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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo verificar o efeito da tensdo de
cisalhamento sobre os parametros cinéticos de inativagédo térmica (valores D e z)
de Bacillus atrophaeus (antigo B. subtilis ATCC 9372), em suspensao aquosa pH
6,87. A fim de atingir esse objetivo, foi construido um reator de cisalhamento,
capaz de aplicar tensdes de cisalhamento de até 9,82Pa em temperaturas de
pasteurizacao (90,5 a 96,2°C + 0,5°C). Foi aplicado um Delineamento Composto
Central Rotacional, com duas variaveis independentes — Tensao de cisalhamento
e Temperatura — e valor D como variavel resposta. Foram executados 12

experimentos, e o modelo obtido foi “Log (D) = 11,30 — 1,104x10" T(°C) -

1,153x10? O(Pa)”, com R2 = 0,97, sendo os termos lineares das varidveis

significativos a p < 0,1.

Também foram determinados os valores D e z de B. atrophaeus na faixa de
temperatura de pasteurizagdo (92~97°C), pelo método tradicional em tubos TDT
(batelada), e usando dados cinéticos adquiridos de uma planta piloto HTST
Microthermics (continuo), em condi¢cdes de tensdo de cisalhamento similares
aquelas aplicadas no reator. A fim de avaliar o processamento térmico continuo
aplicado na unidade HTST, foi usada a metodologia de determinagédo de processo

equivalente conhecida como Paired Equivalent Isothermal Exposures — PEIE (Welt

et al., 1997).
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Os valores de z obtidos foram: 11,8°C £ 1,56°C pelo método TDT e 6,35°C

+ 0,35°C no reator de cisalhamento e na primeira secdo de retencao da unidade
piloto HTST.

Diversos autores reportaram mudancas nos parametros cinéticos de
microrganismos, ao realizar a sua determinacao por métodos em batelada (tubos
TDT, ou capilar) e em processos continuos. A semelhanca desses autores, foi
verificado que os valores D de B. subtilis foram significativamente (p<0.05)
inferiores em todos os processos em que foi aplicado cisalhamento.

A razao entre os valores D experimentais obtidos no reator de cisalhamento
e os valores obtidos pelo modelo estimado pelo método TDT foi calculada, e
variou entre 57% e 75%, indicando reducgéao significativa na resisténcia térmica do
microrganismo.

Existe, portanto, potencial de aplicacdo industrial imediata deste tipo de
sistema, a fim de causar a reducdo da resisténcia de esporos suspensos em
liquidos sob processamento térmico, e levando a processos térmicos mais

brandos.

Palavras-chave: Tensdo de cisalhamento, Pasteurizacédo, Processos néo-térmicos,

Bacillus atrophaeus, Processos continuos
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ABSTRACT

This research aimed to determine the effect of temperature, and shear
stress, on Bacillus atrophaeus (former B. subtilis ATCC 9372) spores suspended in
sterile distilled water, pH 6.9.

To achieve such objective, a Shear Reactor was developed to be capable of
applying 9.82Pa shear stress, under pasteurization conditions (90,5 a 96,2°C +
0,5°C). A Central Composite Design of experiments was used and it was
composed by two independent variables — Shear stress and Temperature — and
one response — the D-value. Twelve experiments were performed, and the model
obtained was “Log (D) = 11,30 — 1,104x10-1 T(°C) — 1,153x10-2 o(Pa)”, with R? =
0,97, and the linear terms statistically significant (p < 0,1).

The D and z-values of B. atrophaeus were determined in the pasteurization
range of temperature (92~97°C), using the classical TDT tube method (batch
method), and using kinetic data acquired in a Microthermics HTST pilot plant
(continuous method), under shear stress conditions similar to shear reactor. The
continuous thermal process was evaluated through the Paired Equivalent
Isothermal Exposures — PEIE — method (Welt et al., 1997).

The z-values obtained were: 11,8 =+ 1,56°C (TDT-method), and 6,35 *
0,35°C (Shear reactor and first retention section of the HTST pilot plant).

Several authors reported changes in the Kkinetic parameters of

microorganisms, when determining it through batch or continuous methods. Just
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like them, in this research it was verified that the D-values under shear stress
process were statistically lower (p<0.05) than those in batch method (no shear).
The ratio between experimental D values obtained in the shear reactor and
those obtained from the TDT model was calculated and ranged between 57% and
75%, indicating a significant reduction of the microorganism’s thermal resistance.
Hence there is an immediate potential for industrial application of this kind of
process since it causes the reduction of the resistance of spores in fluids under
thermal process allowing for less aggressive thermal process.
Keywords: Shear stress, Pasteurization, Non-thermal process, Bacillus

atrophaeus, Continuous flow process
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1. Introducao e Justificativa

Alimentos sdo aquecidos por diversas razdes, € uma das principais €
inativar microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes, a fim de aumentar a sua
vida de prateleira. Porém, da mesma forma que inativa os microrganismos, a
aplicacdo de processos térmicos também altera fatores de qualidade do alimento,
como concentracdo de vitaminas, cor e sabor (Lewis; Heppell, 2000).

Os processos térmicos aplicados variam muito em seu grau de severidade,
indo desde processos brandos, como termizacao e pasteurizacao, até processos
drasticos, como € o caso da esterilizacdo de alimentos ja embalados. A
severidade do processo térmico, considerada isoladamente, ir4 afetar tanto a vida
de prateleira do produto como suas caracteristicas de qualidade (Lewis; Heppell,
2000).

Os processos térmicos podem ser divididos em processos em batelada e
continuos. Historicamente, os processos em batelada sdo os mais antigos, tendo
surgido em meados do século XVII, na Franca (Gava, 2002). Mais tarde, no século
XIX, foi construido e patenteado um processo de esterilizacao continuo, no qual o
leite era aquecido a temperaturas entre 130°C e 140°C (Lewis; Heppell, 2000).

Tradicionalmente, o processo em batelada consiste em aquecer o alimento
jA envasado, em autoclaves ou em tachos abertos, sendo estes aquecidos com
vapor saturado e/ou agua em estado liquido até uma temperatura previamente
estabelecida, seguido por manutencdo a essa temperatura pelo tempo de

processo, sendo entao resfriados e as embalagens retiradas.



Nos processos térmicos continuos, que sao aplicados quase que somente a
alimentos fluidos, o alimento é aquecido até a temperatura de pasteurizacdo ou
esterilizagdo, esta € mantida durante um tempo de retencdo, e em seguida
resfriado. As operacbes de aquecimento e resfriamento devem ser tao rapidas
quanto for possivel, para reduzir os efeitos nocivos que ocorrem ao produto fluido
nestas fases. Tal cuidado se justifica pelo fato de o célculo do efeito de letalidade,
para fins legais, considerar apenas o tempo de manutencdo a temperatura de
pasteurizacao/esterilizacdo (FDA, 2002), nao levando em consideracdao a
letalidade causada pelo aquecimento e pelo resfriamento, que podem ser
significativos.

A grande vantagem do processo continuo sobre o processo em batelada
esta na velocidade do processo: os alimentos sdo aquecidos e resfriados muito
mais rapidamente, a temperaturas mais altas (por tempo mais curtos) que nos
processos em batelada, provocando aumentos expressivos, tanto na economia de
energia, como na retencdo dos fatores de qualidade do produto. Além dessas
vantagens referentes a qualidade do produto, o processador também ganha em
escala, processando quantidades muito maiores de produto no mesmo espaco de
tempo. E importante ressaltar que, no processo continuo, é exigido que o material
de embalagem também seja esterilizado, e o produto devera ser embalado em
ambiente asséptico, a fim de evitar contaminacao pds-processo.

Para o desenho de processos térmicos, é necessario modelar a cinética das
reagdes que controlam:

e ainativacdo microbiana;

e as mudancas fisicas, quimicas e bioquimicas do produto em questao.



Estas cinéticas de reacdo de degradacdao térmica sado fungdes de
caracteristicas do alimento, tais como:

* pH;

e atividade de agua;

e densidade;

e viscosidade;

propriedades térmicas, entre outras.

A taxa de destruicdo térmica a qual o microrganismo (e/ou o fator
termodegradavel considerado alvo do processo) é inativado é o principal ponto de
estudo para o desenho de processos térmicos continuos. Cada microrganismo
apresenta uma resisténcia térmica caracteristica, e esta depende ndo somente da
espécie, mas também do estado fisiolégico do microrganismo, se esta na forma de
célula vegetativa ou de esporo, e da composicao do alimento.

Segundo Stumbo (1965), temperaturas pouco acima da maxima a qual
ocorre crescimento bacteriano causardo a morte das células vegetativas; porém,
0S esporos dessas mesmas bactérias, em geral, sobrevivem a temperaturas muito
superiores. Devido a essa caracteristica, a inativacdo dos esporos deve ser o
principal foco de atencédo durante o desenho de tratamentos térmicos de produtos
estaveis a temperatura ambiente.

O método mais comumente usado para estudar a cinética de destruicdo de
microrganismos e/ou fatores de qualidade é conhecido como o método do tubo

TDT (Thermal Death Time). Neste método, aquece-se rapidamente tubos selados

de vidro tipo Pyrex de parede fina (1-2 mm), contendo suspensao do alimento com



uma concentragdo conhecida de microrganismos, em banho termostatico de
precisdo, de agua ou de 6leo (meio de aquecimento), ajustado a uma temperatura
constante, durante diferentes periodos de tempo, seguido de imediato
resfriamento em agua fria ou gelada. Em seguida, limpa-se o éleo do exterior dos
tubos, esteriliza-se a sua superficie externa com um agente quimico, inocula-se
seu conteudo em meios apropriados de subcultura para posterior contagem dos
sobreviventes, e, por fim, determina-se a populagédo sobrevivente. Constrdi-se um
grafico com o logaritmo da populagédo vs. tempo de tratamento térmico de cada
amostra. Caso a curva obtida seja uma reta, através de regressao linear obtém-se
os parametros de morte térmica que permitem desenhar os tratamentos térmicos a
temperaturas préximas aquelas em que foi realizado o teste (Bigelow e Esty,
1920), sendo possivel interpolar os dados com razoavel confiancga.

Stumbo (1965) desenvolveu um aparelho chamado termoresistémetro: uma
grande camara de vacuo pressurizada capaz de manter-se estavel a temperatura
requerida, dentro da qual pequenos recipientes rasos, feitos de metal, séo
introduzidos contendo pequenos volumes de suspensao de esporos. Tal arranjo
permite que sejam feitos testes a varias combinacgdes de tempo e temperatura
com um atraso térmico minimo. Este aparelho foi utilizado por Pflug e Esselen
(1953) e Gaze e Brown (1988). Estes ultimos mediram as cinéticas de morte
térmica de esporos de Clostridium botulinum nas temperaturas de tratamentos
UHT. O termoresistometro tinha por principais desvantagens o seu tamanho
avantajado e seu elevado custo de construcao, uma vez que sistemas comerciais

nédo existem (Lewis e Heppel, 2000).



Lewis e Heppel (2000) relataram que a cinética de destruicdo térmica
também pode ser determinada usando equipamentos de Processamento Térmico
de Fluxo Continuo, em escala laboratorial, piloto ou industrial.

Burton et al. (1977), usando uma planta de processamento continuo de
injecao direta, reportaram tempo de aquecimento de menos de 0,1 segundo, mas
ressaltaram que:

- Existe uma distribuicdo no tempo de residéncia (DTR) do produto
enquanto este atravessa o equipamento e, consequientemente, a medida da DTR
para os diferentes tipos de alimentos liquidos néo é trivial;

- O célculo dos parametros da cinética de morte térmica a partir dos dados
obtidos requer especial atencao.

Além de Burton et al. (1977), também Heppell (1985) e Daudin e Cerf
(1977) usaram este método, sendo que Daudin e Cerf inseriram uma modificacao
no equipamento, eliminando o problema de distribuicdo do tempo de retencéo
encontrado por Burton et al. (1977).

Em tais sistemas de fluxo continuo, os indices de reducao decimal (valores
D) sédo determinados a partir da contagem inicial do in6culo e da contagem final de
sobreviventes, representando a destruicao térmica total resultante das porcdes
isotérmicas e nao isotérmicas do sistema. As taxas de inativacao determinadas a
uma temperatura constante sdo mais Uteis e apropriadas; porém, este é um ideal
quase inatingivel, mesmo em plantas de processamento continuo em escala
piloto. De fato, quase todos os processos térmicos nao sao isotérmicos, levando a
necessidade de descricdo detalhada do sistema, a fim de levar em conta a sua

contribuicdo na morte térmica. Tal contribuicdo podera ser entdo estimada a partir
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do perfil térmico de aquecimento e resfriamento do processo. Em sistemas de
injecdo direta, como os utilizados por Burton et al. (1977) e Busta (1967), o
aquecimento é quase instantaneo. No entanto, deve ser levado em conta o efeito
de diluicdo do condensado para determinar as taxas de inativacdo térmica
(Fairchild et al., 1994).

Diversos autores tém encontrado dados conflitantes quanto a morte térmica
predita para processos térmicos em sistemas continuos, quando comparados com
os dados experimentais obtidos pelo método do tubo TDT, para os mesmos
microrganismos e em processos equivalentes (Mackey e Bratchell, 1989; Wescott
et al., 1995; Fairchild et al.1994; Bunning et al. 1988; Busta, 1967; Burton et al.,
1977; e Vieira et al., 2002). Tal fato € de grande interesse, pois, por volta de 1960-
1980, foi comum utilizar os dados gerados em temperaturas inferiores aquelas
praticadas na regido de UHT para obter os parametros térmicos, e extrapola-los
para obter os parametros a 130-145°C. Lewis e Heppell (2000) indicaram que
existe perigo consideravel em predizer as cinéticas de morte térmica a altas
temperaturas pela extrapolacao de dados obtidos a baixas temperaturas, e que,
sempre que possivel, as medidas devem ser tomadas na regido proxima a
temperatura de interesse, a fim de que o uso do modelo cinético ajustado aos
dados ndo leve a erros significativos.

Edwards et al. (1965a e 1965b) observaram respostas atipicas de mesdéfilos
anaerobios e termofilos aerébios ao Processamento Térmico de Fluxo Continuo.
Busta (1967) verificou valores de z excepcionalmente altos e resisténcia térmica
relativamente alta de Clostridium sporogenes (PA3679) a 132°C, ressaltando as

peculiaridades do tratamento Processamento Térmico de Fluxo Continuo. Este
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autor verificou ainda que os valores obtidos para as constantes de inativacao
térmica (indice de reducao decimal — valor D e coeficiente de morte térmica — valor
z) diferiam consideravelmente de outros apresentados, e conclui que é necessario
avaliar experimentalmente os processos térmicos de fluxo continuo em
temperaturas ultra altas (UHT), ao invés de extrapolar dados obtidos em
temperaturas inferiores, a fim de evitar erros significativos no estabelecimento de
processos desse tipo.

Swartzel (1982) afirmou que “os pesquisadores teriam que desenvolver um
método adequado para determinacdo das perdas totais de constituintes em
sistemas de aquecimento indiretos. Esta informacéo € vital para pesquisadores
que investigam efeitos fisicos do processo térmico sobre os componentes
quimicos, fisicos e microbianos do alimento”. Ou seja, € necessario que seja
desenvolvido um sistema para determinacao da cinética de inativagao/destruicao
de microrganismos e constituintes do alimento, ao sofrer o efeito de um tratamento
térmico em um sistema de aquecimento indireto.

Wescott et al. (1995) verificaram que o sistema continuo mostrou-se mais
letal que o processo em batelada, e sugeriram que a causa deste resultado pode
ser a agcao de forgcas de natureza fisica, tais como pressdo e forcas de
cisalhamento, as quais nao estdo presentes no sistema de batelada (tubo TDT).
Porém, até o momento, esta hipdtese ndo havia sido provada em nenhuma
pesquisa.

Este projeto apresenta a hipotese de que o método TDT nao descreve
apropriadamente a morte térmica de microrganismos presentes em alimentos

aquecidos em sistemas de processamento térmico continuo. Por outro lado,
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conforme apresentado por Busta (1967), sempre que se utiliza uma unidade de
processamento continuo, esta-se sujeito as peculiaridades desta unidade, e este
fato dificulta a reprodutibilidade dos testes por outros laboratérios. Entdo, é
necessaria a construcdo de um dispositivo relativamente simples e confiavel,
capaz de simular diferentes processos térmicos com fluidos em movimento, no
qual as principais variaveis relevantes ao processo sejam totalmente controladas.
A fim de superar tais problemas, ao longo dos trabalhos da presente tese foi
construido um dispositivo que simula o efeito da tensdao de cisalhamento
observada num sistema continuo agitado, para a determinacdo de parametros de
resisténcia térmica de microrganismos, que possam ser aplicados ao desenho de

processos térmicos desse tipo em escala piloto e industrial.



2. Objetivos

Verificar qual a extens&do da contribuicdo da taxa de cisalhamento sobre a

inativacao de esporos de Bacillus atrophaeus ATCC 9372, durante um tratamento

térmico HTST.

Para atingir este objetivo, foram estabelecidos os seguintes objetivos

especificos:

Desenvolver um equipamento capaz de aplicar as mesmas tensées
de cisalhamento verificadas em equipamentos HTST, em
temperaturas de pasteurizacdo, num volume fechado e sem
interferéncias externas;

Modelar a variacdo dos parametros cinéticos do Bacillus
atrophaeus ATCC 9372, usando tal equipamento e aplicando um
desenho experimental tipo Delineamento Composto Completo
Rotacional para temperatura e rotacao;

Determinar os parametros cinéticos do Bacillus atrophaeus ATCC
9372 em tubo TDT;

Determinar os parametros cinéticos do Bacillus atrophaeus ATCC
9372 em uma unidade HTST piloto, usando o método do ponto
equivalente (EPM) para analise dos dados de temperatura, tempo e
letalidade;

Comparar estatisticamente os parametros cinéticos encontrados.



3. Revisao Bibliografica

3.1.Processamento Térmico

Rahn (1945) indicou que a ordem logaritmica de morte bacteriana permite
encontrar taxas de morte térmica, e tirar conclusdes a partir destas, as quais sao
independentes de qualquer explicacdo a respeito do mecanismo de inativacao.
Taxas de morte tornam possivel comparar a resisténcia térmica de diferentes
espécies a mesma temperatura, ou a resisténcia térmica de uma mesma espécie
a diferentes temperaturas. Também permitem descrever em termos quantitativos o
efeito de fatores relativos ao meio de aquecimento ou de subcultura, tais como
concentragao de sélidos e pH, na esterilizagao.

Lenz e Lund (1977) afirmaram que a motivacdo para desenhar um novo
método para determinacdo precisa do ajuste de um processo térmico esta
baseada na suposicdo de que o novo método devera ser conveniente para
verificar os efeitos da variabilidade bioldégica nos célculos de letalidade. Porém,
antes de se comegar a utilizar tal método, é necessario demonstrar que o0 novo
método é tao aplicavel, e pelo menos tao sensivel e confiavel, quanto os métodos
existentes.

Quando as bactérias sao sujeitas ao calor umido, a taxa de morte é
ordenada e, em aproximadamente 60% dos casos, a populacdo segue uma
reducdo exponencial com o tempo de exposicdo a temperatura constante (cinética

de primeira ordem), ou log-linear (Stumbo, 1965).

10



Segundo Kessler (1981), a inativacdo térmica de microrganismos €, em

geral, bem descrita como uma reacao de primeira ordem (pseudo primeira ordem):

dN

—=—k.N
dt

Equacao 1

Se a Equacéo 1 for rearranjada e integrada:

dN TAN ‘
E 50 2 e kedt e [ =k dr
quacao N N I

N, 0

cuja integracao resulta em:

E ao 3 In —N =—kt..t=
quacao £
¢ N

Onde:

No: populacéo (ou concentracdo) inicial de microrganismos

N: populacao (ou concentragdo) de microrganismos no tempo t
kt: constante de velocidade da reacao (taxa de morte)

t: duracdo do efeito (tempo de aquecimento)

fazendo
2,303 N
== log,, —
5 r No =—=-lo N
Equagéo 4 2303 D, €10 N,
=D,
kT

Onde Dr é o tempo necessario para reduzir a concentracao de
microrganismos em um ciclo logaritmico, a uma temperatura (T) constante, ou, em
outras palavras, inativar 90% da populagcdo de microrganismos presente,

reduzindo-a a 1/10 da inicial.
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Da mesma forma, de posse de valores D de um mesmo microrganismo a
diversas temperaturas, pode ser encontrada a resisténcia relativa de morte, o valor

z (ou coeficiente de morte térmica) desse microrganismo:

log(DTl )_ 1Og(DTz) _ 1
T, -T, 2z

Equacao 5

Onde:

T1e T, sdo temperaturas distintas;

D11 e D12 sdo os valores D a cada uma dessas temperaturas;

z é a diferenca de temperatura necessaria para reduzir o valor D até 10%
de seu valor inicial.

Lewis e Heppell (2000) indicaram que ha poucos métodos praticos para
determinacao de cinéticas de destruicao térmica. O mais antigo, e mais usado até
hoje, € o método do tubo TDT selado.

Busta (1967) reportou diferengas significativas para as constantes térmicas
de inativacao (valores D e z) encontradas por ele e por outros pesquisadores
(Esselen e Pflug, 1956; Franklin et al., 1959; Stumbo et al., 1950; Wang et al.,
1964), para B. stearothermophilus inoculado em sistema UHT, quando comparado
ao sistema TDT.

Burton et al.(1977) também indicaram diferencas entre os valores dos
parametros cinéticos de destruicdo térmica determinados pelo método do tubo
TDT e em sistemas continuos; estes autores verificaram que os resultados para
morte térmica de Bacillus stearothermophilus em um processo continuo e em tubo
TDT a temperaturas inferiores a 145°C n&o coincidiam, sendo que a taxa de morte

térmica a 137°C, em processo continuo, era metade daquela verificada no tubo
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TDT. Estes pesquisadores verificaram esta discrepancia tanto para in6culo em
agua quanto para inéculo em leite. Os autores creditaram as inconsisténcias
encontradas a erros experimentais, sugerindo que poderia se tratar de uma falha
em caracterizar corretamente a planta de processo utilizada, em termos de tempo
ou temperatura; ou que existe alguma diferenca fundamental entre a destrui¢cdo do
esporo em tubos capilares e em processamento continuo.

David e Merson (1990) apud Fairchild et. al. (1994) utilizaram um reator
controlado por computador que permitia medir tempos muito curtos na faixa de
temperatura UHT, tendo um atraso térmico de 0,4 seg. Estes autores
demonstraram que a curva de sobreviventes de esporos de B. stearothermophillus
era de natureza nao linear, acima de 145°C, sendo necessario usar 2 coeficientes
térmicos (valor z) diferentes para descrever a cinética relativa de morte. Na faixa
de 115-145°C, determinaram valor z de 9,3°C; e entre 145-160°C, o valor z
encontrado foi 16,9°C. Ainda, ressaltaram que a extrapolacdo de valores de D,
obtidos em temperaturas abaixo de 145°C, levariam a uma estimativa de D1ssec
com erro de 69%, em relagdo ao valor D real verificado.

Wescott et al. (1995) trabalharam com esporos de Bacillus cereus T (entre
99°C e 107°C) e Bacillus stearothermophilus ATTCC 12980 (entre 128,5°C e
139°C), e obtiveram os seguintes resultados:

- O valor z do Bacillus cereus nao foi significativamente diferente quando

determinado em sistema continuo e em sistema em batelada; no entanto, o

sistema continuo mostrou-se mais letal que o sistema em batelada;
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- O valor z do Bacillus stearothermophilus em sistema continuo e em
sistema em batelada foram diferentes, sendo que o sistema em batelada
mostrou-se mais letal que o sistema continuo;

- Por fim, os autores concluem que os dados obtidos em sistema batelada

podem nao ser suficientemente precisos para predizer ou desenhar

processos continuos, e sugeriram a atuacao de forgas fisicas, dentro de
sistemas continuos, como responsavel por este comportamento.

Bunning et al.(1988) determinaram a resisténcia de Listeria monocytogenes
utiizando tubo TDT selado e trocador de calor de fluxo empistonado, e
encontraram valores de z de 5,6°C e 8,0°C, respectivamente.

Fairchild et al. (1994) também compararam a cinética de destrui¢cdo térmica
nos sistemas de processamento térmico em batelada e continuo, e encontraram
valores diferentes para z, sugerindo, como Burton et al. (1977), que 0 mecanismo
de morte térmica € fundamentalmente diferente nestes dois sistemas.

Em 1982, Swartzel publicou uma pesquisa onde apresentava uma nova
maneira de desenhar processos térmicos mediante método computacional,
conhecido como Método do Ponto Equivalente (EPM), relacionando o efeito de um
processo térmico utilizando trocador de calor indireto com um processo
equivalente em sistema direto. Este autor sugeriu que o perfil térmico de um
trocador de calor indireto pode ser calculado a partir da equagéo exponencial
apresentada por Deindoerfer e Humphrey (1959).

Para um trocador de calor indireto, esta solugdo apresenta-se na forma:
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Equacao 6

Onde

Thc € a temperatura do meio de aquecimento ou resfriamento;

To é a temperatura do produto no inicio do processo térmico;

T4 é a temperatura do produto ao fim do processo térmico;

t,c) € o tempo total do processo térmico;

U:: coeficiente global de transferéncia de calor;

A: area de troca de calor;

0p: massa de produto fluindo no trocador de calor;

Cp: calor especifico do produto.

Para o calculo exato do perfil térmico, as propriedades térmicas e os
coeficentes de transferéncia de calor devem ser conhecidos. Entretanto, além de
serem fung¢des da temperatura, estdo bem caracterizados somente para alguns
poucos fluidos.

Porém, para cada processo térmico, a relacdo (U: . A)/( ax . cp) pode ser
considerada constante, permitindo a sua substituicdo por uma nova variavel J.
Este artificio matematico elimina a necessidade de conhecer U;, ou as
propriedades térmicas do produto. Por outro lado, a Equacdo 6 assume que a
temperatura dos meios de aquecimento/resfriamento (Thc) é constante, o que, na

pratica, raramente é verdadeiro.
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Rearranjando a Equacao 6, de maneira a isolar T+, e substituindo-o por T(t),

que € a temperatura em fung¢édo do tempo, tem-se:
; (V=T ¢, + (1, - Ty ) €7
Equacéo 7 T\t)=Tp e, +\ Ty —Tiyc) e

Dessa forma, usando a Equacéao 7, foi possivel construir o perfil térmico do
produto dentro das tubulacées de um sistema de tratamento térmico continuo
(Deindoerfer e Humphrey, 1959).

