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RESUMO

A higienizagdo clean in place (CIP) é uma das técnicas mais empregadas na limpeza e
sanitizagao de superficies na industria de alimentos e farmacos. No entanto, alguns pontos
nas tubulagdes sdo desafiadores devido a geometria e a fluidodinamica do escoamento. A
busca por modelos e otimizagdo do processo CIP ¢ fundamental para qualidade e
seguran¢a microbiologica dos produtos. Nesse sentido, o objetivo do Capitulo 1 foi
avaliar a multiplicacao de Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e Listeria innocua
(ATCC 33090), estimar parametros cinéticos de crescimento, medir a hidrofobicidade das
células e da superficie de aco inoxidavel e verificar a presenca de exopolissacarideos
(EPS). No capitulo 2 avaliou-se a higienizagdo de cinco geometrias: trecho cilindrico reto,
ramificacao em té, curva 90°, expansao e reducao de didmetro, contaminadas com os dois
microrganismos empregando fluxo constante de sanitizante. No capitulo 3, a sanitizacdo
foi aplicada com fluxo pulsado para avaliar o efeito do tempo, ondulacao, periodo do
pulso e concentracao do agente quimico. O comportamento da reducao decimal de células
foi modelado por meio da metodologia de Superficie Resposta (RMS) e a otimizacao feita
pela técnica da desejabilidade. Além disso, investigou-se o comportamento
fluidodinamico no interior dessas geometrias. No capitulo 4 desenvolveu-se um modelo
baseado em redes neurais artificiais (RNA) para sanitizacdo de Listeria innocua com
fluxo pulsado e determinou-se o ponto 6timo de operagdo. Foram utilizados cupons e
tubos de a¢o inoxidavel 304, polimento #4. Para determinar o crescimento das células foi
realizado, periodicamente, a amostragem do leite e da superficie utilizando contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC) em placas. Os modelos cinéticos foram feitos
pela estimagdo dos parametros. A hidrofobicidade e a termodinamica de adesdao foram
determinadas por meio do angulo de contato. A producdo de EPS foi investigada por
espectroscopia no infravermelho FTIR. Na higieniza¢do, uma linha de circula¢do foi
contaminada com os microrganismos. Em seguida, as geometrias foram higienizadas e a
amostragem realizada pela técnica de swab e o desempenho da higienizagdo foi avaliado
com base nas redu¢des decimais de células. O estudo fluidodindmico foi realizado com
software FLUENT versdao Student e o consumo energético com sensor de corrente
elétrica. Observou-se que sob refrigeragdo L. innocua apresentou uma fase lag e depois
crescimento no nimero de células. Ja P. fluorescens ndo apresentou crescimento € nao
houve avango da adesdo. Na temperatura 6tima, L. innocua nao apresentou fase lag e P.
fluorescens apresentou uma fase lag. A adesdo de L. innocua foi significativamente
superior a P. fluorescens. L. innocua apresentou velocidade especifica de crescimento
superior a P. fluorescens. Além disso, o pardmetro da equagdo de Luedeking-Piret
mostrou que a adesdo ¢ associada ao crescimento das células em ambos os
microrganismos. A analise FTIR revelou que L. innocua nao sintetizou EPS dentro do
periodo de avaliagdo, j4 P. fluorescens produziu EPS desde 12 h. Ambas as espécies
foram hidrofilicas, sendo L. innocua menos hidrofilica e mais favoravel energeticamente
a adesdo. A reducdo decimal na sanitizacao tradicional mostrou que o trecho cilindrico
reto e a reducdo apresentaram os melhores niveis de higienizagdo em detrimento da
ramificacdo em té, para os dois microrganismos, em funcdo da formagao de zonas de
estagnacdo, observada na simulacdo fluidodinadmica. As varidveis do fluxo pulsado foram
significativas na sanitizacdo. A condicdo 6tima demandou menor tempo de operagao,
economia de energia e de agente sanitizante. Por ltimo, o modelo RNA foi capaz de
ajustar com precisao aos dados experimentais € comparativamente, foi mais precisa do
que as predi¢des indicadas pela técnica RMS.

