meio de aquecimento/esfriamento em cada ensaio, nas posigdes:

1~ 400,0 mm da porta, 150,0 mm da lateral direita da cesta
2- 300,0 mm da porta, 300,0 mm da lateral direita da cesta

3- 400,0 mm da porta, 400,0 mm da lateral direita da cesta

ApGs os processos, as latas foram novamente pesadas. As latas contende IBs foram entdo
abertas para retirada dos IBs e inicio dos procedimentos de recuperagio dos sobreviventes
conforme descrite em item 3.10.6.1.

3.10.4. Estudo dos parimetros de peneiracio de calor do puré de cenoura diluido

A partir dos dados fornecidos pelas latas equipadas com termopares conforme descrito em
3.10.1 foram coletados dados de tempo-temperatura para a determinagio dos pardmetros
de penetragiio de calor do produto para cada ensaio.

As condigdes de processo aplicados para os estudos de penetragio de calor foram as
mesmas empregadas nos estudos de distribuigio de calor (ver Tab.6), com excegio do
tempo de aquecimento gue foi extendido até o momento em que a fata de aguecimento
mais lento atingisse 1,0°C abaixo da temperatura do meio de aguecimento programada
para o ensaio. (PFLUG,1975; LOPEZ, 1987) Os ensaios foram feitos em triplicata as
temperaturas de 115,0 e 121,0°C. Os dados de tempo-temperatura foram colhidos com
frequéncia de 30 segundos através de um aquisitor de dados Doric (245-A, BECKMAN
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IND.), e transferidos mediante interface serial com emulador S8T240 a um PC-XT
(SCOPUS ). Apéds o término dos ensaios, os dados foram formatados e corrigidos pelas
equagdes de calibragao de cada termopar com auxilio do software PGC7 (ANDREOLLI,
1994). Apds desconto do tempo de subida, estes dados foram transferidos para ¢ programa
"MFIJOT", em FORTRAN, (MASSAGUER, 1983) para cdlculo dos parfimetros de
penetragdo de calor : fh (laxa de aquecimento) fo (taxa de esfriamento), ¢ jh (fator de
atraso térmico de aquecimento) e je (fator de atraso térmico de esiniamento). Os valores
dos parimetros de penetra¢iio de calor assim obtidos, foram avaliados obtendo-se a média,
¢ desvio padrao do grupo de latas componentes de cada repetigdo.

3.10.5. Determinacio do valor de esterilizacio fisico (Fo-FIS)

Uma vez terminado o processo, os dados foram corrigidos para as equagbes de calibragio
de cada termopar e calculado o valor de esterilizagio aplicado a cada lata pelo programa
em FORTRAN, "FPEXP" (MASSAGUER, 19%3) que utiliza a integra¢ho de Sympson
{1964), pelo Método Geral. Estes dados foram tabulados e analisados para comparagao
com Fo-BIO. (ver item 4.6.2)

3.10.6. Determinacio do valor de esterilizacio biolégico (Fo-BIO)

3.10.6.1. Recuperacio dos sobreviventes

Uma vez terminados os processos térmicos, os IBs foram retirados assepticamente das
latas, ¢ lavados com dgua estéril. Em cAmara de fluxo laminar, cada IB foi agitado por 20
segundos com agitador mecinico (Vortex Mixer), aberto, ¢ o conteido depositado em uma
placa de Petri (50,0 mm x 25,0 mm) estéril. A partir deste volume, uma aliquota de 0,1
m} foi retirada com auxilio de um micropipetador {Eletrapette MicroPipetor Mod 7004) e
transferida para tubo de diluigio contendo 10,0 ml de 4dgua destilada esténl. Apos
agitacio, 0,1 m} desta dilui¢do foi plagueada em superficie, e 1,0 ml foi plaqueada em
profundidade em placas contendo 30,0 ml de TSA | (Difco). As placas foram feitas em
duplicata ¢ incubadas & 55,0°C por 48 h para contagem de sobreviventes. Os valores F-
BIO foram calculados a partir dos dados de contagem de coldnias em placa. O ndmero de

57



unidades formadoras de coldnias por placa foi multiplicado pelo fator de diluigdo adequado
para obter o némero de esporos sobreviventes por IB.

3.10.6.2. Conversao dos valores F-Bio para Fo-Bio

Com o valor obtido a partir ds curva de calibragio (FTc,z1) fol feita uma corregio
levando em consideracio a diferenga entre o valor-z dos esporos do B. stearothermophilus
dos 1Bs (z; = 7,2 °C), e o valor-z de C. botulinum. (zp = 10,0°C ), para o qual
comumente se define Fo. Esta conversio foi realizada em 1rés etapas, seguindo
metodologia descrita por PFLUG e CHRISTENSEN (1980}, ¢ utilizando-se em sequéncia
as equagdes indicadas a seguir:

Y1 = 10E[(T-T1)/z] {eq.5)
Etapa 1- F(Ty,71) = F(Tez) x Y1 {2q.6)
Etapa 2- F{Ty,z) = F(T1,zp) » Y2 {eq.7)
Y3 = 10E[(Ty-Tref.)/zp] {eq.8)
Etapa 3- F(Tref,z3) = F(Ty,22) x Y3 {eq.9)

onde:
Ty = Média da temperatura da retorta durante esterilizagao Iil
T. = Temperatura de calibragho da suspensio de esporos nos 1Bs (121,0 °C)
71 = valor-z do organismo indicador (zy = 7,2°C)
73 = valor-z de C. botulinum (23 = 10,0°C)

F(Ty,z}) = Valor de esterilizagio do IB a temperatura de processo com base em valor-z =

7.,2°C
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F(To,zy) = Valor de esterilizaciio do IB 4 temperatura de calibragio com base em valor-z =
7,2°C

F{T1,zp) = Valor de esterilizagdo do IB & temperatura de processo com base em valor-z de
= 10°C

F{T|er,22) = Valor de esterilizacgo do 1B a temperatura de referéneia (121,1°C) com base

em valor-z = 10°C

O valor Y2 foi obtido de tabelas publicadas em PFLUG e CHRISTENSEN (1980) que
relacionam o valor F(Ty,z;) com o valor F(Ty,23) como fungio da taxa de aquecimento
{fh) em minutos. Estas tabelas foram elaboradas calculando-se o wvalor F(T{,7zp) pelo
método de Ball assumindo-se {h = fc e jo=1,40.0 valor F{T,.r,27) assim obtido foi
denominado Fo-BIOPF.

Levando-se em considerac@o que o puré de cenoura diluido processado em retorta agitada
(10 % espaco livre), apresentou taxas de aguecimento {fh) muito diferentes das taxas de
esfriamento, {fc), inclusive com curva quebrada de aquecimento, (ver resullados ¢
discussdo item 4.6.1, e Apéndice 2 de "Pardmetros de penetracdo de calor
resultados integrais) decidiu-se por calcular também F(T.rzp) utilizando procedimento
computadorizado de HAYAKAWA (1977). Este procedimento permite o calculo do valor
de esterilizacio quando hd curva quebrada de aquecimento, assim, foi utilizado o
programa ESPERA (em FORTRAN 1V), implementado ¢ modificado por MASSAGUER,
{1983) com base na sub-rotina SETU. Para cada processo, com dados de To, T1, Tw, jhi,
fhl, 2., gbl, gb2, jc, fe, Dyy, z, Ty, Tmg, {ver nomenclatura para definicbes) os
valores F(Ty,z3) foram calculados. Estes dados foram utilizados no célculo do fator Y2
{conforme descrito abaixo). As saidas originais do programa ESPERA para os processos
efetuados estao apresentados no Apéndice 3 de "Valores de esterilizagdo calculados pela
sub-rotina SETU".

t

., para

Os fatores de correcdo Y1 e Y3 foram obtidos seguindo equagdes 5 e 8 respectivamente, ¢
o fator Y2 foi obtido a partir da relagio:
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Yy = F(T1,22)/F(T}.2y)

Os valores F(T,ep,2;) obtidos por este procedimento para cada IB foram denominados Fo-
BIOHW,

Os valores médios de Fo-BIOPF e Fo-BIOHW foram comparados e analisados em termos
de porcentagem de diferenca de valor Fo-FIS, sendo que %DIF = (Fo-FIS - Fo-BIOY/Fo-
FIS.

3.10.7. Ensaio de esterilidade comercial

ApGs os processos onde foi aplicada uma PUNE-T =10E-6, 5 latas selecionadas ao acaso foram
transferidas para estufa & 37,0 °C ¢ 5 latas transferidas para estafa & 55,0 C ¢ incubadas por 10
dias. Nos processos onde foi aplicada PUNE-T = 10E-3, cinco latas selecionadas ao acaso foram
transferidas para estufa & 37,0 © C e incubadas por 10 dias. Durante o perfodo de incubagio, estas
latas foram periodicamente examinadas para quaisquer alteragdes fisicas que pudessem indicar
deterioragiio anaerdbica do produto por sobreviventes ao processo. Apos o perfodo de incubagio,
foi medido o pH do produto,para detectar deterioracio por produtores de acidez plana,e foram
feitns exames microscOpicos para detectar presenga de sobreviventes ao processo . (F.D.A. 1984)
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4-RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 PREPARO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS DE B. stearothermophilus

4.1.1. Quantificacdo das suspensées de esporos de B. stearothermophilus

Os lotes de suspensi3o de esporos produzidos foram gquantificados e os resultados estio
apresentados na Tab.11. Observou-se gue com os lotes da série I e III, para os quais foi
meodificado o meio de esporulagio e aumentada a temperatura de Incubagio, obteve-se a

maior producio de esporos por mi de suspensio.

TABELA 11. QUANTIFICACAU DAS SUSPENSOES DE  ESPOROS DE B
stearothermophilus, SERIE 1, [T E HI, EM MEIO TSA.

LOTE MEIO DE TEMPERATURA  ESPOROS/ML
ESPORULACAC  DE INCUBACAQ
SERIE ) AN BIOBRAS 350°C 6,5 x 10E7
SERIE 11 AN DIFCO 57,0 °C 1,1 x 10E8
SERIE 1 AN BIOBRAS 57,0°C 1,0 x 10E8

Durante o perfodo de estocagem da suspensdo Série I, (& 4,0°C), 34 diluida para que a
contagem de esporos por IBs fosse aproximadamente 2,0 x 10E6, a concentragido de
esporos por ml ndo apresentou queda significativa. Na Tab.12 estio indicadas as contagens
obtidas até 2 meses apds a producio. ( 9 semanas até 01/05/94, data em que terminaram
os estudos de calibragio dos IBs). De acordo com SMITH et alii, (1976), suspensies de B.
stearothermophilus secas em tiras de papel de filtro para serem utilizadas como
indicadores bioldgicos para monitoragio de ciclos de esterilizagio & vapor, sofrem queda
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significativa na contagem somente a partir de 64 semanas de estocagem sob refrigeracio
(4,0°C). A partir deste periodo comega a haver desestabilizagio da suspensao, chegando a
reducio de até um ciclo logaritmico na contagem do ndmero inicial de esporos por mi, 1o
periodo de 80 a 96 semanas. |

TABELA 12. CONTAGEM DA SUSPENSAO DE ESPOROS SERIE I
DURANTE PERIODO DE ARMAZENAMENTO SOB

REFRIGERACAO
DATA ESPOROS/ML
24/02 6,6 x 10E6
1003 5.3 x 10E6
24703 4,7 x 10E6
10/04 4,6 x 10E6
24/04 4,1 x 10E6

4.1.2. Determinacio da resisténcia térmica das suspensoes de esporos de B.
stearothermophilus em tampio fosfato de Buiterfield (30X, 0,015 M, pH
7,2}

Na Fig 10 apresenta-se as curvas de sobreviventes da suspensdo de esporos de B.
stearothermophilus Série 1. Pode-se obervar que o valor-Dyp gec obtido para este lote for
de 46 ¢ 48 segundos respectivamente para 1¢ e 2¢ replicatas, sendo que esta resisténcia é
" considerada  baixa para‘ trabathos com indicadores biolégicos de esterilizagdo, uma vez
que PFLUG, (19927) sugere que este valor seja superior a 1,5 minutos. A USP XXIH,
(1995), sugere que entre as caracteristicas do organismo indicador para cicios de
esterilizagdo com vapor, depositados em tira de papel, os valores-D deven: estar entre 1,5
a 3,0 min. '
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FIGURA 10 - Curva de sobreviventes da suspensdo de Bacillus stearothermophilus
Série 1 em tampio fosfato de Butterfield (50X) em carregadores
plasticos. Ensaio feito em mini-retorta & 121,0°C (£0,2)

A Tesisténcia térmica das suspensdes produzidas, com AN Difco (Série 1 ) e Biobras
(8érie III), determinada em banho termostatizado, estio apresentadas na Tab 13. Ohserva-
se que 0 meio AN Difco mostrou-se mais eficiente na producio de esporos mais termo-
resistentes. Isto fica demonstrado pelo seu valor Dys) gec mais alto. No entanto, nem todo
crédito pode ser dade ao meio de esporulagdo, pois neste experimento a temperatura de
esporulagio também foi aumentada em 2,0 ° C, para 57,0° C.



