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NOMENCLATURA
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ABSTRACT

The process validation on food and drug industries is one of the most
important tools meant to guarantee quality, making safe and trustworthy products.
Physical and biological validation has been carried out at the terminal sterilization of
the canned vegetal protein product.

The physical validation of the autoclave has been proceeded in three empty
chamber cicles and 12 temperature sensors. It has been confirmed to the
geometrically distribuited spots inside the autoclave that the maximum temperature
difference between one and another spot has been 1.0°C concerning the average
chamber temperature (122°C).

Sterility Assurance Level (S.A.L.) of at least 1072 in relation to biological
indicator of B. stearothermophilus with Dij1e¢c value of 3.68 minutes and average
spore population of 1.00 x 10° per strip, was obtained.

Despite the inexistence of a margin of safety for canned products sterilization,
periodical validation of an autoclave has provided greater trust on the stenlity
evaluation, than the simple incubation test of some samples, recomended by the

Brazilian Ministry of Health.

Key words: Soy protein, vegetable protein product, bioburden, sterilization, Bacillus

stearothermophilus, validation.

vii



1. INTRODUCAO
1.1.  Justificativa

Atualmente, o vegetarianismo tem recebido muita aten¢fio por parte dos
consumidores ¢ da industria alimenticia. H4 um forte crescimento da demanda por
alimentos naturais, mais praticos e sem aditivos quimicos. Nos EUA, a categoria
meal analog (substitutos de carne) tem alcangado crescimento anual de dois digitos
nos ultimos cinco anos. Evidéncias cientificas tém associado positivamente uma
dieta vegetariana a redugdo do risco de varias doengas crénicas como a obesidade,
doengas das corondrias, hipertensdo, diabetes e alguns tipos de céncer. Por outro
lado, dietas vegetarianas tém sido usadas para satisfazer as necessidades nutricionais
em varios paises. Dentre as razdes para a adesdo a dieta vegetariana, podem ser
destacados: a crenga religiosa, as preocupag¢des com o0 meio ambiente e com a saude
pessoal (RAJARAN & SABATE, 2000).

Os produtos protéicos vegetais (meat analogs), também chamados de
substitutos de carne, sfo produtos fabricados a partir de proteinas vegetais
semelhantes a carne em textura e sabor. Varias empresas desenvolveram substitutos
de carne através da extrusfio continua de uma mistura preparada de proteina de soja
sob calor e pressdo. Este processo fornece pequenas particulas denominadas
“chunks” que quando hidratadas possuem textura e sabor de “carne”. A principal
vantagem deste método é o uso de uma formulagdo de proteina de soja de baixo
custo. A forma deste “chunk” pode ser determinada pela matriz da extrusora e pela
velocidade de giro da faca de corte, fabricando produtos com o tamanho desejado
(SMITH & CIRCLE, 1972).

Conforme os regulamentos do programa de assisténcia social a criangas e
adultos do Departamento de Agricultura dos EUA, os produtos protéicos vegetais
podem ser usados em programas institucionais de nutrigio como um suplemento
alimentar de refeigdes. Os produtos protéicos vegetais devem conter uma ou mais
proteinas em sua composi¢do e devem ser preparados com matérias-primas de fontes
vegetais, como: feijdes, soja, amendoim, trigo e milho (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2003).  g{BLIOTE CA
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1. 2. REVISAO DA LITERATURA
1.2.1. Alimentos enlatados

A invengdo, por Nicholas Appert, da preserva¢do do alimento por meio do
processo denominado “enlatamento” ndo poderia ter atingido a aceitagdo
generalizada que recebeu, nem ter resultado na aplicagdo comercial que se seguiu,
sem a inven¢do da lata de metal. Appert recebeu o reconhecimento publico de seu
processo de preservag¢o, em 1809. No ano seguinte, Peter Durand patenteou a lata de
metal para uso no novo processo de preservagio de alimento. Os métodos de
manufatura e de fechamento das latas metalicas melhoram significativamente ao
longo dos anos. Em 1904, quase 100 anos apds a inveng3o original, a Sanitary Can
Company patenteou uma lata selada por travamento mecénico da tampa, em lugar de
solda-la. Desde esta época, muitas mudangas foram feitas nos recipientes, mas os
fundamentos basicos do fechamento da lata por recrava¢do tém permanecido os
mesmos (SCHAFFNER, 1982).

O material metélico mais utilizado na confec¢do de embalagens metalicas, em
geral, é a folha-de-flandres, que consiste de folha laminada de ago com baixo teor de
carbono, revestida, em ambas as faces, por estanho puro, combinando em um unico
material a resisténcia mecénica e a capacidade de conformagio do ago com a
resisténcia a corrosdo, a soldabilidade e a boa aparéncia do estanho. Os vernizes sdo
empregados para evitar a oxidagdo atmosférica e o contato direto de metal com o
produto alimenticio ou para fins estéticos. A camada e o tipo de verniz devem ser
especificados de acordo com o produto a ser acondicionado € com 0s processos
mecinicos a que o material envernizado fica sujeito na fabricagdo da lata. As resinas
mais utilizadas como base na formulag¢sio dos vernizes sio do tipo epdxi-fendlico,
epoxi-uréia, epoxi-amino, poliéster, acrilico e vinilico, além de sistemas vinilico-
epoxi (BRASILATA, 2004).

Quanto aos tipos de latas, consideram-se duas classificagdes gerais: latas de
trés pegas, ou seja, com tampa, corpo e fundo, e latas de duas pegas (corpo e tampa),

sendo que o fundo e o corpo formam uma sé pega estrutural sem emendas. As latas



de trés pecas, por sua vez, se diferenciam de acordo com o tipo de costura lateral do
corpo, que pode ser efetuada por soldagem convencional & liga de estanho-chumbo
(praticamente extinta pelo aspecto toxicolégico), por soldagem elétrénica, por
aplicagdo de vedantes termoplasticos ou por meio de simples enganchamento e
prensagem das extremidades do corpo, sendo a lata assim produzida denominada
agrafada. A qualidade da hermeticidade da lata é menor para os dois primeiros tipos
de soldagem (BRASILATA, 2004).

Os alimentos enlatados sdo fabricados ha mais de dois séculos e tendem a
seguir no mercado por muitos anos. Do ponto de vista pratico, as principais
vantagens dos produtos enlatados s#o: longa vida-util, seguran¢a (desde que
corretamente processados) e nio necessidade de refrigeragio para sua conservagéo.
A conservag@o segura dos alimentos enlatados depende do cumprimento de trés
condig@es: a esterilizagdo terminal; 0 emprego de um fechamento adequado da lata
que previna a recontaminag¢@o de microrganismos no produto processado, € o uso de
procedimentos de manuseio pds-processamento que protejam a integridade da lata
recravada e processada. A integridade da lata € critica para a vida de prateieira de
alimentos enlatados. Nos EUA, a inspegéo peridédica do fechamento das latas durante
o processamento é regulamentada pelo Food and Drug Administration - FDA
(NEVERO, 2002).

Devido a evolugdo que tem ocorrido na indistria de alimentos enlatados, as
vantagens dos alimentos conservados por este processo e ao potencial de mercado
dos produtos de conveniéncia, a industria de produtos enlatados tende a permanecer
em atividade por muitos anos. Entretanto, esta permanéncia depende de que a
industria busque ser sensivel as preferéncias e aos gostos dos consumidores, para o
desevolvimento de novos mercados, 0 melhoramento e a inovagdo dos produtos
enlatados existentes (NEVERO, 2002).