Jung e Fryer (1999) usaram um software CFD (Computational Fluid
Dynamics) para simular processos de esterilizagdo continua de alimentos fluidos
newtonianos e nao-newtonianos em tubos de secdo circular com temperatura
uniforme nas paredes. Seu objetivo foi demonstrar como um modelo reolégico de
um fluido homogéneo pode ser usado para desenhar um processo HTST, e
comparar seus resultados aqueles do método comumente utilizado para desenhar
processos térmicos, segundo o qual o fluido, em toda a secdo transversal da
tubulacao, esta na temperatura média, e a particula mais rapida movimenta-se
com o dobro da velocidade média, de modo que o tubo de retencdo deve ter
comprimento suficiente para garantir que esta particula receba o tratamento
térmico necesséario, em seu interior. Ao analisar os resultados das simulagdes,
verificaram que, de acordo com o modelo reoldgico, existe grande diferenca entre
as temperaturas do fluido préximo a parede e no centro da tubulacdo: na saida do
aquecedor, a temperatura era 131°C préximo a parede, e 83°C no centro; na saida
do tubo de retencao, a temperatura na parede caiu para 105°C; e durante o inicio
do resfriamento, embora a temperatura do fluido préximo a parede caia

rapidamente, no centro do tubo continuou a subir.
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Jung e Fryer (1999) verificaram que, com respeito a cinética microbiana, e a
retencdo de qualidade, o método usual de desenho de processo industrial (que
assume que o produto flui com um perfil newtoniano completamente desenvolvido,
com a velocidade maxima igual ao dobro da velocidade média) causa uma
degradacao até 10 vezes maior dos fatores de qualidade, comparado com o
processo realmente necessario para produzir um produto seguro do ponto de vista
de saude publica.

Kelder et al. (2002) simularam o efeito do formato tridimensional de
trocadores de calor tubulares em espiral, verificando numericamente que o efeito
de forgas centrifugas induzem a vortices de Dean, resultando em misturas mais
homogéneas, e aumentando substancialmente a transferéncia de calor. Ainda, no
caso de a densidade do fluido ser dependente da temperatura, sao induzidos
vértices de Morton, aumentando ainda mais a eficiéncia do processo. Dessa
forma, trocadores de calor em espiral teriam menores distribuicbes de tempo de
residéncia e melhor eficiéncia na transferéncia de calor, levando a perfis térmicos
mais proximos daqueles empistonados, e otimizando o uso da estratégia UHT.
Seus resultados indicaram que valores de Npe tdo baixos como 1 levam a
diferencas de mais de 50% no comprimento necessario para atingir a temperatura
desejada, influenciando diretamente a letalidade obtida em seu interior.

Sahoo et al. (2002) reportaram um método computacional para dimensionar
processos térmicos em trocadores de calor de tubos concéntricos, triplo (vapor-
produto-vapor) para aquecimento e duplo (agua-produto) para resfriamento. Neste
método, que pode ser entendido como um método direto, quase didatico, foi

considerado que o produto atinge a saida de cada secdo com temperatura
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homogénea. Como tais trocadores ocupam grande espacgo, 0s autores sugerem o
uso do formato espiral a fim de torna-lo mais compacto. Entretanto, ndo foram
considerados os efeitos de curvatura (Npe) ao longo de sua andlise e validagao
experimental. Como precognizado pelo trabalho independente de Kelder et al.
(2002), os resultados obtidos indicaram sobreprocessamento, uma vez que o
tratamento desenhado pelo método proposto deveria reduzir a contaminacao em 8
ciclos logaritmos, e foram obtidas mais de 9 redugdes, de acordo com 0s seus
dados experimentais.

Loss e Hotchkiss (2004) realizaram determinacéo de cinética de inativagao
térmica de microrganismos em um equipamento de tratamento térmico de fluxo
continuo em escala laboratorial, afirmando que o uso de um equipamento nessa
escala é comparavel com a préatica comercial, especialmente quando trabalhando
com patdgenos. Este equipamento era formado por uma serpentina de acgo
inoxidavel, imersa em um banho de 6leo aquecido, seguida por outra serpentina
imersa em mistura de agua-gelo, através das quais foi bombeado leite inoculado
com o microrganismo. As serpentinas tinham diametro interno de 0,254, 0,45 e
0,76 mm, com diametro externo de 1,588 mm. Os microrganismos testados foram
Pseudomonas fluorescens R1-232 (células vegetativas) e Bacillus coagulans A1-
029 (esporos). Neste equipamento, foram obtidos tempos de aquecimento de 3 e
0,29s para as serpentinas de 0,76 e 0,25mm (diametro interno), eliminando as
limitacbes geralmente ligadas a tais experimentos. Os autores afirmam que,
usando este aparato e o ajuste de curva pelo modelo de Weibull, foi possivel usar

todos os dados obtidos, sem a necessidade de descartar os dados iniciais
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(ombro), caracterizando precisamente a resisténcia térmica de esporos e células
vegetativas.

Em 1999, Bulut et al. verificaram forte correlacdo entre a destruicao
bacteriana e as taxas de cisalhamento causadas em um extrusor e em redmetro
rotacional tipo cone-prato. Em seus experimentos, usaram células vegetativas de
Microbacterium lacticum, uma bactéria Gram-positiva ndo formadora de esporos,
resistente ao calor, originalmente isolada de ovos liquidos pasteurizados. O valor
D7sec foi determinado como 20 minutos (em gelatina com 65% de umidade). Seus
resultados em extrusor indicaram que a aplicacdo de 409kPa a 73°C por 58s
foram suficientes para reduzir a populacdo em 5,3 log. Em seus ensaios em
redmetro, foi aplicado uma taxa de cisalhamento de 804 s™, contra controle em
tubo em banho aquecido, e foi observado que o microrganismo era inativado mais
rapidamente sob cisalhamento, com valor D7s.c = 3,5min, ou seja, uma reducao de
aproximadamente 6,5 vezes.

Em pesquisas do laboratério de Termobacteriologia da FEA/UNICAMP,
sobre validagdo de processos térmicos de sucos de frutas, reportados por
Massaguer (2002, 2003), verificou-se que os tratamentos térmicos em unidade
asséptica tém produzido indices de pasteurizacdo muito mais elevados do que
seria esperado, conforme a determinagdo da resisténcia térmica de
microrganismos em tubos TDT (Tabela 1). Esta constatacdo advém da analise dos
dados de histéria térmica (perfil térmico simulado de acordo com Deindoerfer e
Humphrey, 1959), obtidos a partir de medidas registradas mediante termopares

localizados em 5 posicdes ao longo da tubulacdo de uma unidade piloto

19



Microthermics, equipada com trocador de calor em espiral, durante a validacao do
processamento térmico de sucos de frutas inoculados com microrganismos, e dos
resultados das contagens efetivas realizadas ap6s processamento desses
produtos para determinacdo de sobreviventes. Na Tabela 1 estdo apresentados
alguns dos resultados obtidos para ensaios com inoculacdo indireta de
microrganismos (esporos imobilizados em esferas de alginato) em diversos
produtos, assim como os valores D, determinados pelo método do tubo TDT, e o
valor D estimado a partir das redugdes decimais efetivas da populacao, verificadas
por contagem de sobreviventes em amostras processadas.

Tabela 1: Valores encontrados para D(min), em experimentos realizados no
laboratorio de Termobacteriologia-FEA/UNICAMP.

. . Dt (min) segundo a contagem de
ubiode! | Oyl detemitedo | Greioniosom rtamarioom
unidade asséptica
Polpa de tomate 8°Brix glg:z — 8?3? glgzz 2 8525
io%l-gljfn{séasgléﬁeco Di15ec = 0,044 D115 < 0,085
(2004) Di21ec = 0,011 Dq21ec < 0,086
D124ec = 0,006 Dqo4ec < 0,085
D1osec = 0,400 D1osec = 0,246
Polpa de tomate 89Brix D10990 = 0,1 94 D1og<_>c = 0,21 3
e pH 4,3 / Neosartorya Di15:c = 0,044 D115¢c < 0,079
fischeri— Pacheco Dq21ec = 0,022 Dq21ec £ 0,085
(2001) D124:c = 0,013 D124:c = 0,086
Dqogec = 0,009 Dqogec < 0,085
Suco de Macd, 11°B e 878’790 = 38481 878’790 f 8822
pH 3,5 / Paecilomyces 5 8.7C 1846 D83’7QC = 0036
variotti— Massaguer 58’790 == ST
(2003) 91°C = 14,9 Dg‘]QC ] 0,01 1
Dgs.72c = 9,6 Dgs.72c < 0,036
Suco de laranja Dooec = 2,30 Dgoec < 0,621
10,5°BRIX e pH 4,3/ Dgoec = 1,81 Dgoec 0,015
Byssochlamys nivea — Dgzec = 1,61 Dg3c 0,016
Massaguer (2002) Dgsec = 1,27 Dgsec <0,015
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Os resultados a partir da contagem de sobreviventes observados na Tabela
1 denotaram que, na pratica, a taxa de morte térmica em processos continuos é
bem mais elevada do que a estimada a partir dos dados cinéticos obtidos pelo
método TDT.

Numa revisdo sobre modelos cinéticos para sobrevivéncia microbiana no
processamento térmico e nao térmico, que resumia o IFT Summit 2003, Teixeira in
Heldman e Newsome (2003) ressaltaram que “(...) processos HTST e UHT
operam em temperaturas bem acima das quais as curvas de sobreviventes
(curvas TDT) podem ser geradas. Modelos derivados de curvas de sobrevivéncia
para uso no desenho/especificacdo de tais processos deveriam ser modelos
deterministicos que sdo baseados no entendimento dos mecanismos
responsaveis pelos padrées de comportamentos observados.” Ainda nesta mesma
revisdo, Heldman e Newsome apresentaram que 0s seguintes tdpicos séo
importantes para pesquisa em modelos de sobrevivéncia microbiana:

e Dados sobre a influéncia de processos de preservacao na recuperacao de
microrganismos — injuria, ativacao, reparo, germinagcao e crescimento, em
funcédo de calor, pressao e outros fatores de estresse ao microrganismo —
devem ser entendidos e incorporados em modelos futuros.

e Modelos de processos que incorporem incerteza devem ser desenvolvidos.

E ainda destacam que:

e Publicagdes contendo parametros de curvas de sobreviventes devem incluir

uma descricdo detalhada da metodologia para coleta e andlise de dados

incluindo limites de deteccao;
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e Deve ser desenvolvido um modelo, preferencialmente universal, para
medicdo de parametros de intensidade de agentes (de destruicdo),

incluindo etapas de analises dos dados e apresentacao dos resultados.

3.2.Método do Ponto Equivalente — EPM e Meétodo de Exposicoes

Equivalentes Pareadas — PEIE

A eficacia de um processo térmico geralmente € expressa em termos de um
valor de esterilizagdo (valor F). Uma unidade padrdo de letalidade, conhecida
como Fo, € utilizada para mensurar o efeito de esterilizacao de um processo. Esta
unidade é igual a minutos equivalentes na temperatura de referéncia de 121,1°C,
considerando z de 10°C. Para sistemas térmicos em que a temperatura é variavel,

Fo é dado por:

t T(1)-121.1
Equacao 8 FO:jlo 0 dt

0

Onde T(t) é a temperatura no ponto frio do produto a uma certa altura do
processo.

Técnicas para avaliar a Equacao 8 foram objeto de elaborados
desenvolvimentos de procedimentos de calculo para processos em batelada (Ball,
1928; Cheftel e Thomas, 1963; Tung e Garland, 1978; e Pflug, 1988a e 1988b). O
procedimento mais usado é o Método Geral, descrito no classico trabalho de
Bigelow et al.(1920). Limitagdes do Método Geral levaram muitos pesquisadores a

investigar métodos alternativos para determinagdes praticas do processo térmico.
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Swartzel (1982) desenvolveu o Método do Ponto Equivalente (Equivalent
Point Method-EPM) para processos continuos, baseado no modelo cinético de
Arrhenius. Este método foi usado para caracterizar sistemas térmicos que
parecem, a primeira vista, como independentes dos parametros cinéticos de
qualquer constituinte. Ele demonstrou que qualquer processo térmico continuo
pode ser representado por um tempo equivalente (i) e uma Temperatura
equivalente (T¢). Isso seria especialmente verdadeiro no caso de um processo
térmico direto, levando em consideracdo que o0 aquecimento e o resfriamento
deste se da realmente quase instantaneamente. Para tanto, usando a relacéo de
Arrhenius de Energia de ativacéo, seria possivel encontrar um Ponto Equivalente
(Te € te) que descreveria o0 processo isotérmico equivalente. O autor indica que
este método seria suficientemente preciso para desenhar novos processos e
equipamentos, e estudar parametros cinéticos de componentes dos alimentos,
degradados na reacao.

Partindo de um ponto de vista diferente, Ross (1993) chegou a conclusdes
semelhantes. Ele observou que a razao entre o logaritmo da destruicao bacteriana
e o logaritmo da formagcdo de um marcador quimico era dependente da
temperatura maxima atingida durante o processo e da energia de ativacdo. Este
trabalho apodia a nocdo de que um ponto equivalente nao é restrito a apenas um
certo perfil térmico.

A determinacdo do ponto equivalente envolve o calculo de relacbes de
reducdo térmicas (valores G), usando uma série de valores selecionados de
Energia de Ativacdo (Ea) e dados de tempo-temperatura. Em um grafico do

logaritmo do tempo contra o reciproco da temperatura usando os dados para cada
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par valor G-Ea se observa diversas linhas interceptando-se quase num Unico
ponto (Figura 1). Se houvesse apenas um unico ponto de interseccdo, estaria
comprovada a principal consideracao do EPM: o ponto equivalente independe da
energia de ativagéo.

Nunes et al. (1993) e Nunes(1993) introduziram um método de
reparametrizacao, obtendo um aumento na precisdo do EPM. Nunes e Swartzel
(1990) verificaram que o uso do método de regressao ponderada usando minimos
quadrados € capaz de obter os melhores resultados.

Kyereme et al. (1999) apresentou a ultima contribuicdo publicada a este
método, estabelecendo uma correlacédo entre EPM e Fo. Para isso, estes autores
fizeram o grafico dos diferentes pontos equivalentes obtidos de tempo e
temperatura (para cada par valor G-Ea), obtendo uma curva. Estes autores
testaram o novo método contra diversos dados da literatura, obtendo grau de

precisao alto comparado ao Método Geral e ao EPM original.

Ponto Equivalente - Cada linha representa um Energia de Ativacao (Ea),
50 < Ea < 350 kJ/mol, Intervalos de 20kJ
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Figura 1: Exemplo de Grafico de “Ponto equivalente”, construido em Microsoft

Excel, de acordo com Nunes e Swartzel (1990).
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Ao analisar matematicamente o método proposto por Swartzel (1982),
Maesmans et al. (1995) concluiram que a consideracao fundamental do método
EPM — a de que as retas cruzam-se num unico ponto — somente é valida para
processos isotérmicos (“curvas quadradas”), e que nao € possivel encontrar tal
ponto equivalente Unico para processos térmicos que nao sejam desse tipo, como
aqueles observados em trocadores de calor indiretos.

Ja Welt et al. (1997) apontaram algumas dificuldades com o EPM, tais
como: atrasos térmicos inevitaveis, amostras inconvenientemente pequenas, faixa
de temperatura demasiado pequena para selecionar diferentes condi¢des
isotérmicas. Ainda, contestou a teoria de Swartzel de que o ponto equivalente é
independente da Energia de ativacdo do composto, e sugeriu outro método para
encontrar processos equivalentes, chamado PEIE (método de exposicoes
pareadas equivalentes). Estes pesquisadores verificaram que a consideracéo de
unico ponto de intercepcao ndo é valida, demontrando isso usando calculos
simples. Eles criaram perfis térmicos, em que o aumento de temperatura seguia
uma fungdo monotdnica de primeiro grau. Baseando-se nesta fungdo simularam o
efeito que tal processo teria sobre a concentracdo de tiamina, usando para isto o0s
parametros cinéticos deste composto. Dessa forma, foram eliminados os erros
devido aos sensores de temperatura ou imprecisées devido a integragcdo numérica
(fontes de erro apontadas por Sadegui et al. (1986) como as responsaveis pela
existéncia de mais de um ponto de intercepcao) e concluiram que o emprego do
EPM para estimativa dos parametros cinéticos ndo pode ser preciso. Usando o
EPM para realizar aproximagdes sucessivas (método que denominaram

Exposicdo Pareada a Isotérmicas Equivalentes — Paired Equivalent Isothermal
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Exposure, PEIE) determinaram com sucesso os parametros cinéticos de Arrhenius
para a degradagdo da tiamina, que convergiram para 0s mesmos valores usados
na simulacao. Entretanto, ao tentar seguir os mesmos passos indicados por Welt
et al. (1997), o presente autor obteve valores conflitantes, ndo conseguindo que os

parametros cinéticos convergissem.

3.3.Inativacao através de forcas de cisalhamento (Shear Stress)

Embora seja bem conhecido que ha diferencas entre o efeito de inativagao
de esporos causado em tubos TDT e em equipamentos de processamento térmico
em fluxo continuo, até o momento ndo havia sido reportada nenhuma pesquisa
que buscasse elucidar tais diferencgas.

Porém, diversos pesquisadores buscaram entender um fenémeno
semelhante: a destruicdo de células sanglineas em 6rgaos artificiais. Este tema
tem sido estudado desde a década de 50, conforme relatado por Indeglia et al.
(1967), que apresentou os resultados obtidos com os experimentos usando o
“Hemoresistdmetro Fleisch”, o qual consistia de um eixo capaz de girar e um cubo
de 2,2 cm de aresta, imerso em um copo de 3 cm de didmetro interno. Tanto o
copo quanto o cubo eram feitos de Plexiglass ou aco inoxidavel, e 0 copo possuia
uma camisa através da qual era bombeada agua a fim de manter a temperatura
constante (£0,5°C). Quando em funcionamento, o sistema era tampado, de forma
a eliminar a interface com o ar, e o cubo era colocado a rotacéo de 3.300 RPM por
15 minutos, a temperatura de 24°C. Estes autores usaram este equipamento para
verificar fragilidade mecénica de eritrécitos de sangue humano e canino, retirados
de individuos em jejum.
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Em trabalho publicado em 1972, Leverett et al. reportaram estudo
semelhante ao de Indeglia et al. (1967), em que estudaram os efeitos secundarios
que podem agir sobre a destrui¢do de eritrécitos em cisalhamento, como interacao
com superficies sélidas, forca centrifuga, efeitos na interface liquido-ar, interacao
entre células e aquecimento viscoso. Por fim, verificaram que o limite de
cisalhamento para causar hemolise é 150Pa, e que os diversos efeitos
secundarios estudados nao interferem significativamente nos resultados obtidos.

Em 1975, Sutera e Mehrjardi estudaram o efeito do cisalhamento em fluxo
em regime turbulento, aplicando tensdes de cisalhamento entre 10 e 250 Pa. Para

descrever o fluxo como turbulento, usaram o Numero de Taylor (Nra) dado por:

Equacéo 9 N, = N

Onde:
Q é a velocidade angular do rotor;
Ri € o raio do rotor;
Re € 0 raio do copo;
v € a viscosidade cinematica do fluido (= u/ p)
Os autores indicaram que o fluxo torna-se turbulento quando Nr,>400.
Estes autores obtiveram resultados muito interessantes ao injetar uma
solucdo de 1% de glutaraldeido na suspensao de hemacias imediatamente ap6s o
fim do cisalhamento. O glutaraldeido torna a parede das células rigidas, de modo
que estas fossem fixadas no formato adquirido devido ao cisalhamento. Assim, por

meio de microfotografia eletrénica, pdde-se verificar que as células sdo afetadas
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diretamente pelo cisalhamento, perdendo o seu formato tipico, assumindo um

formato elipséide quando sob cisalhamento médio, e sendo destruidas quando

sob maior cisalhamento (vide Figura 2).

Figura 2: Microfotografias de hemacias (a)sem sofrer cisalhamento, (b)apds sofrer
cisalhamento a 200 Pa e (c)a 450 Pa (Fonte: Sutera e Mehrjardi, 1975)
Sutera e Mehrjardi (1975) concluiram que o cisalhamento agiu de forma

regular e homogénea sobre toda a extensédo de cada uma das células, como pode
ser visto pelas microfotografias; isso é indicativo de que o efeito randémico de
turbuléncia (“eddies”) tem comprimento maior que o das células, ndo agindo,
portanto, diretamente sobre as mesmas.

Arnaud et al. (1993) desenharam um bioreator baseado no desenho de
cilindros concéntricos, e usaram-no para cultivar Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus por 4h a 42°C, sob tensdo de cisalhamento constante, com valores
entre 0 e 72 Pa. Estes autores verificaram que o metabolismo celular melhorou
significativamente a valores de tensdo de cisalhamento de 36 e 50Pa, sendo que a
concentracdo de biomassa foi maior a 36Pa. A essa tensdo de cisalhamento,
também foi observado aumento no comprimento da célula. Foi verificado ainda

que os microrganismos cultivados a 36 Pa tiveram sua fase de adaptacao(A) e sua
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taxa especifica de crescimento(u) melhorados em relacao as culturas realizadas a
0Oea72Pa.

Lange et al. (2001) verificaram o efeito de altas tensdes de cisalhamento
sobre a viabilidade de Escherichia colie Saccharomyces cerevisae. Para o estudo
do cisalhamento, as suspensdes de células foram bombeadas através de um
capilar, atingindo tensdo de cisalhamento maxima de 2770Pa. Entretanto, os
ensaios foram realizados a 20°C, ignorando portanto os efeitos da temperatura. Os
resultados nao foram conclusivos, sendo verificado que a tensao de cisalhamento
limite (para causar diminuicdo na viabilidade celular) era maior que 1292Pa para
S. cerevisae, e 1250Pa para E. coli. Os autores concluem sugerindo que a maior
resisténcia da levedura (ndo apresentou lise da célula nem mesmo a 2770Pa) era
devido a sua (relativamente) grossa camada de glucana e manana, enquanto que
a baixa resisténcia da bactéria (lise celular a partir de 1810Pa) é devido a sua
parede celular mais fragil.

Sahoo et al. (2003) criaram um bioreator no formato de cilindros
concéntricos, capaz de manter o fornecimento de oxigénio ao fluido durante o seu
funcionamento, sem afetar o fluxo dentro do espaco entre os cilindros. B. subtilis
168 foi cultivado neste aparelho (taxas de cisalhamento de 445, 741, 1111 e
1482s™") e em frascos de erlenmeyer agitados (taxa de cisalhamento de 0,028s™).
Foi verificado que as células cultivadas a 1482s" apresentaram menores
tamanhos e duracdo da fase de adaptagdo, assim como maiores concentracao
final e taxa de crescimento especifico, em comparag¢ao com os outros tratamentos.

Aparentemente, todos esses resultados sao dependentes da taxa de
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cisalhamento, pois as culturas em frascos de erlenmeyer apresentaram maiores
tamanhos celulares e duracao da fase de adaptacédo, e menor taxa de crescimento
especifico. Em trabalho posterior (Sahoo et al, 2004), estes pesquisadores
verificaram que, dentre outros efeitos interessantes relacionados a expresséo

genética, a elevada taxa de cisalhamento também inibiu a esporulacdo de B.

subtilis: ~100% de esporulagdo a 0,028s" contra 4% para ® > 4456

(esporulagao induzida com HOCI ou H205).

Kameneva et al. (2004) estudaram o efeito da tensdo de cisalhamento, em
regime laminar e turbulento, sobre hemacias bovinas. Para aplicar o cisalhamento,
foi usada uma bomba que impulsionava a suspensao através de um tubo capilar.
A viscosidade aparente desta suspensao foi modificada pela adicdo de Dextran-
40, de modo que variou entre 0,002 e 0,0063 Pa.s a 23°C, obtendo-se assim uma
variacao no valor de Reynolds entre 300 e 5000. Seus resultados indicaram que a
presenga de fluxo turbulento causou aumento de até 6 vezes na destruicdo das
hemacias, quando submetidas a mesma tensao de cisalhamento.

Ge et al. (2008) fizeram uma analise critica dos trabalhos ja publicados
sobre o efeito das tensdées em um liquido em movimento sobre as células
sanguineas. Alguns dos trabalhos sugerem que o efeito destruidor sobre as
hemacias pode ser devido a Tensdo de Reynolds, ao invés da Tensdo de
cisalhamento. A tensdo de Reynolds é o tensor de tensdo em um fluido devido as
flutuacdes turbulentas e randémicas durante o movimento do fluido. Ge et al.
(2008) argumentam que o conceito de Tensdo de Cisalhamento deve ser definido

cuidadosamente em regimes turbulentos, pois depende da definicdo precisa da
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distribuicdo de velocidades nesse fluido; por outro lado, a Tensdo de Reynolds é
uma aproximacao estatistica para as tensbes presentes em tais regimes, nao
possuindo nenhuma ligacao direta com nenhuma forga fisica. Estes autores fazem
entdo extensa analise dos dados obtidos para uma analise computacional do fluxo
sanguineo através de uma valvula cardiaca tipo bi-folha (prétese artificial). Por fim,
estes autores concluem afirmando que a Tensdo de Reynolds nao é
representativa do ambiente turbulento experimentado pelos elementos
sanguineos, falhando em explicar o mecanismo de ataque a eles. Verificaram que
as estruturas de fluxo que surgem neste movimento sdo varias ordens de
grandeza superiores as células sanguineas, ndo sendo capazes de danifica-las. A
conclusdo mais importante a luz do presente trabalho é que tais tipos de fluxo
(turbulento e em pequena escala) deveriam ser bem entendidos para se verificar
seu efeito sobre células em suspensdo e, para isso, € interessante o uso de

simulagdes numéricas 3D de alta definigéo.

3.4. Bacillus atrophaeus (antigo Bacillus subtilis var. niger - ATCC9372)

Também citado como Bacillus globigii (Fritze e Pukall, 2001), este
microrganismo foi escolhido por apresentar cinética de destruicdo térmica bem
documentada, e encontrar-se prontamente disponivel no Laboratério de
Termobacteriologia(FEA/UNICAMP). Sua cepa pode ser encontrada sob os
seguintes identificadores: ATCC 9372, DSM675, CIP 77.18, IFO 13721, NBRC
13721, NCDO 738 e NCIB 8058.

De acordo com Mossel et al. (1995), a espécie Bacillus subtilis é aerdbica
estrita, produtora de acido a partir de glicose, capaz de metabolizar manose,
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xilose, amido e gelatina, hidrolizar uréia, reduzir nitrato e produzir acetil-metil-
carbinol. Os autores reportam D1ggec=11,0min, D110:,c=6,9Min € D120:c=0,5min (aw
> 0,95 e pH = 7). De acordo com Kramer e Gilbert (1989), embora esta espécie
seja normalmente ndo patogénica, a ingestdo de alimentos contaminados com
10°/g ou mais pode levar a vomitos e enterite.

Ao microscdpio, aparece como um bastonete Gram-positivo, medindo entre
0,7 e 0,8um de didametro e entre 2 a 3 um de comprimento. Seus endoesporos sao
centrais, e as células ndo ficam entumecidas. E um microrganismo meséfilo
(temperatura de incubagao 6tima 30°C), ndao apresentando nenhum crescimento a
55-60°C (Marques, 2002).

Este microrganismo destaca-se por ser de facil crescimento, esporulagao
simples, e apresentar boas caracteristicas de reprodutibilidade entre ensaios
(Pinto, 1991).