TABELA 13. RESISTENCIA  TERMICA  DAS SUSPENSOES  DE
B.stearothermophilus  SERIE II E IH  EM TAMPAO DE
BUTTERFIELD 50X. ENSAIO FEITO EM  BANHO
TERMOSTATIZADO A 121,0 C £0,5 C

N oy A )
TEMPO (MINY A MEIOS DE ESPORULACAO

121 ¢
AN DIFCO ? AN BIOBRAS ¥

0 4, 75x10E6 2,73x10E8
3.5 1.42x10E6 2,23x10ES
55 8,37x10ES 1,83x1084
7.5 4,67x10E4 2,10x1083
9.3 §,45x10E3 8,73x10E2

Valor D 15 o 3.4 min 2,2 min

1- TEMPO DE EXPOSITAG APOS TEMPO DE ATRASC TERMICO DOS TUBGS TI5T
2 - SUSPENSAG SERIE T ,PROVENIENTE DE AGAR NUTRIENTE DIFCO
3 . SUSPENSAD SERIE HI, PROVENIENTE DE AGAR NUTRIENTE BIOBRAS

Uma vez gue a resisténcia térmica da suspensdo Série II, proveniente do meio de
esporulacio feito com AN Difco, se apresenton maior, decidiu-se por untilizd-la no preparo e
confeccdo dos indicadores biolégicos empregados durante todo este trabaiho.

Pode-se observar na Fig. 11 a curva de sobrevientes das duas suspensoes Série 11 e II1.
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FIGURA 11 « Curva de sobreviventes das suspenstes de 8. stearothermophilus Série T e

4.2,

1l1 em tampdo fosfato de Butterfield 30X, em carregadores plasticos.
Suspensio Série I valor-D = 3,4 min. Suspensio Série I valor-D = 2,2

min. Ensaio em banho de dlee termostatizado & 121,00 °C (#0,5)

CONSTRUCAO E ESTUDO DA DISTRIBUICAO DE CALOR NA MINI-

RETORTA

Na Fig.

12 observa-se o sistema de mini-retorta instalado nas dependéncias da

FEA/UNICAMP. Nota-se a autoclave Dixie adaptada como pulmio de vapor & esquerda,
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e o painel de controle e registro Taylor ao fundo. Observa-se a derivagio da autoclave
Dixie utilizada como linha de entrada de vapor para a MR, ¢ a cimara da MR coberta pelo
isplamento 1érmico & direita,

FIGURA 12 - Vista geral da mini-retorta acoplada & autoclave Dixie vtilizada como
tanque pulmio

Na Figura 13 observa-se um detalhe da tampa da MR para fechamento ripido da clmara.
Pode-se ver no alto A direita a entrada para termopares (um feixe de termopares flexiveis
desce pelo eixo central do suporte), e 4 esquerda a vélvula de desaeragio da cimara. Preso
i face inferior da tampa observa-se o suporte metdlico com trés IBs posicionados como
em todos ensajos, para monitorizagio da temperatura no interior da camara.
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FIGURA 13 - Detalhe da tampa da mini-retorta acoplada ao suporte metdlico
com 1Bs

4.2.1. Determinacao do tempo de subida e método de desaeragdo da mini-retorta

A Tab.14 mostra os resultados dos estudos do sistema de desaeragdo mais adequado para
operacio da mini-retorta. Observa-se que a cormobinagio de tempo e porcentagem de
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fechamento da vilvula de desaeracio necessdrios para obtengo de tempo de subida de até
10 segundos foi: fechamento da védlvula até 1/8 de volta da dltima volta, 5 segundos apds
injecio de vapor na cimara. Observa-se que as outras tentativas em faixas proximas de
trabalho produziram tempos de subida maiores. Uma vez que esta faixa de atuagio estd
dentro da exigéncia da USP XXIIT ¢ AAMI, (1982} para resisidmetros ~que indicam que o
termpo de subida deve estar entre 10 e 20 segundos, este método de desaeragio fol
considerado como padrio para o equipamento ¢ utilizado em todos 08 ensaios
posteriores.

TABELA 14. DETERMINACAO DO METODO DE DESAERACAO DA MINI-RETORTA

X TANQUE  TEMPODE  FECHAMENTO  CUT X MR

PULMAO  DESAERACAC DA ULTIMA (S) 0
<) {5 VOLTA DA
VALVULA

122,0 10 1/4 15 1213

121,8 7 1/4 10 121,1

122,0 7 1/8 13 1213

122,0 3 18 10 121.2

122,0 3 1/8 10 121,2

LEGONDA:

% TANQUE PULMAO = TEMPERATURA MEDIA NO TANQUE PULMAO
CUT =TEMPO DE SUBIDA DA CAMARA ATE TEMPERATURA DE ESTUDO
% MR = TEMPERATURA MEDIA NA MINI RETORTA DURANTE ENSAIO

4.2.2. Estudo da distribuicae de calor na mini-retorta

A distribuicio de calor na MR foi avaliada acompanhando-se a flutuagio da temperatura
em funcio do tempo, e a variagio entre as temperaturas desenvolvidas nas posigoes
estudadas dentro da cimara. De cada epsaio, a partir do mesmo conjunto de dados de
tempo-temperatura fornecidos pelos termopares, foram preparados graficos da distribuigdo
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de calor por posi¢do - para avaliar sua uniformidade, ¢ por tempo - para analisar sua
estabilidade.

As Fig 14 a 25 sdo exemplos de um grifico por posigho e um grifico por tempo de uma
das replicatas feitas para cada uma das temperaturas estudadas. S3o apresentados os
resultados de estudos onde os IBs foram deixados com e sem espago livre.

Nos grificos de  distribuigio de calor por posigdo, observa-se as médias das temperaturas
obtidas em cada uma das 7 posigbes estudadas no interior da clmara ¢ as médias das
temperataras dos IBs . As posi¢des denominadas 1-7 sio flustradas na Fig 5, onde indica-
se a localizacdo de cada posigio dentro da MR em relagio ao fundo da cimara.

Observa-se nas Figs. 14 a 19, gue nos estudos com terpperatura de ajuste 115,0, 1210 ¢
123,0 © C, as posices mais frias na MR se apresentaram no fundo e centro da cémara
{posicio 1 e 3 da Fig.5). Estas posicbes se localizam no eixo vertical central da cémara, E
possivel que, uma vez entrando o vapor, este se difunda para a parte superior da MR, e
depois desga liberando energia e formando condensado no fundo, ¢ que abaixa levemente o
média de femperatura nestes pontos, enquanto que, as outras 3 posighes se encoptram em
torne da média geral da MR. Atencio especial foi dada as posighes 4 ¢ 5, que sdo as
posiches de referéncia para medida de temperatura no interior do 1B, nestas figuras nota-se
que os valores médios destas posi¢ges se mostram de forma satisfatéria ao redor da média
do pulmiio de vapor, as quais foram apenas indicadas nos titulos das figuras, juntamente

com sen desvio padrio.
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FIGURA 17 - Distribuigao de calor na mini-retorta. Estudo por posigao, Temperatura
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Nas Fig. 20 a 25 observa-se o estudo da estabilidade de temperatura no interior da MR,
sendo que o efeito do espago livre deixado nos IBs pode ser melhor visualizado nestes
tipos de graficos. |

Nas figuras 20, 21 ¢ 22 , que se referem aos ensajos realizados com os IBs ainda
contendo espago livre { IBs contendo 0,25 ml de suspensdo de esporosy, pode-se observar
gue as temperaturas médias dos IBs estiveram entre 0,2 2 0,6°C mais altas que as
{emperaturas médias dentro da MR. Isto ocorreu devido possivelmente a um efeito de
sobre pressio desenvolvida no espago livre do 1B, conforme comentado na discussdo da
Tab.16 (resultados e discussdo, item 4.2.3).

Como pode-se observar nas Fig. 23, 24 ¢ 25, quando néo fol deixado espaco livre (IBs
com 0,3 ml de suspensio de esporos), as temperaturas médias dos IBs foram inferiores ou
iguais As temperaturas po interior da MR e do pulmdo de vapor.

Através destas figuras, também foi possivel observar que a onda térmica de flutuagio de
temperatura do sistema ficou entre 2,5 a 3,0 min. A amplitude da oscilagio observada
ficou ao redor de 0,5°C, tendo estes resultados denotado precisio no controle, bem como
homogeneidade suficiente no interior da MR para realizagao dos estudos aos quais foi

destinada.
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FIGURA 20 .

Distribuicio de calor na mini-retorta. Estudo por tempo.Tangue pulmao 115,1
°C {D.P. = §,1). IBs com espago livre.
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FIGURA 21 . Distribuigio de calor na mini-retorta. Estudo por tempo. Tanque pulmao 1210
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FIGURA 22 . Distribuicdio de calor na mini-retorta. Estudo por tempo.Tanque pulmao
123,0 °C (D.P. = 0,2). IBs com espago livre.
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FIGURA 25 . Distribuigio de calor na mini-reforta. Estudo por tempo Tanque pulméo
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Na Tab. 15 foram resumidos os resultados dos ensaios de distribuicdo de calor na MR.
Estio indicadas as temperaturas de ajuste do processo, as temperauras médias obtidos no
tanque pulmio, as médias de temperatura da MR, e as médias de temperatura do
termdOmetro de referBncia da MR. Observou-se que as temperaturas do interior da MR
ficaram muito préximas das temperaturas de ajuste e das médias do fanque puimdo,
indicando que o controle da autoclave Dixie funcionou eficientemente para manter a
temperatura homogenea durante os ensaios. Também sdo apresentadas a maior diferenca
enconfrada entre as posighes dentro da cimara (# MAX MR), e a diferen¢a entre a
temperatura média do termdmetro de referéncia e a temperatura média da MR (x MIG - X
MR). Somente a titulo de ilustragio, nesta tabela foram incluidos os resultados dos ensaios
em que foram utilizados IBs com espago livre, e dos ensaios com IBs sem espago livre,
Fstes estudos foram realizados em épocas diferentes, porém, uma vez que os graficos
apresentados se referem a estas duas situagdes, foi decidido mostrar estes resultados a fim
de complementar as informagoes apresentadas.

Pode-se observar que a diferenga méxima entre posi¢des dentro da MR foide 0,42 0,6°
C para os ensaios a 123,0°C ¢ 115,0 °C, e de 0,3 a 0,5 °C para 121,0° C, o que indica
adequacio do nosso equipamento para uso em estudos de cinética de destruigdo térmica de
IRs, uma vez os critérios do NFPA (National Food Processors Association) para retortas
A vapor, sdo de que ndo haja diferenca superior a 0,9° C entre as posi¢bes dentro da
cimara da autoclave a partir de um minuto apés o tempo de subida, ou estabilizag¢ao do
sisterna (RAMASWAMY et alii, 1991). Este Srgdo sugere também que se resultados
diferentes destes forem encontrados, devem ser conduzidos procedimentos de alteragdes
nos sistemas de circulagio do  vapor e desaeragio da cAmara, ¢/ou no sistema de
distribuicio ou disposigio da carga no interior da retorta. As indicagdes da USF XXIII,
(1995) para resistometros para IBs sio de que esta diferenga esteja em torno de (1,5 °C.