1.2.2. A esterilizacio de alimentos de baixa acidez

A esterilizag@o € uma etapa critica e extremamente importante do processo de
fabricagdo do produto protéico vegetal envasado em latas metalicas. Este produto é
um alimento de baixa acidez e ndo possui em sua formulagio conservantes quimicos,
sendo, portanto, necessario a esterilizag@o terminal em autoclave sob pressdo de
vapor para assegurar a conservagio do produto final.

Uma das propriedades mais importantes asssociada com a quimica dos
alimentos ¢ com a deterioragdo microbiolégica dos alimentos € a intensidade de
acidez. O valor de pH do alimento enlatado ¢ a base da regulamentagdo do FDA
(Food and Drug Administration) para processamento térmico de alimentos. Portanto,
o valor de pH deve ser medido com precis@o e confiabilidade. Diferentes espécies de
microrganismos sdo caracterizadas por um valor de pH 6timo para crescimento.
Outras caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos também afetam o crescimento de
bactérias, leveduras e fungos. Um efeito importante do pH € sua influéncia sobre a
resisténcia da bactéria ao calor. Quando ha varias espécies de bactérias, leveduras e
fungos no alimento, o valor do pH ¢ um dos mais importantes fatores determinantes
de quais tipos de microrganismos podem-se multiplicar mais rapidamente ¢ também
quais tipos podem prevalecer no alimento (LOPEZ, 1987).

STUMBO (1973) menciona uma classificagio pratica de alimentos com base
no pH, onde trés grupos sdo considerados:

(i) Alimentos pouco acidos: valor de pH acima de 4,5;
(i) Alimentos 4cidos: valor de pH entre 4,0 e 4,5;
(iii)  Alimentos muito 4cidos: valor de pH abaixo de 4,0.

A linha diviséria fundamental na classificagio de alimentos, quanto ao pH,
corresponde ao valor 4,5. Por muitos anos, laboratérios tém pesquisado a resisténcia
térmica da bactéria patogénica Clostridium botulinum e tem sido observado que ©
valor de pH 4,5 € inibitério ao crescimento deste organismo em um meio favoravel.
Esta observagdo € importante porque, de uma maneira pratica, isto significa que em
geral produtos de valores de pH maiores que 4,5 (alimentos de baixa acidez) devem

ser processados sob pressdo de vapor para assegurar a destruigdo dos esporos,



enquanto produtos de valores de pH inferiores a 4,5 podem ser processados por
tratamentos térmicos mais suaves, a temperaturas inferiores a 100°C (LEITAO,
1976).

Eliminar os esporos de bactérias presentes em alimentos industrializados de
baixa acidez € o principal objetivo do processo de esterilizagdo térmica. Estes
microrganismos s&o capazes de crescer nos alimentos e de produzir toxinas.
Exemplos de alimentos de baixa acidez: milho, ervilha, seleta de legumes, creme de
leite, produtos carneos enlatados, cremes brancos, etc. (GERMER, 1997).

Esterilizagéo é o processo que objetiva destruir todas as formas de vida com
capacidade de desenvolvimento durante os estagios de conservagio e de utilizagédo do
produto. Conservar € manter as caracteristicas do produto durante a vida Wtil de
armazenamento (vida de prateleira) a diversas temperaturas.

Os métodos de esterilizagdo permitem assegurar niveis de esterilidade
compativeis as caracteristicas exigidas em produtos farmacéuticos, médico-
hospitalares e alimenticios. O calor € o agente esterilizante mais usado, mais
econdmico e mais facil de controlar. O calor imido, quando comparadec ao calor seco
¢ um processo efetivo devido ao uso de temperaturas mais baixas e do curto periodo
de tempo necessario para garantir o nivel de esterilidade proposto. A agdo letal do
calor é uma relagio tempo—temperatura, dependente de fatores que definem a
intensidade do tratamento e do tempo de exposig¢do ao calor para reduzir a populag@o
microbiana a niveis estabelecidos (VESSONI PENNA & MACHOSHVILI, 1997).

O produto se mantém conservado se n3o houver a manifestagio dos
microrganismos presentes; isto significa dizer que, apés a exposi¢do ac calor tmido,
pode haver microrganismos dormentes ou em estado latente de sobrevivéncia, que
nio se multiplicam durante a vida de prateleira, porque o produto ndo oferece
condi¢des favordveis de germinagdo e reproducdo (VESSONI PENNA &
MACHOSHVILI, 1997).

O namero final de microrganismos sobreviventes expostos ao calor imido
representa o efeito do processo. A destrui¢do térmica de uma populagdo homogénea
de microrganismos € considerada logaritmica, equivalente a cinética quimica de uma
reagdo de 1" ordem. O fendmeno de destruigio térmica pode ser representado pelo

modelo de curva linearizada, semilogaritmica de sobreviventes. A representagio












Na esterilizagdo de solugdes parenterais e produtos médicos recomenda-se
um fator de seguran¢a de esterilidade de 10'6, ou seja, a chance de encontrar
unidades ndo estéreis é de uma em um milhdo (BRUCH, 1993 & USP, 2002).

No processamento de alimentos enlatados de baixa acidez, a esterilizagdo
terminal € a etapa do processo que garante o nivel de esterilidade do produto final. O
nivel de esterilidade é definido como o nimero de microrganismos viaveis que
sobrevivem a esterilizagdo por unidade do produto considerado. A definigdo dos
parametros operacionais do método de esterilizagdo escolhido determina a margem
de seguran¢a do produto ou a probabilidade de falha do sistema (ISHISAKI, 1998).

A esterilizacio de alimentos industrializados consiste no aquecimento,
estabilizagdo da temperatura e resfriamento do produto em autoclaves pressurizados.
A esterilizagdo deve ser estabelecida por especialistas que, para cada
equipamento/embalagem/alimento, definem as condi¢Ses de processo: tempo e
temperatura de processo, temperatura minima inicial do alimento, carga microbiana
inicial do alimento, perfil de pressdo e programa de desaeragio do autoclave. Em
face destes requisitos de qualidade e de seguranga, grande cuidado € tomado no
calculo destes tempos de processamento, assim como no controle do tempo e da
temperatura vigentes durante os mesmos, para evitar que o alimento seja submetido a
um subprocessamento ou a um sobreprocessamento (GERMER, 1997).

A destruigiio de esporos altamente resistentes ¢ dependente da presenga de
umidade para hidratagdo do esporo e denaturagdo de acidos nucléicos e proteinas. A
transferéncia de calor pelo vapor saturado ao ambiente da cdmara de esterilizagdo €
muito mais efetiva comparativamente a efetuada pelo calor seco ou vapor
superaquecido. O calor de condensagdo ¢é transferido ao produto, elevando assim sua
temperatura e hidratando o esporo do microrganismo (NASH, 1993).

Quando produtos alimenticios sdo colocados numa embalagem, que por sua
vez é colocada em um autoclave e processados termicamente através da condensagio
do vapor de 4gua saturado, a taxa de transferéncia de calor para os mesmos depende
dos seguintes fatores: coeficientes de transferéncia de calor, propriedades fisicas do
produto alimenticio e da embalagem, diferenga de temperatura entre o produto

alimenticio e o autoclave ¢ dimensdes da embalagem (TEIXEIRA & BALABAN,
1996).
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softwares de gerenciamento do autoclave controla automaticamente todas as etapas

do ciclo de esterilizagdo (FMC FOODTECH, 2003).

1.2.4. Validagio

Os conceitos de validagdo sempre foram considerados no GMP (Good
Manufactoring Pratice), porém ndo foram formalizados pelo FDA até o inicio dos
anos 1970. O conceito de validagdo, regulamentado em 1970 (US Code of Federal
Regulation, Current Good Manufactoring Pratice, 21,CFR.210,211,600,608,620)
(FDA, 2003), foi criado visando combater € evitar contaminagdes microbiolégicas,
fisicas, quimicas e cruzadas, nos processos de fabricagdo de produtos farmacéuticos e
veterinarios, sendo propostas mudangas no ¢cGMP para atender os requisitos da
validagdo (UNIFAR, 2000).

