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MODELAGEM MATEMATICA DA INATIVAGAO TERMICA DA MICROBIOTA
NATURAL DO LEITE SOB DIFERENTES CONDIGOES DE AQUECIMENTO

Vanessa Carolina Martins Prina, Daniel Angelo Longhi

RESUMO

O tratamento térmico é uma importante operac¢ao para a redugao da microbiota natural
do leite cru, promovendo a diminui¢gdo do risco de veiculagdo de patdégenos. A
aplicacdo de um bindmio de tempo-temperatura assertivo pode contribuir para a
obtencgéo de beneficios tecnoldgicos aos derivados do leite tratado termicamente. O
objetivo do presente trabalho foi quantificar e modelar a inativagao da microbiota
natural do leite sob diferentes regimes de aquecimento. Quatro amostras de leite cru
foram submetidas a diferentes regimes de aquecimento com a poténcia do banho
térmico (1100 W) ou poténcias adicionais (500 W e 1000 W) até atingir 90 °C.
Balangos de energia térmica foram realizados para determinar as poténcias efetivas
dissipadas e para estimar os coeficientes de transferéncia de calor por convecgao (h)
de cada tratamento. A enumeragao das bactérias viaveis no leite foi realizada com
Agar Padrao para Contagem (PCA). Um modelo cinético de primeira ordem e dois
modelos secundarios foram ajustados aos dados experimentais de sobrevivéncia.
Dados da literatura foram utilizados para a validagao dos modelos. Os valores dos
coeficientes convectivos estimados foram de 159 W/m?*°C a 252 W/m?°C. Os
modelos ajustados aos dados resultaram em indices estatisticos satisfatérios e
semelhantes entre si. Os modelos foram validados com dados da literatura, com
valores dos percentuais de tendéncia e discrepancia dependentes dos perfis de
temperatura analisados. Portanto, os modelos sugeridos podem ser uteis na analise
de processos de inativag&o térmica da microbiota natural do leite.

Palavras-chave: Microbiologia preditiva. Tratamento térmico. Morte térmica. Leite cru.



ABSTRACT

Heat treatment is an important operation to reduce the natural microbiota of raw
milk, promoting the reduction of the risk of pathogens transmission. The application of
an assertive time-temperature binomial can contribute to obtaining technological
benefits to heat-treated milk derivatives. The present work aimed at quantifying and
modeling the inactivation of the natural microbiota of milk under different heating
regimes. Four raw milk samples were subjected to differentheating regimes with the
heatbath power (1100 W) or additional powers (500 W and 1000 W) until reaching 90
°C. Thermal energy balances were performed to determine the effective power
dissipated and to estimate the convective heat transfer coefficients (h) for each
treatment. Enumeration of viable bacteria in milk was performed with Standard Agar
for Counting (PCA). A first-order kinetic model and two secondary models were fitted
to the experimental survival data. Data from the literature were used to validate the
models. The values of the estimated convective coefficients ranged from
159 W/m? °C to 252 W/m? °C. The models fitted to the data resulted in satisfactory
statistical indices that were similar to each other. The models were validated with
literature data, with values of the trend and discrepancy percentages dependent on the
temperature profiles analyzed. Therefore, the suggested models may be useful in the
analysis of thermal inactivation processes of the natural microbiota in milk

Keywords: Predictive microbiology. Heat treatment. Heat death. Raw milk.
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1 INTRODUGAO

O termo leite é designado a secregdo mamaria das fémeas de mamiferos,
obtida através da ordenha completa, ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite obtido dos demais animais devem
ser designados conforme sua procedéncia (BRASIL, 2017). O gado de leite segue
ainda como principal animal explorado no setor leiteiro, a qual corresponde a 81,6%
da producéo global, o restante da parcela se divide entre os leites de bufala (14,5%),
de cabra (2,3%), de ovelha (1,3%) e de camelo (0,3%), estes por sua vez mais
utilizados para o processamento de derivados lacteos (FAO, 2013; CRUZ, 2016;
EMBRAPA, 2018; EMBRAPA, 2019).

Devido a seu elevado valor bioldgico, o leite € tido como o alimento in natura
mais completo, fonte de proteinas, gorduras, carboidratos e demais componentes
essenciais, sobretudo o calcio, sendouma das fontes mais adequadas deste nutriente
(TRONCO, 2013). Suas caracteristicas particulares, atreladas a versatilidade de
aplicagdes tecnoldgicas, culminam na importancia deste alimento na dieta humana,
em especial nos primeiros estagios da vida (FAO, 2013; TRONCO, 2013; CRUZ,
2016).

A elevada quantidade e qualidade de nutrientes presentes, além da alta
atividade de agua e pH préximo ao neutro, fazem do leite cru um excelente meio de
cultura para uma grande variedade de géneros de micro-organismos. Além disso, mas
condigbes de higiene, desde a ordenha até o transporte a industria, além de
desrespeito a temperatura e tempo de armazenamento definidos por legislagao (4 °C
a 7 °C, por 3 horas), propiciam multiplas fontes de contaminagao ao leite, seja por
microrganismos deteriorantes como patogénicos (TATINI, 1991).

Em microbiologia de leites o grupo de bactérias de maior relevancia é o
psicrotrofico, ja que sdo capazes de crescer abaixo de 7 °C, independentemente de
sua temperatura otima de crescimento (25 e 30 °C), o que os constitui como
importantes deteriorantes de alimentos refrigerados (TATINI, 1991; SILVA, 2019). Os
micro-organismos pertencentes a este grupo podem ser tanto Gram-positivos
(Bacillus, Clostridium, Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus, etc), como
Gram-negativos (Pseudomonas, Enterobacteriaceae, etc), dos quais Pseudomonas é
0 género predominante (HANTSIS-ZACHAROQV et al., 2007). Os micro-organismos
mesofilos (temperatura 6tima entre 30 °C e 40 °C) também exigem atencgao, visto que



12

grande parte das Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) sdo causadas por
organismos pertencentes a este grupo (MAIESKI, 2011).

Todos esses aspectos fazem do leite uma matéria-prima altamente perecivel
e o constitui com um potencial veiculo de DTA’s, como a tuberculose, a brucelose, a
difteria e a febre-Q, isto quando consumido sem tratamentos prévios ou ainda sem
tratamentos eficazes (TATINI, 1991; TRONCO, 2013; CRUZ, 2016).

Tanto o leite destinado ao consumo direto quanto o encaminhado para a
fabricacdo de produtos lacteos devem ser de boa qualidade e passar por pré-
tratamentos pertinentes, como a filtragdo, padronizacdo e homogeneizagao (FAO,
2013; BRASIL; 2017; CRUZ,2017). A qualidade microbioldgica do leite recepcionado
€ um aspecto fundamental a ser observado pelos laticinios, considerando que quanto
menores as cargas microbianas iniciais menores também s&o as perdas relacionadas
a degradagao da matéria-prima, além de abrir a possibilidade de reducado da
intensidade do tratamento térmico utilizado, sujeitando o leite a tratamentos mais
brandos.

O tratamento térmico é a etapa final dos tratamentos prévios, usado na
eliminacgéo ou redugao dos micro-organismos presentes no leite cru, para diminui¢do
do potencial risco de veiculagdo de DTA’s e, claro, aumentar sua vida util, ja que é
proibido pela legislagao brasileira o uso de conservantes quimicos no leite (TRONCO,
2013; BRASIL, 2017). Além disso, a diminui¢cdo da microbiota presente é essencial
para a fabricagc&o de leites fermentados, como no caso do iogurte, ja que diminui os
riscos de micro-organismos presentes no meio competirem com as culturas
iniciadoras, responsaveis pela fermentacdo. O uso do tratamento térmico diminui
também a susceptibilidade a sinérese dos géis lacteos, o que € muito desejavel na
producgao de iogurte, visto que, € considerada como um defeito e afeta na percepgéao
da aparéncia do produto pelos consumidores (SAVELLO et al., 1997; DAVANCO,
2009). Nao obstante, o tratamento térmico favorece o inicio do crescimento da cultura
lactica, por redugdo do conteudo de oxigénio no leite e desnaturagao proteica o que
influencia no aumento da viscosidade do iogurte e na obtencdo de uma boa textura
(VARNAN; SUTHERLAND, 1994; DAVANCO, 2009; TRONCO, 2013).

Entre os tratamentos térmicos mais empregados nos laticinios, destacam-se a
pasteurizagao, podendo ser classificada como lenta (low temperature and long time —
LTLT) ou rapida (high temperature and short time — HTST), e o tratamento de ultra
alta temperatura (UHT) (TRONCO, 2013; CRUZ,2016; BRASIL, 2017).
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Os principais métodos de aquecimento e seus respectivos bindmios seguem

expressos na TABELA 1.

TABELA 1 - PRINCIPAIS BINOMIOS TEMPO/TEMPERATURA DE TRATAMENTOS TERMICOS
UTILIZADOS PARA LEITE.