Na Tab.15 pode se ainda observar que a méxima diferenca encontrada enfre as temperaturas obtidas no
interior da MR e as temperaturas médias do termdrmetro de referéneia (MIG) durante os ensaios foram de 0,5
*C para os ensaios & 123,0°C, IBs com espago livre. Para os outros estudos esta diferenga ficou em tomo de
0,3°C para as trés temperaturas. As normas do NPFA, admitem diferengas nio superiores a 1,8°
C entre a temperatura do MIG e a temperatura média do interior da cdmara , um minuto
apés o ternpo de subida da autoclave e estabilizagio do sistema. Estes resuliados também
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demonstraram atuagfio satisfatéria da MR construida. (CAMPBELL ¢ RAMASWAMY
19975

TABELA 15, RESUMO DA DISTRIBUICAQ GERAL DE CALOR NA MINI-RETORTA

ESPACO TEMP. X VAPOR XMR X MIG # X MIG- X MR
LIVRE  AJUSTE =0 0 ) MAX MR e
() (°C)
COM 115,0 115,1 15,1 1153 0,4 0,4
COM 121,0 121,1 121,0 1213 0,5 0,3
COM 123,0 123,2 1230 1235 0,6 0,5
SEM 115,0 115,1 1152 1154 0,6 0,2
SEM 121,0 121,2 121,5 1218 0,3 0,3
SEM 123.0 123,4 1234 1236 0,5 0,2
LEGENDA:

COM BSPACO LIVRE = ENSAIO FEFTO COM IBS COM 0,25 ML DE SUSPENSAQ DE ESPOROS

SEM ESPACO LIVRE = ENSAIO FEITO COM IBS COM 6,30 ML DE SUSPENSAD DE ESPOROS

% VAPOR = TEMPERATURA MEDIA DG PULMAC DE VAPOR

% MR = TEMPERATURA MEDLA NA MINI-RETORTA

+ MAX MR = DIFERENCA MAXIMA ENTRE AS TEMPERATURAS DAS 7 POSIQOES ESTUDADAS
DENTRO DA MINERETORTA

TMIG - MR = DIFERENCA ENTRE TEMPERATURA MEDIA DOS TERMOMETRO DE REFERENCIA E
TEMPERATUA MEDIA DA MINL-RETORTA

4.2.3. Determinacio do fator de atraso térmico dos 1Bs em mini-retorta

Conforme mostrado na Tab. 16, o tempo necessdrio para 2 MR atingir temperatura
programada de processo (CUT), foi 10 segundos para ensaios & 121,0 e 123,00 C, ¢ 5
segundos para 115,0° C. O fator de atraso témmico dos IBs com espago livie foi de
aproximadamente 2,5 minutos, ¢ para os IBs sem espago livre foi em média de 2,0
minutos . Nota-se ainda nesta tabela, que guando foi deixado espage livre nos 1Bs, foram
atingidas dentro da unidades, temperaturas superiores as temperaturas médias obtidas no
interior da MR , (sendo as maiores diferengas para 115,0°C, de até + 3,6 * C, e em

média + 0,25 °C para as outras duas temperaturas estudadas). O ar deixado no tubo
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provavelmente causou uma sobre pressio ma cavidade interna do IB. Tendo sido
constatado o super-aquecimento do sistema, decidiu-se pelo enchimento total das unidades,
nio deixando mais espaco livre. Obervando-se estes valores pode-se entao constalar que
com este procedimento, os IBs atingiram temperaturas médias iguais (para os ensaios a
121,0 °C) ou inferiores as desenvolvidas na MR (nos estudos 115,0° C e 123,0° C ).

RODRIGUEZ e TEIXEIRA, (1988) comparando atuagio de dois modelos de IBs (IBs de
plastica e IBs plastico-aluminio)na monitorizagio de processamentos térmicos para
alimentos enlatados, observaram um auwmento inesperado da temperatura no interior dos
IBs plasticos até um nivel acima das temperaturas desenvolvidas na reforta. Isto se deu por
um breve perfodo de tempo no inicio do esfriamento com contra pressao de ar { para evitar
expansio das latas), imediatamente antes da entrada de dgua de esfriamento. Os autores
aluditam tal comportamento a um amolecimento dos IBs plasticos a altas temperaturas de
processo, o (que o tornaria capaz de ser espremido quando sob pressac externa, sendo que
esta pressio seria transmitida internamente ao seu conteddo. Este aumento de presshko
causaria um aumento concomitante na temperatura de acordo com a lei dos gases perfeitos

da termodinimica para compressdo adiabatica.

TABELA 16-DETERMINACAO DO ATRASC TERMICO DOS IBS EM MINI-RETORTA. IBS COM

E SEM ESPACO LIVRE
ESPACO TEMP. TEMP TEMP TEMP  DIFERENCA LAG IBs CuTt
LIVRE DE MEDIA DO MEDIA  MEDIA MEDIA (MINY  (BEG)
AIUSTE PULMAOC MR B IB-MR
Cy ") ) °Cy &)
COM 115.0 115,1 115,1 115.6 8,5 1,8 5
COM 121,0 121,1 1210 121,3 8,3 2.0 18
COM 123,0 1232 123.0 123,2 0,2 2.8 10
SEM 115,0 115,1 115,2 113.0 4,2 2.6 5
SEM 1210 121,2 121,5 121,5 0,0 2,5 10
SEM 123,60 1234 123,4 123,3 8,1 2,5 10

LEGENDA:

IBS COM ESPACO LIVRE = 0,25 ML DE SUSPENSAD DE ESPOROS POR 1B

TBS SEM ESPACC LIVRE = 0,30 ML DE SUSPENSAG DE ESPOROS POR 1B

TEMP MEDA = TEMPERATURA MEDIA

LAGAE = FATOR DE ATRASO TERMICOS DOS INDICADORES BIOLOGICOS -VALOR EM MINUTOS

CUT = TEMPC DE SUBIDA DA MINLRETORTA ATE TEMPERATURA PROGRAMADA CALCULADRC A PARTIR DA
INIECAO DE VAPOR NO INTERIOR DA CAMARA
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4.3, CINETICA DE DESTRUICAO TERMICA DE SUSPENSAO DE ESPOROS DE
B. stearothermophilus ENCAPSULADA EM IBs E AQUECIDA EM MINI-
RETORTA

4.3.1. Determinacio da resisténcia térmica dos IBs na mini-reforta

Na Tab. 17 observa-se os resultados dos ensaios de cindtica de destruigdo térmica da
suspensic de B. stearothermophilus Série 11, nos carregadores plasticos. Nesta tabela foram
indicados a temperatura de ajuste do processo, e as condighes obtidas com o sistema de

operagio da MR.

TABELA 17. RESISTENCIA TERMICA DE B. stearothermaophilus (ATCC 7933) EM TAMPAD FOSFATO
DE BUTTERFIELD (50 X, 0,0615M, pH 7.2y EM CARREGADORES PLASTICOS.
ENSAIO REALIZADO EM MINLIRETORTA 121,07 C & 0,2°0)

TEMP. X MR VALOR-D

AJUSTE e (MIN R?
)
115 1151 18,38 0,9%
118 118,1 5,33 0,97
121 121,0 2,67 0,96
123 1732 1,18 0,94

Valor-z 7.2 °C

#MR = TEMPERATURA MEDIA NO INTERIOR DA MINI-RETORTA
R2 = COEFICIENTE CORRELACAO DA RETA

Na Fig. 26 apresenta-se as curvas de sobreviventes obfidas para as quatro temperaturas
estudadas ¢ 115,0; 118,0; 121,0 ; e 123,0 °C. Estio indicados os pontos experimentais do
ndmero de sobreviventes obtidos em duas replicatas de cada temperatura estudada.
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Na Fig 27 observa-se a curva "fantasma” de morie térmica da suspensio de B.
stearothermophilus Serie 1. O valor-z encontrado foi de 7,2 °C.
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FIGURA 27 - Curva "fantasma” de morte térmica de B. stearothermophilus em tampao

fosfato de Busterfield (50X), em carregadores plasticos. Valor-z 7,2 °C.



A resisténcia térmica da suspensio de B. stearothermophilus  utilizada, conforme
catacierizacio pelos valores D e z, estd préxima acs valores citados na literatura para 2
mesma linhagem. PFLUG et alii (1980b) citam valor-z de 7,8 °C para suspensfes de
gsporos do mesmo OTZAnismo enl carregadores de Teflon (ensaios feitos em MR). Valores
semelhantes também foram determinados por JOHNSON et alii (1977) e FEHEERY et alii
(1987) para esporos da mesma linhagem suspensos em tampdo de Butterfield, utilizando
tubo TDT (tempo de morte térmica), sendo os valores-z determinados entre 80eg5°C

4,3.2-Calibragio dos IBS na mini-retorta

Nas Figs. 28 e 29 apresentam as curvas de calibragio dos esporos nos IBs 2 121,0° C e
123,0° C, obtidas para quatro replicatas. Os dados experimentais de nimero de
sobreviventes foram plotados em fungio do tempo de exposigac as temperaturas de estudo
(apds subtragdo do atraso térmico dos IBs de 2.5 minutos). O polindmio de 22 grau que

melhor se ajustou a estes dados foram:
a) para a curva a 123,2 °C :

log de scbreviventes = 7,2351- 116770 + 0,004102  (eq.8)

b) para a curva 3 121,0° C:

log de sobrevivertes = 6,9266- 043460 - 0.00M4U%  (eq9)
RZ = 0,96

onde,

U = valor de esterilizagio determinado 3 Tc, com base no valor-z especifico do

organismo indicador. Na pritica U = F(T¢,z3)



Os valores médios da temperatura na MR para os ensajos s duas temperaturas de estudo
foram 121,0 ® C e 123,2.° C respectivamente. Observe-se que aos tempos finais de
aquecimento , 11 e 14 minutos para 121,0° C, ¢ 4 2 5,5 min para 123,0 ° C, existe malor
dispersio entre as contagens dos sobreviventes nas repetigbes. Este fato pode  ser
atribuido a0 nimero menor de sobreviventes recuperados, sendo que resultado
semelhante foi também observado por PFLUG et alii (1980 b) quando calibrou
suspensdes de esporos da mesma linhagem utiizada neste irabaltho também em

carregadores plisticos em MR.

Decidiu-se por utilizar a curva a 121,0 °C por ter sido feita & temperatura mais proxima 2
de estudo. Com esta curva foi encontrado o valor de esterilizagdo bioldgico aplicado no
produto durante cada processamento, aplicando-se a COITegao em 1res passos de PFLUG e
CHRISTENSEN (1980). (ver resultados ¢ discusséo 4.6.2 ).
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4.4. ESTUDO DA BIOCARGA DE TERMOFILOS NO PRODUTO

4.4.1. Contagem de terméfilos totais e produtores de acidez plana em cenoura fresca e
em puré de cenoura

Os resultados da contagem de terméfilos totais e organismos esporulados produtores de
acidez plana suspeitos de B. stearothermophilus em cenoura fresca, estdo resumidos na
Tab 18.