A norma internacional mais utilizada para validagdo é a ISO11.134:1995 —
Sterilization of Health Care Products — Requirements for validation and routine
control — industrial moist heat sterilization (ISO, 1994). No Brasil, nio ha uma
norma especifica para validagdo de processos da industria alimenticia, apenas a
Portaria de nimero 500, de 13/10/1997, Anexo I, do Ministério da Saude, que trata
da “Validagdo do Processo de Esterilizagdo por Vapor™ para produtos parenterais
esterilizados termicamente (BRASIL, 1997).

Valida¢do ¢ definida no FDA Guideline on General Principles of Process
Validation como: estabelecimento de evidéncias documentadas, através das quais
prova-se, com alto grau de seguranga, que um processo especifico produzira
consistentemente produtos de acordo com suas especifica¢Ges pré-determinadas e
apresentando resultados reprodutiveis. Os dois componentes criticos desta definigdo
de validagdo sdo idoneidade de um produto especifico ou processo (ele faz o que
pretende fazer) e reprodutibilidade (ele continua executando). Validagdo deve ser
mais que o estudo conduzido em um novo métode ou produto. Deve abranger o
processo inteiro, sendo que o plano de valida¢fio deve incluir cada etapa do processo
que ¢é requerida para implementa¢do de um novo método ou produto (PDA, 2000).

A validag@o necessita ser cuidadosamente planejada e gerenciada para

garantir que OSs riscos sejam minuciosamente analisados e que Os recursos
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(1) EspecificagGes para o equipamento, como: pressio, sensores, temporizadores

e termOmetros;

(i)  Especifica¢Bes para os equipamentos satélites, como: gerador de vapor,
sistema de filtragdo de ar, niveis de 4gua, valvulas e distribui¢ic de vapor;

(iii) Especificagdes pertinentes a suprimento de energia, ar comprimido e 4gua de
resfriamento;

(iv) Procedimentos de calibragio, programas de manutengdo e manuais.

Dependendo do tipo de equipamento e seu historico de utilizag#o, a
qualificag¢do deve ser repetida periodicamente (ISHISAKI, 1998).

O objetivo da qualificagdo de operagdo (OQ) € a verificagio documentada
que equipamento, utilidade e sistema operam em conformidade com as
especificagdes e pardmetros preestabelecidos. Nesta etapa, os testes devem simular
condigdes reais de trabalho, incluindo a pior situagdo. Os testes devem ser repetidos
trés vezes, para garantir a confiabilidade dos resultados (UNIFAR, 2000).

A qualificagéo do desempenho (PQ) é a verificagdo documentada de que um
processo € efetivo e reprodutivel, gerando um produto em conformidade com suas
especifica¢des e atributos de qualidade (UNIFAR, 2000).

Esta qualificagdo tem o objetivo de demonstrar a habilidade de
reprodutiblidade da esterilizadora € do processo de esterilizagdo, mantendo a
qualidade do produto. Este teste consiste no estudo da penetragdo do calor e testes
biol6gicos. Os testes sdo repetidos trés vezes de modo a garantir a reprodutibilidade
dos resultados (UNIFAR, 2000).

Os protocolos gerados para cada uma das etapas devem conter: identificagédo
da institui¢do, data de elaboragdo, objetivo, dados do equipamento, descrigdo do
processo, localizagdo do equipamento, campo para assinaturas das pessoas e indice.
Além disso, devem ser elaborados com base nas normas e recomendagdes vigentes
(ODLAG, 1984).

Os parimetros fisicos de cada qualificagdo do ciclo sdo documentados e
devem estar dentro dos limites aceitdveis. Estes pardmetros incluem a taxa de
aquecimento, o intervalo de temperatura durante a exposi¢ic e a taxa de

resfriamento. Pelo fato destes parametros fisicos servirem para assegurar a
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confiabilidade do processo os sistemas de monitoramento devem ser calibrados em
relagdo a padrdes definidos (ODLAUG er al., 1984).

A integridade das medig¢Ses de temperatura é uma parte critica da validagdo
de processos de esterilizagdo. Os estudos de penetragéo de calor s3o executados para
a determinagéo da letalidade acumulada (valor F na carga). A letalidade acumulada é
o tempo integral da fungdo letalidade. Sendo assim, tomando-se como base uma
temperatura de referéncia T, = 121°C e um valor z = 10°C, o efeito de um erro de 1°C
na medigdo de temperatura resulta em 25% de erro no cilculo da letalidade
(BRINGERT, 2003).

Na esterilizagdo por processos térmicos, a estabilidade do produto a ser
esterilizado deve ser considerada. Portanto, a validag@o dos processos térmicos pode
ser conduzida de duas formas: método do “Bioburden”, para os produtos termolabeis,
e o método do “Overkill”, que é geralmente utilizado para produtos termoresistentes.
Para o método do “Bioburden”, é feito um levantamento da carga microbiana no
produto a ser esterilizado, quanto a sua quantidade e sua resisténcia ao calor, para
que se possa diminuir o tempo de exposi¢do ao calor, impedindo ou minimizando a
degradagdo do produto termolébil e, ainda assim, obter um nivel de garantia de
esterilidade satisfatorio. No método do “Overkill”, toma-se como referéncia um
microrganismo resistente ao processo (Indicador Bioldgico — IB). O valor de Fr.
para assegurar o nivel de esterilidade (SAL) em condigdes criticas € calculado em
relagio ao microrganismo escolhido para validar biologicamente o sistema de
esterilizacdo ( ISHISAKI, 1998).

Quando a validagdo for executada em uma planta j4 operacional as etapas de
QE e QP devem ser realizadas de forma retrospectiva, sendo que as ndo
conformidades encontradas, quando houver, devem ser indicadas e justificadas,
devendo ser tomadas as a¢des apropriadas, para garantir que as ndo conformidades
nio influenciem o produto final.

Uma vez concluida a validagdo da esterilizagdo, fica demonstrado que o
autoclave e o produto nela esterilizado atingem a reprodutibilidade desejada, dentro
da qualidade exigida, € que os métodos utilizados levam seguramente ao resultado
previsto (LARANIJEIRA, 2000).

17









Esporos de Bacillus stearothermophilus apresentam elevada resisténcia ao
calor umido e séo mais resistentes do que os microrganismos isolados de ambientes
de fabricagdo. Para fins praticos, tiras de papel contendo esporos de B.
stearothermophilus sdo usadas como Indicador Biolégico. Recomenda-se que dez
unidades de fita sejam distribuidas na carga, localizadas tdo proximo quanto possivel
dos termopares nos pontos mais frios, sem interferir com a penetragdo de calor
dentro da carga (VESSONI PENNA & MACHOSHVILI, 1997).