Método de aquecimento Temperatura/Tempo
Pasteurizagao lenta (LTLT) 63-65 °C/30 min.
Pasteurizagao rapida (HTST) 72-75 °C/15-20 seg.
Ultra Alta Temperatura (UHT) 130-150 °C/2-4 seg.

FONTE: BRASIL (2017).

As temperaturas e tempos de pasteurizacao, rapida ou lenta, sdo suficientes
para inativar os micro-organismos patogénicos, bem como reduzir o numero de
leveduras, fungos, bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas. De acordo
com o artigo n° 255 do RIISPOA, a pasteurizagdo € designada como o tratamento
térmico aplicado ao leite com objetivo de evitar perigos a saude publica decorrentes
de micro-organismos patogénicos eventualmente presentes, e que promove minimas
modificagdes quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais (BRASIL, 2017).

O entendimento sobre a necessidade de aplicacdo de processos térmicos ao
leite cru é muito antigo, sendo hoje considerado inclusive senso comum. Sabe-se que
desde 1824, o médico americano Willian Dewees ja recomendara o aquecimento do
leite até a ebulicdo seguido de resfriamento para a seguranga na alimentacao de
criangcas (SOUZA, 2007; CASTRO, 2019). Desde entdo, diversos cientistas
propuseram binémios ditos eficazes para a destruicdo dos patdgenos presentes no
meio, o estudo do bindmio tempo e temperatura adequado é essencial para garantira
eficacia do tratamento e alterar o minimo possivel as caracteristicas inerentes ao
alimento (ENRIGHT et al., 1957; EARLY, 1998; WALSTRA et al., 2006; TRONCO,
2013).

Para o estabelecimento deste tempo e temperatura de aquecimento foram
tomados micro-organismos de referéncia, os quais, apos o tratamento ndo deveriam
estar presentes no leite (TRONCO, 2013; CRUZ, 2017). Inicialmente, considerou-se
o0 Mycobacterium tuberculosis como 0 mais resistente entre os patdégenos no leite,
como isso o bindbmio era baseado na inativagao deste, até que Enrightet al. (1957)
redefiniu o micro-organismo alvo de pasteurizagao, ao afirmar que a Coxiella burnetii

apresentara resisténcia térmica maior (CASTRO, 2019).
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Para a escolha do binédmio tempo-temperatura de um tratamento térmico néo
se considera apenas a letalidade aos micro-organismos presentes, fatores como a
perda de nutrientes e a busca pela melhora tecnolégica do produto também sao
fundamentais, principalmente quando o leite € matéria-prima para leites fermentados.
Segundo Early (1998), quando o leite é aquecido a 85 °C por 30 minutos ha a
otimizag&o da coagulacdodo iogurte, obtengdo de uma melhorana textura do produto,
e se previne ainda, a sinérese durante a vida util. Em estudos mais recentes, como o
de Walstra et al. (2006), o bindmio tempo-temperatura indicado para o tratamento
térmico do leite para o preparo de iogurtes deve estar entre 85 e 90 °C durante 5a 10
minutos, visto que este proporciona consideravel melhora nos aspectos sensoriais do
produto final.

Os tratamentos térmicos de inativacdo da microbiota presente no leite que séo
eficazes, entretanto, ndo consideram o histérico de temperatura do leite até o
atingimento da temperatura do processo (regime de aquecimento). Em tratamentos
térmicos lentos (LTLT) pode ocorrer o crescimento de micro-organismos no inicio do
fornecimento de calor, pois estes sao submetidos primeiro a temperaturas favoraveis
ao desenvolvimento e, s6 em seguida, com o aumento da temperatura, inativados. O
crescimento microbiano pode afetar a qualidade da matéria-prima devido, por
exemplo, ao aumento da concentragdo de acido latico dada pela fermentacédo da
lactose e pela excrecdo de enzimas lipoliticas e/ou proteoliticas normalmente
indesejaveis na matéria-prima. Portanto, levar em consideragdo o histérico de
temperatura para quantificar o comportamento dos micro-organismos presentes no
meio pode levar a um processo mais eficaz que os bindmios utilizados atualmente
pelos laticinios, isso em conformidade com a legislagdo, que permite novas
combinagdes de tempo e temperatura de aquecimento, desde que seja comprovada
a equivaléncia aos processos ja estabelecidos (BRASIL, 2017).

Como se sabe, sempre que houverum gradiente de temperaturas em um meio
ou entre meios, havera transferénciade calor, um processo no qual o calor fluide uma
regidao com temperatura mais alta para outra, de temperatura mais baixa (KREITH;
BOHN, 1997; MORISHITA, 2004). Ha ao menos trés mecanismos de transferéncia
de calor: a condugao, a convecgao e a radiagdo (CENGEL, 2013; BERGMAN, 2019).
O termo conducéo refere-se a transferéncia de calor resultante de um gradiente de
temperatura ente meios em contato fisico direto. Em contrapartida, da-se o nome

convecgao a transferéncia que ocorre pela acado combinada da conducgao de calor,
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armazenamento de energia e movimento da mistura, ocorre entre uma superficie e
um fluido em movimento quando em diferentes temperaturas. O terceiro mecanismo
de transferéncia de calor € chamado de radiacéo térmica (BERGMAN, 2019).

Estudos que envolvem mecanismos de convecg¢do, como dito por Bergman
(2019), se reduzem a busca por procedimentos para a determinacao do coeficiente
convectivo de transferéncia de calor (h), visto que o conhecimento deste coeficiente é
fundamental para o desenvolvimento de projetos e controle de processos térmicos
que envolvam a conveccdo. Através deste parametro sao definidas variaveis
importantes, como o tempo e a temperatura, podendo assim se otimizar qualquer
processo (SANTOS et al, 2013). O h ¢é, na maioria dos casos, obtido
experimentalmente a partir do historico de temperaturas do processo e de balancgos
de energiatérmica pertinentes.

A microbiologia preditiva também se trata de uma otima ferramenta de
otimizacdo de processos, pois € capaz de descrever e predizer o comportamento
microbiano, sendo uma grande aliada no estudo, simulagao e otimizacéo, fornecendo
precisao e exatidao na tomada de decisbes sobre aspectos relacionados a qualidade
do produto (McMEEKIN et al., 1997; MILLER et al., 2004). Além disso, estudos como
de Van Impe et al. (1992) e Dalgaard (1995) ja apontavam a microbiologia preditiva
como recurso importantissimo na predi¢ao da vida util dos alimentos. Chandleret al.
(1985) e Griffiths (1994), inclusive citam o uso de modelos preditivos em laticinios,
como ferramenta eficaz tanto para determinagao do prazo de validade, quanto como
indicador da eficacia do tratamento térmico do leite.

Particularmente em processos alimenticios, a microbiologia preditiva unifica
conhecimentos da engenharia, da microbiologia, da ciéncia de alimentos, da
matematica e da estatistica para predizer o comportamento dos micro-organismos,
seja de crescimento, sobrevivéncia ou inativagao, através de modelos matematicos
que descrevem, quantitativamente, os efeitos de fatores intrinsecos (composicao,
atividade de agua (aw), pH, acidez, etc.) e extrinsecos (temperatura, umidade relativa,
etc.) sobre o comportamento da microbiota presente no alimento (JAGANNATH et al.,
2003; MILLER et al., 2004; DANNENHAUER, 2010).

Os modelos preditivos, segundo Whiting e Buchanan (1993), podem ser
classificados em primarios, secundarios e terciarios. Os modelos primarios descrevem
as respostas microbianas (crescimento ou inativagdo) em fungao do tempo para um

unico conjunto de condi¢gdes. A quantificagdo do comportamento dos micro-
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organismos em liquidos normalmente € expressa em unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL) (BUCHANAN, 1993; JAGANNATH et al., 2003).

Por muito tempo acreditou-se que a inativagdotérmica dos organismos ocorria
somente de forma log-linear, pressuposto conhecido como cinética de primeira ordem,
no qual assume-se que toda a populagao microbiana tem a mesma resposta a um
dado tratamento, ou seja, tém sensibilidadeidénticaao tratamento, apresentandouma
velocidade de inativagdo dos micro-organismos proporcional ao tempo de
aquecimento do alimento (PELEG; COLE, 1998; RAO et al., 2005; CRUZ, 2017).

Os modelos secundarios descrevem a variagao dos parametros cinéticos em
funcdodavariagdo de um dos fatores de analise (intrinseco ou extrinseco) (WHITING;
BUCHANAN, 1993). Embora o principal fator que controle o comportamento
microbiano em um tratamento térmico seja a temperatura, esses modelos podem ser
expandidos para incluir demais condi¢des, como, por exemplo, o pH e aw, ja que
também influenciamna estabilidade microbiana (VAN IMPE etal., 1992; JAGANNATH
et al., 2003; GIMENO; COSANO, 2004). Exemplos destes modelos preditivos séo os
baseados nas equacgdes de Arrhenius (DAVEY, 1991) e na da Raiz Quadrada
(RATKOWSKY et al., 1982), os quais apresentam uma dependéncia logaritmica e
quadratica, respectivamente, entre a velocidade especifica do micro-organismos e a
temperatura (LABUZA et al., 1982; RATKOWSKY et al., 1982; ZWIETERING et al.,
1991; PEREZ, 2004).