Palavras-chave: Adesdo, zona de estagnacgdo, otimizagdo, fluidodinamica.
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ABSTRACT

Clean in place (CIP) is one of the most used techniques for cleaning and sanitizing
surfaces in the food and pharmaceutical industry. However, some points in the pipes are
complicated due to the geometry and fluid dynamics of the flow. The search for models
and optimization of the CIP process is essential for the quality and microbiological safety
of products. In this sense, the objective of Chapter 1 was to evaluate the multiplication of
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) and Listeria innocua (ATCC 33090), estimate
kinetic parameters of growth, measure the hydrophobicity of cells and the surface of
stainless steel and verify the presence of exopolysaccharides (EPS). In chapter 2, the
geometry of five geometries was evaluated: straight cylindrical section, tee branching,
90° curve, expansion and diameter reduction, contaminated with the two microorganisms
using a constant flow of sanitizer. In chapter 3, sanitization was applied with pulsed flow
to evaluate the effect of time, ripple, pulse period and chemical agent concentration. The
behavior of the decimal cell reduction was modeled using the Response Surface (RMS)
methodology and the optimization was performed using the desirability technique. In
addition, the fluid dynamic behavior within these geometries was investigated. In chapter
4, a model based on artificial neural networks (ANN) was developed for the sanitization
of L. innocua with pulsed flow and the optimal point of operation was determined. 304
stainless steel tubes and tubes, #4 polish, were used. To determine cell growth, milk and
surface priming were periodically performed using colony forming units (CFU) counts
on plates. Kinetic models were made by parameter compliance. The hydrophobicity and
thermodynamics of adhesion were determined by means of the contact angle. EPS
production was investigated by FTIR infrared spectroscopy. In hygiene, a circulation line
was contaminated with microorganisms. Then, the geometries were sanitized and the
volunteer performed by the swab technique and the stabilization performance was
evaluated based on the decimal reductions of cells. The fluid dynamic study was carried
out with the FLUENT software Student version and the energy consumption with an
electric current sensor It was observed that under refrigeration L. innocua presented a lag
phase and then growth in the number of cells. P. fluorescens, on the other hand, did not
show growth and there was no improvement in adherence. At optimal temperature, L.
innocua did not show a lag phase and P. fluorescens showed a lag phase. Adherence of
L. innocua was significantly higher than P. fluorescens. L. innocua showed a higher
specific growth rate than P. fluorescens. Furthermore, the Luedeking-Piret equation
parameter showed that adhesion is associated with cell growth in both microorganisms.
FTIR analysis revealed that L. innocua did not synthesize EPS within the evaluation
period, while P. fluorescens produced EPS from 12 h. Both species were hydrophilic,
with L. innocua being less hydrophilic and energetically more favorable to adhesion. The
decimal reduction in the traditional sanitization showed that the straight cylindrical
section and the reduction presented the best levels of sanitization in detriment of the tee
branching, for both microorganisms, due to the formation of stagnation zones, observed
in the fluid dynamic simulation. Pulsed flow variables were significant in sanitization.
The optimal condition required less operating time, saving energy and sanitizing agent.
Lastly, the ANN model was able to accurately fit the experimental data and was
comparatively more accurate than the predictions indicated by the RMS technique.

Keywords: Adhesion, stagnation zone, optimization, fluid dynamics.



CAPITULO I - ADESAO E FORMACAO DE BIOFILME DE LISTERIA
INNOCUA E PSEUDOMONAS FLUORESCENS: MODELAGEM CINETICA E
ASPECTOS TERMODINAMICOS