Os resultados se referem 3 superficie da matéria prima,sendo que a contagem média para 5
amostras foi de 2,9x10E2 UFC por 10,0 g de produto de termdéfilos totais, ¢ 14 UFC de
organismos esporulados produtores de acidez plana suspeitos de B. stearothermophilus em
10,0 g de produto. Este resultado se assemelha  aos encontrados por LEITAO et
alii,(1981) que analisaram dois lotes de cenouras frescas colhidas na regifo de Sdc Paulo,
e encontraram 100% para o primeiro lote analisado e 60% para o segundo lote contendo
entre 0 e 10 UFC de B. stearothermophilus por grama de produto, e 40% do segundo lote
contendo entre 10 e 100 UTC de B. stearothermophilus por grama de produto,

TABELA 18. CONTAGEM TOTAL DE TERMOFILOS EM SUPERFICIE DE

CENOURA CRUA FRESCA.
AMOSTRA PESO DA TERMOFILOS FLAT-SOUR
No AMOSTRA TOTAIS TERMOFILICO
(&) (UFC/L0 g (UFC/10 g)
1 42,28 - 2.2x10E2 20
2 53,56 2,6x1062 5
3 51,77 3,7%10E2 10
4 70,91 3,5%x10E2 10
5 50,70 2,6%10E2 25
MEDIA 2,9x10E2 14

A contagem média para 5 amostras de puré diluido {1:1) foi de 97 esporos de termdfilos
totais/10 g produto, e 13 esporos de organismos produtores de acidez plana suspeitos de B.
stearpthermophilys por 10,0 g de produto. Considerando o processamento do produto em
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latas com 334,0 g de puré dilwide, a carga de termdfilos totais foi de 3,2 x10E3
esporos/lata, e a concentragio de organismos esporulados produtores de acidez plana
suspeitos de B. stearothermophilus foi 4,3x10E2 esporos lata.

TABELA 19. CONTAGEM TOTAL DE TERMOFILOS EM PURE DE

CENOURA DILUIDO
AMOSTRA  TERMOFILOS FLAT-SOUR
No TOTAIS TERMOFILICO
(UFC/0 ) {UFC/10 )
1 1,6510E2 25
2 5,0x10E1 10
3 6,0x10E1 13
4 6,5x10E1 3
5 1,5x10E2 10
MEDIA 9, 7210E1 13

Considerando-se uma populacdo inicial de 4,3 x 10E2 esporos/lata de produto , ¢ sendo ©
ponto final de preservagao para conservas tropicais (armazenadas 4 temperaturas acima de
30,0 °C) PUNE = 10E-6, oito redugdes decimais foram requeridas para assegurar a
estabilidade microbioldgica do produto. Para o processo com PUNE-T = 10E-3
(armazenamento 3 temperaturas abaixo de 30,0 °C), cinco redugdes da carga inicial foram

nECEssArias,

4.4.2. Selecio do organismo termofilico produtor de acidez plana isolado de cenoura
fresca mais termo-resistente

Para esta fase foram selecionados 13 isolados de cenoura fresca com crescimento positivo
% 65,0 °C, e resultado negativo para os testes de VP e crescimento em anaercbiose.

(GALO, 1990, FIELDS, 1970)
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Na Tab. 20 sao mostrados os resultados obtidos nos ensaios de seleg@o dos suspeitos de B.
stearothermophilus mais termo-resistentes. O isolado mais termoresistente foi o de No
10, sendo o tnico a apresentar crescimento em caldo TSB & 55,0°C apds exposicdo 2

120,0 °C por 10 minutos,

TABELA 20. RESULTADOS DOS ENSAIOS DE SELECAC DO B. sizarothermophilus MAIS
TERMO-RESISTENTE, ISOLADO DE CENOURA CRUA FRESCA.

ISOLADO TEMPERATURAS DE ESTUDO
No {C)
117,06 115,0 _128,0
TEMPOS DE EXPOSICAQ
(MIN)
50 70410 15 2{ 5 16 15
1 4+ - . . - .-
2 R
3 - . - - . . . .
4 e
5 R R
6 + 4+ o+ o+ - - -
7 + o+ o+ - - - -
8 + 4+ - - . - - -
9 - - } - - . ;
10 + o+ o+ -+ -
11 + - - - - - - -
12 + - - - - - - -
13 + k- - - - - -
LEGENDAT

+ = CRESCIMENTO, TURBIDEZ E FORMACAC DE PRECIPITADO NO FUMDO DO TUBO

- = NAD HOUVE CRESCIMENTO

4.4.3. Resisténcia térmica do isolado mais termo-resistente em puré de cenoura

A cinética de destruigao térmica do isolado No 10 foi estudada em pur€ de cenoura com ¢
objetivo de utilizar estes resultados na determinagdo do valor de esterilizacdo requerido
pelo produto de acordo com a especificagho do processo. Na Tab. 21 observa-se os
valores-D das trés lemperaturas e as equagdes das curvas de sobreviventes. Na Fig.30,
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pode-se observar as duas curvas de sobreviventes ¢ 0s pontos experimeniais regressionados
para determinagdo dag mesmas.

TABELA 21. DETERMINACAO DO VALOR-D DO ISOLADO No 10 EM PURE DE
CENGURA PH = 5,3. TUBO TDT. BANHO DE OLEO.

TEMPERATURA  VALOR-D EQUACAO DA RETA RZ
© (MIN.)

118,0 3,20 log N = 6,28-0,312t 0,93

1210 1,75 log N = 6,02-0,56% 0,93

A resisténcia térmica de B. stearothermophilus em alimentos de baixa acidez, apresenta
grande variagio entre linhagens. E conhecido que em pH menores que seu 6timo de
crescimento, a tesisténcia térmica dos esporos reduz. GAZE et alii, (1990) relatam que
para B. stearothermophilus FS 2223 em mistura de batata-alginato o valor-Dyzp0 °C
encontrado foi 3,1 min e Dyp5 g oc foi de 2,2 min, enquanto que para FS 210 no mesmo
produto o valor-Dipg g o foi de 7,33 min. BARRY e BRADSHAW (1980) encontraram
para B. sreczmzhemw;nhihss 1503 em sopa de aipo condensada, valor-Dyoq o o¢ de 3,8
min. A mesma livhagem em solugio de amido 7% apresentou valor-Dyoy g o¢ de 2,5 min
¢ Dyigpec de 5,9 min. (BERRY ¢ BRADSHAW, 1986).
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FIGURA 30 - Curvas de morte térmica do isolado No 10 em puré de cenoura. Estudo
feito is temperaturas de 118,0 ¢ 121,0°C

4.5. ESTUDO DA RETORTA ROTOPAX
4.5.1-Estudos de distribuicio de calor na retorta Rotopax

Uma vez que o equipamento era novo, houve necessidade de se fazer este estudo para gue
se pudesse determinar o padrao de distribuicio de temperatura na cesta, nas condigdes de
estudo - ou seja, com somente uma prateleira, ¢ assim, localizar a regido de aguecimento
mais lento (ponto frio), para que os recipientes fossem posicionados nesta regido nos

ensains subsequentes.
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Os dados obtidos nos estudos de distribuicio de calor foram tabulados e utilizados no
prepare de diversos graficos de distribuigio da temperatura por tempo e por posicio no
interior da retorta.

Na Tab 22 sdo apresentados os resultados do estudo de uniformidade de distribui¢io de
calor na cesta para as trés temperaturas de estudo. Isto foi feito através da observagao da
faixa de variacio de temperatura dentro da cesta, calculada pela diferenga entre a
temperatura registrada na posigio mais quente e a da posicio mais fria, a partir de 1
minuto apds o tempo de subida da retorta até temperatura programada. Os resultados
apresentados se referem as médias de trés replicatas para cada temperatura estudada. Pode-
se observar que a variaco ao longo do tempo foi pequena, sendo que para 123,0, 1210 e
115 °C, a variagio média ficou em torno de 0,3 °C. PARK et alii (1990) relatam que para
retortas agitadas de imersfo total em dgua, diferencas da ordem de 1,5 a 2,0°C  sdo
comuns. Os requerimentos do NPFA (1985 citado por CAMPBELL ¢ RAMASWAMY,
1992y sao de que esta diferemga ndo seja superior a 0,9 ° C apés estabilizagio da
temperatura no interior da retorta. Desta forma, os resultados aqui apresentados se
mostram satisfatérios em relagdo 3 uniformidade de distribuigio de temperatura na cesta
durante o periodo de cozimento.

Quando a variagio entre estes valores médios das diferentes posigbes dentro da retorta €
maior que a requerida pelo NPFA, hd necessidade de modificagbes do sisterna de
_confinamento dos recipientes no interior da retorta incluindo desenho e disposigio do
suporte para embalagens (PARK et alii, 1990; RAMASWAMY et alii 1991). Para o
projeto dos processos térmicos seguros, o conbecimento da zona mais fria deniro da
retorta € fundamental uma vez que a determinagio dos parfmetros de processamento
térmico deve ser feita na zona de agquecimento mais lento da retorta. (PFLUG, 1975;
TUNG et alii 1986; RAMASWAMY et alii 1991)
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TABELA 22 UNIFORMIDADE DE DISTRIBUICAC DE TEMPERATURA
DENTRO DA CESTA DA RETORTA ROTOPAX DURANTE FASE
DE ESTERILIZACAO 111

TEMPGA DIFERENCA DE TEMPERATURA MAX-MIN roP

TEMPERATURA PROGRAMADA  (°C

123 121 115

0-1 0,40 0,36 8.30
1-3 0,43 0,26 0,440
33 0,43 0,26 0,23
A 0,43 §,26 0,23
75 0,43 0,20 0,30
9-11 - 0,25 (.23
11-13 - - 0,20
13-15 - - 4,20

s = TEMPO EM MINUTOS AFOS TEMPO DE SUBIDA DA RETORTA ATE
TEMPERATURA PROGRAMADA PARA TRABALHOD
b = DIFERENCA ENTRE TEMPERATIIRA MAXIMA E MINIMA NA CESTA

As Figs. 31 a 33 so exemplos tipicos de estudos da estabilidade da temperatura na retorta
feitos & 115,0, 121,0 e 123,0°C. Nestes graficos, sio mostradas as temperaturas médias no
interior da retorta em cada tempo registrado, durante a fase de esterilizacdo IIl. Observa-
se que houve pequena variacio no interior da cesta, por entre a prateleira, e que a
oscilagio de temperatura durante o pericdo de manutengio 3 temperatura de aquecimento
(esterilizagdo I}, foi bastante reduzida, apresentando uma variagio média de 0,3 °C.
PARK et alii. (1990) relatam que variacbes entre 0,5 a 0,9 °C durante o periodo de
cozimento é comportamento tipico de retortas agitadas. Através destes estudos verificou-se
a capacidade do sistema de controle da retorta em manter as condigbes desejadas durante o
processo. Oscilagdes de temperatura sio comuns 2 todos sistemas de controle, e as estas
estabilizam depois que a retorta atinge estado estaciondrio. A amplitude da oscilagdo indica
a precisio dos sistema de controle.
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FIGURA 31 - Estabilidade de temperatura em retorta rotativa Rotopax, durante ensaic 2 115,9°
C. As trés linhas paralelas representam z temperatura média geral dentro da retorta
{centro) e a média acrescida (superior) e subtraida de um desvio padrio { inferion).
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FIGURA 32 - Estabilidade de temperatura em retorta rotativa Rotopax, durante ensaio & 121,2°
€. As trés linhas paralelas representam a temperatura média geral dentro da retorta
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FIGURA 33 - Estabilidade de temperatura em retorta rotativa Rotopax, derante ensaio a 123,2°C,
As trés linhas paralelas representam a temperatura média geral dentro da retorta
{centro) ¢ a média acrescida (superior) ¢ subtraida de um desvio padrao (inferior).
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Na Tab.23 observa-se os resultados obtidos para cada uma das temperaturas estudadas em
relagio & posicio mais fria de cada ensaio, a temperatura média geral e desvio padrao do
ensaio, temperatura média do MIG (termometro de referéncia), e do RTD |, e a diferenga
entre a média obtida apds estalibilizacdo do equipamento e o MIG. Estes resultados
mostram que as lemperaturas lidas no MIG s&o em média 1,0°C mais baixas que as obtidas
no interior da cesta. Isto deve-se ao fato da localizagho da sonda situada no dreno do
tanque de trabalho. O NPFA sugere que a diferenga maxima entre o0 MIG e a média no
interior da retorta ndo ultrapasse a 1,8 °C apds a estabilizagdo da temperatura na retorta.
Nota-se ainda ,que as temperaturas do RTD, que controla a injegdo de vapor no tanque de
trabalho, estio em média 0,7°C acima da temperatura média geral dos ensaios. Isto se
explica pela localizagdo do RTD imediatamente apés a saida do injetor de vapor, na linha
de entrada para o tangue de trabalho. O controle de temperatura permite obter uma
temperatura média geral na cesta a = 0,5°C da temperatura programada para 0 ensaio.