Os modelos terciarios, por suavez, sdo incorporados a softwares e programas
com interfaces simples, desenvolvidos com o intuito de fornecer predi¢gbes para
pessoas ndo familiarizadas com as técnicas de modelagem (WHITING; BUCHANAN,
1993; JAGANNATH et al., 2003; PEREZ, 2004; DANNENHAUER, 2010). Estes
utilizamcombinacgdes de umou mais modelos primarios e secundarios para quantificar
as respostas dos micro-organismos frente a uma condigdo ambiental, comparam o
efeito de diferentes condigdes sobre os micro-organismos ou ainda comparam o
comportamento de diversos micro-organismos (WHITING; BUCHANAN, 1993;
MILLER et al., 2004; PEREZ, 2004).

Uma etapa crucial do desenvolvimento de novos modelos preditivos € a
validacdo, de forma a comprovar a sua eficacia em predizer o comportamento dos
micro-organismos. A validacdo é um processo complexo, que nao esta totalmente
definido na microbiologia preditiva. Como dito por Baranyi et al. (1995), € um grande

dilema modelar as respostas do comportamento microbiano em alimentos e gerar
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modelos que possam fornecer predi¢gdes aplicaveis na pratica. Isto ocorre devido a
variabilidade e complexidade de estruturas presentes nos alimentos e ao fato das
respostas serem variadas e facilmente mutaveis de acordo com as circunstancias
intrinsecas e extrinsecas ao meio (BARANY I et al., 1995). Além disso, cada etapa da
construgdo do modelo introduz erros, o que torna impossivel que as predi¢gdes do
modelo correspondam perfeitamente as observacdes, o que torna o processo de
validagcao tdo complexo (JAGANNATH et al.,, 2003). Em suma, no processo de
validacdo deve-se comparar o comportamento predito pelo modelo para o micro-
organismo em relagao ao comportamento do mesmo micro-organismo observado em
alimentos (McCLURE et al., 1994; JAGANNATH et al., 2003; PEREZ, 2004) e utilizar
indices estatisticos para mensurar os desvios entre as predi¢cdes e as observacgdes
experimentais.

Duh etal. (1993) utilizaram medidas estatisticas como a raiz quadrada do erro-
quadratico-médio (RMSE do inglés root mean-squared-error) e o coeficiente de
determinagéo (R?) para avaliar a confiabilidade de seu modelo. Ross (1996), propds
os fatores de tendéncia (do inglés bias fator, BF) e de exatidao (do inglés accuracy
factor, AF), medidas de avaliagdo de desempenho, que fornecem respostas simples
e quantitativasem relagao a confiabilidade dos modelos. Baranyiet al. (1999), por sua
vez, baseado nos fatores bias e accuracy (ROSS, 1996), propuseram os percentuais
de tendéncia (%T) e discrepancia (%D). O %T trata-se de uma estimativa para avaliar
a diferencamédia entre os valores observados e preditos pelo modelo, enquantoo
%D é umamedida da diferenga médiaabsoluta entre os valores preditos e observados
(BARANY ! et al., 1999; JAGANNATH et al., 2003, PEREZ, 2004).

O conhecimento dos conceitos de transferéncia de calor, microbiologia do leite
e microbiologia preditiva sdo essenciais para estudos relacionados a inativagao
térmica do leite, ja que através deles pode-se desenvolver e estudar modelos que
descrevam o comportamento dos micro-organismos, e garantira eficacia e otimizagéo

dos processos térmicos aplicados.

2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho de concluséo de curso foi quantificare
modelar a aplicacdo de diferentes regimes de aquecimento na inativagdo da

microbiota natural (quantificada pela contagem bacteriana total — CBT) do leite cru.
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3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atingir o objetivo geral foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Quantificaras temperaturas do leite e do banho térmico nos diferentes regimes

de aquecimento para a modelagem da transferéncia de calor;

e Quantificar o crescimento e a inativacdo dos micro-organismos (UFC/mL)

sujeitos a diferentes condi¢cdes de aquecimento;

e Estudar o impacto que as condicbes de aquecimento podem causar no

comportamento dos micro-organismos no leite;

¢ Modelar quantitativamente astemperaturas e a resposta dos micro-organismos

em funcgao do tempo nas diferentes condi¢cdes de aquecimento;

e Obter dados da literatura e validar o modelo preditivo obtido com dados da

inativagao dos micro-organismos em diferentes condigdes de aquecimento.

4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

As amostras de leite cru foram obtidas de comerciante local da cidade de
Jandaia do Sul - Parana, e transportadas em recipiente com isolamento térmico ao
Laboratério de Microbiologia da UFPR — Campus Jandaia do Sul, onde foram
submetidas ao tratamento térmico em diferentes condicbes de aquecimento, e
passaram por analises de acidez titulavel e pH. As amostras de leite utilizadas para
cada um dos quatro regimes de aquecimento foram coletadas em quatro dias

diferentes, conforme cronograma de analises.
4.2 TRATAMENTO TERMICO

Os tratamentos foram realizados em banho térmico encamisado com
circulagao de agua (Nova Técnica/NT 249, 1100 W) contendo 12 L de agua destilada.
A amostra de 2 L de leite cru fora submetida ao aquecimento em umbéquer de vidro
até que atingisse a temperatura de 90 °C, mantida nesta por 5 minutos.

Para obtencido de diferentes condi¢gdes de aquecimento foram utilizadas

resisténcias térmicas adicionais de 500 W e 1000 W. Foram realizados quatro



19

tratamentos, cada qual com um regime de aquecimento definido pelas poténcias
nominais empregadas (TABELA 2).

Para todos os regimes de aquecimento o termostato do trocador de calor foi
fixado a temperatura 90 °C (sefpoint), exceto para o regime quatro usado para
calibracdo do modelo matematico proposto, que contou com duas etapas de
aquecimentoatemperaturas diferentes. Na primeira etapa, naqual o leite permaneceu
por uma hora, fixou-se a temperatura de 42 °C, de forma a permitir o crescimento dos
micro-organismos que passaram um periodo submetidos a condigdes favoraveis ao
seu desenvolvimento. Ja na segunda etapa, a temperatura fora fixada a 90 °C, o leite
permaneceu em tratamento até a temperatura fixada, causando a morte térmica da

microbiota natural.

TABELA 2 — POTENCIAS NOMINAIS UTILIZADAS EM CADA REGIME

Tratamento Poténcia nominal (W)
Regime 1 1100
Regime 2 1600
Regime 3 2100
Regime 4 1100

FONTE: A autora (2021).

Os historicos de temperaturas durante o processo foram registrados com o
auxilio de quatro sensores de temperatura do tipo bastao (Pasco Capstone/ PS-2143)
posicionados no centro da amostra, na agua do banho térmico e nas paredes internas
e externas do béquer. As poténcias efetivas dissipadas ao longo de cada tratamento
foram calculadas pelavariagdo da temperatura das amostras de leite e da agua banho
em fungao do tempo, conforme descrito no item 4.6.

4.3 DETERMINACAO DA ACIDEZ

Para cada experimento foram coletadas duas aliquotas para a determinagao
de possiveis mudancgas na acidez do leite ao longo do tratamento. A primeira aliquota
fora coletada do leite cru, antes do aquecimento, e a outra imediatamente apos o fim
do tratamento térmico.

A analise, pautada em métodos oficiais do MAPA (BRASIL, 2019), consistiu
nadiluicdode 20 mL da amostra em 40 mL de agua, naqual posteriormente adicionou-

se 2 mL de solugao alcodlica de fenoltaleina a 1%. A mistura foi entéo titulada em
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bureta manual com uma solugao de hidroxido de sédio 0,1 N até a percepcéao de
coloragéao rosa forte, persistente por aproximadamente 30 segundos.

Considerando os possiveis erros de padronizacao atrelados a uma analise
visual, o MAPA (BRASIL, 2019) sugere a preparagao de uma coloragao de referéncia
para o término da titulagdo. Para tal adicionou-se 0,3 mL de solugao de fucsinaa 20
mL de amostra diluidacom 40 mL de agua.

Os resultados obtidos nas analises de acidez do leite foram expressos em
gramas de acido latico por 100 mL de amostra, conforme a EQUACAO 1 (BRASIL,
2019), sendo V o volume de solugao de hidréxido de sddio 0,1 N gasto na titulagao
(mL), v o volume da amostra (mL), f o fator de corregado da solugéo de hidréxido de

soédio 0,1 N, 0,09 o fator de conversao do acido latico e N a normalidade de solucgao

de hidréxido de sédio (0,1 N).