RESUMO: A qualidade e o tempo de prateleira dos alimentos industrializados estdo
diretamente relacionados as condi¢des higi€nico-sanitarias do ambiente em que foram
processados e as técnicas de conservacdo empregadas. Nesse sentido, o objetivo deste
capitulo foi (i) avaliar a multiplicagdo de dois microrganismos psicrotroficos:
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) e Listeria innocua (ATCC 33090), em duas
temperaturas diferentes, (ii) estimar parametros cinéticos de crescimento usando modelo
Monod e Logistico (iii) analisar a relacdo entre a concentracao celular e adesao por meio
da abordagem de Luedeking-Piret; iv) medir a hidrofobicidade das células e da superficie
de ago inoxidavel e os aspectos associados a termodinamica da adesdo e v) verificar a
presenca de exopolissacarideos (EPS) durante o processo de adesdo. Para isso, foram
utilizados cupons de ago inoxidavel 304, polimento #4. Para determinar o crescimento
das células foi realizado, periodicamente, a amostragem do leite e da superficie por meio
de rinsagem, utilizando contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) em placas.
Os ajustes dos modelos cinéticos foram feitos pela estimacdo dos pardmetros. A
hidrofobicidade e a termodindmica de adesao foram realizadas usando medidas do angulo
de contato entre essas interfaces e trés diferentes liquidos com polaridades diferentes com
auxilio de um gonidmetro. A producdo de EPS durante o processo de adesao das células
foi determinado por espectroscopia no infravermelho FTIR para analise dos componentes
presentes na superficie. Observou-se que, sob refrigeracdo, a 4 °C L. innocua apresentou
uma fase lag e depois houve crescimento no nimero de células. J& P. fluorescens, sob
refrigeragdo, ndo apresentou crescimento no nimero de células no leite e ndo houve
avango no nivel de adesdo. Na temperatura 6tima de crescimento, L. innocua nao houve
fase lag, exibindo crescimento imediato e alcancou 8,02 + 0,08 log UFC-mL!. O
desenvolvimento da adesdo apresentou perfil similar ao crescimento das células no leite,
alcancando em média 4,81 + 0,11 log UFC-cm™. P. fluorescens, na temperatura otima,
apresentou uma fase /ag, inicialmente, e em seguida, apresentou crescimento e alcangou
7,88 £ 0,11 UFC-mL™! e na superficie do cupom chegou a 3,87 + 0,06 log UFC-cm™. O
nivel de adesdo de L. innocua foi significativamente superior as células de P. fluorescens.
Os parametros cinéticos mostraram que L. innocua apresentou velocidade especifica de
crescimento superior a P. fluorescens. Além disso, o parametro da equacao de Luedeking-
Piret mostrou que o desenvolvimento da adesdo ¢ associado ao crescimento das células
em ambos os microrganismos estudados. A andlise FTIR revelou que L. innocua nao
sintetizou EPS dentro do periodo de avaliagdo, ja P. fluorescens produziu EPS desde 12
h de incubagdo. A analise termodinamica evidenciou que ambas as espécies bacterianas
foram hidrofilicas, sendo L. innocua menos hidrofilica e mais favoravel energeticamente
a adesado.

Palavras-chave: Bactérias psicrotroficas, Adesdo, Leite, Biofilmes



ABSTRACT: The quality and shelf life of processed foods are directly related to the
hygienic-sanitary conditions of the environment in which they were processed and the
conservation techniques employed. In this sense, the objective of this chapter was (i) to
evaluate the multiplication of two psychrotrophic microorganisms: Pseudomonas
fluorescens (ATCC 13525) and Listeria innocua (ATCC 33090), at two different
temperatures, (ii) to estimate kinetic parameters of growth using Monod and Logistic
model (iii) analyze the relationship between cell concentration and adhesion through the
Luedeking-Piret approach; iv) measure the hydrophobicity of the cells and the stainless
steel surface and aspects associated with the adhesion thermodynamics and v) verify the
presence of exopolysaccharides (EPS) during the adhesion process. For this, 304 stainless
steel coupons, polish #4, were used. To determine cell growth, milk and surface samples
were periodically sampled by rinsing, using colony forming units (CFU) counts on plates.
Adjustments of the kinetic models were made by estimating the parameters.
Hydrophobicity and thermodynamics of adhesion were performed using measurements
of the contact angle between these interfaces and three different liquids with different
polarities with the aid of a goniometer. The production of EPS during the cell adhesion
process was determined by FTIR infrared spectroscopy to analyze the components
present on the surface. It was observed that under refrigeration at 4 °C L. innocua
presented a lag phase and then there was growth in the number of cells. P. fluorescens,
under refrigeration, did not show growth in the number of cells in the milk and there was
no advance in the level of adhesion. At the optimum growth temperature, L. innocua did
not have a lag phase, showing immediate growth and reaching a count of 8.02 + 0.08 log
CFU'-mL"!. Adhesion development showed a similar profile to cell growth in milk,
reaching an average of 4.81 + 0.11 log CFU-cm?. P. fluorescens, at the optimal
temperature, presented a lag phase, initially, and then presented growth and reached a
level of 7.88 = 0.11 CFU-mL"! and on the surface of the coupon it reached 3.87 + 0.06
log CFU-cm™. The level of adhesion of L. innocua was significantly higher than P.
Sfluorescens cells. Kinetic parameters showed that L. innocua had a higher specific growth
rate than P. fluorescens. Furthermore, the parameter of the Luedeking-Piret equation
showed that the development of adhesion is associated with cell growth in both
microorganisms studied. FTIR analysis revealed that L. innocua did not synthesize EPS
within the evaluation period, whereas P. fluorescens produced EPS from 12 h of
incubation. The thermodynamic analysis showed that both bacterial species were
hydrophilic, with L. innocua being less hydrophilic and more energetically favorable to
adhesion.