Observa-se também na Tab. 23, que para as trés temperaturas estudadas, a posi¢io mais
fria esteve localizada na frente da cesta proximo 3 porta, deslocando-se para o centro. As
médias das temperaturas registradas na posigcdo mais fria estiveram em torno de 0,3 °C
abaixo da temperatura média da retorta durante a fase de esterilizagao Il

TABELA 23. RESUMO GERAL DA DISTRIBUICAO DE TEMPERATURA EM RETORTA ROTATIVA

ROTOPAX*
TEMP. DE LOCALIZAGAO MEDIA  MEDIA DESVIO RTD®  MIG" X GERAL
ATUSTE  POSICAC MAIS POSICAC MAIS GERAL GERAL  (°C) o -
°Cy FRIA FRIA (°0) °C) °C) X MIG®
1150  MEIO/CENTRO 115,6 1159 02 1166 1149 0,9
115,0  FRENTE/CENTRO 1153 155 0.1 116,1  114,6 0,9
1150 FRENTE/LADO 115,4 1157 0.2 1165 1145 1,1
121,0  FRENTE/CENTRO 121,4 1217 0.2 122,01 1205 1,2
121,0  MEIO/CENTRO 121,0 1212 03 122,01 1202 0.6
12,0 MEIO/CENTRO 121,1 1217 02 122,35 1205 1.2
123,06 FRENTE/LADO 123,0 1232 0.2 1240 1226 11
123,80  FRENTE/CENTRO 123,3 123,502 1240 1222 1,0
123,0  FRENTE/CENTRO 123,6 123.9 0.1 1246 1225 L1
LEGEMNDA:

* MEDIA DE TRES REPETIGOES

2 BTD = TEMPERATURA MEDIA DO RTD

b MIG = TEMPERATURA DO TERMOMETRO DE REFERENCIA DA RETORTA

< ¥ GERAL - X MIGG = DIFERENCA ENTRE A TEMPERATURA MEDIA DA RETORTA E A TEMPERATURA

MEDIA DQ MIG

Foram também preparados graficos para estudo da uniformidade de distribuigio da
temperatura no interior da cesta, onde podem ser observadas as temperaturas médias
durante o perfodo de esterilizagio, nas seis posigbes estudadas.
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As Figs. 34 a 36 slo exemplos tipicos deste tipo de estudo realizado 4 115,0, 121,0 e
123,0 °C. Cada ponto indica a média de temperatura de cada posigdo com seu desvio
padrao (acima ¢ abaixo) , ¢ a linha inteira representa a média geral do ensaio. (ver Tab.5 e
Fig. 8 no item 3.9.3 de Materiais ¢ métodos para localizacio das posi¢des)

Para as trés temperaturas programadas, a regido frontal (na frente da prateleira - perto da
porta - tanto na fileira do centro quanto na lateral), e a regido central (no meio da
prateleira, npa fileira central), foram identificadas como as mais frias, tendo as
temperaturas médias destas posicoes ficado abaixo da linha da temperatura média geral do
ensaio. Este resultado estd de acordo com o relatado por PARK et alii. (1990), que
indicaram que para retortas agitadas como a "Rotomat” (FMC) e a "Rotopax” (ALLPAX)
, devido & uniformidade do sistema, a regido mais fria pode se localizar em qualguer ponto
dentro da cesta, porém, em geral, situa-se na regifio central.
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FIGURA 34 - Estudo da distribuigio de temperatura por posigio durante o periodo de
esterilizacao HI . Ensaio 2 113,9 °C, (D.P. = 0,2)
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esterilizaco 11 . Ensaio 4 123,2 °C, (D.P. = 0.2)
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4.6. COMPARACAO DE FO-BIO E FO-FIS

4.6.1 Estudo da penetracio de calor em puré de cenoura

Os resultados obtidos nos estudos de penetragio de calor estdo resumidos na Tab.24, (e
mostrados na integra no Apéndice 2, de "Pardmetros de penetragio de calor"). Nota-se
que o agquecimento do produto mostra uma curva quebrada, com duas

taxas ¢ aguecimento, (fhl e fh2, ver Fig. 37). Para as duas temperaturas estudadas, os
valores de fhy, referente a primeira porgio da parte retilinea da curva de aquecimento, sio
maiores que fho, referente & segunda porcdo da mesma curva. Isto denota aquecimento
mais lento no infcio do processo seguido de uma fase mais ripida de aquecimento
convectivo. Observa-se que a taxa de esfriamento € maior que a taxa de aquecimento,
possivelmente devido as limitagOes de fluxo de dgua de esfriamento da instalagio.

TABELA 24. RESUMO DOS PARAMETROS DE PENETRACAO DE CALOR EM PURE DE
CENOURA PROCESSADO EM LATAS 73,0 mm x 91,0 mm. 10 % ESPACO LIVRE

TEMP. MEDIA ENSAIO/ it fr2b fc e jc
NA RETORTA REPLICATA MIN. MIN. MIX.
(°C)
121,5 SERIE [/R1 8,9 5,2 29,2 2,3 1,4
121.5 SERIE I/R? 9,2 5,2 31.9 2,7 13
1716 SERIE I/R1 8,5 4,8 29,5 2,8 1,3
121,6 SERIE I/R? 8,3 4.6 29,4 3.5 1,3
1153 SERIE UR1 9,3 4,0 31,0 2,3 1,3
1154 SERIE UR2 8,3 4,2 30,9 2,4 1,2
115,5 SERIE I/R1 5.4 ) 31,7 2,7 1,3
115,3 SERIE I/R2 8,6 4,2 31,2 4,1 1,3

a = TAXA DE AQUECIMENTO PARA A PRIMEIRA PORCAO DA CURVA
b = TAXA DE AQUECIMENTO PARA A SEGUNDA PORCAO DA CURVA
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Os valores obtidos indicam que com 10% de espago livre, a convecgdo forcada no puré de
cenoura diluido processados nas latas 73,0 mm D.L. x 91,0 mm h, somente ocorren apés
os primeiros minutos de esterilizacio, onde predomina a natureza condutiva do produto,
tendo este tempo sido de 8 a 10 minutos para as temperaturas estudadas.

Resultados similares foram obtidos por BERRY ¢ BRADSHAW (1980) trabalhando com
retortas rofativas, que enconiraram altos valores jh, o que levou-os & conclusio de que o
produto apreseniava predominincia de um padrido de aquecimento por conducio no inicio
do processo. Estes autores sugerem que a convecgdo forcada de alimenios viscosos, em
baixas rotagBes, comeca somente apds determinado tempo de aquecimento (em geral de 6
a 10 minutos) quando as forgas viscosas do produto sdo superadas pela forca de inércia,
induzida pela agitacio da lata. Estas forgas s@o relacionadas com a consisténcia do
produto. Os autores enconiraram que para sopa de aipo processada em retorta agitada
continua ("Steriimatic” FMC) em latas 404 x 700, o espago livie nfo influenciou a
agitagdo no centro geoméirico da lata nos primeiros estigios {valores jh altos), e que
somente apés um determinado tempo € que a agitagio da bolha formada pelo espago livre
aumenta a temperatura no centro da lata { baixo {h) seguido normalmente de curva

quebrada.

A mesma natureza de resultados foram encontrados por NAVEH e KOPELMAN, (1979),
frabathando com xarope de glucose em diversas concentragbes. OUs autores fambém
observaram altos valores de jh e indicaram que estes atrasos térmicos ndo seriam
esperados para produtos que apresentassem padrdode agquecimento por convecgio.

DENISTON et alii (1992) trabalhando com concentrado de tomate processade em
“Steritort" (FMC), encontraram altos valores de jh, sendo que 08 autores sugerem que tais
valores Incomuns encontrados em seus ensaios pode ser devido ao fato de terem
considerado curva de aquecimento simples para o produto. Os autores indicaram ainda
que, em uma andlise posterior dos dados pode ser observado que o produto apresentava
curva quebrada de aquecimento, de onde concluiram também, que a copvecgdo s6 foi
realmente induzida apds queda da viscosidade devido ac aquecimento do produto.
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RAMASWAMY et alli (1993) trabathando com solugdo de amido 3 e 4% ndo utilizaram
curva quebrada para descrever o padrio e taxa de aquecimento do produto, porém,
confirmaram que valores jh acima dos convencionais foram encontrados quando houve
conveccio induzida no processamento de alimenmtos viscosos processados em retortas
rotativas. Os autores relatam valores jh da ordem de 4,0,

A Fig. 37 apresenta apenas a curva de aquecimento da lata mais lenta de uwm
processamento 4 121°C (lata # 3 do processo Série I/Replicata I}, que apresentou
temperatura média geral em esterilizagio Il = 121,5 °C. Os valores dos pardmetros de
aquecimento para esta lata foram de: fhy = 10,6 min ¢ fhy de 5,2 min., com jh = igual a
1,8. Os valores para os pardmetros de esfriamento desta lata (nao mostrado no grafico)
foram de: fe = 31,3 min. e jc = 14.
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FIGURA 37 - Curva de aquecimento para puré de cenoura processado em latas 73,0
mm D.I x 91,0 mm, h & 121,53°C, em retorta rotativa com 10% de

espaco livre,
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4.6.2. Comparacido dos valores Fo-BIO e Fo-FIS

Na Figura 38 pode-se observar uma ilustragio do posicionamento dos IBs e dos
termopares de agulha no interior das latas (seccionadas) através da tampa, conforme
utibizados neste trabalho.

FIGURA 38 - Latas seccionadas ilustrande a montagem dos IBs {(esq) ¢ termopares de

agulha (dir) pela tampa conforme utilizado neste trabalho
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Na Tab 25 e 26 estio resumidos os resultados dos ensaios de comparagio dos valores Fo-
BIO e Fo-FIS aplicado 2 puré de cenmoura diluido, nos estudos & 121,0 e 115,0°C
respectivamente, Os resultados na ntegra estdo apresendados no Apéndice 4 de "Estudos
de comparacgdo entre Fo-BIO ¢ Fo-FIS.

TABELA 25. RESULTADOS DOS ENSAIOS DE COMPARACAC ENTRE Fo-FI$ E Fo-BIOPF e Fo-
BIOHW DETERMINADOS NOS PROCESSOS A 121,0° C NAS DUAS SERIES

EXPERIMENTAIS
SERIE/ Fo-FIS % Fo-BIOPF % Fo-BIOHW %
REPLICATA AN C.V. {MIND A VN C.V.
I/R1 15,7 453 14,4 3,9 14,0 4,2
UR2 15,8 6,2 14,5 43 13,8 4,7
T/R1 10,7 83 10,2 1,0 9.1 2.3
1/R2 10.6 6.1 10,1 5.6 9.1 3.6

TABELA 26. RESULTADOS DOS ENSAIOS DE COMPARACAQ ENTRE Fo-FIS E Fo-BIOPF ¢ Fo-
BIOHW DETERMINADOS NOS PROCESSOS A 1150 ° C NAS DUAS SERIES

EXPERIMENTALIS
SERIE/ Fo-FIS G Fo-BIOPE % Fo-BIOHW %
REPLICATA MIN) C.V. MIN) C.V. (MINY C.V.
Rl 14,6 4,6 13,4 2.6 14.3 2,7
IRZ 14,7 4 .03 18,2 2.4 14,2 2.4
II/R1 10,4 5.2 13,2 4.8 9,2 4,8
T/R2 i0,1 3,1 13,4 1,7 6,2 1.7
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Os resultados médios em termos de diferenga entre os valores de esterilizagdo biolégicos
(Fo-BIOPF ¢ Fo-BIOHW) ¢ fisicos Fo-FIS obtidos nas duas séries de estudos & 121,0 e
115,0 ° C estdo indicados na Tab. 27.