Licciardello e Nickerson (1963) determinaram a resisténcia térmica do B.
subtilis var. niger em tampao fosfato (pH 7,0) dentro de capilares, e obtiveram
valores D de 10,3, 3,5 e 1 min, a 90, 95 e 100°C, respectivamente. Estes autores
chamaram a atencao ao fato de a curva apresentar ombro pronunciado; porém, os
autores aplicaram um choque térmico (80°C/10min) a suspensao de esporos antes
dos tratamentos térmicos, o que pode ter induzido dorméncia dos esporos, como
indicado por Heldman e Newsome (2003). O valor z obtido foi aproximadamente
10°C.

Cho et al. (1999) testaram o efeito de aquecimento, pelo método
convencional e pelo método 6hmico, sobre Bacillus subtilis ATCC 6633 em

solucdo de NaCl 0,1%, reportando pequenas diferencas nos valores D
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encontrados. Para aquecimento convencional, estes autores reportaram
D8890=32,8min, D92,390=9,87min, Dg590=5,06min e D9790=3,05min, apresentando

valor z de 8,74°C e Energia de Ativacao de 293,1 kd/mol.
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4. Material e Métodos

4.1.Material

Para atingir o objetivo especifico “ i

4.1.1. Equipamento para aplicacao de Cisalhamento

, um equipamento foi concebido, a

partir da idéia de um viscosimetro tipo “Mooney-Couette” (cilindros concéntricos),

em que um fluido € contido entre dois cilindros concéntricos, e submetido ao

cisalhamento quando um destes cilindros é submetido a rotacdo constante (Steffe,

1996).

Este equipamento foi desenhado para ter as seguintes caracteristicas:

Copo de diametro interno de 100mm, com profundidade de 120mm;
Rotor de diametro de 90mm, com extremidade inferior em forma de
cunha circular, formando angulo de 5,43° com a horizontal;

“Camisa” através da qual o meio de aquecimento pudesse circular, com
quatro orificios de acesso para entrada/saida de meio; ao redor da
camisa, uma manta de isolamento, a fim de aumentar a seguranga ao
operador e estabilizar a temperatura;

Construcao em aco inox, de tal forma que as superficies que entrassem
em contato com o fluido a ser cisalhado pudessem ser esterilizadas por
calor umido, entre cada experimento;

Equipado com um motor controlado por variador de freqiiéncia, de modo
que a velocidade de rotacdo pudesse ser variada, permitindo o controle

sobre o cisalhamento aplicado.
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Este equipamento foi denominado Reator de Cisalhamento. Sua planta
completa estd apresentada no “Anexo 04 — Planta do equipamento construido”,
cujos detalhes serao discutidos a seguir.

Na Figura 3 esta apresentada uma foto do equipamento montado,
conectado ao sistema de aquecimento (dgua quente) através de mangueiras
flexiveis de aco inox e com as agulhas e seringas de inoculagdo/amostragem
instaladas. Protegidos pela carenagem, estavam o variador de freqiiéncia e o

motor de 0,5 CV, responsaveis por transmitir a rotacdo desejada ao rotor.

Variador de freqiéncia
para controle da
velocidade de rotacao

Motor de 0,5 CV,
encaixado
diretamente ao rotor

Seringa e agulha
conectados ao sistema
para inoculagao/coleta

de amostra

Sistema de
aplicacao de
cisalhamento

~ Mangueiras de
» transporte de meio
de aquecimento

Figura 3: Foto do Reator de Cisalhamento pronto para funcionamento
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A Figura 4 apresenta corte transversal da vista lateral do copo e rotor do

reator de cisalhamento construido.
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“Camisa” para
passagem de agua
de aquecimento

Isolamento

T

Figura 4: Corte transversal do sistema de aplicacao de cisalhamento (copo, rotor e
camisa), apresentando 0s principais componentes

As conexdes, indicadas na Figura 4, para entrada e saida de agua de
aquecimento, eram de conexao rapida, tipo “tri-clamp”. O grande volume interno
da “camisa” tinha por objetivo fornecer uma inércia térmica suficientemente grande
para diminuir as variagdes na temperatura. As duas tampas do sistema eram
fixadas ao mesmo usando trés manoplas para fechamento, em pontos tais que
formavam angulo de 120° entre si. A tampa superior possuia em seu Corpo um
encaixe de modo a conectar o sistema descrito no suporte e motor. Todo esse
sistema, apresentado na Figura 4, foi construido em aco inox 316, a exce¢ao do
material isolante. Conforme a figura, este isolamento encontrava-se entre a

superficie lateral externa e a camisa.

37



Conforme especificacao de projeto, os 4 orificios de entrada/saida de meio
de aquecimento encontravam-se diametralmente opostos, e em alturas diferentes
do cilindro. A entrada de meio de aquecimento se dava pelos orificios inferiores, e
a saida pelos orificios superiores, a fim de aumentar a homogeneidade da

temperatura do meio de aquecimento dentro da camisa.

Orificios para
agulhas / entradas
de termopares

O-rings cle vedacgéo

Parede do “copo” i

Rotor, ou
“Bobk”

I Camara estreita de
cisalhamento, com
|

. - capacidade de
processar até 150mL

————— -

1l
Fundo do rotor, em angulo

de 5.43° para causar f
cisalhamento uniforme B

i

i

Figura 5: Corte transversal do copo e rotor

Na Figura 5, estd apresentado um desenho em detalhe do copo e do rotor.
Neste desenho pode-se ver:
e (s orificios equipados com adaptador Ecklund C-5.2, guarnecido
com “O-ring da mesma marca,” através dos quais foram passadas
as agulhas de inoculacdo/coleta de amostras. Através desses

mesmos orificios passavam os termopares flexiveis tipo T (Marca
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Omega, especificagdo TT-T-30-SLE), para coleta de dados de
temperatura;

Os “O-rings” de vedacgéao, que impediam que o liquido interno saisse
de dentro da camara através do espaco entre as tampas, quando o
rotor estivesse em funcionamento;

A parede do copo, que entrava em contato diretamente com o meio
de aquecimento, de modo a aquecer o fluido até a temperatura
desejada. A parede do copo recebeu tratamento de polimento para
evitar rugosidade, a fim de reduzir efeitos de atrito devido a picos e
vales da superficie, e tinha raio interno de 50 mm. Durante o
funcionamento do equipamento, o copo manteve-se imével;

O rotor (ou “Bob”), responsavel pela aplicacdo do cisalhamento
propriamente dito. Tratava-se de um cilindro oco e polido, com raio
externo de 45 mm. Na extremidade superior, possuia uma conexao
para fixar-se ao eixo do motor, e na extremidade inferior, foi
construido em forma de cone circular, com 5,43° com a horizontal.
Tal angulo tinha a finalidade de garantir que fosse aplicado
aproximadamente o0 mesmo cisalhamento na parte inferior e na
lateral do rotor. O célculo de tal angulo foi feito de acordo com
Steffe(1996), e encontra-se descrito no item 4.4.2, de Métodos;

A camara de cisalhamento apresentou capacidade de processar
apropriadamente até 150mL de fluido. Embora possuisse

capacidade interna total maior (195mL), testes preliminares
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indicaram que volumes maiores que 150mL provocaram perda de
liquido pelo espaco entre o eixo do rotor e a tampa superior;

Devido as limitagcbes de construcdo, nao foi possivel operar este
equipamento em temperaturas superiores a 100°C. Assim, somente foram
realizados testes em temperaturas na regido de pasteurizagéo.

Para se obter aquecimento e resfriamento do equipamento, este seria,
originalmente, conectado aos trocadores de calor de aquecimento da planta piloto
UHT Microthermics, modelo UHT-HTST Lab 25-DH, instalada no Departamento de
Ciéncia de Alimentos-FEA/UNICAMP, os quais atuariam como pulm&o para
fornecimento de agua quente. Porém tal montagem mostrou-se inviavel, devido as
flutuacdes de temperatura aleatérias verificadas em tal unidade, causadas por
fatores como instabilidade da caldeira, oscilagbes na pressdo de vapor devido ao
acionamento de purgadores, etc. Como cada ensaio no equipamento levaria entre
30 e 90 minutos, tempo durante o qual a temperatura deveria manter-se
constante, o uso da planta piloto UHT mostrou-se inviavel.

Por fim, foi usado um banho termostatico (marca Fanem, precisao + 0,5°C),
capaz de suportar um grande volume de agua (60 litros), como fornecedor de meio
de aquecimento para o Reator de Cisalhamento. Para bombear o meio de
aquecimento, foi usada uma bomba centrifuga (marca Dancor), modificada para
suportar a alta temperatura usada nos testes. O meio de aquecimento recirculava
entre o Reator de Cisalhamento e a bomba, a vazao de 40 Litros/minuto. Dessa
maneira, foi obtida, dentro da cadmara de cisalhamento, precisdo da ordem de

0,5°C.
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O variador de freqténcia usado no equipamento permitiu o controle sobre a
freqUéncia da corrente que chegava ao motor, com precisdo de 0,05Hz abaixo de
100Hz e de 0,5Hz acima de 100Hz, permitindo o controle, por sua vez, sobre a

rotacdo obtida.
4.1.2. Unidade piloto UHT-HTST Microthermics — modelo Lab 25-DH

A fim de atingir o objetivo “iv’ foi usada a planta piloto instalada no
Departamento de Ciéncia de Alimentos (FEA/UNICAMP). Esta planta piloto
possuia diversas tubulagbes internas, intercambidveis por meio de um painel de
conexodes (“jumpers”) frontal, que alteram o tamanho das sec¢des de retencédo da
unidade. Usando conectores para fazer diferentes ligacoes entre estas tubulacoes,
e variando a vazao de produto, foi possivel obter diferentes tempos de retencgao.
Desse modo, conhecendo a taxa de fluxo, a viscosidade do fluido e as dimensdes
internas de cada tubulacao, foi possivel determinar a velocidade média, o regime
do fluxo e a velocidade maxima e, portanto, o tempo de residéncia minimo, em
cada etapa da unidade (aquecimento, retencao e resfriamento). As dimensdes das

tubulacdes desta unidade estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Medidas das tubulacbes da unidade piloto UHT-HTST Microthermics
que foram usadas — modelo Lab 25-DH — de acordo com especificagéo do
fabricante (Microthermics, 1998)

Trecho (tubulacdo) da unidade piloto Distancia  Diametro

(m) interno (m)

Entrada de produto até bomba 3,245 0,0072

Bomba até painel (pump outlet) 1,965 0,0072

Painel (pump outlet) até painel (preheater inlet) 0,313 0,0072

- Preheater (PH) 11,582 0,0070

g8 Preheater até painel (preheater outlet) 1,705 0,0072

I8 Painel (preheater outlet), até termopar PH e porta 0,230 0,0072

asséptica

Termopar PH até painel (to hold tube) 0,080 0,0072

Painel (to hold tube) até Painel (product supply) 1,160 0,0072

° painel (product supply) até painel (EH1 inlet) 0,420 0,0072

'S, Primeira secao de retencao - EH1 hold 5,050 0,0104

gf; painel (EH1 oulet) até painel (EH2 inlet) 0,456 0,0072

2 Segunda secao de retencao - EH2 hold 5,050 0,0104

painel (EH2 oulet) até painel (EH3 inlet) e porta 0.456 0.0072
asséptica ’ ’

Tereceira secao de retencao - EH3 hold 5,050 0,0104

N painel (EH3 oulet) até painel (EH4 inlet) 0,456 0,0072

< Quarta secao de retencao - EH4 hold 5,050 0,0104

g painel (EH4 oulet) até painel (product return) 0,421 0,0072

© painel (product return) até painel (from hold tube) 0,508 0,0072

T painel (from hold tube) até termopar (Hold) e porta 0.083 0.0072
asséptica ’ ’

As denominacgdes apresentadas na Tabela 2 sdo as originais da unidade,
onde “Preheater” refere-se ao trocador de calor de pré-aquecimento, que foi
denominado “Aquecedor” no presente trabalho, e as siglas EH1, EH2, EH3 e EH4
referem-se aos tubos de retencdo. O trecho formado pelas se¢cdes EH1 e EH2 foi
denominado “Retencdo 17, e o trecho formado pelas secées EH3 e EH4 foi

denominado “Retencao 2”, no presente trabalho.
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4.1.3. Meio fluido usado como suspensao de esporos para 0s
experimentos

Como o objetivo deste estudo foi verificar o efeito do cisalhamento sobre a
inativagdo térmica de um microrganismo, foi necessario usar um fluido de
comportamento perfeitamente Newtoniano, a fim de eliminar possiveis efeitos
reoldgicos, devido a presenca de solutos, como poderia ocorrer se fosse usada
agua peptonada, ou suco de laranja, por exemplo. Por essa razédo, o fluido

escolhido foi 4gua destilada estéril.
4.1.4. Microrganismo utilizado

Inicialmente, foi escolhido, como microrganismo alvo, um isolado de uma
amostra de suco de laranja concentrado brasileiro, que havia apresentado
contaminagcdo no Japao. Tal microrganismo foi identificado como Clostridium
pasteurianum. Porém, por sugestdo da banca de qualificacao, os testes com este
microrganismo foram deixados de lado, por se tratar de microrganismo fastidioso e
anaerdbico, suscetivel de sofrer danos pela exposicao ao oxigénio, 0 que iria
dificultar, sobremaneira, a modelagem da inativacdo dentro do reator de
cisalhamento.

Por essa razao, o microrganismo escolhido foi o Bacillus atrophaeus (antigo
B. subtilis ATCC9372), cuja cinética de morte térmica € bem conhecida (Peeler et

al., 1977; Cho et al., 1999; Licciardello e Nickerson, 1963).
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4.2.Métodos

4.2.1. Producao da suspensao de esporos de Bacillus atrophaeus
(antigo Bacillus subtilis ATCC 9372)

A cepa utilizada foi obtida da colecdo de culturas do Laboratério de
Termobacteriologia do DCA/FEA-UNICAMP.

A partir do tubo contendo a cultura, foi realizado plaqueamento por
esgotamento em meio Agar nutriente (DIFCO), e incubado a 30°C/24 horas. Uma
coldnia isolada foi coletada com alca de platina, diluida em 5mL de agua destilada
e a suspensao obtida foi plaqueada em 5 placas contendo Agar nutriente (DIFCO),
que foram incubadas a 30°C/24 horas. Apos a incubacéo, a superficie de cada
uma das placas foi lavada com 5mL de agua destilada estéril, e a suspensao
resultante foi usada para inocular 50 placas de agar nutriente (DIFCO). As 50
placas foram incubadas a 33°C, até que o exame microscépico indicasse >70%
das células esporuladas. Quando essa condicéo foi atingida, cada uma das placas
foi lavada com 5 mL de agua destilada. A suspensao obtida foi centrifugada a
5.000G, em centrifuga refrigerada a 4°C (Modelo RC5C, Marca Sorvall
Instruments — DU PONT). O sobrenadante foi descartado, o decantado foi
resuspendido em aproximadamente 30mL de agua destilada estéril, e a seguir
sofreu nova centrifugacédo. A operacao de centrifugacao, lavagem e resuspensao
foi repetida 4 vezes, e 0 exame microscopico da suspensado de esporos obtida
indicou que a maior parte dos esporos encontravam-se livres, dispensando o
tratamento com lisozima e ultrassom. A contagem de esporos, ap6s choque
térmico a 80°C/20 minutos, indicou concentracédo de 10° esporos/mL. A suspensao

obtida foi mantida a 4°C até o seu uso (Stumbo, 1965).
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4.3.Determinacao da resisténcia térmica em tubo TDT

A resisténcia térmica em tubo TDT foi determinada segundo Pflug (1990).

Foram realizados tratamentos térmicos de intensidade progressiva, em
banho de 6leo termostatico (Polystat® com + 0,1°C de precisdo) ajustado a 92, 94
e 96°C. Para cada uma destas temperaturas, foram retirados tubos em 7 tempos

diferentes, em duplicata.

Os tubos TDT que foram utilizados eram de vidro Pyrex, de diametro

externo de 8,0mm, diametro interno de 6,0mm e comprimento de 105mm.
O procedimento pode ser resumido da seguinte forma:

1. Preenchimento dos tubos TDT com 0,2mL de suspensao
padronizada em 10°UFC/mL e 1,8mL de &gua destilada estéril pH

6,7.
2. Selagem dos tubos com macarico.

3. Mergulho do tubo em banho termostatico estabilizado a temperatura

de tratamento.

4. Decorrido o tempo de tratamento térmico, resfriamento imediato dos

tubos em banho de gelo.

5. Preparo das diluicbes decimais sucessivas e plagueamento do
conteudo dos tubos em meio Agar Nutriente (1,5% Agar Merck, 0,8%

Caldo Nutriente DIFCO), em profundidade.

6. Incubacgéo a 30°C por 48 horas.
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O atraso térmico foi determinado usando um tubo TDT preenchido com
0,2mL de suspensdo padronizada em 10°UFC/mL e 1,8mL de agua estéril,
contendo um termopar posicionado a 1/3 de altura e no centro da secao
transversal do tubo. O tempo requerido para o termopar atingir a temperatura de

ajuste do banho foi medido com cronémetro.

Os valores de D e z foram obtidos por regressao linear simples, a partir do
grafico semi-log da populacdo de sobreviventes contra o tempo de tratamento

térmico, utilizando o software Microsoft Excel.

4.4.Determinacao da resisténcia térmica sob cisalhamento em liquidos

Para determinacdo da resisténcia térmica usando o Reator de
Cisalhamento, as seguintes etapas foram realizadas:

1. Esterilizacdo das pecas do sistema de aplicacdo de cisalhamento,
embaladas separadamente, em autoclave a 121°C/40 minutos. Estas
pegas eram:

a. Copo;
b. Tampas;
c. Rotor;
d. “O-rings” de vedacao (das tampas e dos orificios);
e. Agulhas de inoculacao / coleta de amostra;
f. Peca de vedacdo Ecklund C-5.2;
g. Termopares flexiveis;
2. Montagem do sistema em capela de fluxo laminar. Foram colocados

146,5mL de agua dentro do copo, assepticamente;
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3. Flambagem do ponto de conexao do copo e do rotor com o resto do
equipamento;

4. Conexao do sistema de aplicacao de cisalhamento ao motor;

5. Conexao das mangueiras de alimentacdo de meio de aquecimento
ao sistema de aplicacéo de cisalhamento;

6. Inicio do aquecimento do sistema de aplicacao de cisalhamento;

7. Ativacado do sistema de cisalhamento, a ~ 2000 rpm, e espera de
cerca 40 a 60 minutos para que o sistema atingisse a temperatura de
teste;

8. Inoculacdo de 1,5mL de suspensdo do microrganismo alvo através
da agulha de inoculagdo, usando seringa descartavel estéril e
fogareiro para flambagem dos utensilios e manutengdo da
esterilidade ambiente;

9. Imediatamente apds a inoculagdo, usando outra seringa descartavel
estéril, foram injetados 2mL de agua destilada estéril através da
agulha de inoculacao, a fim de arrastar os esporos que tenham sido
retidos, completando o volume de 150 mL;

10.Com outra seringa descartavel estéril, imediatamente apds a injecao
de agua estéril, foi retirada a primeira amostra, constituida de 1,5mL
de suspensao de esporos, que foi imediatamente resfriada em banho
de gelo e levada para diluicdo e plaqueamento. Esta amostra
compds o tempo 0 (zero), e a partir de sua retirada foi marcado o

tempo de coleta de cada amostra. Imediatamente apds a coleta
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desta amostra, foi injetado 1,5mL de agua destilada, a fim de arrastar
esporos retidos na agulha;

11.Aos tempos programados, foram retirados 1,5mL de amostra, que
foram resfriados, diluidos e plaqueados. Em seguida a todas as
retiradas da amostra, foram injetados 1,5mL de agua;

12.A partir da 42 amostra, as amostras foram retiradas pela segunda
agulha coletora, pois a primeira agulha ja se apresentava saturada
de esporos;

13.Imediatamente apds o resfriamento de cada amostra, estas foram
diluidas apropriadamente e plagueadas em profundidade, em Agar
Nutriente (1,5% Agar Merck + 0,8% Caldo Nutriente DIFCO), e
incubadas a 30°C/48 horas.

14.Apés a incubacao, os resultados estatisticamente significativos (entre
25 e 250) foram usados para calcular a média e, com as meédias das
contagens e os tempos de tratamento térmico, foi calculado o valor
Dreator, @ temperatura de teste, usando o software Microsoft Excel.

15.Apbés cada uso, o equipamento foi esterilizado em autoclave
(121°C/45min) para eliminar a populagdo remanescente de Bacillus
subtilis. A seguir, o copo e o rotor foram higienizados com uma
esponja macia (a fim de evitar riscos na superficie de contato com o

fluido), e enxaguados com agua destilada para evitar incrustacoes.



4.4.1. Determinacao da rotacao do reator

O principio de funcionamento do reator de cisalhamento é baseado no fato
de que a taxa de cisalhamento dentro de um tubo pode ser simulado em um
sistema copo-rotor. A seguir estd apresentada a deducdo de qual deve ser a
velocidade de rotacao desse rotor para simular o cisalhamento causado pelo fluxo
em um tubo.

Conforme Steffe (1996), por definicdo, a taxa de cisalhamento para fluidos

newtonianos é dada por:
~ c
Equacao 10 = —
w

Onde %€ a taxa de cisalhamento, ¢ é a tenséo de cisalhamento e p € a
viscosidade do fluido.

Para um viscosimetro do tipo cilindros concéntricos, girando a velocidade
angular (Q) e em estado estacionario, M € o torque requerido para manter a
velocidade angular do cilindro interno constante. O torque que se opbe a esse
movimento € dado pela tensédo de cisalhamento (o) causada pelo fluido no cilindro
interno. Fazendo entao o balancgo de forcas, tem-se que:

Equacao 11 M=2n-r-h-¢-r

Isolando a tensao de cisalhamento, tem-se:

M

Equacao 12 o=———
quag on-ri-h

Isolando o raio, tem-se:

%
Equacéo 13 r:( M ) (o)
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Onde h é a altura do fluido em contato com os cilindros e Ry < r < R¢, sendo

Ry o raio do cilindro interno e R; o raio do cilindro externo.

Derivando a Equagédo 13, resolvida para r, em relacdo a tensdo de

cisalhamento, obtém-se:

dr M % -1 -3
E 50 14 el ls)
AHaeee do (2:: -h) , ©)

Substituindo o torque (M) pela expressao que o define (Equacao 11), fica:

- dr 2n-r-h-o-r Y2 —1 A
Equacao 15 el i e I 5
quag do ( 2w -h r/ 2 (G)

Resolvendo a Equacéao 15, e agrupando os termos, encontra-se:

Equacao 16 dr__do
r 2-c

A velocidade linear (u) de um elemento infinitesimal do fluido dentro do

reator, em cada posicao, pode ser definida como:

Equacao 17 u=r-
Onde o € a velocidade angular do elemento infinitesimal.
Derivando a Equacao 17 em relagao a r, tem-se:

du r-do
—= +0
dr dr

Equacao 18

Como o esta relacionado com a rotacao do rotor, ele ndo se relaciona ao

cisalhamento interno. Entdo, a Equacéo 18 fica:
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Como a taxa de cisalhamento pode ser expressa em termos da relacédo
entre a velocidade e o raio, a partir da Equacao 19 pode-se relacionar a taxa de
cisalhamento e a velocidade angular:

Equacéo 20 w;_i_?:_r-iw:f(c)

Resolvendo para a derivada da velocidade angular:
~ dr-
Equagéo 21 do=———f(0)
r
Usando a Equacao 16 na Equacéo 21:
Equacao 22 do :lf(c)d—G
2 o

Integrando a Equagéo 22 ao longo do espago entre os cilindros:

T LT©)
Equagéo 23 do=—|——+do

quag J do= j -

Resolvendo a integral:

O

Equacao 24 Q -1 jmdc
2° ©

Oy

Seja f(o)=1% (Equacdo 20), substituindo na Equacao 24, conforme a

Equacao 10:

Equacao 25 Q= 1 9 4o
2; U0

Onde o, ¢é atens&o de cisalhamento na superficie do rotor e ¢, é a tenséo

de cisalhamento na superficie do copo. Resolvendo a integral:

Equacéo 26 Q= i(c,, -c.)
2p
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Se substituirmos ¢, e o, pela expressao apresentada na Equagéo 12:

Equacao 27 Q:L M > = M 5
2u{ 2r-h-R, 2m-h-R]

Simplificando a Equagéo 27:

- M 1 1
Equacao 28 Q= ———
auas 4n-h-u(R§ RZ]

C

Isolando M na Equagéo 28:

_4n-Q-h-p-R?

Equacao 29 M 5
o -1

Onde a = R/Ry.

Finalmente, substituindo na Equacao 10, a expressédo para ¢ apresentada
na Equacéao 12, tem-se:

~ M 1
Equagéo 30 S ———
quag &= f(1) mRh N

Substituindo M pela expressao apresentada na Equacéao 29, tem-se:

1 4t -Q-h-p-R?

Equacao 31 = :
auas Y&_Zn-Ri-h-u a’-1

Simplificando, encontra-se:

2
Equacao 32 y&:zo%)- E;
b

Por outro lado, para um fluido percorrendo uma tubulacdo horizontal de
comprimento L e raio interno R, a diferenca de pressao (6P) entre suas
extremidades causara o fluxo pelo seu interior. Com o balango de forgas na

parede da tubulagéo, obtem-se:

Equacéao 33 ®P)t-r*=0c-2n -r-L
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Isolando a tenséo de cisalhamento (c):

2
Equacao 34 G = (OP)mr
2w -r-L
Simplificando:
- (OP)r
Equagéo 35 =
quag o L

Substituindo na Equagéo 10:

(8P)r_l
2:-L pn

Equacao 36 Be=

Baseado na Equacédo 32 e na Equacao 36, foi possivel caracterizar o
sistema de trocadores tubulares e quantificar a velocidade de rotagéo do rotor de
reator para obter a mesma taxa de cisalhamento em ambos.

Como o que se deseja é obter a rotacao tal que as tensdes de cisalhamento
dentro do tubo de retencdo e dentro do Reator de Cisalhamento, igualando as

taxas de cisalhamento em ambas (mesmo fluido — mesma viscosidade p):

Equag’éo 37 ’\f%b{) :’\fggparelho
2
Equacéo 38 (S—P)-rT Ao 22'9 -R;
2-L u o la”—1) Ry

. . 2 —_— . 2
Equacao 39 (8P) 1, (Oc 1) R, =Q-u

4-L-R?
Assim, a partir da Equacao 39, conhecendo-se os valores de p (viscosidade

do fluido), Ry (raio do rotor do reator), Rc (raio do copo do reator), L (comprimento

da tubulacéo de retencéo), rr (raio interno da tubulagéo de retencéo) e OP (a perda

de pressao ao longo da tubulacéo de retengao), péde ser encontrado o valor de Q
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(velocidade angular do rotor) que causa a mesma taxa de cisalhamento que

aquela verificada na tubulacao de retencao de raio rr, comprimento L e queda de

pressdo OP entre 1=0 e 1=L.