Keywords: Psychrotrophic bacteria, Adhesion, Milk, Biofilms



1. INTRODUCAO

A falta de conservagdo e a deterioracdo de produtos alimenticios sdo fatores
responsaveis pela perda de muitos alimentos nas diversas fases da cadeia alimentar, desde
a producdo, processamento, distribui¢do até o consumo (WANG et al., 2018). Essas
perdas sdao causadas, principalmente, devido as praticas de higiene ineficientes,
superficies de equipamentos contaminados com microrganismos € armazenamento

inadequado (CARRASCO, MORALES-RUEDA, E GARCIA-GIMENO, 2012).

Esses microrganismos podem ser patogénicos ou deterioradores e oriundos de
diferentes fontes, incluindo a agua, o solo ou o ar (SREY et al., 2013). A presenca ¢
liberagdo desses microrganismos em uma planta industrial pode trazer consequéncias
indesejaveis a qualidade do alimento, causar alteracao fisico-quimica do produto e gerar
perdas econdomicas (CHAVANT et al., 2007; ROSSI et al., 2016). Além disso, essas
células podem aderir-se fortemente a superficie com a producao de substancias
poliméricas extracelulares para protecdo das células formando um biofilme em que sdo

mais resistentes a acao dos agentes sanitizantes (COSTERTON, 1999; SU et al., 2022).

Nesse sentido, as espécies bacterianas Listeria innocua ¢ Pseudomonas fluorescens
sdo psicrotroficos e capazes de multiplicarem em temperaturas de refrigeracao e provocar
a deterioracdo do alimento. Em especial, P. fluorescens induz mudangas na estrutura e
cor de alimentos, devido a producado de lecitinase (fosfolipase C) e enzimas proteoliticas
(ROSSI et al., 2016). Além disso, produzem exopolissacarideos, que contribuem a
formacao de biofilme (CAIXETA et al., 2012). L. innocua ¢ fisiologicamente similar a L.
monocytogenes, € ambas podem ocorrer nos mesmos produtos alimentares, sendo essa

ultima uma cepa patogénica (CORNU et al., 2001; CARPENTIER e CERF, 2011).

Dessa forma, modelos matematicos de crescimento podem ser aplicados para
descrever a evolucdo destes microrganismos deteriorantes no meio em fungao do tempo
e predizer situacdes de risco (HUANG, 2008). Atrelado ao crescimento microbiano, ¢
necessario conhecer a evolucao da adesdo das células as superficies de equipamentos e
tubulagdes. Essas previsdes na cinética de contaminacdo do alimento e da superficie
podem ser empregadas em avaliagdes de risco a seguranca microbioldgica e na tomada
de decisdo sobre as condi¢des de uso e processamento da superficie de equipamentos

(CESARE et al., 2018).



Existem inumeros modelos cinéticos para descrever a taxa de crescimento de
bactérias. Esses métodos podem ser divididos em métodos estruturados e nao
estruturados. Os modelos estruturados consideram atributos genéticos, morfoldgicos,
bioquimicos e o estado fisiologico das células. Embora esses modelos sejam capazes de
descrever taxa de crescimento especifica, eles sdo complicados e exigem inumeras
informacdes e equagdes para resolvé-los (MULOIWA et al., 2020). Os modelos nao
estruturados consideram as bactérias como organismos independentes que interagem com
o meio e descrevem a taxa de crescimento com base na biomassa ¢ na concentragdo de

substrato (DONG et al., 2015).