Apos a esterilizagdo, os indicadores biolégicos sdo cultivados em meio de
cultura apropriado e sobre condi¢des adequadas para o crescimento do respectivo
microrganismo utilizado no teste. Uma vez que os esporos destes microrganismos
sd0 mais resistentes ao agente esterilizante do que os microrganismos contaminantes
nos produtos a serem esterilizados e estdo presentes em quantidades muito superiores
aos normalmente encontrados nestes produtos, a demonstragdo de que os indicadores
biolégicos foram esterilizados é uma forte inferéncia de que qualquer outro
microrganismo presente no produto foi morto durante o processo de esterilizagdo.
Assim, testes de indicadores bioldgicos sdo aceitos com o mesmo grau de confianga
de dados de testes de esterilidade de produtos. Esta inferéncia, porém, dever ser
acompanhada de um rigor estatistico do plano amostral, além de praticas definidas de
cultura dos indicadores biolégicos pos-esterilizagdo (RUSSEL, 1982 & VESSONI
PENNA et al., 1996).
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1.2.6. Produto protéico vegetal
1.2.6.1. Proteina de soja

A soja ¢ a mais importante oleaginosa cultivada no mundo. Da produgio
mundial total das oito principais oleaginosas (soja, algoddo, amendoim, girassol,
colza, linho, copra e palma) a soja participa com 53,50%. A produgido mundial de
soja, cujo volume participa do mercado internacional na formagdo da oferta e
demanda pelo produto, esté4 restrita, principalmente, a trés paises: Estados Unidos,
Brasil e Argentina. Estes paises participam com 80% da produgio e 90% da
comercializagdo mundial da soja. A China tem se colocado em terceiro lugar na
produgdo mundial, porém n#o participa do mercado internacional, consumindo sua
produgdo internamente (BARROSO, 2003).

Conforme relatério do United States Department of Agricuiture, (USDA), a
produgio mundial de soja foi de 190 milhGes de toneladas em 2003, sendo que a
produg#o brasileira atingiu 53 milh&es de toneladas (ABIA, 2004).

No Brasil, a introdugdo da soja, ha algumas décadas, atendeu ao mercado de
6leo comestivel e de ra¢do animal (com o farelo resultante da extra¢io do éleo).
Quando se passou a fabricar outros produtos além do éleo, houve uma grande
preocupacdo por parte do consumidor, bem como da comunidade cientifica, sobre os
efeitos que os derivados de soja causariam no organismo humano, quando
consumidos em longo prazo. Dois grandes obsticulos a aceitagio de alimentos
contendo derivados de soja foram o sabor e odor peculiares e indesejaveis destes
produtos, para o consumidor. No entanto, na tltima década, o cenario modificou-se
de forma expressiva, & medida que, com a conclusdo de varios estudos cientificos
realizados nas areas de saude e nutri¢do, os resultados foram divulgados para a
populagdo de forma intensiva. Foram identificados vérios componentes que, ao
serem ingeridos em dietas com produtos derivados de soja, trazem beneficios
significativos a saide humana. Somados a estes conhecimentos, os avangos na
melhoria de processos tecnolégicos industriais de obtengdo dos diferentes derivados
de soja, com énfase também na redugfo de odores e sabores tipicos dos componentes

do gréo, t€m contribuido para a popularizagdo do consumo, tornando os produtos
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derivados de soja uma das categorias de alimentos que mais cresce no momento
(DEGRANI, 2003).

Os produtos & base de proteinas de soja sdo produzidos a partir do grio
integral ou dos flocos resultantes da extragéio do 6leo. A proteina texturizada de soja
¢ obtida por extrusdo termoplastica da farinha de soja ou da proteina concentrada de
soja (70% de proteina) sob aquecimento umido e alta pressdo, fornecendo produto
com textura fibrosa, em tamanhos, formatos, cores e sabores conforme ingredientes
adicionados e parimetros tecnolégicos definidos. E utilizada em produtos carneos,
como substituinte para carnes em sopas, em molhos, em varios tipos de snacks, em
barras de cereais, em produtos matinais, em preparagSes tipo hambirgueres e em
almondegas vegetais (DEGRANI, 2003).

Dentre as fontes vegetais com potencialidade de uso na dieta humana, a soja é
aquela que possui teor de proteinas de alto valor bioldgico. Ao mesmo tempo em que
ha esta disponibilidade de proteinas, existe, no Brasil, grave problema de
desnutri¢do. Portanto, uma alternativa viavel para solucionar o problema da
desnutri¢do é estimular o consumo de produtos de soja, que sdo fontes protéicas
nutritivas, econdmicas e disponiveis no mercado (CARRAO-PANIZZI &
MANDARINO, 1998).

Estudos epidemioldgicos tém sugerido a eficiéncia de frutas, de legumes e,
principalmente, da soja na prevengdo de céncer. Trabalhos experimentais tém
confirmado a agfio anticancerigena de vérias substincias presentes nesses alimentos:
isoflavonas, saponinas, acido fitico, inibidores das proteases, 4cidos fendlicos,
ligananas. As isoflavonas e os inibidores de proteases sdo encontrados em maior
concentragio na soja (MESSINA & MESSINA, 2001).

Segundo regulamento do FDA (CFR 64 FR 57699, OCTOBER 26, 1999) —
Food Labeling Healthy Claims, Soy Protein and Coronary Heart Disease —
alimentos industrializados que possuem soja como ingrediente podem ter declararado
nos seus rotulos os seguintes dizeres: 25g de proteina de soja ao dia, como parte de
uma dieta baixa em gordura saturada e colesterol, podem reduzir o risco de doengas
coronarias (FDA, 2003).

Considera-se, comumente, que a proteina de soja tem valor bioldgico inferior

ao das proteinas animais. Porém, avaliando-se através do PDCAAS (Digestiblidade
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protéica corrigida pelo escore de aminoacidos — método que leva em consideragio as
necessidades humanas de aminoacidos e a digestibilidade das proteinas) observa-se
que sua qualidade assemelha-se & das proteinas animais (MADL, 1993).

A soja é, freqiientemente, associada a outros alimentos com o objetivo de
aumentar o valor nutricional, acrescentando calorias e proteinas ou complementando
aminoacidos. Assim, fortificam-se as farinhas de trigo, milho ou mandioca. Os
produtos fortificados s3o empregados na fabricagdo de pdes, macarrdes, etc. Em
relagdo a corregdo do perfil de aminoacidos, distinguem-se dois processos:
suplementa¢ido, em que se adiciona pequena quantidade de outra proteina, rica no
aminoacido limitante; complementa¢do, em que se misturam proteinas de forma que
as deficiéncias de uma sejam compensadas pelos excessos de aminoicidos da outra,
resultando numa mistura de proteinas com valor nutricional superior ao de cada
componente individual. A combinag¢do de cereais, como o trigo, (deficientes em
lisina e com excessos de aminoacidos sulfurados) com leguminosas, como a soja,
(deficientes em sulfurados, mas contendo excesso de lisina), proporciona
complementagdo adequada. O emprego da soja, nessas situagdes, € importante

porque, além da composigdo adequada e de custo inferior, tem capacidade de

assimilar o sabor de outros alimentos (MESSINA & MESSINA, 2001).
1.2.6.2. Gliten de trigo

A produgio mundial de grio de trigo € da ordem de 450 milhdes de toneladas
anuais, que coloca o trigo como primeiro cereal, antes do arroz € do milho. O trigo
constitui um componente essencial da dieta alimentar de numerosos paises, como
fonte fundamental de carboidratos e calorias, porém as proteinas do trigo também
constituem a maior parte das proteinas consumidas por varias regides em
desenvolvimento. Contudo, esta fung¢do nutricional basica é diminuida em virtude do
baixo teor de lisina das proteinas do trigo (AAOCC, 2003).

O glaten foi primeiramente descrito por Beccari, em 1728, O método
tradicional de sua preparagdo consiste na lavagem da massa de farinha de trigo com
4gua ou com solugdo salina diluida para remogao da maior parte do amido e outros

materiais soluveis, até que o gliten seja obtido como uma massa elastica, contendo
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3. MATERIAIS

3.1. Produto protéico vegetal

3.1.1. Matérias-primas

Para a formulagdo do produto foram utilizados: gluten de trigo em pé (Alvol,
Mendoza, Ar); proteina texturizada de soja e gordura vegetal hidrogenada, (Bunge
Alimentos, SC, Br); glutamato monossddico (Ajinomoto, SP, Br); alho e cebola
desidratados (Kraki Kienast, SP, Br); sal (Refinaria Nacional de Sal, RJ, Br);
flavorizante sabor carne (Kraki Kienast, SP, Br) e corante caramelo (Corn Products,
SP, Br).