Para determinar as diferencas de pressédo (6P) dentro da unidade UHT
piloto, foi realizado um experimento com agua bombeada a diferentes vazées (0,5,
1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 litros por minuto), e foram verificadas as perdas de pressao
ao longo de cada secédo da tubulacao. Estes dados estdo apresentados na Tabela
5.

A partir desses valores e da Equacéao 39, foi determinada a maxima rotacao
necessaria para obter a taxa de cisalhamento equivalente a maxima aplicada nos
tubos da unidade UHT, de modo a especifica-la para a construgdo do Reator de
cisalhamento; a rotacdo maxima necessaria resultou ser inferior a 7200RPM, que
foi a maxima capaz de ser alcancada pelo motor do Reator (por especificacao

propria).
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4.4.2. Determinacao do angulo do fundo do rotor (Bob)

De acordo com Steffe (1996), a superficie inferior do rotor entra em contato
com o liquido, causando o chamado “end-effect’, afetando o cisalhamento total
aplicado ao fluido. Para reduzir tal efeito, este autor sugere que a superficie
inferior do rotor seja construida em angulo, num esforco para tornar o
cisalhamento nessa regido equivalente ao cisalhamento no espaco lateral entre o
rotor e o copo. A fim de obter este angulo, este autor propde igualar a taxa de
cisalhamento na lateral do rotor com a taxa de cisalhamento na superficie inferior
deste, como se esta regido se tratasse de uma construcéao tipo “cone-prato”.

Conforme a definicdo apresentada na Equacéao 30, a taxa de cisalhamento

pode ser dada por:

2-Q R?

A’&:‘ocz—li'Ri

aplicando a definicao de o, (a = Rc/Ryp), tem-se:

2
Equacao 40 y&:z-Q-( ch 1]
a —_

no cone, num arranjo tipo cone-prato, pode ser dada por:

Q

Equacao 41
quac tan(0 )

Onde 6 é o angulo do cone (com a horizontal).

Igualando a Equacao 40 com a Equacao 41, obtém-se:

2
2.0 o _ Q
o’ —1] tan®)

tan(e):%-(“ 2_1j

o

Equacao 42
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Como o valor de R; = 45mm e o valor de R, = 50mm, resulta que o = 1,11.

Resolvendo a Equacgéo 42, obtém-se que a superficie inferior do rotor deve ser um

cone com um angulo 0 = 0.0947 rad, ou 5,43°, com a horizontal.

4.4.3. Planejamento experimental: testes no Reator de Cisalhamento

A metodologia de planejamento experimental tipo Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) é uma ferramenta matematica suficientemente robusta
para modelar, com razoavel grau de confianga, a variacao da cinética dentro da
regido estudada.

A fim de modelar o efeito da tensédo de cisalhamento sobre os esporos de
Bacillus atrophaeus, foi desenhado um Delineamento Composto Central
Rotacional para 2 variaveis independentes (Rodrigues e lemma, 2005): tenséao de
cisalhamento e temperatura. Como a primeira variavel é controlada no reator, pela
rotacdo, o planejamento foi construido usando-a como variavel. A variavel
resposta obtida serdo os valores do indice de reducdo decimal (valor D) obtidos.
Os niveis das variaveis independentes usados estao apresentados na Tabela 3, e
as combinacdes testadas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 3: Planejamento Experimental: Variaveis e Niveis

Variaveis Maximo Minimo Ponto central
Valores Temperatura(°C) 96 90 93
reais  Rotacao(RPM) 7.200 0 3.600
Valores Temperatura 1,414 -1,414 0
codificados Rotacéo 1,414 -1,414 0
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Tabela 4: Planejamento Experimental
Temperatura RPM Temperatura

RPM (C) (C)
-1 -1 1.025 90,8
1 1 5.975 90,8
-1 1 1.025 95,12
1 1 5.975 95,12

-1,414 0 0 93

1,414 0 7.200 93
0 -1,414 3.600 90
0 1,414 3.600 96
0 0 3.600 93
0 0 3.600 93
0 0 3.600 93
0 0 3.600 93

Para estabelecer a faixa de valores das variaveis, foram considerados os
valores maximos e minimos de temperatura de pasteurizacdo (temperaturas a

serem usadas para determinagao do valor D) e de rotagéo do rotor.

A partir da analise dos resultados do planejamento experimental, mediante
software Statistica 7 (Tulsa-EUA), foi obtido um modelo para o calculo de Dgeator,

que foi denominado modelo “Reator de cisalhamento”.

4.5.Determinacao da queda de pressao dentro da unidade piloto UHT-
HTST Microthermics

A fim de resolver a Equacgao 39, foi necessario obter as medidas e outras
caracteristicas dos dois dispositivos usados (reator de cisalhamento e unidade
HTST). Os valores foram obtidos por literatura (u - viscosidade da agua), medicao
direta (Reator de cisalhamento — Ry, - raio do rotor, R; - raio do copo) e
especificacao do fabricante (Unidade Piloto HTST — L - comprimento da tubulacao,

rr - raio da tubulacdo). Porém, a perda de presséo ao longo da tubulagéo (OP) teve

que ser medida para cada fluido, em cada vazao de trabalho.
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Por este motivo, a queda de pressdao em cada uma das etapas foi medida

da seguinte forma:

1.

Calibragédo de dois mandémetros digitais idénticos, marca GP:50,
modelo 311.

Instalacdo de um mandmetro digital na entrada do aquecedor (PH) e
do outro na saida desta etapa;

Inicio da entrada da agua através da unidade;

Ajuste da vazao a 0,5 litro por minuto, por medida volumétrica;
Manutengdo da vazao ajustada por 5 minutos, e coleta dos dados de
diferenca de pressao (oP);

Reducéo da vazao até 0 litro por minuto;

Repeticdo dos passos 3 a 6 para vazdes de 1, 1,5 e 2 litros por
minuto;

Repeticdo dos passos 3 a 7, instalando os man6metros na entrada e

na saida das etapas Retencao 1 e Retencao 2.

Os resultados desses experimentos encontram-se na Tabela 5:

Tabela 5: Queda de presséo (0P) verificada em cada etapa da Unidade HTST —

Microthermics. Valores em Pa

Vazao

Etapa OLmin _ 05LUmin _1Lmin 15LUmin __ 2L/min
Aquecedor 0 285E+04 837E+04 1.21E+05 1.06E+05
Retencao 01 0 0* 131E+04 3.18E+04  549E+04
Retencao 02 0 3.65E+03 4.02E+03 4,83E+03  7.23E+03

*Os resultados indicaram que a perda de pressao na retencao 1 a 0,5 L/min, é desprezivel

Usando os resultados apresentados na Tabela 5 e a Equagédo 39, foi

possivel encontrar a rotacdo necessaria para aplicar a tensdo de cisalhamento

equivalente. Tais resultados sao apresentados na Tabela 6, a seguir:
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Tabela 6: Rotacao necessaria no reator de cisalhamento para causar a mesma
tensdo de cisalhamento estimada na unidade Microthermics. Valores em RPM

Etapa - - Vazép - -

0 L/min 0,5 L/min 1 L/min 1,5 L/min 2 L/min
Aquecedor 0 1302 3820 5514 4826
Retencao 01 0 0* 1396 3385 5848
Retencao 02 0 426 470 564 845

*Os resultados indicaram que a perda de pressao na retencao 1 a 0,5 L/min, é desprezivel

4.6.Determinacao da resisténcia térmica em planta de Processo Térmico
de Fluxo Continuo

Para a determinacdo da resisténcia em unidade de Processo Térmico de
Fluxo Continuo, foi usado o método apresentado por Fairchild et al.(1994),
modificado de forma que pudesse ser aplicado na planta piloto UHT
Microthermics, modelo UHT-HTST Lab 25-DH, instalada no Departamento de
Ciéncia de Alimentos-FEA/UNICAMP. Esta planta piloto possui diversas
tubulagGes internas, acessiveis por meio de um painel de conexdes (‘lumpers”)
frontal. Usando conectores para fazer a ligacao entre estas tubulacées, e variando
a vazao de produto, é possivel obter diferentes tempos de retencao.

O painel de conexdes da unidade piloto UHT/HTST Microthermics foi

configurado da seguinte forma:

Entrada de produto Bomba Aquecedor Retencéao 1 Retencao 2
Resfriador = Camara de Enchimento Asséptico  Descarte.

Esta unidade piloto foi capaz de fornecer amostras ao longo do processo
térmico, utilizando portas assépticas semelhantes as usadas por Fairchild et
al.(1994), equipadas com trocador de calor para resfriamento rapido das amostras
— vide Figura 6. Estas portas foram instaladas na saida do Aquecedor, na saida da
Retencado 1 e na saida da Retencéo 2, para a coleta das amostras. As dimensdes

das tubulacées estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 6: Desenho esquematico de uma porta asséptica de amostragem. Os
pontos “A” e “B” indicam as conexdes com a Unidade HTST Microthermics, e “C” é

a valvula para amostragem (Tamega Jr., 2005)

Mediante contagem de sobreviventes nas amostras coletadas atraves
destas portas, foi verificado o efeito das diversas etapas de processamento sobre
0 microrganismo, e como sua populacao foi reduzida ao longo da unidade de
Processo Térmico de Fluxo Continuo. O meio de contagem dos sobreviventes foi
Agar Nutriente (1,5% agar Merck e 0,8% caldo nutriente DIFCO), e a incubagéo foi
feita a 30°C por 48 horas.

A partir da suspensao de esporos de B. atrophaeus (10° esporos/mL) usada
para os ensaios com tubo TDT e no Reator de Cisalhamento, foram retirados 4mL
e diluidos em 36mL de agua destilada estéril pH 6,87 refrigerada a 4°C. Esta nova
suspensao, cuja concentracdo de esporos era de 108/mL, foi mantida em estufa a

4°C e levada mais tarde a unidade UHT, para diluicado em 39,96L de agua
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destilada estéril com pH corrigido para 6,87, obtendo-se nova suspensao cuja
concentragao foi 10° esporos/mL.

Ap6s homogeneizagdo da nova suspensao, foi coletada amostra (10mL),
que foi plaqueada em triplicata nas diluicdes 10°, 10* e 10, em profundidade em
agar nutriente.

Antes de cada ensaio, as portas assépticas e os trocadores de calor foram
esterilizados em Autoclave (121°C/15min), a fim de eliminar contaminantes
remanescentes.

Imediatamente antes de cada ensaio, a unidade UHT foi esterilizada por 20
minutos a 121°C em cada lado do sistema de enchimento (temperatura medida no
ponto mais frio da unidade). Quando terminada a esterilizacdo, a unidade foi
alimentada com agua destilada estéril clorada (150ppm por 5 minutos), o sistema
de resfriamento da unidade foi ligado, e a temperatura de saida do Aquecedor e a
vazao do sistema foram ajustados para as condi¢cées do ensaio, de acordo com a
programacao. Apds a agua clorada, a unidade foi alimentada com agua destilada
estéril. Apds a estabilizacdo a temperatura de processo, seja 96 ou 95°C, a
unidade foi alimentada com a suspensdo de esporos (10° esporos/mL), que foi
mantida sob agitacdo constante.

Foram coletadas amostras da suspensao de esporos nas portas assépticas
na saida da Retencao 2, na saida da Retencédo 1 e na saida do Aquecedor, nesta
ordem. Imediatamente ap6s passar pela valvula, o fluido passava através de um
trocador de calor de resfriamento, que recebia agua gelada como meio de

resfriamento, retirada de banho de gelo. O instante de cada coleta foi marcado no
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arquivo de dados, pela abertura de um termopar, de modo que a falha de sua
leitura registrada no arquivo de dados indicasse o instante exato de coleta.
Logo em seguida, cada tubo contendo amostra foi identificado, mergulhado
e mantido em banho de gelo, e imediatamente levado para o Laboratério de
Termobacteriologia (FEA/UNICAMP), onde cada amostra foi plaqueada em
duplicata nas diluicdes 10°, 10, 10° e 102, em superficie, em agar nutriente. As
placas foram incubadas em BOD a 30°C/48h.
Foi usado o mesmo trocador de calor de resfriamento para coletar amostras
na saida de Retencao 2 e na saida do Aquecedor, sendo que entre a primeira e a
segunda coleta foi feita uma sanitizacao do interior do trocador de calor, com
solucdo 2,5% de hipoclorito de sbdio, por cerca de 4 minutos, a fim de causar
cerca de 3 ciclos de reducao (DeQueiroz e Day, 2008), seguido de enxaglie do
interior do trocador com 1 litro de agua destilada estéril, dentro da capela de fluxo
laminar da unidade UHT.
Logo apds a coleta das amostras, foi realizada a limpeza Clean in Place
(CIP) na unidade, com vazao de 2,0 L/min, usando o seguinte protocolo:
e Enxagle com agua potavel a 96°C por 10 minutos
e Aplicacédo de solucédo de Elsolve® (Ecolab) 0,13% por 10 minutos a
50¢C
e Enxagle com agua potavel por 10 minutos
e Aplicacao de solucédo de Vortexx ES® (Ecolab) 0,2% por 15 minutos
a temperatura ambiente

e Enxagle com agua potavel por 15 minutos.
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Este procedimento de CIP foi repetido para cada lado do sistema de

enchimento.

Os dados de temperatura coletados no sistema UHT foram analisados da

seguinte maneira:

1.

Determinagéo dos intervalos de dados efetivos, dentre o conjunto de
dados coletados, que foram marcados gracas a abertura do
termopar.

Célculo da temperatura média dentre esses valores, para cada ponto
de medida.

Determinagédo do tempo de residéncia minimo de cada amostra, a
partir da vazao, das medidas da tubulacdo da unidade piloto e do
valor do numero de Reynolds (se Turbulento, Vimin = 1,2 X Vmedia; S€
Laminar, Vmin = 2 X Vmédia)-

Calculo do ponto equivalente (teq X Teq) referente ao processo sofrido
por cada amostra.

Célculo do valor D correspondente.

Comparagéo entre o valor D obtido e o valor D predito pelo modelo

Temperatura x Cisalhamento.

Para o calculo do ponto equivalente, foi usada uma planilha construida em

Microsoft Excel, que calcula o perfil térmico de processos de aquecimento e

resfriamento, através do método proposto por Deindoerfer e Humphrey (1957). A

partir deste perfil estimado, esta planilha calcula entdo o ponto equivalente a este

t
E
rocesso, calculando numericamente a integral G = |exp| — . t, pelo
P g l [ R-T(r)]d P
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método de Simpson, para valores de Energia de ativagdo entre 50kd/mol e
370kdJ/mol, a intervalos de 20kJ/mol.

Obtido o ponto equivalente a esse processo, foi entdo calculado o valor de

D, baseado em F = v * D, onde F foi o tempo equivalente calculado por EPM. O

valor gama (y) foi substituido pelo valor negativo da fragdo de sobreviventes,

obtido como o logaritmo da razédo entre a contagem de sobreviventes na amostra
coletada em portas assépticas de etapas consecutivas.
E interessante chamar a atencdo ao fato de que o valor da fracdo de

sobreviventes cai com a diminuicdo da populagédo de sobrevivente, ao passo que o

valor de gama () aumenta, e o valor absoluto (médulo) de ambos é idéntico.

4.6.1. Avaliacao da resisténcia térmica dentro da unidade HTST
Microthermics

A fim de comparar os resultados obtidos no Reator de Cisalhamento com
aqueles obtidos na unidade HTST piloto Microthermics, foi necessario determinar
qual o valor da resisténcia térmica dentro da mesma.

O Método do Ponto Equivalente — EPM — proposto por Swartzel (1982),
teoricamente permite determinar qual a combinacédo de tempo e temperatura de
uma curva de aquecimento e resfriamento instantaneos que é equivalente a todo o
processo continuo aplicado. De posse desse Ponto Equivalente e da variacao na
populacao do microrganismo, calcula-se o valor D. Feita essa estimativa para mais
de um processo, estima-se o valor z.

Ja o0 método de Exposicoes Isotérmicas Parciais Pareadas — PEIE —

proposto por Welt et al. (1997), permite a determinagé&o de valores de Energia de
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Ativacao (Ea) e constante cinética de reacdo aquela temperatura (kt), que podem
ser convertidos diretamente em D e z.

O EPM envolve diversos passos para a obtencdo do par Tempo-
Temperatura Equivalentes.

A Equacdo 1 (apresentada no item 3.1) € comumente usada para

representar reacdes de pseudo-primeira ordem, como a inativacao de esporos:

dN _

=—k.N
dt

Equacao 1

Assumindo que k (taxa especifica de reacao) € independente do tamanho

da populacéao N, rearranjando a Equacéao 1 e integrando-a, resulta:

N t
N, N 0
Equagéo 43 ’
ln[&jzj‘k dt
N 0

O valor de k estd relacionado a temperatura, através da relacdo de

Arrhenius:

E

E 30 44 k=A-exp| ——~
quacao P( R-TJ
Onde A é o fator pré-exponencial e E; é a energia de ativacdo da
reacao(kd/mol). Substituindo a Equacao 44 na Equacédo 43 e rearranjando-a de

modo a isolar os parametros constantes, obtém-se:

N/
1“[ Ole E, ),
= |exp| -
y p

Equacao 45

O
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Swartzel (1982) definiu o lado esquerdo da Equacdo 45 como sendo a

relacao de reducao térmica “G”.

Equagao 46 G=|ex ( de
! RT()

Conhecendo-se a histéria térmica de um processo continuo ( T(t) ), e

resolvendo-se a integral da Equacgéao 46, para um certo valor de E,, obtém-se:

R-T

Equagao 47 G =1, 'GXP(— 2 J

onde t. € T sdo o tempo equivalente e a temperatura equivalente,
respectivamente. A historia térmica € obtida pela resolucéo da Equacao 7.

Swartzel (1982 e 1984) sugeriu que para cada par G-E,, obtém-se um par
te-Te (tempo equivalente — Temperatura equivalente), e esses pontos seriam
coincidentes, nao importando o valor de E, utilizado. Na pratica, para diferentes
valores de Ea, diferentes pares de te-Te sdo encontrados, conforme pode ser
verificado na Figura 1 (item 3.2), onde o ponto de intersec¢ao entre cada par de
retas representa um ponto equivalente.

Numa tentativa de tornar o método EPM mais preciso, Nunes e Swartzel
(1990) apresentaram uma reparametrizacdo do método, inserindo um termo a
mais na Equacéo 46, e sugerindo que a regressao fosse feita de acordo com o

método de Regressédo nao-Linear com Pesos, onde os pesos eram dados por G2.

A Equacéao 46, apds a modificacao proposta, € apresentada a seguir:

i E
Equacao 48 G =|ex - .
J; T, R-T@)
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Como o método proposto por Swartzel ndo apresentou respostas precisas,
mesmo apos a implementacao dos aprimoramentos propostos (Nunes e Swartzel,
1990), também foram usados os parametros cinéticos obtidos mediante o método
de “Exposicdes Isotérmicas Parciais Pareadas” — PEIE, proposto por Welt et al.
(1997), conforme usado por Vieira et al. (2002) e Tamega Jr. (2006).

Segundo este método, embora ndo se possa determinar os parametros
cinéticos (k — taxa especifica de reacao, e Ea — Energia de Ativacao) a partir dos
dados de um unico processo térmico, se forem realizados mais de 2 processos
continuos, é possivel estimar tais parametros por iteracées sucessivas. Da mesma
forma que o método EPM, é calculado o valor de G para cada um dos processos
realizados (Equacgéo 46), porém este calculo somente é feito para dois valores de
Energia de Ativacédo, sendo que o primeiro valor trata-se de uma aproximacao e o
segundo valor é obtido a partir de uma relagéo arbitraria com o primeiro.

Este procedimento, conforme descrito por Welt et al. (1997), pode ser
descrito pelo seguinte algoritmo:

1. Realiza-se alguns processos térmicos (a0 menos trés), em que
ocorra alguma reacéao catalisada pelo calor;

2. Registra-se as temperaturas em cada etapa do processo;

3. Determina-se as concentragdes iniciais e finais do composto de
interesse em cada processo.

4. Se necessario, estima-se a historia térmica ao longo do processo,
através do método proposto por Deindoerfer e Humphrey (1959),

usando a Equacéo 7.
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5. Estabece-se um valor para a primeira Energia de Ativagao (Eai) da
reacdo (por exemplo 300kJd/mol), e um critério para o calculo da
segunda Energia de Ativacdo, como por exemplo, o dobro da
primeira (Eap = 2 * Eay).

6. Calcula-se o valor de G, para cada um dos processos, para cada
Energia de Ativagao, resolvendo-se a Equacao 46.

7. Determina-se o Ponto Equivalente para cada processo pela
interseccao entre as duas retas encontradas (Ea), encontrando-se
uma temperatura equivalente, e um tempo equivalente.

8. A partir da variacdo na concentracdo do composto de interesse,
verificada experimentalmente, determina-se o valor da Constante de
reagdo, k = Ln(C/Co) * teg ';

9. De posse da Constante de reacdo e da Temperatura equivalente
(Teq) para dois processos diferentes, obtém-se o valor da Energia de
Ativacao, através da Equacéao 49:

R- ln(ly j
E = b
T 2

Equacao 49 a T

T

eq.1 ’

T

eq.2

Onde E; é a energia de ativacao; R é a constante universal dos gases, ki €
a constante de reacao da primeira reacao, k; € a constante de reacédo da segunda
reacao, Teq1 € a temperatura equivalente encontrada para a primeira reagéo e Teg2

€ a temperatura equivalente encontrada para a segunda reacao.
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10.De posse da energia de ativagao, repete-se o processo a partir do

passo 5.

11.Ap6s a convergéncia (foi usado o critério de € < 10°®), os valores de

D e z foram calculados a partir de Ea e kr, através da relacao de
Ramaswamy et al. (1989), segundo a qual a relagéo entre o valor z e
a energia de ativagao é dada por:

ln(lo) ) R ) Tmin ) Tmax
Ea

Equacéo 50 valor z =

Onde Tmin € Tmax S80, respectivamente, a menor e a maior temperatura
equivalente encontradas.

Este algoritmo converge rapidamente, de forma que n&o sdo necessarias
mais que 5 iteracdes para obter-se precisdo maior que 0,1 J/mol.

Foi construida uma planilha em Microsoft Excel® para a realizacdo desses
calculos, considerando o tempo de residéncia minimo dentro de cada etapa da
unidade HTST Microthermics.

Foi considerado que o processo térmico somente teve letalidade efetiva a
partir da saida do Aquecedor. A cinética de inativacao foi entdo avaliada ao longo
da Retencdo 1 e da Retencdo 2, considerando como contagem inicial aquela

obtida na amostra na saida do Aquecedor.
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4.7. Tratamento Estatistico

A modelagem dos resultados obtidos segundo o Delineamento Composto
Completo Rotacional no Reator de Cisalhamento foi efetuada conforme descrito
por Rodrigues e lemma (2005), mediante modelo polinomial, utilizando como
resposta o valor Dgeator € COMO variaveis independentes a temperatura e a tenséao
de cisalhamento, até os termos quadraticos.

Foi feita a regressdo linear do logaritmo de D vs. a temperatura do
tratamento térmico (curva fantasma) para cada um dos trés métodos de inativacao
de B. atrophaeus empregados — método TDT, tratamento em reator de
cisalhamento e em unidade HTST piloto. A regressao linear realizada tinha por
objetivo encontrar as equacbes das retas que descrevessem a variacdo do
logaritmo de D vs. Temperatura, em modelos tipo “y = mx + b”, onde “y” € o Log
(D), “x” & a temperatura, “m” € o coeficiente angular e “b” € o coeficiente linear da
reta.

Os coeficientes angulares (m) e lineares (b) das retas foram comparados
por teste “t” de Student, de diferenca entre valores, conforme descrito por Zar
(1999). De acordo com este autor, os coeficientes sdo estatisticamente diferentes

quando o valor t calculado (de acordo com a Equacéao 51), for maior que o valor t

de significancia estatistica a 90%.

£ 50 51 - coeficientel — coeficiente?2
acao = . - :
auas desvio padrdo combinado

Onde o desvio padrdo combinado é dado por:
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SOR, + SOR, SOR, + SOR,
GL, +GL, GL, +GL,

desvio padrao combinado = —+= -

i=1 i=1

L d1 L 12
Onde SQR; é a soma quadratica dos erros de ajuste (residuos) do conjunto

de dados j (indice dos colchetes na equagdo), GL; € o numero de graus de
liberdade da regressdo do conjunto de dados j, X; é o valor x da i-ésima
observacgao experimental, e n € o nimero total de observacdes.

Ainda de acordo com a metodologia de analise proposta por este autor,
quando a inclinagdo das retas (my e my) resultaram nao diferentes ao nivel de
significancia desejado, foi verificado se as mesmas eram coincidentes ou

paralelas, calculando o valor t para os coeficientes lineares (b e by).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Determinacao da Resisténcia Térmica em Tubos TDT

Os dados de sobreviventes vs. tempo, apresentados “Anexo 01 — Resultado
do Método do Tubo TDT para avaliagdo da resisténcia térmica de B. atrophaeus”
(item 9.1.1), foram tratados por regressdo linear para determinar o indice de

Reducao Decimal deste microrganismo nas temperaturas 92, 94 e 96°C.

Tabela 7: Valores D obtidos em tubos TDT, em banho de 6leo

0 . - 95% 95%
T(°C) D(min) Erro Padrao R2 inferior  superior

92 33,41 6,726 0,90 20,67 46,60
94 20,73 2,973 0,94 14,32 32,40
96 15,33 4,250 0,88 7,26 23,66

O gréfico construido com a temperatura e o logaritmo dos valores D
apresentados na Tabela 7 é denominado de “Curva Fantasma” (vide Figura 7).
Realizando a regresséao linear destes valores, foi obtido um valor de z = 11,82°C

(erro padrao: 1,56°C), com R? = 0,983.

100,00

DroT(min)

10,00

91,5 92 92,5 93 93,5 94 94,5 95 95,5 96 96,5
T(°C)

Figura 7: Curva fantasma de B. atrophaeus em agua destilada, pH 6,87, método TDT.
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Este resultado difere em pouco do obtido por Licciardello e Nickerson
(1963), que encontraram um valor z de aproximadamente 10°C para Bacillus
subtilis var. niger em tampao fosfato pH 7.0 (tubo capilar). Porém, este valor difere
do valor encontrado por Cho et al. (1999), cujo valor z encontrado foi de 8,74°C,
para Bacillus subtilis ATCC 6633 em solucao de NaCl 0.1%.

Por outro lado, estes autores ndo usaram Bacillus atrophaeus em seus
ensaios, nem agua pura como meio de suspensdao dos esporos, 0 que pode

explicar a diferenga verificada entre os valores.

5.2. Determinacao da Tensao de Cisalhamento maxima
aplicada dentro do Reator de Cisalhamento

O Reator de Cisalhamento foi capaz de aplicar 7200RPM (753,98 rad/s) na
velocidade maxima, que, de acordo com a Tabela 6, foi suficiente para causar a
mesma tensao de cisalhamento que a unidade HTST piloto, até a vazao de 2L/min
a temperatura ambiente. Usando essa rotagdo maxima, resolvendo
numericamente a Equacéao 32, foi encontrada a taxa de cisalhamento maxima que

pode ser aplicada no Reator de Cisalhamento:

2-Q R!
e @-1) rR?