TABELA 27, PORCENTAGEM DE DIFERENCA, ENTRE Fo-BIOPF E/QU Fo-BIOHW E Fo-
FIS DETERMINADOS NOS PROCESSOS APLICADOS A 121,0 E 115,08 °C
NAS DUAS SERIES DE TEMPOS. RESULTADOS MEDIOS DE DUAS

REPLICATAS/ENSAIO,
X PROCESSO/ % DIFPF % DIFHW
SERIE
121,54 8,0 11,7
121,5/11 5,1 14,3
115,5/1 35,0 2.7
113,5/1 29,8 10,2

% DIFPE = Fo-FIS-Fo-BIOPF/FoFIS
% DIFHW = Fo-F15-Fo-BIOHW/ToF1S

Na comparagio entre Fo-BIO e Fo-FIS, observou-se que para os ensaios 4 115,0 ¢ 121,0°
, os valores Fo-BIO se mostram sempre ligeiramente menores que Fo-FIS. Para os
ensaios a 121,0 °C, os valores Fo-BIOPF obtidos ficaram de 4,7 a 8,3 % abaixo de Fo-
FIS, e os valores Fo-BIOHW foram 10,8 a 15,0 % menores que Fo-FIS. Para os ensaios 4
115,0 °C, os valores Fo-BIOPF determinados apresentaram tendéncia diferente, ficando de
23,8 a 32,6 % acima dos wvalorgs Fo-FIS, enquanto que os  valores Fo-BIOHW
apresentaram a mesma tendéneia que 3 121,0, ficando entre 2,0 a 11,6 % abaixo de Fo-
FIS. Uma vez que os valores Fo-BIOHW foram originados da mesma contagem de
sobreviventes que Fo-BIOPF, (consequentemente mesmo F-BIO, ou F(Tc,z1)), ¢ nas duas
temperaturas de estudo indicaram Fo-BIO menores gue Fo-FIS, pode-se concluir que esta
margem de diferenga na avaliacdo da letalidade do processo possa advir da correcio de
valores-z da metologia de PFLUG ¢ CHRISTENSEN, (1980}, que considera as assungdes
de Ball th = fce jh = 1,41.
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Variagdo na tend@acia dos resultados também foi encontrada por outros autores. PFLUG et
alil. (1980b) utilizando o mesmo modelo de dispositive para fazer comparacbes entre Fo-
BIO e Fo-FIS aplicado a mitho em salmoura processado em retorta agitada, obtiveram
valores de Fo-BIO até 29,0% maiores que Fo-FIS, porém, os autores observaram em
alguns resultados, que a sitwagio se invertia onde Fo-FIS se apresenton até 4,6 % maior
que Fo-BIO.

ZECHMAN,(1989), comparando também valores de esterilizacio Fo-BIO com valores Fo-
FIS, utilizando o mesmo dispositivo plastico projetado e utilizado por PFLUG (1976,
1980a.b) obteve valores de Fo-BIO de 9,0 a 24,0 % maiores que Fo-FIS.

PFLUG et ali, (1980a) , em estudo com ervithas em salmoura processadas em reforta
agitada, obtiveram situagbes inversas onde em 1rés séries de experimentos, os valores Fo -
FIS se mostraram de 4,0 até 22,0% maiores que Fo-BIO.

Em todos os estudos acima mencionados, que podem ser diretamente comparados com o8
realizados neste trabalho, os autores sugerem que baixas taxas de diferencas, semelhantes
as observadas sio aceitdveis, e que existinde concorddncia entre 7 a 10% dos resultados,
pode-se considerar o modelo de indicador bioldgico adequado para validacio biolégica de
processos térmicos. Os mesmos autores (acima mencionados) sugerem ainda que
diferencas desta ordem podem ser devido & falhas provepientes tanto da determinacio
biolégica do valor de esierilizacdo, quanto de erros inerentes ao sistema fisico de medigdo.

Para as duas temperaturas estudadas, os valores Fo-FIS apresentaram coeficiente de
variagio maiores que os de Fo-BIO, porém, os resultados obtidos (C.V. % médio = 5,0)
sio maiores que os relatados por PFLUG (1980a)(C.V. % médio = 3,0). Isto seria
previsto e explicdvel por erros de leitura de temperatura ou de calibragio de termopares,
uma vez que o equipamenio utilizado npestes estudos € uma reforta de imersdo total em
dgua, onde os termopares e conectores ficam submersos. A este respeito, BERRY et alii,
(1986), citam que erros da ordem de + 0,5 © C pa leitura de termopares causariam erros de
12% no valor-Fo calculado, e, PFLUG (1975) relata que variagdes desta patureza podem
ser esperadas, j4 que as leituras fornecidas pelos termopares podem ser prejudicadas pela
entrada da dgua por entre a capa de isolamento de Teflon dos fios de extensao dos

fermopares.
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Comparando-se a variabilidade média da determinacao fisica (C.V.% médio = 5,0) com
a biolégica (C.V. % médio = 3,4), em todo o estudo, fica evidente a reproducibilidade do
método, indicando que foi obtide maior controle nas determinagGes biolégicas. A partir
destes resultados pode-se concluir que com o modelo de IB utilizado neste trabalho, €
bastante vidvel a validagho de processos de esterilizacho em autoclaves rotativas por
imersio total em dgua aplicado a alimento enlatado € possivel.

4.6.3. Ensaio de esterilidade comercial

Os resultados obtidos nos estudos de esterihdade comercial apresentados na Tab. 28
comprovam que 08 processos térmicos para puré de cenoura diluido foram devidamente
desenhados, uma vez que nio foram observadas alteragbes fisicas ou microbioldgicas nas
embalagens apos término do periodo pré-determinado de incubagio.

TABELA 28, RESULTADQ DOS ENSAIOS DE ESTERILIDADE

COMERCIAL
TEMPERATUR TEMPERATURA DE
A-SERIE- INCURACAQ
REPLICATA 37°C 535°C
121C-1-R1 S.A. S.A,
121C-I-R2 3.A, S.A.

121C-I-R1 S.A. -
121C-11-R2 S.A. -
115C-1-R1 S.A. S.A.
115C1-R2 S.A. 5.A.
115C-1-R1 S.A. .
115C-11-R2 S.A. -

LEGENDA: . i
$.4. = SEM ALTERACOES FISICAS QU MITCROBIOLOGICAS
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5, CONCLUSOES

s A suspensdo de esporos de B. stearothermophilus preparada com meijo de esporulacio
dgar nutriente Difco, (suplementado com 5 ppm de MnSO4) ¢ incubadz 57,0 °C

apresentou a mais alta resisténcia térmica, podendo ser ufilizada no preparo dos IBs.

« (s resuliados obtidos nos estudos de distribuigdo de calor da mini-retorta (MR)
demonstraram que ¢ equipamento construido atende s especificagbes necessdrias para
ser utilizado em ensaios de calibragio de IBs. A adaptacido da autoclave Dixie como
pulmio de alimentacio de vapor, se mostrou apropriada, uma vez que foi conseguido
controle adequado de temperatura no interior da MR ( com diferenga maxima entre
posighes na cimara para 115,0, 1210 e 123,0 ° C de 0,4 a 0,6 ° C). A atvagao do
pulmio de vapor juntamente com o método de fechamento da valvula de desaeracio
contribuiram para a obtenc¢lo de um tempo de subida miximo de 10 segundos (para as

3 temperaturas estudadas).

¢ ) padrio de distribuicho de temperatura na retorta Rotopax no plano central da cesta se
mostrou satisfatério, nio apresentando diferencas superiores & 0.5 ¥ C entre a posigéo
mais fria e a mais quente durante fase de esterilizagio III. O ponto frio se locahizon na
regido frontal perto da poria.

.» {3 aquecimento de puré de cenoura diluido processado em latas 73,0 mm DI x 91,0
mm h, com 10 % de espago livie, segue curva quebrada com duas taxas de
aguecimento (fhi médio de 9,0 min, fh? médio de 5,0 min) ¢ esfriamento lento (fe
médio de 30,0 min). O padrdo de esfriamento lento pode ser devido as limitages do
sistema de resfriamento do equipamento. Os valores jh altos indicam uma fase de
atraso térmico grande do produto, sendo que a convecgdo induzida ocorreu somente
depois de 8,0 a 10,0 minutos de processamento para as duas temperaturas estudadas.
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®

0Os processos de preservacho desenhados (valor F requerido de 15,0 e 10,0 minutos) se
mostraram adequados, jd que nio foram observadas alteragdes nos recipientes
incubados para o estudo da esterilidade comercial.

De um modo geral, os valores de esterilizagio bioldgicos ficaram abaixo dos valores de
esterilizacdo f{isicos, sendo que os valores de esterilizacio Fo-BIOPF ficaram 5,0 a 8,0
% mais baixos qgue os Fo-FIS para ensaios realizados 3 121,0° C, ¢ 24 2 32,0 % mais
altos que Fo-FIS nos ensaios 2 115,0 °C. Esta diferenga se deve provavelmente & erro
nas assuncdes do método de PFLUG ¢ CHRISTENSEN, (1980), para célculo do fator
de corregdo de F-BIO para Fo-BIO, na determinagido de Fo-BIOPF. Os valores de
esterilizacho Fo-BIOHW ficaram 2,0 a 11,0 % mais baixos que Fo-FIS nos ensaios 2
115,0°C, e 11,0 a 15,0% abaixo dos valores Fo-FIS nos ensaios a 121,0 °C.

A variabilidade entre as medidas bioldgicas foil menor que a das medidas fisicas, o que
indica a reproducibilidade do método. A partir destes resultados, pode-se concluir que
para retortas do tipo de imersio total em dgua, o uso do método bioldgico de validagao
de processos de esterilizagio € plenamente justificivel.
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APENDICE 1. MEIOS DE CULTURA E SOLUCOGES

I- AGAR NUTRIENTE COM 5 PPM DE SULFATO DE MANGANES

1.1. Agar Nutriente comercial Difco (Nutrient Agar)

Peplona ..ot 50¢g
Extrato de CArne .....o.oiciiiiiiiiiiiiiiiianans 3,0g
AGaT e 15,0g

pH final = 6,8
1.2. Solugio de Sulfato de manganés 0,5%

Sulfato de Mangans ... ... 0,5g
Agua destilada ... 100,0 ml

Preparo
1. Prepare a solugio estoque 0,5% de MnSO4
2. Prepare o dgar nutriente conforme instrugdes do fabricante
3. Quando o nutriente dgar estiver dissolvido adicione 1,0 ml da solugio estoque de
MnSO4 0,5% para cada litro de meio para obter a concentragdo de 5 mg de
MnS0O4 por litro (5 ppm) & misture bem.
4. Autoclavar 13 min & 121,06 °C

2- TAMPAO FOSFATO DE BUTTERFIELD

2.1. Preparo solucio estoque



Dissolver com agitagio e ajustar o pH para 7,2 com 175,0 ml de NaOH 1N.
Diluir para 1 litro ¢ esterilizar 121,0 °C por 15 minutos. Guardar em geladeira.