As caracteristicas quimicas das matérias-primas principais estdo apresentadas
na Tabela 1.
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3.1.2. Embalagem

Latas metalicas de trés pegas, fabricadas em folha de flandres, soldadas

eletronicamente, cilindricas (99 x 118 mm) de espessura do corpo de 0,18 mm, de

espessura do fundo e tampa de 0,25 mm para recravagio, revestidas internamente de

verniz epoxi-fendlico apropriado para alimentos, fornecidas pela Metalurgica Prada

(SP, Br) foram envasadas com 850 gramas do produto protéico vegetal.

3.1.3. Equipamentos

Para o processamento do produto protéico vegetal (Figura 3), foram utilizados

0s equipamentos:

3.14

Tanque retangular (capacidade de 2.000 L), construido em ago inox
provido de agitadores fabricado por Quiminox, SP, Br;

Centrifuga de cestos (didmetro de 1,0 m), provida de tela de separagic
(nylon; 400 mesh de abertura), fabricada pela Westfalia Separator, SP, Br;
Cutter de discos, rotativos, provido de facas (didmetro de 25 cm,
espa¢adas em 3,5 cm do centro), fabricado pela Ibrasmak, SP, Br;
Misturador planetario (300 L de capacidade), fabricado por Usi Ram, SP,
Br;

Misturador tipo sigma (250 L de capacidade, 50 rpm), fabricado por Usi
Ram, SP, Br;

Envasadora automatica (capacidade de envase: 60 latas/min), fabricado
por Welbba, SP, Br;

Filtro de cartucho (Vazdc de 100 L/h), fabricado por Acqua Domini, SP,
Br.

Produto final

O produto final foi uma massa Gmida, cominuida, granulada, de coloragdo

marrom-clara, valor de pH 6,3 * 0,2. O produto final fot analisado pelo Instituto

Adolfo Lutz (So Paulo), conforme metodologias analiticas descritas em 1AL (1985)
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& AOAC (1996) e apresentou a seguinte composigdo ::entcsimalc proteinas, 19,98%;
gorduras, 1,63%; carboidratos, 3,05%; fibras, 1,29%; ferro, 0,2%; fésforo, 0,6%; teor
de umidade, 69,98 %; e valor calérico total de 127 kcal.

3.2. Indicador Biolégico

O indicador bioldgico utilizado foi o B. stearothermophilus ATCC 7953,
acondicionado em tubos contendo ampola com meio de cultura. Neste estudo foi
utilizado um lote de indicador biolégico com populagio média de 1,00 x 10°
esporos/mL, fornecido pelo Laboratério de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil.
3.3 Sistema validador

O equipamento utilizado para aquisicdo dos dados de temperatura e pressdo
foi um sistema validador da “Kaye Instruments” série 306298 (Bedford, EUA)
provido de coletor de dados de temperatura e pressdo, conectado a um computador
PC Pentium 233. Doze cabos de 10 metros, compensados (bitola 32 AWG),
revestidos em teflon/teflon, foram utilizados como extensdo do coletor de dados.

Os sensores de temperatura foram termopares tipo T [combina¢do de metais
cobre(+)/cobre-niquel(-)], montados em bainha de ago inoxidavel (3,2 x 100 mm),
ajustaveis em conector compensado tipo macho-fémea. Antes e depois de cada ciclo,
os termopares foram calibrados em forno (Hart Scientifc — modelo 9100 B, série
66728), na faixa de temperatura entre 50°C e 400°C, apresentando variagio de
temperatura de + 0,2°C em relagdo ao termOmetro de referéncia (PT 100, Kaye

Instruments, n° 1269).
3.4 Autoclave e periféricos

Autoclave cilindrico (2,5 m x 1,2 m; Quiminox, SP, Br) com capacidade de

2.800 litros, construido de chapas de ago carbono 1020 (espessura 4 de polegada),
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com uma porta provida de aberturas e travas circulares com junta vedante de anel de
amianto alojada em uma canaleta entre a cdmara € a porta.

Conforme a Figura 2, o autoclave possui os seguintes acessérios de controle:
(a) um termdémetro de mercurio (0 a 150°C; Salcas, SP, Br); (b) um mandmetro
galvanométrico (0 a 5 kgf/cmz; Wika, SP, Br); (c) 3 vélvulas solendides (Valcon, Br)
para entrada de vapor (cl e c2) e de ar comprimido (c¢3); (d) uma valvula de
seguranga (Spirax Sarco, SP, Br) calibrada a pressdo de operagdo de 2,0 kgf/em? ; (e)
um registro tipo gaveta (1 Y2 pol; Valflux, SP, Br) para entrada de agua de
resfriamento; (f) duas valvulas (%2 pol. Spirax Sarco, SP, Br) eliminadoras de ar ; (g)
um controlador de temperatura Proporcional Integral Derivativo — PID - (Spirax
Sarco,SP, Br) com auto-ajuste, que controla as valvulas de entrada de vapor; (h) um
sensor de temperatura tipo PT100 (Salcas, SP, Br) com pogo termométrico conectado
ao controlador PID; (i) um registro tipo gaveta (2 Y2 pol. Valflux, SP, Br) para
drenagem da dgua do autoclave.

O sistema de aquecimento € realizado através de vapor saturado a pressdo de
2,0 kgf/ecm?, sendo o vapor gerado por uma caldeira (6.000 kg vapor/h; ATA, SP, Br)
e distribuido na cdmara através de uma tubulagdo (lpol.) provido de aberturas
oblongas (% pol.) que se estendem ao longo do fundo do equipamento. Ao final do
ciclo de aquecimento, mistura de vapor (c2) e ar comprimido (c3) foi injetada para
compensagio de pressdo nas latas.

O sistema de contra-pressdo foi realizado através da inje¢do direta de ar
comprimido (c3) seco e isento de dleo.

Para o resfriamento das latas, utilizou-se agua potavel com teor residual de 5
ppm de cloro livre (hipoclorito de sodio), recirculada na cdmara com vazio de 15
m’/h, na forma de cortina de dgua. A 4gua é pressurizada através de tubulagio (%
pol.), provida de bicos tipo “spray”, que se estende ao longo da parte superior da
cdmara, de forma a manter um fluxo vertical homogéneo (j). A agua drenada (i) foi
bombeada para uma torre de resfriamento, retornando ao tanque pulmio de

abastecimento.
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4. METODOS
4.1.  Processamento do produto protéico vegetal

Os testes priticos deste trabalho foram realizados na planta industrial da
empresa Produtos Alimenticios Superbom (SP, Br), conforme a seqiiéncia
representada no diagrama de fluxo (Figura 3). As matérias-primas, na proporgdo de
12% de proteina texturizada de soja e 15% de glaten de trigo em p6, foram utilizadas
em quantidades adequadas para preparar um lote de fabricagdo do produto protéico
vegetal de aproximadamente 200 kg, equivalente a 250 latas, sendo cada uma
envasada com 850 g da mistura final.