Onde Q é a rotagao (753,98 radianos por segundo), R; é o raio do copo

(0,05m), Ry € o raio do rotor (0,045m) e o é a razao R./Rp (1,11). Substituindo na

Equagéo 32 e resolvendo-a:

2-753,98 0,05’
¥= (1,087 ~1) 0,045%
8=9817,5s~"
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Conhecendo a viscosidade da agua (Mliygua = 0,001 Pa.s), a tenséo de

cisalhamento maxima a ser aplicada no reator foi:

G =¥u ..
c =9817,5-0,001 ...
c =9,82Pa

Esta tensdo de cisalhamento representa o valor mais alto que foi atingido
pelo reator de cisalhamento, sendo suficiente para simular as tensfes de
cisalhamento causadas pela vazao dentro da unidade HTST (vazéo < 2 litros por

minuto).

5.3. Determinacao da Resisténcia Térmica no Reator de
Cisalhamento

Como citado no item 4.4, inicialmente as amostras eram retiradas do interior
do copo através de uma Unica seringa estéril. Porém, como pode ser visto na
Figura 8, as amostras retiradas apds 42 amostragem apresentaram efeito de
cauda (“tailing”), por possivel acumulo de sobreviventes das 3 primeiras

amostragens.

1,0E+08

1,0E+07

1,0E+06

1,0E+05

Sobreviventes (esporos/mL)
«

1,0E+04

1,0E+03

0 1‘0 26 3:0 4‘0 F;O (;0 70

tempo (min)
Figura 8: Curva de sobreviventes de B. atrophaeus em agua destilada, pH 6,87,
teste realizado em Reator de Cisalhamento (T=93°C e ¢ = 4,91Pa). Experimento
em que as amostras foram retiradas com uma agulha.
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Para corrigir este efeito, foi utilizada uma segunda agulha para retirada da
42 52 62 e 72 amostras. Como pode ser visto na Figura 9, o efeito de acumulo foi
eliminado com o uso desta segunda agulha, observando um comportamento

linear.

1,0E+08

e ys—
| * !

1,0E+06 J%

1,0E+05

1,0E+04 ==

e

Sobreviventes (esporos/mL)

1,0E+02

1,0E+01

1,0E+00 s 1 s L A s
0 5 10 15 20 25 30
tempo (min)

Figura 9: Curva de sobreviventes de B. atrophaeus em agua destilada, pH 6,87,
teste realizado em Reator de Cisalhamento (T=95,4°C e ¢ = 8,35Pa). Amostras
coletadas com duas agulhas (agulha 01: 12, 22 e 32 amostra; agulha 02: 42, 52 e 62

amostra).
Mediante regresséo linear dos dados de sobreviventes apresentados no
“Anexo 01 — Reator de Cisalhamento” (item 9.1.2), foram calculados os valores D
para cada combinacdo de Temperatura e tensédo de cisalhamento. Esses valores

D, bem como os dados usados para determina-los, encontram-se no mesmo

anexo.
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5.3.1.Resultados do planejamento experimental aplicado

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados para o planejamento
experimental desenhado para verificar o efeito da tensdo de Cisalhamento (em
Pa) e da Temperatura de pasteurizacdo (em °C) sobre o valor D de Bacillus
atrophaeus em agua destilada estéril pH 6,87.

Tabela 8: Planejamento experimental aplicado — valores reais das variaveis e
valores obtidos para a resposta (Valor D)

N° Variaveis Reais Variaveis Codificadas Resposta
experi- Rotacéao Shear stress Tempe- Shear Tempe- Valor
mento (RPM) (Pa) ratura (°C) stress_c ratura_c D(min)

01 1050 1,43 90,9 -1,00 -0,99 17,4

02 6120 8,35 94,6 0,99 0,75 6,3

03 1050 1,43 95,4 -1,00 1,13 55

04 6120 8,35 95,4 0,99 1,13 4,1

05 0 0 93,0 -1,414 0 11,3

06 7200 9,82 92,7 1,414 -0,141 9,4
07 3600 4,91 90,5 0 -1,179 15,4
08 3600 4,91 96,2 0 1,509 3,9
09 3600 4,91 93,4 0 0,189 9,1
10 3600 4,91 93,3 0 0,141 8,7
i 3600 4,91 93,3 0 0,141 9,2
12 3600 4,91 93,0 0 0 9,5

Nesta tabela, os valores de temperatura indicados foram obtidos analisando
os dados de cada um dos experimentos, e calculando sua média. As condi¢des de
controle de temperatura ndo permitiram refinamento suficiente para obter, com
precisdo, as temperaturas programadas inicialmente, e por isso foi necessério

alterar os valores da temperatura codificada para refletir os valores reais.

A maior resisténcia (maior valor D) foi observada a temperatura mais baixa
(90,9), sob uma tensao de cisalhamento baixa (1,43Pa) — experimento 01. A mais

baixa resisténcia foi observada a temperatura mais alta (96,2°C), sob tensao de

77



cisalhamento media (4,91Pa) — experimento 08. Em primeira analise, isso
comprova o efeito principal da temperatura sobre a resisténcia do Bacillus

atrophaeus. Para os pontos centrais do desenho experimental, os valores da

resposta séo relativamente préximos.

De acordo com esses dados, foi construido o grafico tridimensional

apresentados na Figura 10:

l\“\m 0 10 [\

Figura 10: Gréfico 3D da temperatura e a tensao de cisalhamento codificados vs. o
valor D obtido para Bacillus atrophaeus em agua pH 6,87.

O gréfico sugere uma correlagdo inversa entre o valor D e a tenséo de
cisalhamento, da mesma forma que era esperado para a temperatura.

A seguir, é apresentada a andlise dos resultados da implementagdo do
planejamento experimental para identificar os efeitos significativos das variaveis
envolvidas, usando o software Statistica V.7.1, mddulo Experimental Design —

Central composite, non-factorial, surface designs - Analyse.
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5.3.2. Analise dos resultados do planejamento experimental,
usando o Valor Linear de D como variavel dependente:

Como apresentado na Tabela 9, o termo quadratico da tensado de
cisalhamento foi 0 Unico nao significativo, sendo que o termo linear da temperatura
foi o mais significativo das variaveis. A soma quadratica dos residuos foi baixa,
indicando bom ajuste do modelo, assim como o alto valor de R2. Os indices “c”
indicam que trata-se da analise dos valores codificados.

Tabela 9: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados com todos os parametros; Termo de Erro:
Soma Quadratica dos Residuos

Variavel resposta: Valor D; R2 = 0,99036; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 0,3001743

Erro
Padrao

Intercepto 9,324 | 0,271 |34,394 | 4,02E-08
(1)SHEARc (L) |-2,108| 0,415 | -5,079 0,002
SHEARc (Q) 0,437 | 0,430 | 1,016 0,349
(2)TEMPc (L) |-9,931| 0,468 |-21,234| 7,11E-07
TEMPc (Q) 1,064 | 0,540 | 1,969 0,097
1L por 2L 1,426 | 0,643 | 2,216 0,069
Valores em vermelho denotam significAncia estatistica de
90% (p<0,1)

Quando o termo de erro usado foi a soma quadréatica do erro puro (Tabela

Efeito t(6) Valor p

10), o termo quadratico da temperatura deixou de ser significativo, assim como a

interagao entre temperatura e cisalhamento.
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Tabela 10: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados com todos os parametros; Termo de Erro:

Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Valor D; R? = 0,98413; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 0,1352

. Erro
Efeito Padrio t(6) Valor p

Intercepto 9,324 | 0,182 |51,248 0,012
(1)SHEARc (L) |-2,108| 0,279 | -7,568 0,084
SHEARc (Q) |0,437 | 0,289 | 1,514 0,372
(2)TEMPc (L) |-9,931| 0,314 |-31,640| 0,020
TEMPc (Q) 1,064 | 0,363 | 2,934 0,209
1L por 2L 1,426 | 0,432 | 3,302 0,187

A analise foi refeita, retirando o termo quadratico do cisalhamento
(“SHEARCc (Q)”), o qual apresenta o maior valor p, tanto quando analisado o erro

puro como quando analisada a soma quadratica dos residuos.

Na Tabela 11, observa-se novamente que o maior efeito é causado pelo
termo linear da temperatura. Porém, o efeito do termo quadratico da temperatura
(“TEMPc (Q)”) deixou de ser estatisticamente significativo (p > 0,1).

Tabela 11: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “SHEARc (Q)”;
Termo de Erro: Soma Quadratica dos Residuos

Variavel resposta: Valor D; R2 = 0,9887; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 0,301574

Erro
Padrao

Intercepto 9,494 | 0,214 | 44,453 | 7,62E-10
(1)SHEARc (L) |-2,127| 0,416 |-5,116 | 0,001

(2)TEMPc (L) |-9,905| 0,468 |-21,161|1,32E-07
TEMPc (Q) 0,958 | 0,531 1,803 0,114
1L por 2L 1,488 | 0,642 | 2,319 0,053

Efeito t(6) Valor p
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Realizando esta analise usando como termo de erro a soma quadratica do
erro puro (Tabela 12), observa-se que os termos significativos a p<0,1 foram
somente os termos lineares da tensao de cisalhamento e da temperatura.

Tabela 12: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “SHEARc (Q)”;
Termo de Erro: Soma Quadrética do Erro Puro

Variavel resposta: Valor D; R2 = 0,9887; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 0,1352

Erro
Padrao

Intercepto | 9,494 [ 0,143 [66,390 [ 0,010
(1)SHEARc (L) [-2,127| 0,278 [-7,641 | 0,083
(2)TEMPc (L) [-9,905[ 0,313 [-31,604| 0,020
TEMPc(Q) [0,958 | 0,356 | 2,692 | 0,226
1Lpor2L  [1,488 | 0,430 | 3,463 | 0,179

Efeito t(6) Valor p

A andlise foi feita novamente, ignorando-se o efeito do termo quadratico da

temperatura (“TEMPc (Q)”), que apresentou o0 mais alto valor p.

De acordo com a Tabela 13, o termo linear do cisalhamento (“SHEARc
(L)), da temperatura (“TEMPc (L)”) e a interagcdo (“1L por 2L") apresentam
significancia estatistica ao nivel de valor p < 0,05. Também chama a atencéo o

alto valor de Ra.

Tabela 13: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “SHEARc (Q)” e
“TEMPc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica dos Residuos
Variavel resposta: Valor D; R2 = 0,98346; 2 fatores, 12

Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 0,3863874

Erro
Padrao 1(6)

Intercepto 9,732 | 0,190 |51,254 | 2,33E-11
(1)SHEARc (L) |-2,262| 0,463 | -4,889 0,001

(2)TEMPc (L) |-9,679| 0,511 |-18,960 | 6,19E-08
1L por 2L 1,711 | 0,713 | 2,400 0,043

Efeito Valor p
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Por outro lado, como apresentado na Tabela 14, de acordo com a Analise
por Erro Puro, a Interacdo Cisalhamento x Temperatura (“1L por 2L”) apresenta
baixa significancia estatistica (Valor p > 0,15), levando a necessidade de verificar
qual o comportamento do valor p dos termos restantes quando da sua retirada.

Tabela 14: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “SHEARc (Q)” e
“TEMPc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Valor D; R? = 0,98346; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma do Erro Puro = 0,1352

Erro
Padrao 1(6)

Intercepto | 9,732 [ 0,112 [ 86,647 [ 0,007
(1)SHEARc (L) |-2,262| 0,274 |-8265| 0,077
(2)TEMPc (L) [-9,679[ 0,302 [-32,053[ 0,020
iLpor2L  [1,711 | 0,422 [ 4,058 | 0,154

Efeito Valor p

Os resultados apresentados na Tabela 15 permitem concluir que tanto o
efeito linear da temperatura quanto a tensdo de cisalhamento afetam
significativamente o Valor D do Bacillus atrophaeus, sendo que o efeito da
temperatura € quase cinco vezes maior que o efeito do cisalhamento.

Tabela 15: Estimativa dos efeitos para valor D de Bacillus atropheus no Reator de
cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “SHEARc (Q)”,
“TEMPc (Q)” e “1L por 2L”; Termo de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Valor D; R? = 0,97154; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma do Erro Puro = 0,1352

Erro
Padrao 1(6)

Intercepto | 9,854 [ 0,108 [91,031 [ 0,007
(1)SHEARc (L) [-1,982| 0,265 |[-7484 | 0,085
(2)TEMPc (L) [-9,934[ 0,295 [-33,632 0,019

Efeito Valor p
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5.3.3.Analise dos resultados do planejamento experimental
usando o logaritmo do valor de D como variavel
dependente

Tradicionalmente, a cinética de valor D vs. temperatura € log-linear (cinética
de primeira ordem). Portanto, foi analisado o efeito das variaveis temperatura e
tensdo de cisalhamento vs. o logaritmo do valor D. Esta transformagéo da variavel
resposta é conveniente, pois reduz a variabilidade, fazendo com que a Soma

Quadratica dos Residuos e do Erro Puro sejam menores.

A analise com p < 0,1 demonstrou, de acordo com a Tabela 16, que os
termos lineares de temperatura e tensdo de cisalhamento foram significativos,
assim como o termo quadratico da temperatura. O efeito da interagao (“1L por 2L”)
e o termo quadratico do cisalhamento (“SHEARc (Q)”) apresentaram baixa
significancia estatistica.

Tabela 16: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados com todos os parametros; Termo
de Erro: Soma Quadratica dos Residuos

Variavel resposta: Log(D); R2 = 0, 98925; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 8,099x10™

Erro
Padrao

Intercepto | 0,972 [ 0,014 [69,059 | 6,20E-10
(1)SHEARc (L) [-0,088| 0,022 |-4,084 [ 0,006
SHEARc (Q) 0,009 | 0,022 | 0,423 | 0,687
(2)TEMPc (L) |-0,481| 0,024 [-19,792 1,08E-06
TEMPc (Q) [-0,078| 0,028 [-2,792 [ 0,032

iLpor2L  [0,001 | 0,033 [ 0,029 | 0,978

Efeito t(6) Valor p
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Segundo os resultados das analises, apresentados na Tabela 16 e na
Tabela 17, o termo que apresentou menor significancia estatistica foi a interagao
(“1L por 2L"), com valor p > 0,97. Por esse motivo, seu efeito deve ser descartado

nas andlises seguintes.

Tabela 17: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados com todos os parametros; Termo
de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Log (D); R? = 0,98925; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 3,207x10™

Erro
Padrao

Intercepto | 0,972 | 0,009 |109,754 | 0,006
(1)SHEARc (L) |-0,088| 0,014 | -6,491 | 0,097
SHEARc (Q) 0,009 0,014 | 0,672 | 0,624
(2)TEMPc (L) |-0,481| 0,015 |-31,454 | 0,020
TEMPc (Q) |-0,078 0,018 | -4,436 | 0,141
1L por 2L 0,001 | 0,021 | 0,046 | 0,971
E interessante notar que nesse caso, em que é analisado o efeito dos

Efeito t(6) Valor p

fatores estudados no logaritmo da resposta (Log D), tanto a Soma Quadratica dos
Residuos quanto a Soma Quadrética do Erro Puro apresentaram valores que séo
3 ordens de grandeza menores que o efeito estimado para o intercepto. Quando
da analise usando o Valor D diretamente, a razdo entre os erros e o valor do
intercepto foi de apenas uma ordem de grandeza. Tal diferenca ndao pode ser
explicada simplesmente pela transformacéao (Linear  Log) influindo nos valores
dos erros, sugerindo que a correlacdo linear € melhor ajustada apés tal

transformagéo da variavel resposta.
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Na Tabela 18, assim como na Tabela 19, sdo apresentados os resultados
dos efeitos das variaveis independentes quando desprezado o efeito da interagao.

Observa-se que, enquanto na Tabela 18 o termo quadratico da temperatura
é significativo, na Tabela 19 o mesmo ndo ocorre. Ambos resultados indicam que
o termo quadrético de Cisalhamento (“SHEARc (Q)”) deve ser retirado do modelo,
pois apresenta alto valorde p (> 0,6 ).

Tabela 18: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no Reator
de cisalhamento - Analise dos resultados desprezando o efeito de “1L por 2L”; Termo
de Erro: Soma Quadratica dos Residuos

Variavel resposta: Log (D); R2 = 0,9893; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 6,943x10™

Erro
Padrao

Intercepto 0,972 | 0,013 | 74,590 | 2,05E-11
(1)SHEARc (L) |-0,088| 0,019 |-4,587 | 0,003
SHEARc (Q) 0,010 | 0,021 0,461 0,658

(2)TEMPc (L) |-0,481| 0,022 |-22,096 |9,82E-08
TEMPc (Q) -0,078| 0,025 |-3,075 | 0,018

Efeito t(6) Valor p

Tabela 19: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito de “1L por

2L"; Termo de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Log (D); R2 = 0,9893; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 3,207x10™

Erro
Padrao

Intercepto | 0,972 [ 0,009 [109,758 0,006
(1)SHEARc (L) [-0,088| 0,013 | 6,750 | 0,094
SHEARc (Q) 0,010 | 0,014 | 0,679 | 0,620
(2)TEMPc (L) [-0,481[ 0,015 [-32,514 [ 0,020
TEMPc (Q) |-0,078| 0,017 | -4,525 | 0,138

Efeito t(6) Valor p
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Na Tabela 20 observa-se que os efeitos dos termos lineares de
Cisalhamento (“SHEARCc (L)”) e de Temperatura (“TEMPc (L)”), bem como o termo
quadratico do Cisalhamento (“SHEARc (Q)”) sao estatisticamente significativos (p
> 0,1). Porém, deve ser verificada qual a resposta da analise por erro puro, antes
de estabelecer o modelo.

Tabela 20: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito de “1L por
2L" e “SHEARCc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica dos Residuos

Variavel resposta: Log (D); R? = 0,9889; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 6,26x10™

Erro
Padrao

Intercepto | 0,976 | 0,010 [100,698 | 1,06E-13
(1)SHEARc (L) [-0,088| 0,018 | -4,840 | 0,001
(2)TEMPc (L) |-0,481 0,021 [-23,267 | 1,24E-08
TEMPc (Q) |-0,080| 0,024 | -3378 | 0,010

Efeito t(6) Valor p

Pelos dados da Tabela 21, o termo quadratico da temperatura ainda
apresenta baixa significancia estatistica (p > 0,1), indicando que seu efeito
também deve ser retirado do modelo.

Tabela 21: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito de “1L por
2L" e “SHEARCc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Log (D); R2 = 0,9889; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 3,207x10™

Erro
Padrao

Intercepto | 0,976 [ 0,007 [140,698 0,005
(1)SHEARc (L) [-0,088| 0,013 | -6,762 | 0,093
(2)TEMPc (L) [-0,481[ 0,015 [-32,509 | 0,020

TEMPc (Q) |-0,080| 0,017 | -4,720 | 0,133

Efeito t(6) Valor p
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Pelos dados da Tabela 21, o termo quadratico da temperatura ainda
apresenta baixa significancia estatistica (p > 0,13), indicando que seu efeito

também deve ser retirado do modelo.

Nas Tabelas 22 e 23 sdo apresentados os resultados finais da andlise
estatistica do efeito da tensédo de cisalhamento e da temperatura sobre o logaritmo
do valor D. Cabe ressaltar o alto coeficiente de correlacao encontrado (R? = 0,97),
bem como o baixo valor de Soma Quadratica de Residuos e de Erro Puro
(respectivamente 1,35 x 102 e 3,207 x 10#). Como as diferencas entre os valores
p apresentados na Tabela 15 e na Tabela 23 sao relativamente pequenos, serdo
considerados os resultados desta ultima, para a qual foi considerada a relacéo log-
linear entre as variaveis independentes temperatura e tenséo de cisalhamento, e a
variavel dependente, log do valor D.

Tabela 22: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito de “1L por
2L7, “SHEARc (Q)” e “TEMPc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica dos
Residuos

Variavel resposta: Log (D); R2 = 0,97313; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica dos Residuos = 1,35x107

Erro
Padrao

Intercepto 0,955 | 0,011 | 88,274 | 1,56E-14
(1)SHEARc (L) |-0,080| 0,026 | -3,012 0,015
(2)TEMPc (L) |-0,497| 0,030 |-16,831 | 4,13E-08

Efeito t(6) Valor p

87



Tabela 23: Estimativa dos efeitos para log do valor D de Bacillus atropheus no
Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito de “1L por
2L7, “SHEARc (Q)” e “TEMPc (Q)”; Termo de Erro: Soma Quadratica do Erro Puro

Variavel resposta: Log (D); R? = 0,97313; 2 fatores, 12
Ensaios; Soma Quadratica do Erro Puro = 3,207x10™

. Erro
Efeito Padrio t(6) Valor p

Intercepto | 0,955 | 0,005 |181,136 | 3,51E-03
(1)SHEARc (L) |-0,080| 0,013 | -6,180 0,10
(2)TEMPc (L) |-0,497| 0,014 |-34,537 | 0,02
Na Tabela 24 a seguir, sdo apresentados os coeficientes de regressao
obtidos para o modelo.
Tabela 24: Coeficientes de Regressao para log do valor D de Bacillus atropheus
no Reator de cisalhamento - Andlise dos resultados desprezando o efeito dos
termos “SHEARc (Q)” e “TEMPc (Q)”; Termo de Erro: Soma dos Erros Médios

Variavel resposta: Log (D); R2 = 0,97313; 2 fatores, 12 Ensaios;
Soma Quadratica dos Residuos = 1,35x107
Coeficiente de Erro (6) Valor p

Regressao Padrao
0,011 | 87,838 |1,63E-14

Intercepto 0,971
(1)SHEARc (L) -0,040 0,013 | -3,012 | 0,015
(2)TEMPc (L) -0,234 0,014 |-16,831 |4,13E-08

O modelo encontrado, em funcao das variaveis codificadas foi:

Equagéo 52 Log (D) = 0,971 — 0,234 Temp — 0,04 Tenséo de Cisalhamento
O modelo obtido com esses parametros tem boa capacidade de predicao,
como pode ser verificado na Figura 11, que apresenta o grafico de Log D

observado vs. Log D predito: Como pode ser visto, ndo ha nenhuma evidéncia de

tendéncia entre os dados experimentais e os valores preditos pelo modelo.
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Figura 11: Gréfico de valores de Log D observados x valores de Log D preditos
pelo modelo. SQ residuos = 1,35 x 10%; SQ erro puro: = 3,21 x 10™

Como pode ser visto na Figura 11, nao ha nenhuma evidéncia de tendéncia

entre os dados experimentais e os valores preditos pelo modelo.

Foi realizada andlise de Variancia para avaliar a capacidade de ajuste do
modelo aos dados experimentais (Tabela 25); note-se que o valor de Fcqyc. foi 54
vezes maior que o valor de Fip. para nivel de confianca de 90%.

Tabela 25: Analise de Variancia (ANOVA) do modelo obtido
Fonte de Soma de Graus de | Quadrado

Variagdo | Quadrados | liberdade | Médio Featouiado | Fiabetado™ Valorp
Regressao 0,4400 2 0,2200 162,97 3,01 < 0,0000001
Residuos 0,0122 9 0,0014
Total 0,4522
*F29,10%
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Figura 12: Superficie de Resposta do efeito da temperatura e tenséo de
cisalhamento sobre a Log D de Bacillus atrophaeus em agua pH 6,87. Curva
ajustada aos pontos experimentais (fatores codificados); R? = 0,97; SQ residuos =
1,35 x 10%; SQ erro puro: = 3,21 x 10

A superficie apresentada na Figura 12 denota a correlacdo negativa entre
os parametros estudados (Tensdo de Cisalhamento e Temperatura) e a variavel

resposta (log D).
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E conveniente transformar o modelo codificado para o modelo com as
variaveis reais; o modelo real, considerando a Tensao de Cisalhamento em Pa e a
Temperatura em °C, foi:

Equacao 53:

Log (D) = 11,30 — 1,104x10" T(°C) — 1,153x10 G(Pa)

(&)
o
-

= ™ 00t

OO0 000 == -

BER0LONEER

Figura 13: Superficie de Resposta do efeito da temperatura e tenséo de
cisalhamento sobre a Log D de Bacillus atrophaeus em agua pH 6,87. Curva
ajustada aos pontos experimentais (valores reais); R = 0,97; SQ residuos = 1,35 x
10%; SQ erro puro: = 3,21 x 10

Nao existem dados na literatura que possam ser usados para comprovar

estes resultados, pois trata-se de pesquisa inédita.
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5.4. Resultados da determinacao da resisténcia térmica em
planta de Processo Térmico de Fluxo Continuo

Os tempos de residéncia minimo de cada amostra no aquecimento, na
retencdo 1 e na retencdo 2, em cada experimento, sdo apresentados na Tabela
26, assim como a queda de pressao estimada.

Tabela 26: Tratamentos térmicos (HTST) aplicados a suspensao de esporos de
Bacillus atrophaeus

Data Retencgéo 1 Retengéo 2

processo t (S) Tent Tsaida AP Vazao t (S) Tent Tsaida AP Vazao
resid (°C) (°C) (10%Pa) (L/min) " (°C) (°C) (10%Pa) (L/min)

16/04/08 48,31 99,16 97,07 13,1 1,00 46,03 97,21 9526 4,02 1,00

07/05/08 46,42 99,09 97,58 13,6 1,04 4427 97,81 96,21 4,18 1,04

09/05/08 48,06 96,31 94,67 132 1,01 4574 94,81 9246 4,05 1,01

14/05/08 47,75 9539 93,87 13,7 1,05 46,03 93,91 92,10 4,17 1,04

04/06/08 51,25 97,07 93,76 31,7 1,60 30,78 93,70 92,18 4,82 1,50

Os tempos de residéncia foram calculados a partir da vazdo, comprimento e
didmetro interno de cada secao (Tabela 2).

Na Tabela 26 estdo apresentados os tratamentos térmicos aplicados a
suspensao aquosa de esporos de B. atrophaeus. Nao foram incluidos os dados
referentes a etapa de aquecimento pois, em alguns dos experimentos realizados,
ocorreu aumento na populacdo de sobreviventes nessa etapa, em relacdo a
anterior, possivelmente devido a ativacdo dos esporos (vide Anexo 01 —
Resultados dos experimentos realizados para determinacéo do indice de reducéo
decimal — unidade Piloto UHT Microthermics). A partir dos dados de tempo de
processo e temperaturas de entrada e saida em cada etapa, é possivel calcular as
temperaturas e tempos equivalentes a cada etapa, através do método EPM
proposto por Swartzel (1982), conforme modificacdo proposta por Nunes e
Swartzel (1990), apresentado no item 4.6.1. Os processos equivalentes, a tensdo

de cisalhamento estimada e a contagem de sobreviventes de cada amostra em
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cada etapa estao apresentados na Tabela 27 para a Retencédo 1 e na Tabela 28,
para a Retencao 2.