0,09.V.f.N
% 4cido litico (1) = 0.09.V-1-N 100 (1)
%4 v

4.4 DETERMINACAO DO PH

O pH foi aferido diretamente de aliquotas coletadas no inicio e término de
cada tratamento, com o auxilio de um pHmetro de bancada para solugdes aquosas
(MS Equipamentos/MPA-210). O procedimento seguiu as disposi¢des do manual do

equipamento e os resultados foram expressos com duas casas decimais.
4.5 CONTAGEM PADRAOEM PLACAS

Para cada tratamento foram coletadas aliquotas em intervalos de temperatura
pré-determinados de 25 °C a 90 °C (TABELA 3).

TABELA 3 - PONTOS DEFINIDOS PARA COLETAS DE ALIQUOTAS PARA PLAQUEAMENTO

Ponto Temperatura (°C) Ponto Temperatura (°C)
1 25 7 70
2 35 8 75
3 40 9 80
4 50 10 85
5 55 11 90
6 65 - -

FONTE: A autora (2021).
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O método de referéncia,conforme recomendacgdes do MAPA (BRASIL, 2003),
para enumeragao de coldnias viaveis € o de contagem padrao em placas, o qual fora
utilizado neste estudo a fim de enumerar as bactérias totais presentes no leite cru
(CBT). Para tal, uma aliquota de 1 mL da amostra fora pipetada utilizando uma
micropipeta automatica (1000 pL) e adicionada ao tubo de ensaio contendo 9 mL de
solugdo salina peptonada 0,1%. A mistura foi entdo homogeneizada em vértex
(Fisatom/772) por aproximadamente 60 segundos. A partir da diluigdo inicial (10"
foram feitas as demais diluicdes necessarias.

Para a inoculagéo, fora semeada 1 mL de cada diluigdo selecionada (TABELA
3) em placas de Petri estéreis e em seguida adicionada cerca de 15 mL de Agar
Padrao para Contagem (PCA) fundido e mantido em banho térmico a 46-48 °C. O
inoculo foi homogeneizado e posteriormente deixado para solidificar em superficie
plana. Para a incubacgéo, as placas foram levadas a estufa incubadora tipo BOD
(CALTECH) e mantidas invertidas a + 36 °C por 48 horas. Os micro-organismos que
se multiplicaram nestas condi¢des, desenvolveram colénias que foram enumeradas
manualmente, sendo o resultado expresso em UFC/mL de leite, levando-se em conta

a diluicdo empregada.
4.6 BALANCO DE ENERGIA TERMICA

Para determinar as poténcias efetivas dissipadas em cada regime de
aquecimento,analisa-las e compara-las com as poténcias nominais empregadas, bem
como para estimar o coeficiente de transferéncia de calor por conveccéo (h) de cada
tratamento térmico, foram realizados balan¢os de energia térmica utilizando o histérico
de temperaturas da aguado trocador de calor (T,) e do leite (T;) em func¢do do tempo
(EQUAGAO 2), em que E (J) é a energia do sistema no tempo t (s), E, (W) e E; (W)

sdo as taxas de entrada e saida de energia no sistema, respectivamente.

. . dE
E,—E, =— 2
e N dt ()

O balango de energia térmica foi analisado para a agua do banho e para o

leite, conforme descri¢cao a seguir.
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4.6.1 Aguado banho térmico

Partindo do balanco de energia expresso pela EQUACAO 2, foram realizadas
as seguintes consideragdes: (i) a taxa de entrada de energia é dada pela poténcia P
(W) dissipada pela resisténcia utilizada no tratamento (E, = P); (ii) a taxa de saida de
energia (E,) € dada pela soma das taxas de energia perdidas por convecg&o para o
ambiente e para o aquecimento do leite com base na lei de Newton do resfriamento
(EQUACAO 3), onde h,, (W/m*C) e h, (W/m?°C) s&o os coeficientes convectivos de
transferéncia de calor do ar e da agua do banho térmico, respectivamente; T,,. (°C),
T, (°C) e T, (°C) s&o as temperaturas do ar, da agua do banho térmico e do leite,
respectivamente; A4, ,, (W/m*C) e 4, ,, (W/m*C) sao as areas de troca térmica da
agua com o ar e o béquer que contém o leite, respectivamente; e (iii) a energia da
agua no banho térmico é dada pelo produto da massa de agua (m,), do calor

especifico da agua (c,,) e da temperatura da agua (E = m,c,,T,). Portanto,

p.a a*pala

substituindo E, E, e £, naEQUACAO 2, obteve-se a EQUAGCAO 4.

ES = harAa,ar (Ta - Tar) + haAa,bq(Ta - Tl) (3)
dm,c, T
P — harAa,ar (Ta - Tar) - haAa,bq (Ta - Tl) = % (4)

Assumindo como constantes a massa de agua (m,) e o calor especifico da
agua (c, ,), pode-se descrever a variagdo da temperatura da agua em fungao do

tempo pela equacéo diferencial ordinaria de 12 ordem a seguir (EQUACAO 5).

dTa _ P — harAa,ar(Ta - Tar) - haA

dt MyCpa

a,bq (Ta - Tl)

()

4.6.2 Leite

A partir do balanco global de energiadado pela EQUACAOQ 2, foram realizadas
as seguintes consideragdes: (i) a entrada de energia térmica é dada pela taxa de

energia absorvida por convecgédo da agua (E, = hoAg e (T, —T)); (i) a saida de

energiatérmica é dada pela taxa de energia perdida por convecgao para o ambiente
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(Ey = hopAy gy (T, — Ty,), Onde 4, 4, (W/m*C) é a area de troca térmica do leite com o
ar; e (iii) a energia do leite no béqueré dada pelo produto da massa de leite (m;), do
calor especifico do leite (¢, ;) e da temperatura do leite (E = m,c,,T;), assumindo que
a massa de leite e o calor especifico do leite sdo constantes. Assim, se obteve a

equacao diferencial que descreve a variacdo da temperatura do leite em funcao do

tempo, expressa pela EQUACAO 6.

dTl _ haAa,bq (Ta - Tl) - harAl,ar(Tl - Tar) (6)

dt m;c,;

Qualquer estudo da convecgao se reduz a busca por procedimentos pelos
quaiso h pode ser determinado (BERGMAN, 2019). Através dos dados experimentais

pode-se determinar os coeficientes de transferéncia de calor por convecgao da agua
(h,) e do ar (h,,) de cada regime de aquecimento. As condigdes e propriedades dos

fluidose do béquer ao longo dos tratamentos térmicos seguemexpressas na TABELA
4.

TABELA 4 - CONDICOES EMPREGADAS NO TRATAMENTO TERMICO DO LEITE

Fluido Propriedades
Ar Temperatura (T,,) 20 °C
Massa (m,) 12 kg
Agua Area de Transferéncia de Calor como ar (4, ) 0,0587 m?
Calor Especifico (cp ) 4180 J/kg°C
Massa (m;) 2kg
Leite Area de Transferéncia de Calor como ar (4, 4,) 0,01327 m?2
Calor Especifico (cp) 3930 J/kg°C
Béquer Area de Transferéncia de Calor (Agbq) 0,07481 m?

FONTE: A autora (2021).
4.7 MODELAGEM MATEMATICA

Na microbiologia preditiva, os modelos primarios sao utilizados para descrever
a concentragado microbiana (N, em UFC/mL) em fungao do tempo (t, em minutos). O

modelo de cinética de primeira ordem ajustado aos dados deste estudo segue
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expresso, na EQUACAO 7, onde k é a velocidade especifica de inativagdo. Para

obtengdo de uma curva linearizada é comum a transformacdo logaritmica da
EQUACAO 7, conforme EQUACAO 8.

N

= _ 7
r kN (7)
d

il = _ 8
dtlogN k (8)

Em condi¢cdes ambientais constantes, a velocidade especifica de crescimento
ou inativagdo também é uma constante (EQUACAO 9). Entretanto, a velocidade
especifica é funcao de varios fatores, sendo que a temperatura € um dos fatores que

tem maior impacto no crescimento e na inativacdo microbiana.

logN =log N, — kt 9)

Os modelos secundarios descrevem a dependéncia da velocidade especifica
em funcaodatemperatura. Na literatura, normalmente sdo apresentados modelos que
possuem dependéncia quadratica entre estas duas grandezas (RATKOWSKY et al.,
1982; ZWIETERING et al., 1991; WHITING; BUCHANAN, 1993). Dois modelos
quadraticos foram testados neste estudo com o intuito de descrever a influéncia da
temperatura (T') na velocidade de inativagéo (k) dos micro-organismos presentes no
leite cru.

Um dos modelos utilizados fora adaptado do modelo sugerido por Rosso et al.
(1995), expresso pela EQUACAO 10, onde kg,;,,, (1/min) é a velocidade especifica
otima de inativagéo, T;

timo (CC) € a temperatura onde k é otimo, e T,,,, (°C) é a

temperatura onde k é zero.