A proteina texturizada de soja foi colocada em um tanque de ago inox e
uniformemente hidratada com 4gua (1:3 p/v), mantida na temperatura de 70°C/ 20
min, através de vapor saturado, forecido por uma serpentina perfurada localizada no
fundo do tanque. O banho foi mantido uniforme por agitadores instalados no centro
do tanque. A proteina de soja hidradata foi transferida para centrifuga de cestos e
lavada por jato continuo de agua (3,0 m’/h, 4 temperatura ambiente de 25 - 30°0),
introduzido no meio do produto, enquanto 0 mesmo estava sendo centrifugado a uma
velocidade de 1.200 rpm (3.800 x g) por um tempo de 15 minutos. No final da
lavagem, a véalvula de entrada de agua foi fechada e a proteina hidratada de soja foi
centrifugada por mais 20 min na mesma velocidade, quando a umidade final da
massa atingiu aproximadamente 60% (p/p). A lavagem e secagem da proteina de soja
reduzem o sabor indesejavel da proteina no produto final. A proteina de soja foi
triturada em particulas de granulometria média de 1,5 cm em um cutter de discos
rotativos. A proteina de soja triturada (30°C) ficou armazenada em recipientes de ago
inox por aproximadamente 2 horas, antes da etapa de mistura dos ingredientes.

O glaten de trigo desidratado foi transformado em uma massa homogénea e
viscoelastica através da adigdo de 4gua na proporc¢io de 1 parte de glaten para 1,5
partes de agua, com velocidade de agitagdo de 80 rpm, por um tempo de 20 minutos
a temperatura ambiente (25-30°C). A massa de glaten foi fatiada em pedagos
homogéneos (aproximadamente 2,0 Kg) em um cutfer de discos rotativos ¢ exposta a
cozimento em banho de 4gua & temperatura de 95°C por 20 min, em tanque aberto de
ago inox até que a estrutura de um gel irreversivel fosse formada. Os pedagos cozidos

foram triturados em particulas com 0,8 cm de didmetro médio. O glaten triturado
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Recepgdo das matérias-primas
Proteina texturizada de soja (12% p/p)
Glaten de trigo (15% p/p)

Preparagio da soja

Preparag¢do do gluten

¢

Hidratagdo (70°C/20min) da
proteina de soja com agua (1:3
p/v)

Condigdes da soja
Y

(45°C/20 min)

Lavagem (25-30°C/15 min) e
secagem (20 min) da proteina de
soja hidratada

Temperatura da 1 soja (30°C)

Moagem da proteina de soja
(particulas de didmetro = 1,5 cm
(30°C/20min)

¢

Hidratag#o (25-30°C/20 min) do
glaten de trigo com dgua
(1:1.5 n/v)

A

Corte da massa de gliiten em
pedagos (cerca de 2,0 Kg)

r

Cozimento da massa de gliten
(95°C/20 min)

Moagem do gluten de trigo
{particulas de didmetro = 0,8 cm)
(50°C/20 min)

vy

Mistura dos ingredientes (45°C/15 min)
Proteina de soja moida (36%); gluten moido (32%) condimentos (0,4%);
gordura vegetal hidrogenada (3,0%); corante caramelo (0,2%); aroma similar
a camne (0,1%); agua (28,3%).

\ 4

Envase das latas

> Fechamento

(40°C - 45°C)

A 4

Esterilizag@o em autoclave

Produto final <

{ 121°C/30 min)

FIGURA 3. Fluxograma geral de fabrica¢io do produto protéico vegetal
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4.2. Anailises microbiologicas

A determinagdo de microrganismos vidveis antes da esterilizagio
(bioburden), foi realizada em 288 lotes de produgdo (matérias-primas: proteina
texturizada de soja e gliten de trigo; glaten de trigo moido, proteina de soja moida,
mistura dos ingredientes e envase do produto em latas), em um periodo de 24 meses.
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Microbiologia da empresa Produtos
Alimenticios Superbom, Sdo Paulo, SP, Br, seguindo padrdes do Ministério da
Saude, regidos pela Resolugdo — RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001).

Foram realizadas as seguintes analises: contagem padrio em placas de
bactérias mesdfilas aerdbias e anaerobias totais, enumeragio de esporos de mesdfilas
aerdbias e anaerdbias, contagem de bactérias termofilas aerdbias e anaerdbias totais,
enumeragdo de esporos de termofilas aerdbias e anaerdbias, contagem de bolores e
leveduras, determinagdo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
coliformes a 45°C, contagem e identificagdo de Staphylococcus coagulase positiva e

pesquisa de Salmonella.
4.2,1. COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas, sob condigdes assépticas, citocentos e sessenta e quatro
amostras (200-250 g) em triplicata, sendo nove amostras de cada dia de produgao
(lotes de diferentes horarios) ¢ 4 dias de produgéo por més. As amostras, depois de
coletadas, foram devidamente acondicicnadas em sacos plasticos estéreis (3M),

colocadas em caixa térmica e enviadas ao laboratério.
4.2.2. Contagem padrio em placas de bactérias aerébias meséfilas e termébfilas

Retirou-se assepticamente vinte e cinco gramas de cada amostra que foram
transferidas para um saco plastico estéril (16,0 x 26,0 cm). Em seguida, foi
acrescentado 225 mL de dgua peptonada (0,1% v/v), sendo a mistura homogeneizada

em um Stomacher (Tekmar, Model 4001, Cincinnati, USA) por um minuto. Uma
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25°C £ 2°C por 72h. Foram consideradas placas com até 200 coldnias, sendo o

numero de coldnias expresso em UFC/g.

4.2.6. Determinag¢io do nimero mais proviavel (NMP) de coliformes totais e

coliformes a 45°C

Partindo-se das dilui¢Ses previamente preparadas, foram inoculados 1 mL de
cada dilui¢dio em tubos de ensaio contendo caldo de LST (Lauril Sulfato Triptose,
Difco Laboratories, Sparks, MD, USA) e tubos de Durham invertidos, os quais foram
retirados e incubados em estufa a 35°C +1°C por 48h. Apds o periodo, as culturas
dos tubos de ensaios considerados positivos, ou seja, 0s que apresentaram gas no
interior dos tubos de Durham, foram inoculadas em tubos com BGB (Brilliant green
Bile, Difco Laboratories, Sparks, MD, USA), e tubos de Durham invertidos, para a
realizagdo do teste confirmativo para colifermes totais. O periodo de incubagdo foi
de 48 horas a 35°C +1°C.

No teste realizado para enumeragdo de coliformes a 45°C, utilizou-se tubos
com caldo de EC (E. coli, Difco Laboratories, Sparks, MD, USA) inoculados a partir
de culturas positivas para o teste confirmativo para coliformes totais, sendo os
mesmos incubados em banho-maria com agitagio a 45,5°C + 0,2°C por 24 h. O
NMP foi calculado utilizando-se da tabela do NMP para 3 tubos (APHA,1992).

4.2.7. Pesquisa de Salmonella

Para esta analise, pesou-se assepticamente 25g de cada amostra em
erlenmeyer contendo 225 mL de Solugfo Salina Peptonada (0,85% v/v); incubou-se
a 37°C por 24h (fase de “pré-enriquecimento”). Prossegui-se, realizando-se a fase do
enriquecimento seletivo em caldo tetrationato (Tetrathionate Broth, Difco
Laboratories, Sparks, MD, USA). Inoculou-se 1 mL da cultura SSP em tubos de
ensaio contendo 9 mL de caldo tetrationato, sendo inoculado 1 tubo para cada
amostra, os quais foram incubados a 37°C +1°C por 48h. Apds este periodo, efetuou-

se o plaqueamento seletivo para a identificagio de coldnias tipicas do género
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Salmonella em placas contendo HEA (Hektoen Enteric Agar, Difco Laboratories,

Sparks, MD, USA). Incubaram-se as placas em estufa a 37°C £1°C por 24h.
4.2.8. Contagem e identificagio de Staphylococcus coagulase positiva