Na Tabela 27, pode-se observar que a maior reducdo na fragcdo de
sobreviventes (-0,688) ocorreu no processo a temperatura mais elevada e tensao
de cisalhamento relativamente baixo (processo de 07/05/2008). J& quando sob
alta tensao de cisalhamento e baixa temperatura (95,3°C), mesmo com tempo
equivalente pouco mais alto, a fragdo de sobreviventes indicou menor reducéo da
populacao (S = -0,244 no processo de 04/06/2008). Por outro lado, considerando o
experimento a temperatura equivalente similar e tempo equivalente pouco menor
(processo de 04/06/2008), observa-se reducdo na populacdo proporcional a
reducdo na tenséo de cisalhamento — 58% e 48%, respectivamente.

Tabela 27: Retencao 1 - Processos equivalentes, tensdo de cisalhamento e fracdo
de sobreviventes em cada experimento realizado em planta piloto HTST

Microthermics com suspensao de esporos de B. atrophaeus em agua pH 6,87

Data toquiv. () Teauv. (°C) ~ Tenséo de Fragéo de
processo cisalhamento (Pa) sobreviventes
16/04/08 48,28 98,06 1,90 -0,494
07/05/08 46,40 98,31 1,98 -0,688
09/05/08 48,04 95,45 1,91 -0,127
14/05/08 47,73 94,60 2,00 -0,150
04/06/08 51,17 95,31 4,61 -0,244

Tt Utilizada: 145°C, de acordo com o proposto por Nunes et.al., 1993

Na Tabela 28, observa-se que todos os valores de tensao de cisalhamento
sdo menores que aqueles apresentados na Tabela 27, isto é, a tensdo de
cisalhamento na Retencao 2 é menor do que na Retencdo 1. No entanto, a fracao
de sobreviventes registradas nos experimentos de 16/04/2008 e de 07/05/2008

resultaram mais baixas, indicando maior inativacdo. Nesses dois experimentos, a
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temperatura equivalente foi em torno a 96°C, e os tempos equivalentes foram 46 e
44,3 segundos.

O experimento de 14/05/2008 resultou num aumento na contagem de
sobreviventes ao longo da Retencgédo 2. Os esporos foram expostos a uma baixa
tensdo de cisalhamento na Retencdo 01 (2 Pa), seguida por baixas tensao de
cisalhamento e temperatura na Retencdo 02, o que resultou numa taxa de
ativacdo dos esporos maior que a taxa de inativagdo. E interessante notar que a
contagem obtida no experimento de 04/06/2008 indicou pequena reducdo na
populagdo sobrevivente, embora a temperatura e a tensdo de cisalhamento
fossem aproximadamente as mesmas. O que parece ter contribuido para tal
resultado foi a tensdo de cisalhamento aplicada na etapa anterior do processo
continuo (Retencédo 1), em que a tenséo de cisalhamento foi mais alta, causando
danos aos esporos e aumentando a sua taxa de inativagao.

Tabela 28: Retencao 2 - Processos equivalentes, tensdo de cisalhamento e fracdo
de sobreviventes em cada experimento realizado em planta piloto HTST
Microthermics com suspensao de esporos de B. atrophaeus em agua pH 6,87

Data toauiv. (S) Tequiv. (°C) ~ Tensdode Fracao de
processo equiv. equiv. cisalhamento (Pa) sobreviventes
16/04/08 46 96,19 0,640 -0,921
07/05/08 44,25 96,98 0,666 -0,940
09/05/08 45,70 93,57 0,645 -0,178
14/05/08 46,01 92,96 0,665 0,208
04/06/08 30,76 92,91 0,767 -0,069

Tt Utilizada: 145°C, de acordo com o proposto por Nunes et.al., 1993

A partir dos tempos de residéncia, das temperaturas de entrada e saida em
cada etapa, e da contagem de sobreviventes obtida em cada ponto, foram
calculados a Temperatura Equivalente, o Tempo Equivalente e a Energia de

Ativacao de acordo com o método PEIE, conforme descrito por Welt et al., 1997.
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Os resultados para a Retencdo 01 sado apresentados na Tabela 29, e os
resultados para a Retencédo 02 estdo apresentados na Tabela 30. Note-se que
esse método, por seu préprio principio, exige a comparagao entre dois processos
diferentes, a fim de fornecer o resultado de Temperatura e tempo equivalentes.
Por este motivo, a Tabela 29 e a Tabela 30 apresentam os resultados para cada
uma dessas comparagdes. Somente serdo apresentados os resultados das
comparagdes entre processos correspondentes a mesma etapa, em dias
diferentes, por apresentarem a mesma tenséo de cisalhamento, permitindo a sua

comparacao com o valor D estimado pelo modelo (Equacao 53).
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Tabela 29: Tempo e temperaturas equivalentes, e parametros cinéticos Energia de
Ativacao e valor Dyur.1 calculados pelo método PEIE para Bacillus atrophaeus em
agua pH 6,87 na unidade HTST piloto — Retencao 1. Célculo de acordo com Welt

et al., 1997.
07/05/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
@ Te(C) N/C 98,32 98,22 98,17
3 feq (S) N/C 43,99 46,35 47,31
S Ea(J/mol) N/C 585.753,5 384.9152  272.8235
~ " Dunrs (min) N/C 1,48 1,56 1,60
16/04/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
©  Teq(°C) N/C 98,46 98,41 98,39
> teq (5) N/C 434 44,95 45,46
S Ea(J/mol) N/C 691.717,0 4748922  381.786,3
© DUHT—1 (min) N/C 1,05 1,09 1,10
16/04/08 07/05/08 14/05/08 04/06/08
©  Teq(?C) 95,61 95,64 N/C N/C
> teq (S) 45,27 44,26 N/C N/C
S Ea(J/mol) 585.753,5 691.717,0 N/C N/C
© DUHT—1 (min) 5,96 5,83 N/C N/C
16/04/08 07/05/08 09/05/08 04/06/08
©  Teq(?C) 94,69 94,71 N/C 94,82
S teq (5) 46,35 46,13 N/C 42,33
S  Ea(J/mol) 384.915,2 474.852,2 N/C 905.236,5
A Dyut-1 (min) 5,14 5,12 N/C 4,70
16/04/08 07/05/08 09/05/08 14/05/08
@ Te(°C) 95,14 95,29 N/C N/C
. feq (S) 48,48 4573 N/C N/C
S Ea(J/mol) 272.8235 381.786,3 N/C N/C
© DUHT—1 (min) 3,31 3,12 N/C N/C

Dunr-1: Valor D calculado, a temperatura equivalente, a partir da fracao de sobreviventes
(Tabela 27) e do tempo equivalente de processo (D =F /v; F = teq)
Teq: Temperatura equivalente calculado (°C)

teq: tempo equivalente calculado (s)
N/C: Algoritmo de determinagéo de Teq € teq: N0 convergiu

Foi feita a regressdo linear dos valores apresentados na Tabela 29

(Log Dunt-1 vs. Teq respectivamente), e foi encontrado um valor z de 6,52°C (R? =

0,947) para o Bacillus atrophaeus, dentro da Unidade HTST Microthermics,

Retencdo 1 — gréfico apresentado na Figura 15 e Figura 16. Tal valor concorda

com o que foi obtido por Edwards et al. (1965), que obtiveram valor z semelhante

(6,67°C) em sistema UHT, com B. subtilis A em leite desnatado, e por Odlaug et al
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(1961), que reportaram valor D proximo (~6,4°C) em tampao fosfato 0,067M em

termoresistdmetro.

Tabela 30: Tempo e temperaturas equivalentes, e parametros cinéticos Energia de
Ativacao e valor Dyur-2 calculados pelo método PEIE para Bacillus atrophaeus em
agua pH 6,87 na unidade HTST piloto — Retencao 2. Célculo de acordo com Welt

etal., 1997.
07/05/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
o Teq (°C) 96,21 96,46 N/C 96,47
S toq (S) 45,95 40,79 N/C 40,41
S Ea (J/mol) 85.068,0 715.250,3 N/C 743.910,2
~  Duynr-2 (min) 0,83 0,74 N/C 0,73
16/04/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
© Teq (°C) 96,99 97,12 N/C 97,14
2 toq (S) 44,21 41,97 N/C 41,57
: Ea (J/mol) 85.068,0 570.550,2 N/C 622.650,5
< Dypr2 (min) 0,78 0,74 N/C 0,74
16/04/08 07/05/08 14/05/08 04/06/08
o Teq (°C) 93,97 93,89 N/C 94,02
2 togq (S) 38,35 40,73 N/C 36,32
S Ea (J/mol) 715.250,3 570.550,2 N/C 830.783,0
S Dyur2 (min) 3,60 3,82 N/C 3,41
16/04/08 07/05/08 09/05/08 04/06/08
o Teq (°C) N/C N/C N/C N/C
2 toq (S) N/C N/C N/C N/C
g Ea (J/mol) N/C N/C N/C N/C
™ Duynr-2 (min) N/C N/C N/C N/C
16/04/08 07/05/08 09/05/08 14/05/08
© Teq (°C) 93,09 93,06 93,11 N/C
3 toq (S) 28,32 29,02 27,78 N/C
g Ea (J/mol) 743.910,2 622.650,5 830.783,0 N/C
S Dyur2 (min) 6,86 7,03 6,73 N/C

Dunr-2: Valor D calculado, a temperatura equivalente, a partir da fracao de sobreviventes
(Tabela 28) e do tempo equivalente de processo (D =F /v; F = teq)

Teq: Temperatura equivalente calculado (°C)

teq: tempo equivalente calculado (s)

N/C: Algoritmo de determinagéo de Teq € teq: N0 convergiu

Foi feita a regressdo linear dos valores apresentados na Tabela 30

(Log Dunt-2 vs. Teq respectivamente), e foi encontrado um valor z de 3,98°C (R? =

0,977), para o Bacillus atrophaeus, dentro da Unidade HTST Microthermics,

Retencéo 2.
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Diversas interagdes ndo convergiram, talvez devido a pequena diferenca de
temperatura entre os processos, conforme apontado por Vieira et al. (2002).

Com a finalidade de comparar os resultados entre os valores D
apresentados na Tabela 29 com os valores D preditos pelo modelo UHT e o os
valores D obtidos com o modelo do reator de cisalhamento (Equacao 53), foi
construida a Tabela 31. Na coluna indicada EPM estdo apresentados os valores
obtidos através desse método, e apresentados anteriormente na Tabela 27. Os
valores de Dyur-1 foram calculados usando a relacdo D = F / y, onde F é o tempo
equivalente (teq) € vy é a fracdo de sobreviventes apresentada na Tabela 27. Para o
calculo de D+pr, foi usado o valor z encontrado por este método (item 5.1), e @ Teq.
Para o célculo de Dmodelo fOi usado o valor de Teq. € 0 cisalhamento estimado
apresentado na Tabela 6.

Tabela 31: Temperaturas e tempos equivalentes e valores D de Bacillus
atrophaeus em agua pH 6,87, para cada um dos processos realizados em unidade

HTST piloto — Retencéo 1. Célculo de acordo com Swartzel, 1982 (EPM), e Welt et
al., 1997 (PEIE).

EPM PEIE
© 07/05/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
g Too X1 98,06°C/ N/C 98,32°C/ 98,22°C/ 98,17°C/
S q ” 7eq 48,28s 43,99s 46,35s 47,31s
S DuHT-1 1,63 min N/C 1,48 min 1,56 min 1,60 min
Dror 9,97 min N/C 9,48 min 9,66 min 9,76 min
Dimodelo 2,83 min N/C 2,65 min 2,72 min 2,75 min
EPM PEIE
© 16/04/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
% Too X t 98,31°C/ N/C 98,46°C/ 98,41°C/ 98,39°C/
S a7 eq 46,40s 43,40s 44 95s 45,46s
g DynT-1 1,12 min N/C 1,05 min 1,09 min 1,10 min
Dror 9,50 min N/C 9,22 min 9,31 min 9,35 min
Diodelo 2,65 min N/C 2,55 min 2,59 min 2,60 min
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Continuacdo Tabela 31

EPM PEIE
© = 19 E;/g;l/gf/?» %75/(;2/25/3 14/05/08 04/06/08
S 95,45° 61° 64°
g TeaXle 48,045 45,275 44,265 N/C N/C
S Dunr-1 6,33min  596min 5,83 min N/C N/C
D+ot 16,57 min 16,06 min 15,97 min N/C N/C
Diodelo 5,50 min 5,28 min 5,24 min N/C N/C
EPM PEIE
© 16/04/08 07/05/08 09/05/08 04/06/08
% Teq X teg 94,60°C/ 94,69°C/ 94,71°C/ N/C 94,82°C/
S 47,73s 46,35s 46,13s 42,33s
3 DuHT-1 5,30 min 5,14 min 5,12 min N/C 4,70 min
Dror 19,56 min 19,22 min 19,14 min N/C 18,74 min
Diodelo 6,81 min 6,66 min 6,63 min N/C 6,44 min
EPM PEIE
© 16/04/08 07/05/08 09/05/08 14/05/08
g Teq X teg 95,31°C/ 95,14°C/ 95,29°C/ N/C 95,28°C/
S 51,17s 48,48s 45,73s 27,15s
s DUHT-1 3,49 min 3,31 min 3,12 min N/C 1,85 min
Dror 17,03 min 17,60 min 17,10 min N/C 14,95 min
Dimodelo 5,31 min 5,54 min 5,33 min N/C 4,47 min

Teq X teq: Processo equivalente, calculado de acordo com o método indicado

DuynT-1: Valor D, a temperatura T, calculado a partir do nimero de sobreviventes e do tempo de
processo (D =v/F; F =tg)

Drpr: Valor D & temperatura Teq, calculado de acordo com o modelo TDT

Dmodelo: Valor D, a temperatura Teq, calculado de acordo com o modelo encontrado com o Reator de
Cisalhamento, considerando o cisalhamento aplicado na Retencao 1.

Calculando o erro percentual entre os valores D preditos pelos modelos
(D1pt € Dmodelo) € 0 valor Dynr-1 encontrado, verifica-se que 0 Dmogelo @proxima-se
muito mais dos valores Dynr-1 do que os valores calculados pelo modelo TDT (em
pelo menos uma ordem de grandeza). Os erros foram calculados de acordo com a

Equacao 54 e estao apresentados na Tabela 32.

B DUHT-I

D
Erro(%) =100 - —metle

Equacao 54

UHT-1

Tabela 32: Erro médio entre o valor Dynr-1 € 0 valores Dtpr € Dgeator preditos
conforme modelos mateméaticos encontrados — Retencgéo 1.
Data do experimento
16/04/2008 07/05/2008 09/05/2008 14/05/2008 04/06/2008
Erro % Drpr 520% 758% 168% 279% 423%
ErrO °/o Dmodelo 75°/o 138°/o -12°/o 31°/o 63°/o
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Os mesmos parametros foram calculados com relacao a secéo retencao 02,
e os resultados estao apresentados na Tabela 33, a seguir.
Tabela 33: Temperaturas e tempos equivalentes e valores D para cada um dos

processos realizados em unidade HTST piloto — Retencao 2. Célculo de acordo
com Swartzel, 1982 (EPM), e Welt et al., 1997 (PEIE).

EPM PEIE
© 07/05/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
o T o xt 96,19°C/ 96,21°C/ 96,46°C/ N/C 96,47°C/
g eq 7 "eq 46,00s 45,95s 40,79s 40,41s
o DuHT-2 0,83 min 0,83 min 0,74 min N/C 0,73 min
Dror 14,35 min 14,29 min 13,61 min N/C 13,59 min
Dimodelo 4,71 min 4,69 min 4,40 min N/C 4,39 min
EPM PEIE
© 16/04/08 09/05/08 14/05/08 04/06/08
% Too X1 96,98°C/ 96,99°C/ 97,12°C/ N/C 97,14°C/
10 q A leq 44 .25s 44 21s 41,97s 41,57s
S DuHT-2 0,78 min 0,78 min 0,74 min N/C 0,74 min
Dror 12,30 min 12,28 min 11,97 min N/C 11,93 min
Diodelo 3,85 min 3,84 min 3,72 min N/C 3,70 min
EPM PEIE
© 16/04/08 07/05/08 14/05/08 04/06/08
= T o xt 93,57°C/ 93,97°C/ 93,89°C/ N/C 94,02°C/
8 eq 7 "eq 45,70s 38,35s 40,73s 36,32s
g DunT-2 4,29 min 3,60 min 3,82 min N/C 3,41 min
Dror 23,90 min 22,11 min 22,46 min N/C 21,89 min
Diodelo 8,87 min 8,01 min 8,17 min N/C 7,91 min
EPM PEIE
© 16/04/08 07/05/08 09/05/08 14/05/08
g Teq X teg 92,91°C/ 93,09°C/ 93,06°C/ 93,11°C/ N/C
S 30,76s 28,32s 29,02s 27,78s
s DuHT-2 7,45 min 6,86 min 7,03 min 6,73 min N/C
Dror 27,18 min 26,24 min 26,40 min 26,14 min N/C
Diodelo 10,81 min 10,33 min 10,41 min 10,28 min N/C

Teq X teq: Processo equivalente, calculado de acordo com o método indicado

DuynT-2: Valor D, a temperatura T, calculado a partir do nimero de sobreviventes e do tempo de
processo (D =v/F; F =1g)

Drpr: Valor D & temperatura Teq, calculado de acordo com o modelo TDT

Dmodelo: Valor D, a temperatura Teq, calculado de acordo com o modelo encontrado com o Reator de
Cisalhamento, considerando o cisalhamento aplicado na Retencao 1.
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Tabela 34: Erro médio entre valor Dynr2 € 0s valores Drpt € Dgeator preditos
conforme modelos matematicos encontrados — Retencao 2.
Data do experimento
16/04/2008 07/05/2008 09/05/2008 04/06/2008
Erro % Drpr 1688% 1495% 500% 278%
Erro % Dmodelo 482% 397% 119% 49%

Embora os resultados indicados na Tabela 34 indiguem que houve um erro
superior na predicdo do valor D na etapa Retencéo 2, este erro também é uma
ordem de grandeza menor que o erro causado pelo uso do método TDT. Isso
poderia significar processos térmicos dez vezes menores, com implicacbes
econdmicas significativas.

Os valores D dentro da etapa Retencao 2 sdo menores do que o predito pela

cinética verificada na etapa Retencao 1, conforme pode ser visto na Figura 14.

m Retencdo 1 A Retengéo 2

10

A
\ \

Log(D)
_/

0,1 T T T T T T
92 93 94 95 96 97 98 99

temperatura(2C)

Figura 14: Curvas fantasma de Bacillus atrophaeus em suspensao aquosa pH
6,87, para as secbes Retencédo 1 e Retencdo 2 da Unidade piloto HTST, com as
respectivas retas de regressao linear.

Aparentemente, ha um efeito cumulativo da temperatura, cisalhamento e
tempo de exposicao sobre os esporos de B. atrophaeus, que pode ter causado a

reducdo observada na resisténcia em Retencéo 2, pois, ao entrar nesta etapa, os
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esporos ja percorreram toda a Retencao 1, sob alta temperatura e tensédo de
cisalhamento, tornando-os mais sensiveis.

Esse efeito também pode ser visto ao comparar a Figura 15 e a Figura 17,
que apresentam, respectivamente, a Comparacao entre a curva fantasma UHT-
Retencdo 1 e os valores preditos pelo modelo do reator de cisalhamento e a
Comparacéao entre a curva fantasma UHT-Retencao 2 e os valores preditos pelo

modelo do reator de cisalhamento.

m Duht-1 ¢ Dmodelo

10

Valor D (ir

Figura 15: Comparagéao entre a curva fantasma em unidade UHT e a curva
fantasma predita pelo modelo do Reator de Cisalhamento, na Retengéao 1, com as
respectivas retas de regressao linear e intervalos de confianga (10%). Dados de
Teq X teq €Stimados por PEIE (Welt et al., 1997)

Como pode ser visto na Figura 15 (Retencao 1), as inclinagbes das curvas

fantasmas sado significativamente diferentes entre si, ao nivel de 10% de
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confianca. Porém, embora as inclinagdes sejam significativamente diferentes, os
valores absolutos de D preditos pelo modelo encontram muito mais proximos aos
valores de DUHT-1 do que os valores preditos pelo modelo TDT, conforme
apresentado na Tabela 31. Isso fica claro ao comparar graficamente os trés
modelos, como apresentado na Figura 16, onde fica evidente como o modelo que
inclui o cisalhamento se aproxima muito mais dos resultados experimentais que o

modelo TDT.

® Duht-1 @ Dmodelo A Doy

100

10\

Valor D (i

Figura 16: Comparacao entre curvas fantasmas: (n) em unidade UHT (Retencao
1), (I )predita pelo modelo do Reator de Cisalhamento, e (A) predita pelo modelo
TDT, com as respectivas retas de regresséo linear. Dados de Teq X teq €stimados
por PEIE (Welt et al., 1997)
Diferencas tao significativas no valor D, como essas apresentadas na
Figura 16, podem levar a tratamentos térmicos muito mais intensos que o

efetivamente necessario para reduzir a populacdo do microrganismo a niveis

aceitaveis, como numa pasteurizagéo, por exemplo.
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A Duht-2 e Dmodelo

100,00

109979 \\fm\mmf=g,1

1,00 4 valor ZUHT—2=4,O

valor D (min)

0,1 O T T T T T T T T T
92,5 93 93,5 94 94,5 95 955 96 96,5 97 97,5

Temperatura(2C)

Figura 17: Comparagéao entre a curva fantasma em unidade UHT e a curva
fantasma predita pelo modelo do Reator de Cisalhamento, na Retencao 2, com as
respectivas retas de regressao linear. Dados de Teq X teq estimados por PEIE (Welt et

Ja na Figura 17 (Retencéao Sf,;gijg)-se observar que ha uma diferenca
significativa entre as inclinacdes das curvas fantasmas, o que € indicativo de que,
com o0 aumento do tempo de residéncia, os valores do valor Dyyr distanciam-se
apreciavelmente dos valores preditos pelo modelo. Possivelmente, existem outros
fatores além da tensdo de cisalhamento que reduzem a dependéncia da
temperatura na unidade de sistema continuo em tempo de residéncia maiores,

como a magnitude da tensao de cisalhamento, o tempo de exposicao e o histérico

prévio de cisalhamento, como reportado por Yeleswarapu et al. (1995).
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5.5.Analise estatistica: Comparacao entre os parametros de resisténcia
térmica obtidos pelos trés métodos

Na Figura 18 estdo apresentados todos os valores experimentais obtidos.

‘0 Método tubo TDT ® Reator de Cisalhamento B Unidade UHT - Retengado 1 A Unidade UHT - Retengéo 2 ‘
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Figura 18: Dados experimentais de valores de D obtidos com B. atrophaeus -
tubos TDT (), no Reator de Cisalhamento (e), na unidade UHT — Retengédo 1 (m)
e na unidade UHT — Retencédo 2 (A)

Ao realizar a regresséo linear dos dados obtidos para os ensaios em tubos
TDT, apresentados na Tabela 7 (Log (D) x T), obtém-se os seguintes parametros
estatisticos:

Tabela 35: Parametros estatisticos da regresséao linear com log de valores D de B.
atrophaeus vs. temperatura em tubos TDT

Estatistica de regressdo

R-Quadrado 0,983
Coeficientes Erro padrao
Linear (brp7) 9,285 1,0313
Angular (m 1pr) -0,085 0,0110
Valor z 11,8 1,56

Como apresentado no item 5.3.3, a analise dos resultados do Delineamento

Composto Completo Rotacional no Reator de Cisalhamento indicou que a taxa de
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cisalhamento tem influéncia sobre a resisténcia térmica do microrganismo. Por
este motivo, ndo é valido realizar a regressao linear dos resultados obtidos no
Reator de Cisalhamento a diferentes tensées de cisalhamento. Entretanto, é
possivel fazer tal andlise se forem considerados somente os resultados obtidos a
uma mesma tensdo de cisalhamento. Foi entdo escolhida a tensdo de
cisalhamento igual a 4,91Pa, na qual foram realizados 6 experimentos. Esses
dados estdo apresentados na Tabela 36, e os parametros estatisticos da
regressao linear do Log do Valor D contra a temperatura sao apresentados na
Tabela 37.

Na Figura 19, os dados utilizados estao representados como (e), e os dados
obtidos a outras tensdes de cisalhamento estao apresentados como (o).

Tabela 36: Dados obtidos no Reator de Cisalhamento em ensaios de

determinacédo de valor D de B. atrophaeus, usados para a regressao linear

(cisalhamento: 4,91 Pa)
Temperatura (°C)  Valor D (min) Log D

90,5 15,4 1,19
96,2 3,9 0,59
93,4 9,1 0,96
93,3 8,7 0,94
93,3 9,2 0,96
93,0 9,5 0,98

Tabela 37: Parametros estatisticos da regresséo linear dos dados obtidos em
ensaios de determinacao de valor D de B. atrophaeus, no Reator de Cisalhamento
(cisalhamento: 4,91 Pa)

Estatistica de regresséao

R2 = 0,976 Coeficientes  Erro padrao
Linear (bReator de Cisalhamento) 1 0!721 0!851 2
AngU|ar (m Reator de Cisalhamento) '0,1 05 0,0091
Valor z 9,5 0,84
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Na Tabela 38 e na Tabela 39 estdo apresentados os dados experimentais
obtidos na unidade HTST-Retencdo 1 e os parametros estatisticos da regressao
linear, respectivamente. Os dados experimentais obtidos na unidade HTST-
Retencédo 2 e os parametros estatisticos de sua regressdo sdo apresentados na
Tabela 40 e na Tabela 41, respectivamente.

Tabela 38: Dados obtidos na unidade UHT em ensaios de determinacao de valor

D de B. atrophaeus - Retencao 1 (cisalhamento: 1,9 Pa). Dados de T, e D
estimados por PEIE (Welt et al., 1997).