(T - Tzero)T2
Tétimo (Tétimo (T - Tétimo) - (Tétimo - Tzero)(Tétimo - ZT))

k = kestimo

(10)
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Foi proposto ainda um modelo secundario empirico, expresso pela EQUACAO
11, em que a (1/°Cmin) € um parametro empirico de concavidade da equacgao

quadratica.

k = a(Tze‘ro - T) (T_ 2Tétima + TZCTO) (1 1)

Devido ao carater dos dados experimentais obtidos em condicbes néo-
isotérmicas optou-se pelo uso do modelo dindmico, que é capaz de predizer tanto o
crescimento quanto a inativacdo microbiana sob condi¢cbes variaveis de temperatura
(VAN IMPE et al., 1995; FUJIKAWA et al., 2004). Este modelo é computado pela
EQUACAO 8 substituindo k pela EQUACAO 10 ou pela EQUACAO 11.

4.8 AJUSTES DOS MODELOS E CALCULODOS iNDICES ESTATISTICOS

Os ajustes dos modelos aos dados experimentais e as analises estatisticas
deste estudo foram realizados com o auxilio do Microsoft Office Excel e do Solver. O
Solver € um suplemento de analise de dados do Excel usado para a minimizacao de
residuos a partir de uma férmula em uma célula (RMSE, EQUACAO 12), conforme
restricdes ou limites estabelecidos, sobre os valores de outras células variaveis da
planilha (pardametros do modelo a serem estimados). Os resultados dos ajustes
obtidos pelo modelo proposto (EQUACAO 11) e pelo modelo adaptado de Rosso et
al. (1995) (EQUACAO 10) foram comparados entre si.

A capacidade dos modelos em representar os dados do comportamento
microbiano no leite fora avaliada através de indices estatisticos, como a Raizdo Erro
Quadratico Médio (RMSE), o coeficiente de determinagdo (R?), bem como os
percentuaisde tendéncia (%T) e discrepancia(%D) (BARANYI et al., 1999), baseados
nos fatores bias e accuracy (ROSS, 1996). O RMSE também foi utilizado para avaliar
a capacidade de representacdo das EQUACOES 6 e 7 as variacdes de temperatura
ao longo do tempo obtidas experimentalmente.

O RMSE fora calculado conforme EQUACAO 12, na qual pdi e obi sdo os
valores preditos pelo modelo e observados experimentalmente, respectivamente, n o
numero de observacdes e kK 0 numero de parametros. Sabe-se que os resultados
devem ser positivos e que quanto mais proximo de zero, maior a capacidade do

modelo em representar os valores experimentais.
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RMSE = jz?-l(pd" — ob) (12)
n—k

O R? fora obtido através da EQUACAO 13, em que ob; € a média da variavel

de resposta observada. O coeficiente obtido deve ser positivo e quanto mais proximo
da unidade for, tanto maior sera a validade da regressdo (ALEXANDER, 2015).

i-,(ob; — Pdi)z
R* = 1- == — (13)
?=1(0bi_ Obi)

O percentual de tendéncia (%T) fora calculado através das EQUACOES 14, 15
e 16. Vale ressaltar que, para a inativagao microbiana, a obten¢ado de um fator menor
que 0% expressa uma falha perigosa do modelo (inativagao predita € maior que a
observada), ao passo que um fator maior que 0% indica que o modelo falha de forma
segura (inativagao predita menor do que a observada) (ROSS, 1996; BARANY et al.,
1999; LONGHI, 2013; CAMARGO, 2015).

" ,(npd;, —Inob;
Bf=exp< l_l(npnl O J) (14)

+1, seln By > 0
sgn(ln Bf) =< 0, selnB, =0 (15)
-1, seln Bf <0

%T = sgn(In Bf)(exp|ln Bf| —1)100% (16)

O célculo do percentual de discrepancia (%D) é descrito pelas EQUACOES 17

E 18. O percentual de discrepancia € sempre maior ou igual a 0%, quanto maior o

valor expresso, mais discrepante € a média das estimativas (BARANY I et al., 1999).
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" _(Inpd;, —Inob,)?
A = exp \/21_1( P rll 2 (17)
%D; = (A —1)100% (18)

Para validacdo dos modelos foram realizadas ainda simulacdes e comparadas
com os dados experimentais do artigo de Abduh; Setiani (2015), obtidos sob
condi¢cdes de processamento em temperaturas variaveis semelhantes ao deste

estudo.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MODELAGEM DAS TEMPERATURAS DA AGUA DO BANHO E DO LEITE

A partir dos dados experimentais pode-se determinar o valor da poténcia
efetiva em funcéo datemperatura e do tempo do tratamento térmico (P = f(T,t)), as
variagdes das poténcias ao longo do tempo de cada regime de aquecimento seguem
expressas na FIGURA 1. Nota-se que os dados em verde nos graficos, que
representam a poténcia, decrescem em func¢ao do tempo de tratamento, isso ocorre
devido a diminuigdo gradativa da poténcia dissipada pela resisténcia do banho
térmico, que controla a temperatura impedindo que esta exceda o valor programado
(setpoint). De modo geral, em todos os regimes as poténcias dissipadas (em W) no
t = 0 de cada experimento (onde as resisténcias exerciam todo seu potencial) foram
proximas aos valores das poténcias nominais empregadas.

Na curva que descreve o regime 3 (2100 W), é possivel observar um abrupto
decréscimo na poténcia entre 25 e 30 minutos, decorrente da retirada da resisténcia
adicional de 1000 W no momento em que a temperatura desejada (90 °C) fora
atingida. Ao passo que na curva do regime 4, de calibragdo, se vé com facilidade o
aumento subito da curva da poténcia, em decorréncia da maior dissipagao de energia
imediatamente apds o inicio da segunda etapa de aquecimento deste regime, onde a
temperatura do banho térmico é, enfim, fixada a 90 °C.

No regime 2, que contara com poténcia adicional de 500 W, n&o se fez
necessaria a retirada da resisténcia durante o tratamento, como no terceiro regime,

visto que so se atingiu a temperatura fixada ao fim do experimento. Como no primeiro
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regime, observou-se maior estabilidade no decréscimo da poténcia, sem mudancas
repentinas como nosdemais. Apesar disso, noregime 1 se nota que a poténciaefetiva
foi inferior a poténcia nominal empregada, por consequéncia, o sefpoint nao foi
atingido ao final do experimento.

A temperatura inicial da agua do banho térmico nos regimes 1 e 2 estava
proxima aos 35 °C, noregime 3 a temperatura foi pouco superior a esta, em torno de
40° C, enquanto no regime de calibragao (regime 4), a temperatura da agua do banho
térmico no tempo zero foi de cerca de 25 °C. A temperatura do leite cru anterior ao
inicio dos tratamentos variou entre 21 °C e 25 °C, apenas no primeiro regime a
temperatura inicial da amostra de leite foi de 30 °C.

Em relacao aos perfis de temperatura, como esperado, ao longo no tempo de
processo a temperatura da agua do banho térmico foi superior a temperatura do leite
em todos dos regimes de aquecimento, visto que a energia térmica € recebida pela

aguado banho, que entao transfere calor ao leite, para aquecé-lo.
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FIGURA 1—-MODELOS MATEMATICOS (LINHAS CONTINUAS) AJUSTADOS AOS DADOS
(SIMBOLOS PONTILHADOS) DA TEMPERATURA DA AGUA (EM AZUL) E DO LEITE (EM
VERMELHO) E DADOS DE POTENCIA EFETIVA DISSIPADA (EM VERDE) PARA OS REGIMES DE
AQUECIMENTO 1, 2, 3 E 4, DE POTENCIAS NOMINAIS DE 1100 W, 1600 W, 2100 W, E 1100 W,
RESPECTIVAMENTE.

lemperatura (°C)
Potencla (W)

Temperatura (°C)
Poténcla (W)

4
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FONTE: A autora (2021).

Analisando o eixo das abcissas dos graficos, que representam o tempo em
minutos percorrido até a conclusdo de cada experimento, pode-se observar que 0s
regimes 2 e 3 apresentaram os menores tempos de tratamento, cerca de 50 minutos
e 40 minutos, na mesma ordem, o que era esperado, visto que quanto mais alta a
poténcia fornecida ao fluido, mais rapidamente este alcancara temperaturas de
inativagao. O primeiro regime foi concluido em cerca de 70 minutos. Apesar de contar
com poténcia igual ao primeiro regime, o quarto tratamento levou o dobro do tempo
para conclusdo,isso por se tratar de uma calibragcdo do modelo preditivo, contado com
duas etapas de tratamento com tempos e sefpoint distintos, como ja citado
anteriormente.

A qualidade dos ajustes dos modelos fora avaliada através do calculo daraiz

do erro quadratico médio (RMSE). Os valores de RMSE resultantes dos ajustes dos

modelos matematicos aos dados experimentais da temperatura da agua do banho
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térmico (EQUACAO 5) e do leite (EQUACAOQ 6) sdo apresentados na TABELA 5. Além
do RMSE calculado a todos os dados experimentais (RMSE, ), foi calculado ainda os
RMSE dos conjuntos em separado, para os dados da agua do banho térmico (RMSE,)
e do leite (RMSE)).