Retirou-se de cada diluigdo previamente preparada, aliquotas de 0,ImL,
semeadas em placas contendo Agar BP (Baird-Parker Agar, Difco Laboratories,
Sparks, MD, USA), com o auxilio da al¢ga de Drigalski, espalhando-se o inéculo
sobre o meio. Inverteram-se as placas e incubou-se a 37°C + 2°C por 48h. Apés o
periodo de incubagdo, foi realizada a contagem, seguida do isolamento e posterior
identificagdo das coldnias caracteristicas do gé€nero Staphylococcus. As colbnias que
se apresentaram caracteristicas, ou seja, com centros negros e halos transparentes,
foram isoladas em TSA (Tryptic Soy Agar, Difco Laboratories, Sparks, MD, USA),
para serem identificadas. Para a identificagdo foi realizado o teste da coagulase, no
qual utilizou-se Coagulase Plasma-EDTA (Difco Laboratories, Sparks, MD, USA).
O teste de coagulase foi considerado positivo quando a bactéria inoculada foi capaz

de coagular o plasma em um periodo de 1 a 4 horas.
4.2.9 Teste de esterilidade comercial no produto final

O produto final autoclavado foi analisado nos laboratérios de fisico-quimica
e microbiologia da empresa Produtos Alimenticios Superbom, Siaoc Paulo, SP, Br,
pelo teste de esterilidade comercial, que consiste na incubagdo de 20 amostras
retiradas de cada lote do produto final, em estufa a 37°C + 2°C por um periodo de 10
dias. Em seguida, as latas e os produtos foram examinados através da medicdo de
vacuo, valor de pH e exame microscOpio, para a verificagio de possiveis alteragGes,
como: estufamento, vazamento, modificagSes nas caracteristicas sensoriais (odor,

sabor); medigdo de vacuo, valor de pH e exame microscépio.
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realizada por semeadura em profundidade em TSA (Trypticase Soy Agar). As placas

foram incubadas em estufa a 65°C durante 24 e 48 horas.
4.4. Calibragiio do sistema validador

Os sensores foram calibrados em forno de calibragdo de termopares (Hart
Scientifc — modelo 9100 B, série 66728). O forno calibrador foi aferido através de
termdmetro tipo termoresisténcia padrido, PT-100, 4 fios, e multimetro digital 5 %
digitos, marca Minipa, SP, Br. Os termopares utilizados na medig¢do de temperaturas
foram calibrados antes e apds cada ciclo de esterilizagéo.

Como o estudo objetivou monitorar ciclos de 121°C, os sensores foram
calibrados nas seguintes faixas de temperatura: 115°C, 121°C e 130°C. A variagdo

maxima permitida foi de + 0,2 °C durante 3 minutos.
4.5. Estudo de distribuicio de calor na cimara vazia do autoclave

A qualificagdo de operagdo (OQ) teve por objetivos: (1) verificar a calibragdo
do autoclave, acessérios periféricos e operacionais e (2) confirmar a
operacionalidade do equipamento executando 3 ciclos na cdmara do autoclave,
adequando a distribui¢do de calor aos pares tempo-temperatura estabelecidos. Para
tanto, doze sensores de temperatura foram distribuidos no espa¢o geométrico da
cdmara (figura 4) sem contato com a superficie da mesma durante os estudos de
distribui¢@o e penetragdo de calor. Um dos sensores (12) permaneceu justaposto ao
sensor de comando do autoclave, que foi ajustado a temperatura de 121°C durante 20
minutos.

No que se refere a distribuigdio de calor, foi adotado como critéric de
aceitacdo o limite de + 1°C de variagfio de temperatura em relagdo a temperatura

média da cdmara.
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FIGURA 4 — Posicéio dos sensores na cimara do autoclave

4.6. Estudo de penetracio de calor na unidade de carga

A unidade de carga foi representada por lata metalica cilindrica (99 x 118
mm), com revestimento interno de verniz sanitario epoxi-fendlico e tampa para
recravacgdo, contendo 850 gramas do produto, perfazendo 950 gramas de massa total.
Em carrinho de ago inoxidavel (80 x 80 x 80 cm), foram acomodadas 366 latas. Na
cAmara do autoclave foram dispostos trés carrinhos, caracterizando a carga maxima

de 950 kg de produto final.
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proteina de soja moida, populagio esta presente na matéria-prima, porém nio
detectada pela sensibilidade do método NMP (tabela 2).

O gliten moido (fig. 3) mostrou pequenos grupos vidveis de microorganismos
(tabela 4). As maiores médias de contagem foram de 3,191+0,18 e 1,83+0,10 log
UFC/g para aer6bios mesofilos € anaerébios, porém contagens menores que 10
UFC/g foram confirmadas para os demais grupos analisados. A operagio de
cozimento foi realizada a 95°C por 20 min, para os pedagos de massa de gliten
hidratado, mantendo a biocarga inalterada.

As contagens verificadas no produto apds mistura dos ingredientes e na fase
de envase das latas mostraram uma populagao de aerébios mesoéfilos totais de 7,0 log
UFC/g e de anaerdbios de 6,0 log UFC/g (tabelas 5 e 6). Contudo, a enumeragdo dos
esporos de mesofilos aerdbios e anaerdbios foi maior que 4 log UFC/g , significando
que, na etapa de mistura dos ingredientes, a alta contagem da proteina de soja moida
prevaleceu sobre o gliten moido nido contaminado. Um aumento de 1,0 log UFC/g
para os terméfilos aerdbios e anaerdbios foi observado durante a mistura dos
ingredientes em relagdo a proteina de soja moida (tabela 3). Os demais grupos de
microorganismos viaveis apresentaram resultados similares aos valores obtidos na
proteina de soja moida. A operagéo de envase das latas, realizada automaticamente,
ndo interfere na carga microbiana do produto final.

As caracteristicas microbiolégicas da agua utilizada em diferentes estdgios de
preparagdo obedeceram as especificagbes (BRASIL, 2001 & APHA, 1995). A
contagem padrio de bactérias em todas as amostras analisadas foi inferior a 100
UFC/mL e a presenga de coliformes em 100 mL ndo foi confirmada.

As amostras coletadas dos equipamentos, utensilios € manipuladores da
preparagio do produto protéico vegetal, mostraram a auséncia de S. aureus
(coagulase positiva) e a auséncia de bolores e leveduras; sendo que as contagens de

coliformes e de bactérias mesdéfilas foram inferiores a 100 UFC/cm?®.
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5.3. Aferi¢iio do equipamento de coleta de dados

Os resultados da aferi¢do do conjunto de equipamentos utilizados para a
coleta dos dados de temperatura s3o apresentados nas tabelas 7, 8, 9 e 10. Os
resultados comprovam que o equipamento para coleta e registro dos dados de
temperatura foi calibrado adequadamente e que se manteve calibrado durante todo o

periodo do trabalho, gararantindo a confiabilidade dos resultados.
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5.4. Qualificagdo operacional do autoclave pelo estudo com a cimara vazia Q

Apos a realizagdo da qualificagdo de instalag@io, que verificou se todos os
equipamento satélites e os instrumentos do autoclave estavam dentro dos padrdes
especificados, passou-se para a qualificagdo operacional, através da realizagdo de 3

ciclos de distribuigdo de calor com a cimara vazia.

Os resultados dos dados registrados na camara vazia s3o mostrados na tabelas
11, 12 e 13, referentes aos ciclos 1, 2 e 3, respectivamente, para: tempo do ciclo,

temperaturas nos sensores | a 11; temperatura do sensor de referéncia (TR).

Nas mesmas tabelas estdo apresentados os calculos de: Ty, Fyy Fry

acumulado; n; n acumulado; Log Nf; e Nf.