2.2. Preparo do Tampdao de Buiterfield 30X (0,0015M)

Diluir 31,25 ml da solucdo estogue para 500 ml de dgua destilada.
Esterilizar 121,0 °C por 15 minutos,

3- AGAR DEXTROSE TRIPTONA (DTA)

Dextrose Tryptone Agar comercial, Difco

Dextrose .. oin e e 50¢g
TIPIOBA . .o 10,0 g
Bromocresal Purpura 2% ..o 2,0ml
AAT o i3,0¢g
Agua destilada ...t 1000,0 ml

4-SOLUCAO SALINA PEPTONADA

Cloreto de s0dio...... .. 85¢g
Peptona ... i,0g
Aguadetilada ..o 1000,0 mi

5.AGAR DE SOJA TRIPTICA (TSA)
Tryptic Soy Agar comercial, Difco

Bactotryptone ... 15,0g
Bacto SOYIONE .....ooiiiiii 5,0g
Cloreto de SGdio ..., 5,0¢g
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BACIO ALAT ..0iviiirineeoiieiiei i cae e 15,0g

Bacto soyione ... 5,0g
Agua destilada ..o 1000,0 ml

6-CALDO DE SOJA TRIPTICA (TSB)
Tryptic Soy Broth comercial, Difco

Bacto Tryplone .ooovviiin i 17,0g
Bacto soytone ..........oooviinns i 3,08
Bacto dextrose ................ s 2,5¢g
Cloreto de SOdIo v.ovvvvevi i 5,0g
Agua destilada .........ooooeeiiiii 1600,0 mi
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APENDICE 2: DADOS DE PENETRACAO DE CALOR

PROCESSOS COM TEMPERATURA DE AJUSTE 121C

PROCESSO SERIE IREPLICATA 1
LATA, FH1 W FH2 JH FC i
3 10,8 1.8 652 1.4 31,2 1.4
8 88 2.2 4.9 1.2 28,8 1.4
7 8.8 2.1 4.8 1.1 28,3 1.3
11 9.0 2.0 £8 IR 283 1.4
12 9,7 20 5,3 1.1 2849 1.4
13 8.3 2.3 82 1.2 28.4 1.4
14 7.2 2.8 50 1.1 20,1 1.3
ie 8,3 2.7 £4 1,8 28,4 1,4
MEDIA 8,9 23 5,2 1.2 292 1.4
PROCESSQO SERJE IREPLICATA Z
LATA Fid S FiHz JH2 FC SO
1 100 23 4,9 1.6 31,3 1.3
14 8.5 2.4 g2 1.0 a1.4 1.3
3 8.5 2.3 5,3 1.0 33.0 1.3
18 6.9 4.3 56 1.1 33.6 1.3
g 7.2 3.9 4.9 1.2 302 14
1 10,8 1.3 3.8 1.7 30,7 1.3
12 108 20 88 1.1 32,8 1.3
13 101 2,3 7.0 1,0 35 13
16 8.0 32 &2 1.1 32.8 1.3
MEDIA 9.2 2.7 583 1,2 41,8 1.3

: VALOR-F = 15 MIN
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PROCESSO SERIE I REPLICATA 1

LATA FH1 JH Friz JH FC Jc
3 7.9 29 4,1 1.2 28,2 1,3
B 8.6 2.7 53 1,0 29,9 1,8
7 7.0 3,4 4,0 1,1 28,2 13
9 a1 2,2 4.7 1.1 293 13
12 9.7 2.4 5.6 1,1 29,6 13
13 9.3 2.4 4.8 1,0 28.8 1.3
14 7.8 3.4 4.9 1.1 31,8 1.3
18 85 29 4.7 1.3 30,4 13
MEDIA 85 2.8 2.8 1.1 28,5 13

PROCESSO SERIE T REPLICATA Z

LATA F41 JH FHz JH O Jo
3 8,9 A8 43 1,1 30,0 1.3
8 8.4 32 4.3 1.3 27.8 1.3
7 7.5 4.0 3.9 1.8 29.0 1.3
] 9.9 25 5,1 1.0 29,9 1.3
11 8,7 2,8 5,2 1.1 31,6 1.3
12 2,0 41 5.1 1.0 32.5 1.3
14 8.7 a1 4.9 1.0 30,4 1.8
15 8.5 3.3 4,0 1.4 255 1,4
16 85 33 4.9 1.1 28,1 1.3
MEDIA 8. 3.5 4.6 1.1 29,4 1.3

D VALDOR-E = 10 MIN
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PROCESSOS COM TEMPERATURA DE AJUSTE 113C

PROCESSO SERIEIREPLICATA ]

LATA FH1 JH1 FH2 JHZ2 FC JC
3 3.1 2.3 3.8 1 313 1.3
3 96 2.3 4 1.2 31 1.2
10 43 23 4 1.2 308 i3
1 18 Zh 42 03 Ki! 1.3
13 5.7 2.3 46 0.3 3.1 1.2
15 8.5 2.6 34 13 EIR: 1.2
16 g 25 3.8 1.4 31 1.2
~ MEDIA 33 243 i 1.2 3 13
PROCESSO SERIE IREPLICATA 2
LATA bl JH1 FHZ JHZ tC 4L
2 75 2,7 35 1.3 Ki B! 1.3
4 13 25 41 1.2 H 12
10 /3 25 4.4 1 237 1.3
11 8.2 24 4 0.3 30.8 1.4
12 9b 21 44 1 N2 1.3
13 a4 2.1 4 11 30 1.3
15 78 25 33 1 3.2 1.2
18 8.4 2A 44 1 K 1.2
MEDIA 83 24 42 1 3.3 1.2

SERIEI=VALOR-F =15 MIN
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PROCESSO SERIE T REPLICATA 2

LATA FH1 JH1 FHZ2 JH2 FC JC
13 88 24 54 11 238 14
3 74 33 3.3 1.3 3.8 1.2
B 8.1 31 43 1 30,2 1.4
4 108 22 &1 i 322 13
12 9.3 24 5.1 1.3 3t.3 13
14 188 25 7.3 11 333 1.3
15 3.1 28 5,2 1.2 H3 14
MEDIA 9.4 2.7 5.2 11 N7 1.3
PROCESSO SERIE I REPLICATA 2
LATA FH1 JH1 FH2 JH2 FC JL
1 8.4 4 4.2 1.3 325 1.2
3 101 32 48 1.2 31 13
B IR 48 5.1 1 302 14
g .3 6.4 42 1.3 EIR 1.3
1 g 35 3.8 1.4 3y 1.3
12 94 3 41 1 307 1.3
14 85 34 33 12 02 1.3
16 8.7 38 38 1.3 303 1.3
HEDIA 86 4.1 42 1.2 31.2 1.3

SERIEH: VALOR-F=10MIN
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APRNDICE 3. VALOR DE ESTERILIZACAOQ CALCULADOS PELA SUB-ROTINA
SETU (COM O PROGRAMA ESPERA) -

PROCESSOS COM TEMPERATURA DE AUSTE=121C

PROCESSD SERIE | BEPLICATA 1

VRGBT 00 16 % 56U 30 U6 30600 0 36 90 T 06 00 U0 W 60038 B 06 6 00 B 50 95 30 0 06 6 36 00 3030 B O 5 06 3 36 6 3 96 3 3 81 30 30 36 B0 00 30 06 M0 0 200 M MMM AH MY

OOO0OO00RN0OGOLN0NGTOOROUSHD0N0aNDDOToGLR0000000G00000000BONN0NO000OGLAND 000G

cur

R ESTERILIZACAD i

INFUT DATE USED FOR ESTIMATION ¢ TEME - o F 3

T4 o= 0na . B T = BEe.746 o= Fu.89

H.1 e FHi = 898 Fg = OB FH3 = O
BRL 2.0 L = B.iQ
g o= 1.4 L = 2. Ee Z o 18.ad MK = 1. i

THISZ 15 & TYPE & PROBLER
TG = 225G, 589 Tz = oF L8
A CRITICAL POINT STERILIZING V&LUE IS USED A8 & CRITERIOM
FOR PROCESE ESTIMATION
STERILTZING Ual Ul ESTIHATED = 14,9041

1 fimlwd O yassFeaslalt . Our ) insevi Wi F
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PROCESSO SERIE 1. REPLICATA 2

HEEFHAAEEAE LGB UEFE R DR YRR RE R AU R SN E I TE 3 0TI T 69 00 50 50 16 30 00 06 30 96 30 90 90 5 96 96 36 56 36 635 36 0 00 34 00 40 %0 0 34
N0OUGHNONGH0000060000004G0000G000000G0O0N0 0000000000 0SGH0OGHO0OONR0ON0DONONN00N

=3

DR ESTERILIZATAD s i

THPLY DaTa USED FOR ESTIMATIOR ¢ TEMP © o.F 2

TGo= 84 .54 Ti = B56.79 T = 78.84
HJ o= 2.78 FHE = Y. 28 Fa G FHE = a8
GBI 2,90 GRg = @. ia
£t = 1,36 £ z 31.89
THIS I8 & TYPE & FROBLEN
THEo o= 256 .50 THG = S R
g CRITICAL POINT STERILIZING UalUbR I5 UBED A% & CRITERION
FOR PROCESH ESTIMATION
STERILIZING Lalys E8TIHATED = 43,798

1l

a 16,69 K = 1.4

Ped

pE= s ffolwl £ uan 317068 0UT Insert Widm O ¥+
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PROCESSO SERIE B, REPLICATA 1

006 00 56 36 00 B0 06 06 B BB 6 U T 3020 36 30 56 36 36 96 30 06 04 54 T 09 00 06 ¥ 30 6 6 06 96 36 B 06 B0 90 58 30 90 36 50 56 30 U 2600 3006 0 06 20 00 58 6 94 3 930 00 9 06 26 80 0
L OGONGAOOaGENG0000000N0G00000UNDON00NDN000NCEGH000IGa0D00CaDTNN0O0R000DOOD0N

R BBTERILIZATAD i

INFUT TaTa USED FOR ESTIMATION ( TEHFM © o F 2

c58 . a8 T = 78,848
Moo= gL FHL g.5%9 FHE 4 HD FHI = 4 .88
gt = SRtLE GER 9.1
HISE B 1.32 i s 2% .08 <
THES (5 A TYFPE & FPROBLER
TH o= 259.285% THEG = 2t 5e
a4 DERITIOCAL FOINT STERILIZING VaLUE 1 UBED a8 & CRITERION
EOR PROCESS ESTIMATION
STERILIZING VYALUL ESTIHaATED = PR AR

O o= S&.29 Ti

#OH H
#

1820 ORI = 1.29

fre=l Cal=i £ RAXAPRSRLAT . OUT Insert Wb FF
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FROCESSC SERIE | REPLICATAZ
SR B 0 U 0 B B SF D000 3608 00 06 B 0 MO0 6 36 30 00 D6 06 30 9% B0 00 3 D0 R D0 56 B 00 0 0 6 90 6 30 H M 60636 5 30 B 96 D06 D636 90 B 0 3 36 96 34 3405 3 B 53 2 361

00000000 BO0000RG0OONO00E0NG0o00LANNCONONCBa0000NRIN0LOSG0G00000000000000R

s

LR ESTERILIZADAQD N

THEFLIT LATs USED FOR ESTIMATION ( TEHF © o F 7

. 86 T4 7Eoae

4.68 FH3 = 4. HE

.He Ti = 23
ol FHA .36 FH&
Ghi .G GRS = i
£ £ £ = 2% .48 £ s 18 a9 MK = i e
THIG I2 A TYPE & PRORBLEH
TG o= 25He. 33 THG = 23, g
A CRITICAL FOINT STERILIZING VaALUE I3 ULED A8 & CRITERION

FOR FPROCESS ESTIMATION

STERILIZIRG VALUE ESTIHATED = EE L

&

H
P NGOLF LA

TQ =
H.)

H]

i
o mS

gou
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PROCESSDS COM TEMPERATURA DE AJUSTE = 115C

PROCESSO SERIE § REPLICATA 1

HARHHLRARUN N UL U R L ACUT R A E RGN W R WIS I 00300000000 0 000 3030 0 90 00 3036 0026 90 0 90 56 06 2008 56 30 3 0 36 36 36 06 20 96 36 6 0 36 4 1
LDOORQOGLLNNDNALDOGGAGOOGNG00GRCoOL00GQ000000000G0D0NINGONDON0D0NNONONoONano0N

o

OF ESTERILIZACAD &

o

IMFUT DaTe USED FOR ESTIMATION { TEHF . o F

it

TR = g4 .0 T = 239.99 Tid I ¥
Ht = 15 FHi = 5. 38 FH = 4.416 FHl = 4,
GBL = 2.0 Gh = 2.ie
O B 1.8 £ = 5120 A = ig. g ORI = 1.9a
THIS IS5 & TYPE & PROBLEHW
T o= ~4 . 88 THEG = 55 68
# CRITICAL FOINT STERILIZING VALUE I8 USED &% & CRITERION
FOR PROCESS ESTIHATION
BTERILIZING VALUE ESTIMATER = §4.058

R Lol=1 ' CVRXNFETELAS . OUT Insert Wi=3F ¥



R ESTERILIZALAO

PROCESSO SERIE L REPLICATA 2
¥ #&Xxﬁy%ﬁxﬂﬁﬁﬁ¥*ﬂKK%%K%i*??X%“ﬁfﬂf¥w%$¥%§¥%%ﬁx%K?%Xﬁ%i%%ﬁﬂf%ﬂkkﬁﬁX%ﬁﬁ%Wfﬁﬂu
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THPUT O4aTA USED FOR

TH o= g4 38

L o= 23V.