TABELA 5 - VALORES DE RMSE RESULTANTES DOS AJUSTES DOS MODELOS MATEMATICOS
AOS DADOS EXPERIMENTAIS DA TEMPERATURA DA AGUA DO BANHO TERMICO (RMSE,), DO
LEITE (RMSE;) E GLOBAL (RMSE ) NOS QUATRO REGIMES DE AQUECIMENTO.

Regime RMSE,(°C) RMSE,(°C) RMSE ; (°C)
1 0,066 0,420 0,301
2 0,439 2,801 2,005
3 0,201 1,281 0,917
4 0,536 3,421 2,448

FONTE: A autora (2021).

Quanto a analise dos valores de RMSE, entende-se que quanto mais proximos
de zero, maior a capacidade de representacdo do modelo. O modelo demostrou
melhor ajuste aos dados do regime de aquecimento 1, obtendo RMSE, de 0,301, valor
duasvezes inferiorao do regime 3, que apresentou o segundomelhor ajuste. O quarto
regime obteve o menor valorde RMSE,, a deficiénciana capacidade de representacéo
do modelo aos dados se da devido as etapas de aquecimento a diferentes setpoints
de temperatura. Quanto ao regime 3, € possivel observar que o erro quadratico para
os dados da amostra de leite (RMSE)) € que tiveram maior impacto no valor de RMSE,,
enquanto se obteve bom ajuste aos dados da dgua do banho térmico.

Os coeficientes de transferéncia de calor por convecgdo do ar e da agua
determinados experimentalmente seguem expressos na TABELA 6.

TABELA 6 - COEFICIENTES DE TRANSFERENCIA DE CALOR POR CONVECGAO DO AR (h,,) E
DA AGUA (h,) DETERMINADOS EXPERIMENTALMENTE NOS QUATRO REGIMES DE

AQUECIMENTO.

Regime hgy (W/m? °C) h, (W/m?°C)
1 0,00 252,00
2 0,00 184,07
3 0,00 185,25
4 0,00 159,05

FONTE: A autora (2021).
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Sabe-se que quanto maior o valor de h mais alta é a taxa de transferéncia de
calor (SINGH et al, 2009). Tendo em vista que os coeficientes de convecg¢ao do ar
calculados para todos os tratamentos tenderam a zero, foram considerados
despreziveis.

O banho térmico operando com as caracteristicas do regime 1 (poténcia
nominal de 1100 W) apresentou o melhor coeficiente convectivo (252 W/m? °C), valor
com diferengade cerca de 70 W/m? °C para os demais tratamentos. Apesar do regime
1 contar com a menor entre as poténcias utilizadas, ao contrario dos outros regimes
nos quaishouve apenas a agitacao da aguarealizada pela bomba do banho, neste foi
utilizado ainda um agitador mecéanico no leite ao longo de todo o0 aquecimento, o que
explica a obtengéo de um coeficiente de convecgao maior, visto que 0 movimento do
fluido € uma das variaveis que interferem diretamente no valor de h. A convecgao
envolve efeitos combinados de condugao e advecgédo (movimento global) do fluido,
logo quanto mais intensa a agitagao, maior a transferéncia de calor por convecgéo
(CENGEL, 2013; BERGMAN, 2019). Apesar de que o coeficiente analisado seja da
agua e naodiretamente do leite, a movimentagado da amostra influenciou de maneira
significativa nos valores do coeficiente de transferéncia de calor.

De acordo com CENGEL (2013), entre as variaveis que interferem no
coeficiente de convecgao estao propriedades do fluido (viscosidade, densidade, calor
especifico, condutividade térmica etc.), do corpo em estudo (geometria, material,
dimens&o), a natureza do movimento do fluido e a velocidade de escoamento.

Bergman (2019), apresenta valores tipicos de coeficiente convectivo para
liguidos em geral, que pode variar de 50 a 20.000 W/m? °C. No entanto, por ndo se
tratar de uma propriedade do fluido ndo se tem uma tabela com valores exatos para
comparagao (CENGEL, 2013). Na literatura, é possivel encontrar diversas
possibilidades para o calculo do valor de h, apesar de poder ser calculado
analiticamente em casos simples, na maioria das aplicagcbes da engenharia é
determinado experimentalmente (AMENDOLA, 2009; OLIVEIRA JUNIOR, 2013;
PARISOTTO, 2016). Este coeficiente existe na interface entre o meio de aquecimento
e a amostra em estudo, € um parametro bastante especifico para cada sistema de
aquecimento ja que dependente de todas as variaveis que influenciam a conveccgao,
0 que leva a complexidade na sua determinagdo (GEANKOPLIS, 1993; PARK et al.,
2002).
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Assim sendo, uma comparacgéo entre os valores de h apresentados neste
estudo com valores encontrados na literatura, mesmo que obtidos para o0 mesmo
fluido seria equivocada (PARK et al., 2002). A comparagao entre os proprios regimes
de aquecimento estudados nos faz chegar a esta concluséo, visto que mesmo sob
condigbes experimentais semelhantes, obtiveram-se valores distintos, comprovando
o impacto das variaveis na transferéncia de calor, principalmente em relacéo a
velocidade do fluido.

Teoricamente, esperava-se que o0s regimes alcangassem valores similares
para h mesmo com diferencas nas poténcias utilizadas, considerando que o fator de
maior interferénciano coeficiente convectivo € a velocidade da agua, e essa em todos
0s casos, exceto no regime 1, foi a mesma, sendo realizada, como citado
anteriormente, pela bomba do banho que funciona de forma constante e fora
configuradadamesma forma em todos os tratamentos. Esta tendénciaforaobservada
entre o segundo e terceiro regime que apresentaram valores para h, com diferenca
de pouco mais de 1 W/m? °C entre si, apesar do terceiro regime contar com 500 W a
mais de poténcia. Ja nas condi¢cdes de aquecimento do regime 4 obteve-se um valor
um pouco menor que os regimes 2 e 3, uma justificativa para este valor seria as duas
etapas de aquecimento do mesmo, sendo que a amostra fora submetida a menores
temperaturas inicialmente e s6 apds a temperaturas de inativacao.

A discrepancia observada entre o regime 1 e os demais regimes nos leva a
concluirque a movimentagéo e velocidade do fluido durante o tratamento térmico,
para o caso deste estudo, tiveram um impacto maior sobre o coeficiente de
transferéncia de calor por conveccéo que a diferenga de poténcias utilizadas. Sendo
assim, para se chegarem um tratamento térmico mais eficiente, entende-se que seria
viavel adquirir agitadores mecanicos para aumentar o coeficiente de transferéncia de

calor por convecgao.
5.2 ACIDEZ TITULAVEL E PH DO LEITE

Os resultados de acidez titulavel e das afericdbes de pH obtidos através da
analise de aliquotas do leite cru e do leite tratado termicamente em cada regime de

aquecimento sdo apresentados na TABELA 7.
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TABELA 7 - RESULTADOS DE ACIDEZ TITULAVEL E PH DO LEITE CRU E APOS O TRATAMENTO
TERMICO.

Regime Acide.z*. - pH — -
Inicial Final Inicial Final
1 0,184 0,222 7,13 6,67
2 0,192 0,193 6,98 6,78
3 0,201 0,205 6,60 6,06
4 0,145 0,214 7,06 6,83

* g acido latico/100 mL
FONTE: A autora (2021).

De acordo com a Instrugdo Normativa n°® 76, sancionadaem 2018, que fixam
a identidade e as caracteristicas de qualidade que devem apresentar o leite cru
refrigerado e o leite pasteurizado, a acidez titulavel do leite deve estar entre 0,140 e
0,180 g de acido lactico/100 mL de leite (BRASIL, 2018). Dessa forma, a partir da
observacao das acidezes iniciais, entende-se que apenas a amostra de leite utilizada
para o tratamento sob as caracteristicas do regime 4 estava em conformidade com a
legislagao vigente no pais antes de ser submetido a pasteurizagao, no entanto, apés
tratamento a conformidade ndo se manteve. A amostra do regime 1 apresentou valor
de acidez inicial pouco maior do que o permitido, em contrapartida aos demais
regimes, que apresentaram grande discrepancia a legislagédo. As acidezes finais ndo
atenderam aos padroes fisicos e quimicos expressos na Instrucdo Normativa apos
tratamento térmico.

A acidez é um dos mais importantes indicadores da qualidade do leite, ja que
€ capaz de detectar aumentos na concentracio de acido lactico resultantes da acao
de micro-organismos deterioradores e/ou patogénicos, estes resultados indicam a
possibilidade de condi¢des inadequadas de higiene no manuseio e produgéao, mal
estado de conservagao e/ou possiveis quebras na cadeia de frio (FONSECA, 2001;
DELGADO DA SILVA et al., 2008).