As figuras 6 e 7 mostram o perfil de temperaturas no decorrer dos ciclos na

cdmara vazia, valores de F c'?Ce populago final de esporos (Nf ou SAL).
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5.4.1 Estudo de distribuigdo de calor na cimara vazia

Com os valores de Fm-cw'C de cada ponto calculados nas tabelas 11, 12, e
13, pode-se avaliar a variagdo de calor recebido em cada ponto dentro da cidmara,

como mostra a tabela 14.

Os estudos realizados para a cdmara vazia mostraram que em todos os pontos
monitorados foi atingida a temperatura desejada € que os ciclos foram repetitivos.
Portanto, pode-se afirmar que os equipamentos operaram adequadamente dentro do
esperado e especificado e, conseqilentemente, qualificado para a esterilizagéo de

produto protéico vegetal a T = 121°C.,

Para o tempo de processo de 48 minutos, o valor Fiz1:c'" € médio foi de 49
minutos. Com o valor Djae¢c = 3,68 £ 0,43 minutos para os esporos de B.
stearothermophilus ¢ a populagdo inicial (1,0 x 10° esporos/mL) conhecidos, o
numero de ciclos log reduzidos de esporos de IB foi de 12,57, € o nivel de seguranga

SAL atingido foi de 107
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5.5. Qualificagiio da esterilizagio pelo estudo de penetragdo de calor na carga

maxima de produtos

Os resultados dos dados registrados nos estudos de penetragdo de calor na
carga maxima de produtos sdo mostrados nas tabelas 15, 16 e 17, referentes aos
ciclos 1, 2 e 3, respectivamente, para: tempo do ciclo, temperaturas nos sensores 01 a

11; temperatura do sensor de referéncia (TR).

Nas mesmas tabelas estdo apresentados os calculos de: Tym; Fr; Frr

acumulado; n; n acumulado; Log Nf; e Nf.

As figuras 8 e 9 mostram o perfil de temperaturas no decorrer dos ciclos de

1o°C

penetragdo de calor, valores de Fyz1oc e populagdo final de esporos (Nf ou SAL).
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5.5.1. Estudo da distribui¢fio de calor na carga maxima de produtos

Conforme realizado com a cimara vazia, para a avaliagio da variagio de
calor recebido em cada ponto, recorreu-se aos valores de Fl;,_.oc'mc de cada ponto,
como mostrado na tabela 18.

O menor valor obtido de Fmoclo*'c foi 64,86 minutos (ponto 5). Com este

valor de F|21oc'°°C

, se fosse simulada a redugdo logaritmica de esporos de Indicador
Biolégico (valor de Djzi«c = 3,68 + 0,43 minutos), teria-se: numero de redugdes
logaritmicas (n) = F|2|=C'O°C / Dizic, n = 64,86 / 3,68... n = 17,6 redugdes
logaritmicas.

Portanto, mesmo nestas condigGes, teria-se SAL minimo de 10712 para os
esporos de Indicador Biolégico com populagdo de 1,00 x 10% UFC/fita e valor Dy
de 3,68 + 0,43 minutos. Este nivel de seguranga de esterilidade é maior que o
sugerido pela Farmacopéia Americana para produgdo de medicamentos (10 UFC).

Conforme indicado na figura 9, no tempo de 53 minutos o valor F3;¢' foi
de 44,00 minutos e n = 12 (redugdes logaritmicas). Nestas condi¢des, ja se teria SAL
minimo de 10° para os esporos de Indicador Biolégico com populagio de 1,00 « 10°
UFC/fita e valor D3« de 3,68 £ 0,43 minutos. Portanto, o processo apresentou uma
seguran¢a além do necessario, para esterilizagdo do produto protéico vegetal, mesmo
para a condi¢do mais critica.

As figuras 8 e 9 foram plotadas com os pares tempo e temperatura
considerados, para calculo do valor de F lzmlo‘*c (temperatura que contribui na taxa de
letalidade do processo). Sendo assim, o ciclo considerado foi: aquecimento (35 min),
patamar de estabilizagdo (24 min) e resfriamento (24 min), sendo que o ponto de
ajuste do processo foi de 121°C/20min.

Sendo que a carga de produtos ndo sofreu um pré-condicionamento antes da
entrada no autoclave, foi constatada uma temperatura interna média do produto de T
=35°C no inicio da fase de aquecimento, portanto o tempo real de aquecimento foi de
70 minutos, e o patamar de 24 min. Na fase de resfriamento, as latas foram resfriadas
através de um chuveiro de 4gua (figura 2). Neste processo, o resfriamento é muito
lento, demandando um tempo real de 70 minutos para que a temperatura interna das

latas pudesse atingir T= 35°C.
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Foi constatado que, para se atingir o valor Fizic'™ = 44 minutos, o que
equivaleria a 53 minutos de processo total, poderia-se reduzir os tempos de
aquecimento e resfriamento, ja que o tempo de patamar esteve dentro do especificado
para o ciclo. Os carrinhos com as latas podem sofrer um pré-condicionamento antes
do inicio do ciclo de esterilizagdo, de maneira que a temperatura média inicial do
ciclo seja de T=60°C, e poderia reduzir 20 minutos na fase de aquecimento. Na fase
de resfriamento poderia ser usado ¢ sistema de resfriamento por imers3o (o autoclave
¢é totalmente cheio com agua, sendo esta dgua substituida, algumas vezes, durante o
tempo de resfriamento). Este processo dever ser testado, como proposta para redugdo
do tempo de resfriamento.

Na figura 9 constata-se que ap6s 12 minutos de aquecimento (T = 110°C)
teve inicio a redugdo de esporos no Indicador Bioldgico com populaggo de 1,00 x 10
UFC/fita e valor Dj31o¢c de 3,68 £ 0,43 minutos, sendo que no final do patamar, apés
63 minutos de ciclo, o valor n médio atingiu 16. A etapa de resfriamento ndo
interferiu no valor de n.

O produto final autoclavado foi analisado nos laboratérios de fisico-quimica e
microbiologia da empresa Produtos Alimenticios Superbom, Sdo Paulo, SP, pelo
teste de esterilidade comercial. Constatou-se auséncia de alteragdes fisico-quimicas e
microbiolégicas, portanto, um produto comercialmente estéril. Testes sensoriais no
produto autoclavado apresentaram resultados dentro das especificagdes estabelecidas
pelo fabricante deste produto. Porém, faz-se necessario um estudo mais detalhado no
estudo da influéncia do processo de esterilizagdo sobre a textura, a cor e as
caracteristicas sensoriais do produto protéico vegetal.

O produto protéico final autoclavado analisado pelo Instituto Adolfo Lutz,
conforme metodologias analiticas descritas em IAL (1985) & AOAC (1996)
apresentou a seguinte composi¢do centesimal: proteinas, 19,98%; gorduras, 1,63%;
carboidratos, 3,05%; fibras, 1,29%; ferro, 0,2%; fésforo, 0,6%; teor de umidade,

69,98 % e valor caldrico total de 127 kcal.
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6.1. RECOMENDACAO

A resolugdo — RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 — ANVISA — Ministério
da Saude do Brasil, recomenda no item 9 — Alimentos processados em embalagens
herméticas, estdveis a temperatura ambiente — do regulamento técnico sobre os
padrdes microbiologicos para alimentos, que as industrias realizem o teste de
esterilidade comercial. Este teste consiste na incubagdo de amostras aleatérias dos
lotes de produtos acabados, expostas & temperatura de 35 — 37°C por um periodo de
10 dias. Apé6s este periodo, devem ser verificadas possiveis alteragdes fisico-
quimicas e microbiologicas nestas amostras. Contudo, este regulamento ndo define
um parametro para o nivel de esterilidade a ser atingido no processamento térmico de
alimentos enlatados. Desta maneira, a validagdo adequada do processo de

esterilizagdo proporciona maior confiabilidade na avaliagdc da esterilidade.
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