Temperatura (°C)  Valor D (min) Log D

98,32 1,5 0,17
98,22 1,6 0,19
98,17 1,6 0,20
98,46 1,1 0,02
98,41 1,1 0,04
98,39 1,1 0,04
94,69 51 0,71
94,71 51 0,71
94,82 4,7 0,67
95,14 3,3 0,52
95,29 3,1 0,49

Tabela 39: Parametros estatisticos da regressao linear dos dados obtidos na
unidade UHT em ensaios de determinacao de valor D de B. atrophaeus -
Retencéao 1 (cisalhamento: ~1,9 Pa)

Estatistica de regresséao

R2 = 0,947 Coeficientes Erro padrao

Linear (bretencao 1) 15,179 1,1699
Angular (Mretenczo 1) -0,153 0,0121
Valor z 6,5 0,52

107



Tabela 40: Dados obtidos na unidade UHT em ensaios de determinacao de valor

D de B. atrophaeus - Retencao 2 (cisalhamento: ~0,67 Pa). Dados de T, e D
estimados por PEIE (Welt et al., 1997)

Temperatura (°C) Valor D (min) Log D
96,2 0,8 -0,08
96,5 0,7 -0,13
96,5 0,7 -0,14
97,0 0,8 -0,11
97,1 0,7 -0,13
97,1 0,7 -0,13
94,0 3,6 0,56
93,9 3,8 0,58
94,0 3,4 0,53
93,1 6,9 0,84
93,1 7,0 0,85
93,1 6,7 0,83

Tabela 41: Parametros estatisticos da regressao linear dos dados obtidos na
unidade UHT em ensaios de determinacao de valor D de B. atrophaeus -
Retencéao 2 (cisalhamento: ~0,67 Pa)

Estatistica de regresséao

R2 = 0,976 Coeficientes Erro padrao

Linear (bretencao 2) 24,170 1,1720
Angular (Mretenczo 2) -0,251 0,0123
Valor z 4,0 0,20

A seguir, na Figura 19, sdo apresentadas as curvas obtidas por regressao

linear dos pontos experimentais apresentados na Figura 18.
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& Método tubo TDT ® Reator de Cisalhamento B Unidade UHT - Retengéo 1 A Unidade UHT - Retengéo 2
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Figura 19: Dados experimentais de valores de D obtidos com B. atrophaeus -
tubos TDT (e); no Reator de Cisalhamento (e) a 4,91Pa; no Reator de

Cisalhamento (o)-demais cisalhamentos; na unidade UHT — Retencdo 1 (m) e na
unidade UHT — Retencao 2 (A), com as respectivas retas de regressao linear.

Aplicando o teste “t”, de Student, é possivel verificar a diferenca estatistica
entre cada um dos parametros obtidos (inclinacéo e intercepcédo) de cada uma das
regressdes lineares realizadas. As comparacgdes foram realizadas entre cada par

de coeficientes, e estao apresentadas nas préximas secoes.

5.5.1. Comparacao entre as regressoes lineares feitas com Log Dypr X
Temperatura e Log Dieator X Temperatura

Nesta andlise, foram usados os valores apresentados na Tabela 35 e na
Tabela 37.

De acordo com o método apresentado por Zar (1999), o valor dos
coeficientes angulares (Mtpr € MReator de Cisalhamento) NA0 S0 significativamente
diferentes (p = 0,246). Porém, a anadlise estatistica indicou que os coeficientes

lineares (btpr € bReator de Cisahamento) S@0 Significativamente diferentes (p =
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0,0000023). Isso significa que, embora ndao se possa afirmar que os valores z
encontrados sejam diferentes, os valores D obtidos no experimento no Reator de
Cisalhamento sao significativamente mais baixos, indicando que a taxa de
cisalhamento de 4,91Pa de fato reduziu a resisténcia térmica, mas néo afetou a

taxa de sua dependéncia da temperatura.

5.5.2. Comparacao entre as regressoes lineares feitas com Log Dypr X
Temperatura e Log Dyhr Retencio 1 X Temperatura

Nesta andlise, foram usados os valores apresentados na Tabela 35 e na
Tabela 39.

O valor dos coeficientes angulares (Mtpr € MUHT Retencio-1) SAaO0
significativamente diferentes (p = 0,00124). Isso significa que os valores z sao
significativamente diferentes, e o processo dentro da unidade UHT causa uma
reducdo tanto nos valores D como no valor z, isto é, a resisténcia térmica do
microrganismo é mais baixa, e sua dependéncia da temperatura é afetada,
tornando-se maior.

Isto confirma a teoria de que valores D e z obtidos pelo método TDT néao
devem ser usados para representar a cinética de destruicdo térmica em sistemas

continuos.

5.5.3. Comparacao entre as regressoes lineares feitas com Log Dypr X
Temperatura e Log Duynr Retencao 2 X Temperatura

Nesta andlise, foram usados os valores apresentados na Tabela 35 e na
Tabela 41.

O valor dos coeficientes angulares (mMtpr € MyUHT-Retencao 2) SaO

significativamente diferentes (p = 0,0000003). Isso significa que os valores z sdo
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significativamente diferentes, e o processo dentro da unidade UHT causa reducao
tanto nos valores D como no valor z, isto é, a resisténcia térmica do
microrganismo é mais baixa, e sua dependéncia da temperatura é afetada,
tornando-se maior.

Novamente se confirma a teoria de que valores D e z obtidos pelo método
TDT nao devem ser usados para representar a cinética de destruicdao térmica em

sistemas continuos.

5.5.4. Comparacao entre as regressoes lineares feitas com Log Diecator
X Temperatura e Log Dyt Rretencio 2 X Temperatura

Nesta andlise, foram usados os valores apresentados na Tabela 37 e na
Tabela 41.

O valor dos coeficientes angulares (MReator de Cisalhamento € MUHT-Retengao 2) SA0
significativamente diferentes (p = 0,000014). Isso significa que os valores z sao
significativamente diferentes, e 0 processo dentro da unidade UHT causa reducao
tanto nos valores D como no valor z, isto é, a resisténcia térmica do
microrganismo é mais baixa, e sua dependéncia da temperatura é afetada,

tornando-se maior.

5.5.5. Comparacao entre as regressoes lineares feitas com Log Dyur
Retencdo 1 X Temperatura e Log DyHr retencio 2 X Temperatura

Nesta andlise, foram usados os valores apresentados na Tabela 39 e na
Tabela 41.

Foi verificado que o valor dos coeficientes angulares (Mgeator de Cisahamento €
MuHT-Retencio 2) SA0 Significativamente diferentes (p = 0,0000187). Esse resultado

em particular indica que 0s mesmos esporos apresentam resisténcias térmicas
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diferentes; tal fato chama a atencéo principalmente por que, ao longo destas duas
etapas subsequentes, a temperatura cai, sendo mais baixa na Retengao 2 do que
na etapa Retencdo 1. Isso, aliado ao fato de o cisalhamento na Retencao 2
(0,67Pa) ser menor que na Retencdo 1 (1,94Pa), vai contra os resultados
experimentais, segundo os quais na Retencdo 2 a taxa de inativacdo do
microrganismo foi maior que na Retencao 1.

Isso leva a crer que ocorre algum tipo de efeito cumulativo do tratamento
térmico e do cisalhamento, tornando os esporos de B. atrophaeus mais frageis a

esses fatores na etapa final.

5.5.6. Regressao linear com dados Log Dicator X Temperatura e Log
DuHT Retengiio 1 X Temperatura

Aparentemente, de acordo com a Figura 19, as curvas representadas pelos
dados obtidos no Reator de Cisalhamento (Tabela 36) e na Retencdo 1 (Tabela

38) fazem parte de uma unica curva, como pode ser visto na Figura 20.

‘0 Reator de Cisalhamento @ Unidade UHT - Retengéo 1 € TDT
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Figura 20: Curva fantasma construida com os dados experimentais (Log do valor
D) obtidos com B. atrophaeus no Reator de Cisalhamento (¢) a 4,91Pa, na
unidade UHT — Retencao 1 (m) com curva de regresséo linear obtida, e pelo
método de tubos TDT (u )

O resultado da regressao linear feita com todos esses dados obtidos, como
se fizessem parte de um unico conjunto de dados, a semelhanca do procedimento
adotado por Vieira et al. (2002), é apresentado na Tabela 42 a seguir:

Tabela 42: Regressao linear realizada com os dados experimentais obtidos nos
ensaios para obtencao do valor D, no reator de cisalhamento e na Unidade UHT
piloto — Retencao 1

Estatistica de regresséo
R2 = 0,958 Coeficientes Erro padrao

Linear (bretencao1) 15,179 0,7898
Angular (Metencao 1) -0,153 0,0083
Valor z 6,5 0,35

Como pode ser verificado na Tabela 42, a regressdo desses dois conjuntos
de dados resulta numa regressdao com alto valor de R?, e baixos valores de erro
padrao para os parametros obtidos. Também pode ser visto que a curva fantasma
obitda é consistentemente diferente da curva para o método TDT, que resultou em
valores D e z superiores, indicando maior resisténcia térmica.

Fairchild et al. (1994) reportaram que os valores D de Listeria
monocytogenes eram menores em sistemas continuos do que em sistemas
batelada (tubos capilares). Porém, estes resultados discordam daqueles
encontrados por Burton et al. (1977), que somente verificaram este efeito (valores
D+pr inferiores a Dynt) em temperaturas acima de 145°C. E necesséario chamar a
atencdo ao fato de Burton et al (1977) terem trabalhado com B.

stearothermophilus, um microrganismo termdfilo, enquanto que, no presente
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trabalho e no trabalho de Fairchild et al. (1994), foram usados microrganismos

mesofilos.

Um resumo dos resultados esté apresentado na Tabela 43, a seguir:

Tabela 43: Resumo da andlise estatistica

Reator de Cisalhamento

UHT-Retencéo 1

UHT- Retencéo 2

Inclinacao (m) nao é

significativamente diferente (p >

Inclinagao (m)
significativamente

Inclinacao (m)
significativamente

0,05) diferente: valores Dpt diferente: valores Dpt
— Intercepcgéo (b) mais altos, valor zpt mais altos, valor zpt
E significativamente diferente: maior maior
Retas paralelas;
Valores Drpr mais altos que
valores DReator de Cisalhamento- z
igual
° Regressao linear conjunta |Inclinagdo (m)
o B resultou significativa, significativamente
© "E’ indicando que o modelo diferente: valores Dpr
% o obtido no reator é capaz | mais altos, valor zpt
Qs de descrever a inativagcdo | maior
O de esporos de B.

atrophaues na Retencéo 1

UHT-
Retencao 1

Inclinacao (m)
significativamente
diferente: valores Dpr
mais altos, valor ztpt
maior (efeito de
acumulagao)
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5.6. Consideracoes finais

Os dados apresentados na Tabela 28 indicam que o efeito de inativacao
prossegue atuando sobre os esporos em sua passagem pela Retengéao 2, mesmo
a temperaturas e taxas de cisalhamento mais baixas. Este fato indica que nao
pode ser considerado o efeito isolado de apenas uma etapa do processo térmico,
pois aparentemente o esporo sofre efeito cumulativo de fatores fisicos de
estresse. Yeleswarapu et al. (1995) indicaram a mesma conclusao, ao pesquisar a
taxa de hemolise devido a tensbes de cisalhamento.

E importante indicar que os valores experimentais de D obtidos no reator de
cisalhamento foram significativamente menores que os valores preditos as
mesmas temperaturas, segundo o modelo TDT obtido a partir dos dados
experimentais, como indicado na Tabela 44. Isso comprova que os resultados de
determinacao de resisténcia térmica por métodos em batelada (tubos TDT) nao
devem ser usados para o desenho de processos térmicos continuos.

Tabela 44: Comparacao entre os valores experimentais de Dyeator € Valores
calculados de Dypr (segundo o modelo TDT encontrado)

Tenséo de Temperatura Dreator  Dypr calculado  reducéo observada na
cisalhamento (Pa) experimental (°C) (min) (min) resisténcia (%)
1,4 90.9 17.4 40.20 57.4%
8,4 94.6 6.3 19.53 68.6%
1,4 95.4 55 16.70 68.3%
8,4 95.4 4.1 16.70 76.3%

0 93.0 11.3 26.68 58.6%
9,82 92.7 9.4 28.29 67.7%
4,91 90.5 15.4 47.92 65.1%
4,91 96.2 3.9 14.86 73.5%
4,91 93.4 9.1 24.68 64.0%
4,91 93.3 8.7 25.17 66.4%
4,91 93.3 9.2 25.17 64.4%
4,91 93.0 9.5 26.68 65.1%

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Bulut et al. (1999),
que também reportaram redugdo na resisténcia de microrganismo. Porém, até o
momento, este efeito ndo havia sido sistematicamente pesquisado, como no

presente trabalho.
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6. Conclusoes

A aplicacdo de tensdo de cisalhamento causou reducdo na resisténcia
térmica de Bacillus atrophaeus; valores de o = 4,91Pa foram suficientes para
reduzir o valor D esperado em até 73,5%.

O uso de parametros de resisténcia térmica obtidos em tubos TDT nao
devem ser usados para o desenho de processos térmicos continuos, pois levarao
a erros e sobreprocessamento. Em seu lugar, devem ser usados métodos que
levem em consideracao as forcas de cisalhamento atuantes nesse tipo de sistema,
como o desenvolvido no presente trabalho.

Com o dispositivo relativamente simples desenvolvido no presente trabalho,
€ possivel simular os efeitos das forcas fisicas de cisalhamento da tubulagdo de
sistemas de processamento térmico de fluxo continuo sobre microrganismos
contaminantes.

Porém, como foi verificado, o0 modelo encontrado no reator ndo foi capaz de
predizer completamente a inativagcao ocorrida no interior da unidade piloto HTST —
Microthermics em toda a sua extensao. Contudo, ficou claro que o modelo obtido
predisse os valores de resisténcia térmica de Bacillus atrophaeus, com grau de
precisdo muito maior, nas condi¢ées verificadas na unidade HTST Piloto, do que o

modelo TDT determinado experimentalmente para este mesmo microrganismo.
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7. Sugestoes

O préximo passo, a ser executado em pesquisas futuras, sera desenhar e
construir um sistema de cisalhamento que suporte a aplicacdo de temperaturas de
esterilizagdo, e desenhar processos térmicos (por ora, a T de pasteurizacéo), a
serem aplicados em sistemas industriais, baseados no resultado da avaliagdo da
resisténcia térmica de um microrganismo que seja de interesse da industria.

Com o equipamento ora construido, também apresenta-se a possibilidade
de estudos da resisténcia de outros microrganismos, a fim de se verificar se o
efeito observado na presente pesquisa se repete.

Por fim, como foram comprovados os efeitos do cisalhamento sobre a morte
térmica do microrganismo, processos industriais completamente novos podem ser

desenvolvidos, a fim de se tirar proveito de tais efeitos.
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9. Anexos

0.1. Anexo 01 — Resultados dos experimentos realizados
para determinacao do indice de reducao decimal:

9.1.1.Método do tubo TDT
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Tabela 45: Contagem de sobreviventes em tubo TDT - Ensaio a 92°C, com
B.atrophaeus em agua pH 6.87

Instante I Repeticdes - Desvio
de coleta Diluigoes 1 2 3 Media Padrao

-7 TNTC TNTC TNTC TNTC -
0' (lag) -8 44 49 45 4 60E+09 2,65E+08
-9 5 4 1 3,33E+09 2,08E+09
-6 274 246 255  2,58E+08 1,43E+07
26' -7 18 15 18 1,70E+08 1,73E+07
-8 2 6 2 3,33E+08  2,31E+08
-5 269 245 269 2,61E+07 1,39E+06
39' -6 24 30 33 2,90E+07  4,58E+06
-7 2 3 8 4 33E+07  3,21E+07

-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
52' -4 30 47 42 3,97E+05  8,74E+04
-5 2 1 8 3,67E+05  3,79E+05

-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -

65' -4 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-5 104 139 104 1,16E+07  2,02E+06

-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -

75' -4 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-5 293 317 278  2,96E+06 1,97E+05

-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -

88' -3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-4 289 312 257 2,86E+06  2,76E+05

Tabela 46: Contagens de sobreviventes em tubo
TDT usados para calcular o valor Dgoec

Doz
. sobreviv. log(sobreviv.
tempo (min)  jEc/mL) (Io%((UFC/mL)))
26 2,58E+08 8,41
39 2,61E+07 7,42
65 1,16E+07 7,06
75 2,96E+06 6,47
88 2,86E+06 6,46
Dggec =33,41 min
R2 =0,90
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Tabela 47: Contagem de sobreviventes em tubo TDT - Ensaio a 94°C, com

B.atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta  Diluigbes 1 2 3 Padrao
-6 TNTC TNTC  TNTC TNTC -
0' (lag) -7 TNTC TNTC  TNTC TNTC -
-8 161 170 192 1,74E+10 1,59E+09
-6 252 211 197 2,20E+08 2,86E+07
10’ -7 49 31 28 3,60E+08 1,14E+08
-8 7 2 2 3,67E+08 2,89E+08
-5 363 433 300 3,65E+07 6,65E+06
20' -6 47 36 30 3,77E+07 8,62E+06
-7 3 6 2 3,67E+07 2,08E+07
-4 TNTC TNTC  TNTC TNTC -
30' -5 110 113 90 1,04E+07 1,25E+06
-6 10 14 12 1,20E+07 2,00E+06
-4 36 29 31 3,20E+05 3,61E+04
40’ -5 6 2 4,33E+05 2,08E+05
-6 1 <1 <1 3,33E+05 -
-3 TNTC TNTC  TNTC TNTC -
50' -4 173 180 186 1,80E+06 6,51E+04
-5 24 13 22 1,97E+06 5,86E+05
-2 TNTC  TNTC  TNTC TNTC -
60’ -3 TNTC TNTC  TNTC TNTC -
-4 101 116 95 1,04E+06 1,08E+05

Tabela 48: Contagens de sobreviventes em tubo
TDT usados para calcular o valor Dgssc

Dossc
, sobreviv. log(sobreviv.
tempo (min) (UFC/mL) (Io%((UFC/mL)))
10 3,60E+08 8,56
20 3,77E+07 7,58
30 1,04E+07 7,02
50 1,80E+06 6,25
60 1,04E+06 6,02
Dg4ec =20,73min
Rz =0,94
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Tabela 49: Contagem de sobreviventes em tubo TDT - Ensaio a 96°C, com
B.atrophaeus em agua pH 6.87

Instante de Repeticdes - Desvio
coleta  Diluigdes i 2 3 Media Padrio
-7 TNTC TNTC TNTC - -
0' (lag) -8 93 95 107 9,83E+09 7,57E+08
-9 6 12 13 1,03E+10 3,79E+09
-7 14 16 11 1,37E+08 2,52E+07
7' -8 3 <1 1 1,33E+08 1,41E+08
-9 <1 <1 <1 <1 -
-7 13 21 14 1,60E+08 4,36E+07
14' -8 1 1 1 1,00E+08 0,00E+00
-9 <1 <1 <1 <1 -
-5 60 55 77 6,40E+06 1,15E+06
21 -6 4 8 8 6,67E+06 2,31E+06
-7 <1 1 1 6,67E+06 5,77E+06
-4 128 135 106 1,23E+06 1,51E+05
28' -5 13 12 20 1,50E+06 4,36E+05
-6 1 3 <1 1,33E+06 1,41E+06
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
35' -4 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-5 136 80 116 1,11E+07 2,84E+06
-6 TNTC TNTC TNTC TNTC -
42' -5 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-4 71 81 89 8,03E+05 9,02E+04
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Tabela 50: Contagens de sobreviventes em tubo
TDT usados para calcular o valor Dggec

Dogec
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL)  (log(UFG/mL))
7 1,37E+08 8,14
21 6,40E+06 6,81
28 1,23E+06 6,09
42 8,03E+05 5,90
D =15,33min
R? =0,882



9.1.2.Reator de cisalhamento

Tabela 51: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio

realizado em 27/08/2007, a 93°C e tensdo de cisalhamento de 4,91Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes -
de coleta  Diluicbes 1 2 Media
-5 TNTC TNTC TNTC
0' (lag) -6 49 46 4,75E+07
-7 4 6 5,00E+07
o Desvio
1 2 3 Media padrao
-4 25 30 28 2,77E+05 2,52E+04
12' -5 1 3 3 2,33E+05 1,15E+05
-6 1 <1 <1 3,33E+05 -
-4 6 7 4 5,67E+04 1,53E+04
24' -5 1 1 <1 6,67E+04 0,00E+00
-6 <1 <1 <1 <1 -
-3 4 5 6 5,00E+03 1,00E+03
36' -4 <1 <1 <1 <1 -
-5 <1 <1 <1 <1 -
-3 7 4 4 5,00E+03 1,73E+03
48' -4 2 3 3 2,67E+04 5,77E+03
-5 <1 <1 <1 <1 -
58" -2 56 49 72 5,90E+03 1,18E+03
-3 6 5 4 5,00E+03 1,00E+03

Tabela 52: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dggec (G =
4.91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Dosec
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL)  (log(UFC/mL))
0 4,75E+07 7,68
12 2,77E+05 5,44
24 5,67E+04 4,75
36 5,00E+03 3,70
D =9,51min
R2 =0,94
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Tabela 53: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 09/10/2007, a 93,4°C e tensao de cisalhamento de 4,91Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluicdes 1 2 3 Padrao
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -
0' (lag) -6 30 32 26 2,93E+07  3,06E+06
-7 2 3 4 3,00E+07  1,00E+07
-4 146 122 113 1,27E+06  1,71E+05
9 -5 13 21 13 1,57E+06  4,62E+05
-6 <1 <1 1 3,33E+05 5,77E+05
-4 8 12 14 1,13E+05 3,06E+04
18' -5 3 1 3 2,33E+05 1,15E+05
-6 1 <1 <1 3,33E+05 5,77E+05
-3 31 32 36 3,30E+04 2,65E+03
27' -4 2 3 2 2,33E+04 5,77E+03
-5 <1 2 <1 6,67E+04 1,15E+05
-3 24 25 33 2,73E+04  4,93E+03
36' -4 5 3 3 3,67E+04 1,15E+04
-5 <1 1 1 6,67E+04 5,77E+04
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
45' -3 38 36 35 3,63E+04 1,53E+03
-4 4 4 1 3,00E+04 1,73E+04
-1 TNTC TNTC TNTC TNTC -
54' -2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-3 27 40 24 3,03E+04 8,50E+03

Tabela 54: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgs 4oc (G =
4.91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Do aec
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFG/mL) (log(UFC/mL))
0 2,93E+07 7,47
9 1,27E+06 6,10
18 1,13E+05 5,05
27 3,30E+04 4.52
D =9,09min
R2 =0,97
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Tabela 55: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 26/10/2007, a 93,4°C e tensao de cisalhamento de 4,91Pa, com B.

atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _Diluicdes 1 2 3 Padrao

-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -

0' (lag) -6 39 37 38 3,80E+07 1,00E+06

-7 6 4 5 5,00E+07 1,00E+07

-3 58 79 61 6,60E+04 1,14E+04

18' -4 5 9 8 7,33E+04 2,08E+04

-5 <1 1 <1 3,33E+04 5,77E+04

-2 76 98 97 9,03E+03  1,24E+03

27' -3 19 14 8 1,37E+04 5,51E+03

-4 1 1 <1 6,67E+03 5,77E+03

-1 48 64 56 5,60E+02 8,00E+01

36' -2 8 14 9,33E+02 4,16E+02

-3 1 1 <1 6,67E+02 5,77E+02

-1 21 14 23 1,93E+02 4,73E+01

45' -2 2 1 <1 1,00E+02 1,00E+02

-3 <1 <1 1 3,33E+02 5,77E+02

0 2 5 2 3,00E+00 1,73E+00

54' -1 1 <1 1 6,67E+00 5,77E+00

-2 <1 <1 1 3,33E+01  5,77E+01

0 2 3 3 2,67E+00 5,77E-01
63' -1 <1 <1 <1 <1 -
-2 <1 <1 <1 <1 -

Tabela 56: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgg 4ec (G =
4.91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Do3,aec

tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL) (log(UFC/mL))

0 3,80E+07 7,58

18 6,60E+04 4,82

27 9,03E+03 3,96

36 5,60E+02 2,75

45 1,93E+02 2,29

54 3,00E+00 0,48

D =8,05min

R2 =0,98
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Tabela 57: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 01/11/2007, a 93,4°C e tensao de cisalhamento de 4,91Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigdes 1 2 3 Padrao
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -
0' (lag) -6 68 96 77 8,03E+07  1,43E+07
-7 5 7 8 6,67E+07 1,53E+07
-4 199 212 214 2,08E+06 8,14E+04
9 -5 16 26 20 2,07E+06  5,03E+05
-6 4 3 4 3,67E+06  5,77E+05
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
18' -3 121 111 93 1,08E+05 1,42E+04
-4 4 6 16 8,67E+04 6,43E+04
-1 TNTC TNTC TNTC TNTC -
27' -2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-3 38 32 44 3,80E+04  6,00E+03
-1 TNTC TNTC TNTC TNTC -
36' -2 39 47 39 4,17E+03  4,62E+02
-3 3 3 8 4,67E+03 2,89E+03
0 TNTC TNTC TNTC TNTC -
45' -1 54 71 45 5,67E+02  1,32E+02
-2 9 5 8 7,33E+02  2,08E+02
0 93 101 6,47E+01  5,66E+00
54' -1 16 25 34 2,50E+02  9,00E+01
-2 7 3 3 4,33E+02 2,31E+02

Tabela 58: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgs 4oc (G =
4.91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Do3,4ec
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL) (log(UFC/mL))
0 8,03E+07 7,90
9 2,08E+06 6,32
18 1,08E+05 5,03
27 3,80E+04 4,58
36 4,17E+03 3,62
45 5,67E+02 2,75
D =9,18min
R2 =0,97
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Tabela 59: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 29/11/2007, a 90,5°C e tensao de cisalhamento de 4,91Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigbes 1 2 3 Padrao
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -
0' (lag) -6 97 103 81 9,37E+07 1,14E+07
-7 7 12 11 1,00E+08 2,65E+07
-4 TNTC TNTC TNTC TNTC -
15' -5 39 44 45 4,27E+06 3,21E+05
-6 4 4 9 5,67E+06 2,89E+06
-4 51 49 47 4,90E+05 2,00E+04
30' -5 6 2 3 3,67E+05 2,08E+05
-6 1 <1 2 1,00E+06 1,00E+06
-3 33 36 50 3,97E+04 9,07E+03
45' -4 7 2 7 5,33E+04 2,89E+04
-5 1 1 1 1,00E+05 0,00E+00
-2 131 120 118 1,23E+04 7,00E+02
60' -3 10 11 7 9,33E+03 2,08E+03
-4 2 1 3 2,00E+04 1,00E+04
-1 61 90 86 7,90E+02 1,57E+02
75' -2 8 8 11 9,00E+02 1,73E+02
-3 3 4 <1 2,33E+03 2,08E+03

Tabela 60: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgg 5ec (G =

4.91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Dgosec
. reviv. log(sobreviv.
tempo (min) (SSI?Ce/mL) (Io%((UFC/mL)))
0 9.37E+07 7.97
15 4,27E+06 6,63
30 4,90E+05 5,69
45 3,97E+04 4,60
60 1 23E+04 4,09
75 7.90E+02 2,90
D =15,40min
Rz 20,99
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Tabela 61: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 18/12/2007, a 90,9°C e tensao de cisalhamento de 1,43Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluicdes 1 2 3 Padrao
-7 3 5 3 3,67E+07 1,15E+07
0' (lag) -6 31 22 25 2,60E+07 4,58E+06
-5 233 223 244 2,33E+07 1,05E+06
-7 2 <1 <1 6,67E+06 1,15E+07
15' -6 1 2 2 1,67E+06 5,77E+05
-5 44 45 spread 4,45E+06 7,07E+04
-6 <1 <1 <1 <1 -
30' -5 <1 2 1 1,00E+05 1,00E+05
-4 13 10 14 1,23E+05 2,08E+04
-5 <1 <1 <1 <1 -
45' -4 4 3 5 4,00E+04 1,00E+04
-3 35 38 37 3,67E+04 1,53E+03
-4 <1 <1 3 1,00E+04 1,73E+04
60’ -3 19 16 12 1,57E+04 3,51E+03
-2 95 103 114 1,04E+04 9,54E+02
-3 <1 <1 <1 <1 -
75' -2 8 19 34 2,03E+03 1,31E+03
-1 103 99 116 1,06E+03 8,89E+01