Quanto as variagdes entre as acidezes iniciais e finais, observa-se um notério
aumento da acidez do leite apds ser submetido aos tratamentos térmicos 1 e 4, ao
contrario dos outros regimes nos quais a diferenga entre as acidezes sao minimas.
Sabe-se que o tratamento térmico pode ser responsavel por varias alteracbes na
qualidade fisico-quimica e sensorial do leite, uma justificativa para este aumento esta
no maior tempo de exposicdo das amostras a temperaturas favoraveis ao

desenvolvimentode micro-organismos (20 °C a 40 °C) devido ao usode uma poténcia
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inferior as utilizadas nos demais tratamento. O aumento na carga microbiana
influencia diretamente em uma maior formacao de acido latico, em decorréncia da
degradacao de lactose por bactérias, logo um aumento na acidez do meio é
perceptivel.

A tendéncia para o aumento da acidez final do leite apds ser submetido ao
aquecimento nao foram verificadas em outros estudos referentes a tratamentos
térmicos do leite, ja que a maioria deles utilizao método HTST, e nestes a taxa de
aquecimento é altissima, ndo implicando em elevacéo da acidez do meio (ARAUJO
et. al, 1989), ao contrario das taxas obtidas através da utilizacdo da pasteurizacéo
lenta (LTLT), como neste estudo, que serdo citadas posteriormente.

No que diz respeito ao pH, o estudo de TAMINE e DEETH (1980) afirma que
o tratamento térmico do leite é responsavel por um abaixamento dos valores de pH.
Para todos os regimes estudados, como apresentado na TABELA 6, observou-se tal
decréscimo dos valores finais de pH em relacido aos inicialmente encontrados,

consequéncia do aumento da acidez do meio, conforme descrito anteriormente.

5.3 MODELAGEM DO COMPORTAMENTO MICROBIANO DURANTE O
TRATAMENTO TERMICO

Foi possivel ajustar os modelos aos dados obtidos experimentalmente. A curva
ajustada com base no modelo preditivo proposto pela EQUACAO 11 (FIGURA 2),
descreve a resposta dos micro-organismos em funcédo do tempo nas diferentes
condicdes de aquecimento.

A populacéoinicial de bactérias totais presentes noleite cru nos quatro regimes

de aquecimento variou entre 6 e 7,5 log UFC/mL.
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FIGURA 2 — CURVAS DE SOBREVIVENCIA OBTIDAS PARA O MODELO EMPIRICO PROPOSTO
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FONTE: A autora (2021).

Em geral, as curvas apresentaram aumentos na concentracdo de micro-
organismos, em escala logatimica, anteriores a inativagdo desejada. Devido as duas
etapas, para fim de calibracdo dos modelos preditivos, o regime 4 apresentou
aumento de mais de um ciclo logatimico, 0 maior quando comparado com os outros
tratamentos, 1,26 log UFC/mL entre as temperaturas de 26,77 °C e 41,7 °C por 59
minutos. O regime 1 apresentou um aumento de cerca de 0,19 log UFC/mL entre as
temperaturas de 31,85 °C a 41,7 °C por 12 minutos, seguido do regime 2, com
aumento de 0,21 log UFC/mL (de 25 °C a 41,7 °C por 9,75 minutos). O terceiro
regime, apresentou aumento de 0,35 log UFC/mL entre 25 °C a 41,7 °C por 15,50
minutos.

E valido citar que optar pelo uso de modelos preditivos dinamicos (modelos que
predizem simultaneamente o crescimento e a inativacao) partiu do conhecimento
desse comportamento dos micro-organismos, esperado devido ao tratamento térmico
lento empregado, onde as amostras de leite foram expostas durante certo tempo a

temperaturas subletais aos micro-organismos, mais que isso, a temperaturas
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favoraveis ou 6timas para a proliferacdo de bactérias, sobretudo mesdfilas, que se
multiplicam rapidamente na faixa de 30 °C a 40 °C (MAIESKI, 2011), causando assim
0 aumentologaritmico naconcentragcédo anteriorao iniciodainativacédo. Aumento este,
que influéncia diretamente nos valores de acidez do leite, como citado no item 4.2, ja
que estes fermentam a lactose produzindo acido lactico e outros acidos organicos,
aumentando assim a acidez do leite e diminuindo o pH.

A carga microbiana inicial da amostra de leite submetida ao primeiro regime €&
de 7,64 log UFC/mL, apds o tratamento térmico, que alcangou uma taxa média de
aquecimentode 0,67 °C/min, o numero de unidades formadoras de colénias por mL
de leite é reduzido a 4,48 log UFC/mL, o modelo proposto prevé que haja a inativagéo
dos micro-organismos viaveis (até < 1 UFC/mL) apds cerca de 60 minutos de
tratamento.

No regime 2 a carga microbiana inicial da amostra era de 7,47 log UFC/mL,
valor pouco menor do que no primeiro regime, no entanto, observa-se que a reducgao
microbiana em ciclos logaritmicos fora muito maior, chegando ao final do tratamento
(33 minutos) com carca de 2,00 log UFC/mL, o modelo prevé inativagao (até < 1
UFC/mL) em pouco mais que 36 minutos. Essa reducao de ciclos logaritmicos €&
consequéncia da maior taxa de aquecimento (1,59 °C/min) neste regime, ou seja,
devido ao maiortempo de exposi¢cdo da amostra a temperaturas letais aos organismos
presentes, em decorréncia do uso de uma poténcia superior (1600 W), alcangando
assim temperaturas de inativagdo mais rapidamente e o nivel de letalidade desejada.
Essa condigdo é semelhante a observada no terceiro regime, que apresentara taxa
de 1,34 °C/min, apesar desde ter iniciado com carga inferior (6,25 log UFC/mL) ao
final da pasteurizagao alcancara 2,47 log UFC/mL, com previsao de inativagao (até <
1 UFC/mL) em cerca de 42 minutos de exposigao.

No quarto regime a carga inicial de micro-organismos era de 6,05 log UFC/mL,
apos a primeira etapa de aquecimento, na qual a temperatura do banho térmico fora
fixadaa 42 °C por 60 minutos, houve um aumento na concentracdo microbiana (7,30
log UFC/mL), s6 na segunda etapa do tratamento, quando a temperatura fora fixada
em 90 °C, é que houve a inativacdo dos organismos, chegando ao final do
aquecimentocom 4,83 log UFC/mL, a baixa redu¢cédo em escala logaritmica observada
neste, assim como visto no primeiro regime, se da devido a menor taxa de

aquecimento, de 0,54 °C/min na segunda etapa de aquecimento.
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O modelo de Rosso et al. (1995) também foi ajustado as curvas de
sobrevivéncia experimentais (FIGURA 3), isso para comparagdo com os ajustes
obtidos a partir do modelo preditivo proposto (EQUACAO 11).

Os parametros cinéticos a, Ty, imo € Tero €Stimados para o ajuste de ambos os
modelos aos dados experimentais em fungado do tempo seguem expressos na
TABELA 8, onde T,,,,

€ atemperatura 6tima onde a velocidade de crescimento € maxima.

€ a temperatura onde ha a fronteira entre crescimento e

inativagéoe Ty,

FIGURA 3 — CURVAS DE SOBREVIVENCIA OBTIDAS ATRAVES DO MODELO ADAPTADO DE
ROSSO ET AL. (1995)
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FONTE: A autora (2021).

TABELA 8 - PARAMETROS ESTIMADOS PARA OS AJUSTE DOS MODELOS DE ROSSO ET AL.
(1995) E EMPIRICO PROPOSTO

Modelo a kétimo Tétimo Tzero
Empirico 2,35E-4 - 31,20 42,21
Rosso - 2,82E-02 27,53 41,74

FONTE: A autora (2021).
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A qualidade do ajuste de ambos os modelos fora avaliada por meio do RMSE,
do R? e dos percentuais de tendéncia (%T) e discrepancia (%D) entre os valores
observados e previstos, os resultando obtidos para tais indices estatisticos sao

apresentados na TABELA 9.

TABELA 9 - INDICES ESTATISTICOS DOS AJUSTES DOS MODELOS DE ROSSO ET AL. (1995) E
EMPIRICO PROPOSTO

R? RMSE %T %D
Regime
Rosso Empirico Rosso Empirico Rosso Empirico Rosso Empirico
1 0,986 0,985 0,182 0,173 1,2 1,2 3,0 2,6
2 0,925 0,933 0,655 0,644 7,2 7,8 13,2 13,5
3 0,950 0,947 0,564 0,586 -9,9 -10,4 13,7 14,3
4 0,949 0,955 0,321 0,335 0,8 0,8 54 5,7

FONTE: A autora (2021).

De forma geral, ambos os modelos apresentaram resultados muito
semelhantesentre os indices estatisticos. A comparagao com um modelo reconhecido
na literatura é de suma importadncia para a validacdo do modelo empirico proposto
(EQUACAO 11) (SILVA, 2019).