HI1 = 2.4 FHi = & .
GRL = Lo BR2 = @,
[ I i.36 g = 3¢
THIS I8 A TYFE & PROGLEH
T, o= o 1% THEG = &%,
& CRITICAL POINT STERILIZING
FOR OFEODESS ESTIMATION
STERILIZING VAL Ul ESBT
b Corim=i

Fi

ESTIHATION ( TEMWF o.F 3}
e TH = I
367 FHE = L5 Frz = £ De
it
2] P = 18, 00 ONIIE s 1. BG
B
UALUE I8 USED &% A DRITERION
THATED = 14,293
L UAYAP3EALAT . QUT Tnsevt W= FF
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PROCESSO SERIE . REPLICATA 1

%%@%%%%%%%%%*%%%ﬁ%%%%%ﬁ%%%%%%%%ﬁﬁ%%%%%%%%%%ﬁ%%%ﬁ%%%%%%%%%ﬁﬁ%%%*ﬁ%%%%%%%%%%%@ﬁ
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0F ESTERTLIZAGAD | ﬁ

THEUT DATS UBED FOR ESTINM&TION  TEMF . o.F

ot

TG o= 84346 T4 = BE3F.7U TH o= 7G.oPH
Hg = 078 FHL - S48 FHe = R FH3 = 5,86
GHL = = 8. 519

i

&, 08 3R
gt o= 1. 09 o = 3
THIS I8 & TYFE & FROBLEM
TH o= ~4 . 9% Tz = 49 .58
& CRITYICAL POIHT STERILIZIRG VALUE IS5 USEN A% & CRITERION
FOR FROCESS ESTIMATION
STERILIZING VALUE ESTIMATED = 9178

i

v £ : 1889 OHOK = .60

e Col=i . uaxAPRIELaT U7 ) Insert WP
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WA EPEERN

PROCESSO SERIE I REPLICATA Z
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APENDICE 4 ESTUDO DE COMPARACAO ENTRE Fo-BIO E Fo-FIS,
RESULTADOS INTEGRAIS

PROCESSOS COM TEMPERATURA DE AJUSTE 121C

PROCESSO SERIEL REPLICATA 1.
Ti=12156 Fro=14.1

1E5 Mo, F{tezl) F{T1.z1) F(T1.z2) F(T122) EOBIO FOBIC FOFIS

Yi=0,868 Y2=TAB Y2=108 VY3=108 Y3=109

BFE HW P HW
18 14,0 12,0 18,0 -12.8 14,2 12,8 15,89
2 14,9 12,8 13,8 13,4 15,0 14,8 16,4
3 15,2 13,0 14,0 13,7 15,3 14,9 18,7
17 14,8 12,8 13,8 13,4 18,0 146 18,8
20 13.8 11.8 12,9 12,8 14,0 136 15.1
332 12,8 11.7 12,7 12,2 13,8 13.3 18,1
28 14,0 12,0 13.0 12,6 14,2 12,8 16,2
19 13,8 11.8 12,8 12,5 14,0 136 14,8
MEDIA 14,3 12,3 13,3 12,8 14,4 140 15,7
CESVIO PADRAQ 087 0,50 0,70
COEF. VARIACAD 0,04 0,04 0,04
% [HF. B,8% 10,8%

PROCESSO SERIE L REPLICATA 2.

T1= 1215 Fp = 13,8
i2 No. E(Tezl) F(Tizi) F(T1zd) F(Tiz2) FOBIO FOBIO FOFIS
PE W PE W
Yi=0,88 Y2=TAB Y2=104 ¥3=108
49 12,8 11,9 12.9 12,2 14,0 13,3 15,2
48 15,1 13,0 14,0 18.4 15,3 14,6 18,0
43 13,3 1.4 124 11.8 13,8 12,8 16,2
&7 15,1 13.0 14,0 13,4 15,3 14.6 16,9
26 14,0 12,0 18,0 12,4 14,2 13,6 16,9
34 15,1 13,0 14,0 134 16,3 14.6 14,8
22 14,0 12,0 13,0 12,4 14,2 13,5 14,1
29 14,0 12,0 13,0 12.4 14,2 185 18,1
1 14,0 12,0 13,0 12,4 14,2 13,8
MEDIA 14,3 12,3 13,3 12,8 145 13,8 15,8
DESVIO PADRAD 0,68 165 0,88
COEF. VARIACAD 0,04 0,08 0,06
4 DIF 8,2% 12.6%
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PROCESSO SERIE IL REPLICATA L.

T1=121,8 Fp=8,1

I8 No. F(Tezl) F(T1zl) F(Tiz2) F(T1z2)  FOBIO FOBIQ FOFIS

Tew121,0  Yi=0,83 Y2=TARB Y2=101 ¥Y3=1,12

PF HW P W
29 8.5 7.9 8,9 7.8 8.6 8.8 11,7
28 10,1 8.3 8,3 8,4 10.5 9,4 108
28 8,7 8.1 8,1 8,1 10,1 8,1 11.8
31 8.5 8.0 2.0 8,0 10,0 8.0 11.0
10 8,9 8,2 9,2 8.3 103 9,3 2.9
43 . 88 8,0 80 8,0 100 80 10,3
27 10.0 8,3 2.3 8,3 10,4 9,3 10.5
20 9.5 7.9 8.9 8.0 10,0 8.9 11,8
10,2
MEDIA 8,7 2.1 8,1 8,1 10.2 8,1 10,7
DESVID PADRAC 0,20 (.21 0,91
COEF. VARIAGAD 0,02 0,02 0,08
% DIE. .45 18.0%

PROCESSQ SERIE 1L REPLICATA 2.

T =121,6 Fp=g

18 No. F(Tezl) F{T1.z1) F{T1z8) F(T1,22) FORIO FOBIO FOFS

Vi=083 Y2=TAB  y2=100 y8=1118 y3=1119

pPE HW P A
51 10,1 8,3 8,3 83 10,4 8,3 118
53 10,2 8,4 9,4 8.4 10,5 8,4 11,8
24 9,8 8,0 8.8 8,0 8,9 8,8 11,0
34 10,3 8,5 9,5 8,5 105 2,6 10,8
37 104 8,6 2,8 8.6 10,7 0,7 a5
42 87 7.2 8,0 7.2 2,0 8,1 10.4
43 10,1 .4 8,3 8.4 10,4 2.4 11.1
21 9.9 8,2 8,1 8,2 10,2 2,2 11,1
22 8,2 7,6 8.5 7.6 8.5 2,5 10,8
MEDIA a8 8,2 9.0 8,2 10,1 9,1 10,6
DESVIO PADRAC 0,57 0,51 0,65
COEF, VARIAGCAO 0,08 0,08 0,08
% DIF a4, 7% 14,1%
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PROCESSOS COM TEMFERATURA DE AJUSTE 115C

PROCESSO SERIE I REPLICATA 1.

Ti= 1185 Fp=14,1
i3 No F(Tezl) F(Tizl) F(Tiz2) FI1iz2) FOBIO FOBIO FOFIS
Y1=56,81 Y2=YTam  Y2=0,78 Y3=(28
pE HW PF HW
39 11.0 63,8 64,6 - BDA 18,1 14,1 14,4
30 11,2 65,1 68,1 51,4 18,5 14,4 15,6
B0 11,4 86.2 87,2 52,3 18,8 14,7 15,1
17 11,5 66,8 67,8 52,8 19,0 148 145
3 11,5 66,8 §7.8 528 18,0 14,8 14,4
45 10,8 82,5 83,5 49,3 17,8 13,8 18,7
14 11.0 63,6 £4.6 50,3 18.4 14,1 13,5
7 10,9 63,2 84,3 50,0 18,0 14,0 15,4
54 10,9 63,0 £4,0 49,8 17,9 13,8 14,7
2 11,5 68,8 687.8 52,8 18,0 14,8 14,7
MEDIA 54,8 85,8 18,4 14,3 14,8
DESVIO PADRAD 0,49 0,39 088
COEF. VAR, 0,08 0,03 0,05
% DI, 28 2% 2.0%
PROCESSC SERIE L REPLICATA 2.
T1=1154 Fp=14,0
1B Mo F(Tezl)  F(T1zl) FO122)  FE(Ti122) FOBIO EOGRIO FOFIS
Y1=5698 Y2=Tam Y2=0,78  ¥3=027
P W P iy
2 10,5 82,9 43,9 49,7 17.3 18.4 14,3
17 11,2 671 88,1 53,0 18.4 14,3 166
40 11.4 88,3 £9.3 539 18,7 14,8 15,0
15 11,2 66,8 878 52,8 18,3 14.2 14,8
50 11.0 85,6 68,6 51,8 18,0 14,0 18,0
a5 10.8 85,0 £8,0 51,3 17.8 13,9 14,3
5 11,2 67,1 88,1 53,0 18,4 143 13,5
11 1.8 67,7 es,7 535 18,5 14.4 14,7
25 11,2 66,8 §7.8 52,8 18,3 14,2 14,7
MEDIA 864 57,4 524 18,2 142 14,7
DESVIO PADBAC 0,44 0,55 0,59
COEF. VAR. 0,02 0,02 0,04
96 DU, -28.8% 3.4%
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PROCESSO SERIETL REPLICATA 1.

T1=115,4 Fp =92

8 Mo F(Texll F(T1zl) F(Tiz2) F{T1.28) FOBIO FQBIQ FOFS

Yi=599 YE=TAR y2=071  Y3=027

_ PR W pf i/
17 7.9 47.0 48,0 53,4 13,0 9,0 10,2
20 7.5 455 455 32,3 12,6 8,7 10,3
23 8.4 50,0 51,0 355 15,8 9.6 11,5
39 1.2 43,1 44,1 30,8 11,9 8,3 10,8
8 8.2 49,2 50,2 35,0 13,8 9.4 10,7
36 8.4 50,0 51.0 35,5 13,8 9.6 9.8
3 8,2 49,1 50, 1 34,9 18,5 9.4 10,0
7 8,1 48,5 49,5 34,4 13,4 9,3 10,2
14 8.0 48.0 49,0 34.1 18,2 a2
MEDIA 478 48,8 34,0 18,2 9,2 10,4
DESVIO PADRAC 0,82 0.44 0.54
COEF. VAR, 0.05 0,05 0,05
% DIF. -265,9% 11.6%

PROCESSO SERIEIL REPLICATA Z

T1=115.5 Fp=9,1
B No F(Tezd) F(Thzl) F(Tlza) F(T122) FOBIO FOBIO FOFS
Y1=5,81 yeTAR | Y2=070  Y8=0.28
PFE HW pE AN
12 7.9 45,8 46,9 3z.1 13,1 9.0 10,0
52 8.1 47.1 48,1 A28 13.5 9,2 9.6
27 7.8 48,0 470 82,2 13,2 9,0 10,7
22 2,1 47,1 48,1 3z.9 13,5 g2 10,1
55 8.0 48,5 475 325 12.3 2.1 10,4
18 8,2 47.8 488 33.2 13.6 9,3 10.0
34 7.8 455 45,8 32.1 13,1 8.0 9.9
32 8.3 48.1 48,1 - 83,7 18,7 .4 10,8
23 8,2 474 484 - 331 135 8,3 10,1
RAEDIA 4688 478 32,8 18,4 9,2 10,1
DESVIO PADRAC 0,23 0,16 0,32
COER, VAR. 0.02 D02 0,03
5% DIF, -32.6% 8.9%
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