Tabela 62: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgg g:c (G =
1,43Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

DQO.QQC
. sobreviv. log(sobreviv.
tempo (min) (UFC/mL) (Io%((UFC/mL)))
0 2.33E+07 7,37
15 4,45E+06 6.65
30 1.03E+05 5.09
45 3.67E+04 4,56
60 1.57E+04 4,19
75 2.03E+03 3.31
D =18,63min
R 20,96
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Tabela 63: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio

realizado em 15/01/2008, a 95,4°C e tensao de cisalhamento de 1,43Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluicdes 1 2 3 Padrao
-7 4 1 6 3,67E+07 2,52E+07
0' (lag) -6 34 20 24 2,60E+07 7,21E+06
-5 217 232 252 2,34E+07 1,76E+06
-5 6 8 9 7,67E+05 1,53E+05
4' -4 71 56 80 6,90E+05 1,21E+05
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-5 4 2 3 3,00E+05 1,00E+05
8' -4 22 17 14 1,77E+05 4,04E+04
-3 125 111 135 1,24E+05 1,21E+04
-4 7 2 4 4,33E+04 2,52E+04
12' -3 66 68 53 6,23E+04 8,14E+03
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-3 5 6 2 4,33E+03 2,08E+03
16' -2 35 46 47 4,27E+03 6,66E+02
-1 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-3 2 <1 <1 6,67E+02 1,15E+03
20' -2 18 27 22 2,23E+03 4,51E+02
-1 125 150 155 1,43E+03 1,61E+02
-2 7 7 15 9,67E+02 4,62E+02
24' -1 63 64 66 6,43E+02 1,53E+01
0 TNTC TNTC TNTC TNTC -

Tabela 64: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgs 4c (¢ =

1,43Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Dos.acc
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL) (log(UFC/mL))
0 2,34E+07 7,37
4 6,90E+05 5,84
8 1,24E+05 5,09
12 6,23E+04 4,79
16 4,27E+03 3,63
20 1,43E+03 3,16
24 6,43E+02 2,81
D =5,46min
R2 =0,96
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Tabela 65: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 16/01/2008, a 96,2°C e tensao de cisalhamento de 4,91Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigbes 1 2 3 Padrao
-7 <1 <1 <1 <1 -
0' (lag) -6 9 2 8 6,33E+06 3,79E+06
-5 87 84 89 8,67E+06 2,52E+05
-5 <1 <1 <1 <1 -
4' -4 11 11 7 9,67E+04 2,31E+04
-3 126 135 144 1,35E+05 9,00E+03
-4 5 8 11 8,00E+04 3,00E+04
8' -3 113 94 79 9,53E+04 1,70E+04
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-4 7 5 2 4,67E+04 2,52E+04
12' -3 38 42 32 3,73E+04 5,03E+03
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-3 <1 <1 <1 <1 -
17' -2 2 1 1 1,33E+02 5,77E+01
-1 8 5 17 1,00E+02 6,24E+01
-3 <1 <1 <1 <1 -
20' -2 1 <1 2 1,00E+02 1,00E+02
-1 3 4 1 2,67E+01 1,53E+01
-2 <1 <1 <1 <1 -
24 -1 2 1 <1 1,00E+01 1,00E+01
0 3 7 2 4,00E+00 2,65E+00

Tabela 66: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgg 2ec (G =
4,91Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Doe.2ec
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL) (log(UFC/mL))
0 8,67E+06 6,94
4 1,35E+05 5,13
8 9,53E+04 4,98
12 3,73E+04 4,57
20 2,67E+01 1,43
24 4,00E+00 0,60
D =3,91min
R2 =0,96
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Tabela 67: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 14/02/2008, a 94,6°C e tensao de cisalhamento de 8,35Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigbes 1 2 3 Padrao
-7 36 48 38 4,07E+08 6,43E+07
0' (lag) -6 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-6 3 2 2 2,33E+06 5,77E+05
10’ -5 14 18 16 1,60E+06 2,00E+05
-4 154 148 135 1,46E+06 9,71E+04
-5 2 <1 <1 6,67E+04 1,15E+05
20' -4 12 18 29 1,97E+05 8,62E+04
-3 149 187 195 1,77E+05 2,46E+04
-4 1 <1 <1 3,33E+03 5,77E+03
30' -3 1 6 <1 2,33E+03 3,21E+03
-2 8 9 8 8,33E+02 5,77E+01
-4 <1 <1 <1 <1 -
40’ -3 1 <1 <1 3,33E+02 5,77E+02
-2 2 2 1 1,67E+02 5,77E+01

Tabela 68: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Doggec (G =

8,35Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

D94,GQC
. sobreviv. log(sobreviv.
tempo (min) (UFC/mL) (Io%((UFC/mL)))
0 4,07E+08 8,61
10 1.46E+06 6.16
20 1.77E+05 5.05
30 8.33E402 2.92
40 1.67E+02 2.00
D =6,24min
R? 20,97
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Tabela 69: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 19/02/2008, a 95,1°C e tensao de cisalhamento de 8,35Pa, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigbes 1 2 3 Padrao

-7 6 2 1 3,00E+07 2,65E+07

0' (lag) -6 38 49 31 3,93E+07 9,07E+06
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-5 28 21 24 2,43E+06 3,51E+05

4' -4 278 374 348 3,33E+06 4,97E+05
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-4 101 46 45 6,40E+05 3,20E+05
8' -3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-4 <1 2 <1 6,67E+03 1,15E+04

13,5' -3 9 3 16 9,33E+03 6,51E+03

-2 81 74 156 1,04E+04 4,55E+03

-3 1 <1 2 1,00E+03 1,00E+03

16' -2 23 30 17 2,33E+03 6,51E+02

-1 160 147 128 1,45E+03 1,61E+02

20" -2 5 3 5 4,33E+02 1,15E+02

-1 39 36 31 3,53E+02 4,04E+01

-2 1 2 2 1,67E+02 5,77E+01

24" -1 2 16 6 8,00E+01 7,21E+01

0 98 100 - 9,90E+01 1,41E+00

Tabela 70: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Dgs 1o¢ (G =
8,35Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

D95,1QC
tempo sobreviv. log(sobreviv.)
(min) (UFC/mL) (log(UFC/mL))
0 3,93E+07 7,59
4 3,33E+06 6,52
8 6,40E+05 5,81
13,5 1,04E+04 4,02
16 1,45E+03 3,16
20 3,53E+02 2,55
24 9,90E+01 2,00
D =4,08min
R2=0,98
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Tabela 71: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio

realizado em 19/02/2008, a 92,7°C e tensao de cisalhamento de 9,82Pa, com B.

atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluigbes 1 2 3 Padrao

-7 6 3 3 4,00E+07 1,73E+07

0' (lag) -6 57 42 39 4,60E+07 9,64E+06
-5 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-6 11 10 10 1,03E+07 5,77E+05

6' -5 99 131 98 1,09E+07 1,88E+06
-4 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-6 4 2 2 2,67E+06 1,15E+06

12' -5 24 22 38 2,80E+06 8,72E+05

-4 285 434 TNTC 3,60E+06 1,05E+06

-5 4 7 7 6,00E+05 1,73E+05

18' -4 52 30 74 5,20E+05 2,20E+05
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-5 1 <1 1 6,67E+04 5,77E+04

24' -4 19 12 13 1,47E+05 3,79E+04

-3 22 29 30 2,70E+04 4,36E+03

-4 6 3 6 5,00E+04 1,73E+04

30’ -3 20 41 28 2,97E+04 1,06E+04
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -

-4 5 4 8 5,67E+04 2,08E+04

36' -3 66 92 63 7,37E+04 1,59E+04
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -

Tabela 72: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Doy 7o¢ (6 =

9,82Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Do2,7oc
tempo (min) sobreviv. log(sobreviv.)
(UFC/mL) (log(UFC/mL))
0 4,60E+07 7,66
6 1,09E+07 7,04
12 2,80E+06 6,45
18 5,20E+05 5,72
30 2,97E+04 4,47
D =9,35min
R2 =0,999
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Tabela 73: Contagem de sobreviventes em reator de cisalhamento — Ensaio
realizado em 26/02/2008, a 93°C e sem tensao de cisalhamento, com B.
atrophaeus em agua pH 6.87

Instante Repeticdes Média Desvio
de coleta _ Diluicdes 1 2 3 Padrao

-7 2 3 2 2,33E+07 5,77E+06
0' (lag) -6 21 22 22 2,17E+07 5,77E+05
-5 231 232 238 2,34E+07 3,79E+05
-6 <1 1 <1 3,33E+05 5,77E+05
11 -5 8 19 17 1,47E+06 5,86E+05
-4 91 106 100 9,90E+05 7,55E+04

-5 <1 <1 <1 <1 -

30' -4 <1 <1 <1 <1 -
-3 9 9 6 8,00E+03 1,73E+03

-4 <1 <1 <1 <1 -
45' -3 1 1 1 1,00E+03 0,00E+00
-2 13 14 1,10E+03 4,36E+02
-3 1 <1 <1 3,33E+02 5,77E+02
60’ -2 1 <1 <1 3,33E+01 5,77E+01
-1 2 3 6 3,67E+01 2,08E+01
-2 <1 <1 1 3,33E+01 5,77E+01

75' -1 <1 <1 <1 <1 -
0 2 3 6 3,67E+00 2,08E+00

-2 <1 <1 <1 <1 -
90’ -1 1 <1 <1 3,33E+00 5,77E+00
0 4 2 <1 2,00E+00 2,00E+00
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Tabela 74: Contagens de sobreviventes em reator de
cisalhamento usados para calcular o valor Doz (6 =

O0Pa) de B. atrophaeus em agua pH 6.87

Dosec

tempo sobreviv. log(sobreviv.)
(min) (UFC/mL) (log(UFC/mL))

0 2,34E+07 7,37

11 9,90E+05 6,00

30 8,00E+03 3,90

45 1,10E+03 3,04

75 3,67E+00 0,56

D =11,25min
R2=0,99



9.1.3.Unidade Piloto HTST Microthermics

Tabela 75: Contagem de sobreviventes em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 16/04/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Ponto de Repeticdes - Desvio
coleta  Diluicoes 1 2 Media Padrio
-3 2 2 2,00E+03 0,00E+00
No -4 <1 <1 <1 -
-5 <1 <1 <1 -
-2 46 32 3,90E+03 9,90E+02
Aquecedor -3 4 5 4,50E+03 7,07E+02
-4 <1 <1 <1 -
Retencao 2 9 16 1,056E+03  4,95E+02
1 ¢ -3 1 2 1,50E+03 _ 7,07E+02
-4 <1 <1 <1 -
_ 2 2 1 150E+02  7,07E+01
Retencao
> -3 <1 <1 <1 -
-4 <1 <1 <1 -

Tabela 76: Resumo dos dados obtidos em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 16/04/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87
Tempo de residéncia

Pontode  Sobreviventes log (sobrev.)  parcial durante as

Temperaturas médias

coleta (UFC/mL) coletas* durante as coletas
Aquecedor 3,90E+03 3,59 0,00 0,00 99,52 99,16 99,14
Retencao 1 1,25E+03 3,10 48,31 48,31 97,07 97,21
Retencao 2 1,50E+02 2,18 46,03 95,26

*calculado a partir da medida da tubulacao (Tabela 2) e vazao ajustada (1L/min)
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Tabela 77: Contagem de sobreviventes em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 07/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Ponto de Repeticdes 1 Desvio
coleta Diluicoes 1 2 Media Padrio
-2 75 81 7,80E+03 4 24E+02
No -3 2 5 3,50E+03 2,12E+03
-4 <1 <1 <1 -
-1 340 508 4,24E+03 1,19E+03
Aquecedor -2 36 32 3,40E+03 2,83E+02
-3 5 4 4,50E+03 7,07E+02
-1 82 92 8,70E+02 7,07E+01
Retencao 1 -2 10 12 1,10E+03 1,41E+02
-3 1 3 2,00E+03 1,41E+03
-1 9 11 1,00E+02 1,41E+01
Retencéo 2 -2 <1 1 5,00E+01 -
-3 <1 <1 <1 -

Tabela 78: Resumo dos dados obtidos em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 07/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Tempo de

Ak , Temperaturas médias
log (sobrev.) residéncia parcial P

Pontode  Sobreviventes

coleta (UFC/mL) d . durante as coletas
urante as coletas
Aquecedor 4,24E+03 3,63 0,00 0,00 99,63 99,09 99,55
Retencao 1 8,70E+02 2,94 46,42 46,45 97,58 97,81
Retencao 2 1,00E+02 2,00 44 27 96,21

*calculado a partir da medida da tubulacao (Tabela 2) e vazao ajustada (1L/min)
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Tabela 79: Contagem de sobreviventes em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 09/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Ponto de Repeticoes - Desvio
coleta Diluicoes 1 2 Media Padrio
-2 58 43 5,05E+03 1,06E+03
No -3 6 2 4,00E+03 2,83E+03
-4 1 1 1,00E+04 0,00E+00
-1 435 523 516 4,91E+03 4,89E+02
Aquecedor -2 52 59 67 5,93E+03 7,51E+02
-3 8 4 3 5,00E+03 2,65E+03
Retencio -1 339 374 382 3,65E+03 2,29E+02
] ¢ -2 39 48 46 4,43E+03 4,73E+02
-3 3 7 7 5,67E+03 2,31E+03
Retencio -1 293 296 2,95E+03 2,12E+01
> ¢ -2 36 37 3,65E+03 7,07E+01
-3 3 1 2,00E+03 1,41E+03

Tabela 80: Resumo dos dados obtidos em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 09/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87
Tempo de residéncia Temperaturas
log (sobrev.) parcial durante as médias durante as

Ponto de Sobreviventes

coleta (UFG/mL) coletas” coletas
Aquecedor 5,93E+03 3,77 0,00 0,00 95,91 96,31 96,42
Retencéao 1 4,43E+03 3,65 48,06 48,00 94,67 94,81
Retencao 2 2,95E+03 3,47 45,74 92,46

*calculado a partir da medida da tubulacao (Tabela 2) e vazao ajustada (1L/min)
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Tabela 81: Contagem de sobreviventes em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 14/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Ponto de Repeticoes - Desvio
coleta Diluigoes 1 2 3 Media  padrao
3 323 266 293  2,94E+05 2,85E+04
No 4 28 25 32 2,83E+05 3,51E+04
5 6 2 7  500E+05 2,65E+05

3 TNTC TNTC _TNTC __ TNTC -
Aquecedor 4 50 55 56 5,37E+05 3,21E+04
5 7 5 7 6,33E+05 1,15E405

Retoncio 3 TNTC TNTC _TNTC __ TNTC -
19 4 44 41 29 3,80E+05 7,04E+04
5 3 3 4 3,33E+05 5,77E+04

Retoncio 3 TNTC TNTC _TNTC __ TNTC -
o 4 49 60 75  6,13E+05 1,31E+05
5 5 6 12 7,67E+05 3,79E+05

Tabela 82: Resumo dos dados obtidos em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 14/05/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Tempo de

Pontode  Sobreviventes log (sobrev.) residéncia parcial

Temperaturas médias

coleta (UFC/mL) durante as coletas* durante as coletas
Aquecedor 5,37E+05 5,73 0,00 0,00 95,40 95,39 95,53
Retencao 1 3,80E+05 5,58 47,75 48,31 93,87 93,91
Retencao 2 6,13E+05 5,79 46,03 92,10
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Tabela 83: Contagem de sobreviventes em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 04/06/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Ponto de Repeticoes - Desvio
coleta  Diluigcoes 1 2 3 Media Padréo
-5 9 4 5 6,00E+05 2,65E+05
No -4 65 54 61 6,00E+05 5,57E+04
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
Repeticdes - Desvio
Diluicoes 1 2 3 Media  padrao
Aquecedor -4 41 42 62 4, 83E+05 1,18E+05
-3 TNTC TNTC TNTC TNTC -
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
Retencio -4 27 28 33 2,93E+05 3,21E+04
] ¢ -3 284 272 270  2,75E+05 7,57E+03
-2 TNTC TNTC TNTC TNTC -
Retencio -4 24 26 28 2,60E+05 2,00E+04
> ¢ -3 219 210 276  2,35E+05 3,58E+04

-2 TNTC TNTC  TNTC TNTC -

Tabela 84: Resumo dos dados obtidos em unidade HTST piloto Microthermics —
Ensaio realizado em 04/06/2008, com B. atrophaeus em agua pH 6.87

Tempo de residéncia

Ponto de  Sobreviventes log (sobrev.)  parcial durante as

coleta (UFC/mL)

Temperaturas durante
as coletas

coletas”
Aquecedor 4,83E+05 5,68 36,69 36,73 96,76 97,07 97,24
Retencéo 1 2,75E+05 5,44 51.25 51.31 93,76 93,70
Retencdo 2  2,35E+05 5,37 30,775 92,18

*calculado a partir da medida da tubulacao (Tabela 2) e vazéo ajustada (1,5L/min)
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9.2. Anexo 02 — Meios de cultura usados — formulacoes e

preparacoes

Meio de esporulacao
Agar Nutriente DIFCO (L™):
Extrato de carne  3.0g
Peptona 5.0g

Agar 15¢

Pesar 23g de reagente em 1 litro de agua destilada, sob aquecimento.

Autoclavar por 15 minutos. Quando armazenado refrigerado, dissolver em

banho-maria.

Meio de contagem de sobreviventes
Caldo Nutriente DIFCO(L™):
Extrato de carne  3.0g

Peptona 5.0g

Agar-Agar MERCK (L™

Agar 15¢

Dissolver completamente 8g de Caldo Nutriente DIFCO e 15g de

Agar-Agar em 1 litro de agua destilada, sob aquecimento. Autoclavar

por 15 minutos. Quando armazenado refrigerado, dissolver em

banho-maria.
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9.3. Anexo 03 — Metodologia de determinacao de ponto
equivalente

Calculando os parametros cinéticos, de acordo com Welt et al.(1997), e

apresentado na pagina 66:

1.

Realiza-se alguns processos térmicos, em que ocorra alguma reacao
catalisada pelo calor;

Neste exemplo, serdo usados os dados dos dias 07/05/2008 e
09/05/2008, etapa Retencéo 1

2. Registra-se as temperaturas em cada etapa do processo;

As temperaturas registradas foram:

07/05/2008 09/05/2008

Inicio processo 99,09°C 96,31°C
Fim processo 97,58°C 94,67°C
Tempo processo 48,06s 46,42s

Determina-se as concentracoes iniciais e finais do composto de interesse em

cada processo, neste caso, a populacao de B. atrophaeus.

07/05/2008 09/05/2008
Inicio processo 5,93E+03  4,24E+03
Fim processo 4,43E+03 8,70E+02

Estima-se a histéria térmica ao longo de cada um dos processos, através do

método proposto por Deindoerfer e Humphrey (1959), usando a equacgao

—J- .
T(f)= T(H,c) +( 0 —T(H,C) € t). Para estimar as temperaturas usando

esta equacao, foi criada uma planilha, usando o software Microsoft Excel, cujos
resultados s&o apresentados, resumidamente, na tabela a seguir, para o

processo de 09/05/2008. O valor J foi estimado usando o tempo final de
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processo (48,06s) e a temperatura no final do deste (94,67°C). T, foi 96,31°C,
e a temperatura do meio era de 90,67°C. As temperaturas devem ser

convertidas para Kelvin, a fim de serem usadas na determinacao da Energia de

Ativacéao.
Processo de 09/05/2008
Retencéao 1
tempo de residéncia (s): 48.06
Temperatura de entrada (°C): 369.3111
Temperatura de saida (°C): 367.67
Temperatura do meio de troca térmica (°C): 363.67
J da etapa (1/s): 0.0072
At (s) tempo de residéncia(s)  Temperatura (°C)
0.00 369.31114
0.048057 0.05 369.30920
0.048057 0.10 369.30725
0.048057 0.14 369.30531
0.048057 0.19 369.30337
0.048057 0.24 369.30143
0.048057 0.29 369.29949
0.048057 0.34 369.29755
Y 0.048057 0.38 369.29561
0.048057 0.43 369.29367
O ooz 0.48 369.29173
) CU 0.048057 0.53 369.28979
0.048057 0.58 369.28786
O-‘) 0.048057 0.62 369.28592
C 0.048057 0.67 369.28398
0.048057 0.72 369.28205
O 0.048057 0.77 369.28012
O
0.048057 47.67 367.67730
— 0.048057 47.72 367.67592
0.048057 47.77 367.67454
0.048057 47.82 367.67316
0.048057 47.87 367.67178
0.048057 47.91 367.67040
0.048057 47.96 367.66902
0.048057 48.01 367.66764
0.048057 48.06 367.66626
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5. Estabelece-se um valor para a primeira Energia de Ativacao (Ea) da reacao
(por exemplo 300kd/mol), e um critério para o calculo da segunda Energia de
Ativacao, como por exemplo, o dobro da primeira (Eaz = 2 * Eay).

6. Calcula-se o valor de G, para cada um dos processos, para cada Energia de
Ativacéao, resolvendo-se a Equacao 43.

O célculo de G foi feito pelo método numérico de Simpson, conforme

apresentado na seguinte tabela:

Integracao por Simpson
Eal 300.000 Ea2 600000
tempo de residéncia(s) Temperatura (°C) Termos da somatéria

0 369.31 1.77E-44 6.54E-87
0.05 369.31 7.09E-44 2.62E-86
0.10 369.31 3.54E-44 1.31E-86
0.14 369.31 7.08E-44 2.61E-86
0.19 369.30 3.54E-44 1.3E-86
0.24 369.30 7.08E-44 2.6E-86
0.29 369.30 3.54E-44 1.3E-86
0.34 369.30 7.07E-44 2.6E-86
0.38 369.30 3.53E-44 1.3E-86
0.43 369.29 7.06E-44 2.59E-86
0.48 369.29 3.53E-44 1.3E-86
0.53 369.29 7.05E-44 2.59E-86
47.53 367.68 4.6E-44 1.1E-86
47.58 367.68 2.3E-44 5.5E-87
47.62 367.68 4.6E-44 1.1E-86
47.67 367.68 2.3E-44 5.49E-87
47.72 367.68 4.59E-44 1.1E-86
47.77 367.67 2.3E-44 5.48E-87
47.82 367.67 4.59E-44 1.1E-86
47.87 367.67 2.29E-44 5.48E-87
47.91 367.67 4.59E-44 1.09E-86
47.96 367.67 2.29E-44 5.47E-87
48.01 367.67 4.58E-44 1.09E-86
48.06 367.67 1.15E-44 2.73E-87

Soma (G) G1=1.49E-41 G2 =4.26E-84
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7. Conhecido o valor de G e Gj, determina-se o Ponto Equivalente para cada
processo pela intersecg¢édo entre as duas retas encontradas (Ea), encontrando-
se uma temperatura equivalente, e um tempo equivalente, aplicando a relacao
Teq=(Eas-Eaz)/(R*Ln(G2/G1) e teq=G1i/exp(Eai/(R*Teq). De acordo com os dados
jA obtidos, obtém-se que, para o processo de 09/05/2008, a temperatura
equivalente é 368,5K e o tempo equivalente é 47,30s, e para o processo de
07/05/2008, a temperatura equivalente é 371,37K e o tempo equivalente é
45,82s.

8. A partir da variacdo na concentracdo do composto de interesse, verificada
experimentalmente, determina-se o valor da Constante de reacao, k = Ln(C/Co)
* toq . Assim, para o processo de 09/05/2008, o valor de k encontrado foi de
6,16x10°s™" e para o processo de 07/05/2008, o valor de k encontrado foi de
3,46x10%s™.

9. De posse da Constante de reagdo e da Temperatura equivalente (Teq) para

dois processos diferentes, obtém-se o valor da Energia de Ativagao, através da

R-ln(lyj
E = ks
T., -T.,

relacao

a

T

eq.1 ’

T

eq.2

Onde E, é a energia de ativacédo; R € a constante universal dos gases,
ki é a constante de reacao da primeira reacao, ko, é a constante de reacao da

segunda reagéo, Teq1 € a temperatura equivalente encontrada para a primeira
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reacao e Teqe € a temperatura equivalente encontrada para a segunda reagao.

Para esta primeira aproximacao, o valor de Ea encontrado foi 691.480 J/mol.

10.De posse da energia de ativacao, repete-se o processo a partir do passo 5.

Esse processo foi resumido na seguinte tabela:

Iteracao 1
Processo  Ea(J/mol) G Teq(K) Teq(s) C/Co k(s™) Novo Ea(J/mol)
41
09/05/08 300000 14910 g68531 47,007 0,747  6,16x10° I
600000  4,26x10
300000 2,91x10™ 2
07/05/08 ’ 371,369 45,820 0,205 3,46x1
600000 1,84x10% 3,46x10
Iteracao 2
Processo Ea(J/mol) G Teq(K) Teq(s) C/Co k(s™) Novo Ea(J/mol)
691.480,2  4,61x10Y 3 691.718,0
09/05/08 ’ ’ 368,645 44,257 0,747  6,59x1
1.382.960,4 4,81x10'® 7 0 6,59x10
691.480,2 2,51x10 2
07/05/08 ’ ’ 371,463 43,399 0,205 3,65x10
1.382.960,4 1,45x10"'% X
Iteracao 3
Processo  Ea(J/mol) G Teq(K) Teq(s) C/Co k(s™) Novo Ea(J/mol)
691.718,0  4,27x10¥’ 3 691.717,0
09/05/08 ’ ’ 45 44,2 747 1
13834360  4,12x10"% 00040 44255 0, 6.59x10
-96
07/05/08 — 017180  232x10 574 453 43397 0,205 3,65x107
1.383.436,0 1,24x10
Iteracao 4
Processo  Ea(J/mol) G Teq(K) Teq(s) C/Co k(s™) Novo Ea(J/mol)
691.717,0  4,27x10¥ 3 691.717,0
09/05/08 ’ ’ 368,645 44,255 0,747  6,59x10
1.383.433,9 4,12x10"™ X
691.717,0  2,32x10° 2
07/05/08 ’ ’ 371,463 43,397 0,205 3,65x10
1.383.433,9 1,24x10"™ X

Portanto, para estes processos, a Energia de Ativacao foi 691.717 J/mol,
para o processo de 09/05/08, o ponto equivalente foi 95,645°C x 44,255s, e para o

processo de 07/05/08, o ponto equivalente foi 98,463°C x 43,397s.
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9.4. Anexo 04 - Planta do equipamento construido
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Reator de Cisalhamento — Vista Lateral
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Reator de Cisalhamento — Vista Frontal
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Reator de Cisalhamento — Vista em Planta
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Reator de Cisalhamento — Vista Isométrica
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Reator de Cisalhamento — Vista Isométrica com Superficies
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