Os valores de R* e 0 RMSE indicam que os modelos demostraram melhor ajuste
aos dados do regime 1. Os percentuais de tendéncia e de discrepancia sao
importantes indicadores da confiabilidade dos modelos preditivos. A partir da analise
desses valores 0 modelo pode ser avaliado como “a prova de falhas” ou suas falhas
serem classificadas entre perigosas (fail-dangerous) ou seguras (fail-safe) (ROSS,
1996; BARANY et al.,1999; SILVA, 2019). Falhas napredicdo do comportamento dos
micro-organismos foram observadas nos ajustes dos dois modelos testados, tanto a
partir da analise visual das curvas quanto pela avaliagao dos percentuais %T e %D,
sendo que para estes, obtiveram-se valores semelhantes,assim como observado nos
indices R*e RMSE.

Quanto a analise dos percentuais, valores iguais a zero, indicam um modelo
sem falhas. Em relacdo ao %T, a interpretacédo das falhas é realizada de acordo com
o sinal, se o valor apresentar sinal negativo indica que o modelo testado superestima
(predicao fail-dangerous) a inativagédo, enquanto que %T positivo indica que o modelo

subestima (predigéao fail-safe) a inativagdo. O %D € sempre maior ou igual a 0%,
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sendo que, quanto maior o valor obtido, mais discrepante é a média das estimativas
(BARANY I et al., 1999).

O regime 2 é o unico em que os modelos predito e de Rosso et al. (1995)
apresentam falhas perigosas napredi¢gdo, ambos superestimam o tratamento térmico,
apresentando percentuais de tendénciade -10,4 e -9,9, respectivamente, indicando
que a resisténcia dos micro-organismos ao aquecimento € menor, e assim a
inativacao é alcangadaem um bindmiotempo e temperatura inferiorao que realmente

se observa napratica.
5.4 VALIDACAODOS MODELOS

Para validacdo e comparacdes dos modelos testados foram realizadas ainda
simulagdes com os dados experimentais obtidos por Abduh; Setiani (2015), em seu
estudo sobre a reducdo das contagens bacterianas do leite bovino tratado
termicamente a temperatura de pasteurizacéo, no qual vinte amostras de leite foram
coletadas de trés produtores distintos e estas foram submetidas ao binémio tempo-
temperatura de 72° C por 15 s.

As simulagdes das curvas preditas pelo modelo empirico proposto e os dados
experimentais sdo apresentadas nas FIGURAS 4 e 5. Os resultados dos indices
estatisticos obtidos para as predigcbes seguem descritos na TABELA 10, por
simplicidade, os dados foram agrupados e intitulados como “Conjunto 1” (Salatiga 1,
2, 3), “Conjunto 2” (Salatiga 4, Semarang L e K), “Conjunto 3” (Semarang 6D, 8D, 9D
e 14D) e “Conjunto 4” (Boyolali 21 a 31).



40

FIGURA 4 — PREDICOES DO MODELO DE PROPOSTO E COMPARAGCAO COM OS DADOS
EXPERIMENTAIS DE ABDUH; SETIANI (2015)

log N (log UFC/nL)

log N {log UFC/inL)

log N {log UFCimL)

—_

—

0 Salripal modbaigsl 1 10 10 ¢ & eyl " & Eopsiedl 5 100
o o Saiigld —— madbalrigad 4 90 _ L :mum mﬂwﬁid 0
g 80— R . T N——— @1  resasas R T -
7 0 E1i {1 £
G 60 g = o} { ao é
5 50 2 L 5] { s0
1 w0 g 2t - {40 §
3 m g = 13 o . - 430 §
: 0" 22 s S 12
1 1] | ‘_"“:'-—--v—u.-a-vu s 1 1o
o . : . . \ . : . 0 0 . :

0 2 4 ] 8 1w 12 14 16 18

Tenip {mi)
0 r Salangad rrodSalatiges 104} 10
g F * Semarangl —— modsemanngl o [§]
& Semarangi e S M tAN K =

g F e Tl CA T 80 -~ O 8 -
TFr St i "._ 4 70 E g & S.:
3 .——-\__\_\ {160 g B 6 £
5 —‘\_\ 0 £ o 5 h =
el 7 2 w2 2 4] £
| . 0 E 7 3 B
1} 20 F 2 =
1k ) 10 I
“ i i i i i i i u ﬂ

0 1 4 L] & 1 12 14 16 I8

Temipo {1min)
0 modSemanngf = | ) 10
——— modSemaangal

9 B i o it 4 90 = 9 k
& —rotteraargiay. ] 80 o~ 3 B} -
b o eTRULAZIA TG 4 0 E E 7 i
4 100 E = 6
5 10 2 2 5 E
E - uly - )
4 1w 8 &1 g
3 W E = 3 z
2 d20" 22 I
1 F e L By L I
0 i i i i 0 u

0 4 6 ¥ 10 12 14 16 18 ¢ 2 4 6 35 10 12 14 16 18

Tempa {1nim)

Tempo {min)

FONTE: A autora (2021).



FIGURA 5 - PREDICOES DO MODELO DE ROSSO ET AL (1995) E COMPARAGCAO COM 0OS

DADOS EXPERIMENTAIS DE ABDUH; SETIANI (2015)
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Temperatura (7C)

TABELA 10 - INDICES ESTATISTICOS PARA COMPARAGCAO DOS MODELOS DE ROSSO ET AL.
(1995) E EMPIRICO AJUSTADOS AOS DADOS DE ABDUH; SETIANI (2015)

RMSE

%T

%D

Amostras Rosso Empirico Rosso  Empirico Rosso Empirico
Conjunto 1 0,560 0,580 -10,6 -12,1 27,3 28,1
Conijunto 2 1,820 1,780 47,6 46,3 51,4 50,2
Conjunto 3 1,745 1,674 74,8 67,7 76,4 72,7
Conijunto 4 1,305 1,277 12,1 9,3 42,5 42,2

FONTE: A autora (2021).
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Os modelos apresentaram indices estatisticos semelhantes entre si em relagao
para cada conjunto de amostras, tendénciaja observada anteriormente nos ajustes
aos dados da autora, que acabam por validar o modelo proposto. De acordo com o
RMSE, as melhores predigdes foram obtidas aos dados do Conjunto 1 (Salatiga 1, 2,
3), os percentuais de discrepancia obtidos foram os menores entre os conjuntos de
dados, no entanto os percentuais de tendéncia obtidos para este conjunto foram
inferiores a zero, indicando falhas perigosas na predigdo (BARANYI et al.,1999;
SILVA, 2019).

Em geral, quando maiora area sob a curvade tempo-temperatura (UCA - Under
Curve Area), melhores séo as predig¢des. Isso ocorre porque os parametros do modelo
proposto foram estimados para curvas de aquecimento lento (que representa maiores
valores de UCA). Por isso, os modelos demostraram melhor predi¢cées aos perfis de
temperatura mais demorados como os do Conjunto 1, mais semelhantes aos perfis de
temperatura lentos obtidos neste estudo (ABDUH; SETIANI, 2015).

6 CONSIDERAGOES FINAIS

As temperaturas do leite e da agua do banho térmico nos diferentes regimes
de aquecimento foram quantificadas para a modelagem da transferéncia de calor. Os
modelos de temperatura obtiveram melhores indices estatisticos para os dados do
primeiro regime (1100 W), visto que os parametros dos modelos foram ajustados para
tratamentos térmicos mais longos. Além disso, o coeficiente convectivo de
transferéncia de calor (h) obtido para este ensaio foi maior quando comparado aos
dos demais regimes, fato decorrente do uso da agitacdo mecanica no leite durante o
tratamento térmico.

Comrelagao ao impacto das condi¢gdes de aquecimentonocomportamento dos
micro-organismos, pode-se observar o desenvolvimento microbiano entre as
temperaturas de 30 e 40 °C, fato observado principalmente nos regimes 1 e 4 (perfis
de temperatura mais lentos), resultando em um aumento expressivo nas acidezes
finais do leite e, por consequéncia, uma diminui¢cdo do pH das amostras submetidas
a essas condicdes de aquecimento.

O modelo secundario de Rosso et al. (1995) e o0 modelo proposto (EQUACAO
11) ajustados aos dados deste estudo, obtiveram indices estatisticos semelhantes

entre si (R%, RMSE,%T e %D), o mesmo ocorre para as predigdes dos modelos aos
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dados de Abduh; Setiani (2015). A semelhancga observada entre as predi¢cdes de
ambos os modelos para um mesmo grupo de dados nos permite concluira validade
do modelo proposto em predizer a inativagao térmica dos micro-organismos em
diferentes condi¢cdes de aquecimento, visto que a predicdo do mesmo se compara a
obtida por um modelo ja validado naliteratura. Portanto, os modelos sugeridos podem

ser Uteis na analise de processos de inativagcio térmica da microbiota natural do leite.
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