Além da velocidade de crescimento das células, ha diversas outras etapas
envolvidas na adesdo e formacdo do biofilme e que sdo extensivamente relatadas na
literatura. Inicialmente, os residuos de alimentos formam um filme condicionante para
fixacdo de células planctonicas de forma a iniciar a fixagdo irreversivel das células e
produgdo de substancias poliméricas extracelulares que viabilizam a adesao e formacao

de biofilme (OLIVEIRA et al., 2010).

Os microrganismos do género Listeria ssp € Pseudomonas spp tém a capacidade de
aderir e formar biofilmes sobre as superficies do equipamento de processamento de
alimentos feito de diversos materiais, tais como poliestireno, polimeros, plastico, vidro,
teflon, borracha e aco inoxidavel (AUGUSTIN e BRUGNONI, 2018; YU e SHI, 2021).
A adesao bacteriana as superficies ¢ influenciada pelas propriedades fisico-quimicas do
ambiente, tais como, temperatura ¢ pH do meio, hidrofobicidade da superficie e do
microrganismo e pelas caracteristicas morfologicas das células e suas fungdes, como os

apéndices celulares e a motilidade (GALIE et al., 2018).

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo foi (i) avaliar o crescimento microbiano
de Pseudomonas fluorescens e Listeria innocua em duas temperaturas, (ii) estimar
parametros cinéticos por meio de modelos de Monod e Logistico, (iii) analisar a relagao
entre a concentragdo celular e o crescimento com a adesdo e formagdo de biofilme por
meio da abordagem de Luedeking-Piret, iv) investigar a hidrofobicidade das células e da
superficie de processamento e os aspectos associados a termodinamica da adesdo e v)

analisar a producao de exopolissacarideos (EPS) durante o processo de adesdo.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo dos cupons de aco inoxidavel
Os cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4 (10 mm x 10 mm) foram imersos em
detergente neutro por uma 1 h, em seguida enxaguados com agua destilada, secos e limpos
com alcool etilico (70%). Depois foram enxaguados com dgua destilada e secos por 2 h a

60°C e autoclavados a 121°C durante 15 min conforme proposto por Toloi Torqueti et al.
(2019).

2.2 Microrganismos e condicoes de cultivo

Os estudos realizados utilizaram Listeria innocua (ATCC 33090) e Pseudomonas
Sfluorescens (ATCC 13525). As culturas estavam liofilizadas e foram ativadas em caldo
BHI (Brain Hearth Infusion) por trés vezes durante 24 h em suas temperaturas 6timas de
crescimento, sendo 37°C para L. innocua ¢ 26°C para P. fluorescens. O nimero de
microrganismos foi determinado por contagem total em placa utilizando o 4dgar padrao de

contagem (PCA) e expresso em unidades formadoras de colonias (UFC).

2.3 Crescimento e Adesao

Ap6s trés inoculacdes sucessivas em BHI (Brain Heart Infusion), para obtencao da
cultura bacteriana fisiologicamente ativa, inoculou-se 10 L de cada cultura em 10 mL

de leite integral, inicialmente esterilizado em autoclave, para produzir uma contaminagao

inicial menor que 3-10° UFC-mL"!, valor maximo para Contagem Padrio em Placas no
leite cru, de acordo com a indica¢ao da Instru¢ao Normativa N° 76, de 26 de Novembro
de 2018 (MAPA).

Imediatamente apds a inoculagdo, inseriu-se os cupons de aco inoxidével no meio
e o sistema foi incubado na temperatura 6tima de cada cultura. Em outro lote de
experimentos foi realizado a incubacao sob condigdes de refrigeracao, a 4°C, temperatura
recomendada para estocagem do leite conforme Instru¢do Normativa N° 76 de 2018. A
cada 2 h, um conjunto era retirado da incubagao para determinacdo da contamina¢ao no

leite (UFC-mL™") e da adesdo na superficie do aco inoxidével (UFC-cm™) durante 24 h de



avaliacdo, periodo maximo indicado de operagao da planta sem higienizagao (WANG et
al., 2018).

Uma aliquota de leite foi retirada e foram feitas diluicdes seriadas em agua
peptonada (0,1%) e plaqueamento em PCA. O cupom foi removido do meio com auxilio
de uma pinca esterelizada e inserido em agua peptonada (0,1%) durante 2 min para
remogao das células planctonicas ou fracamente aderidas (FIGUEREDO et al., 2009). Em
seguida, foi feita a remocao das células aderidas por meio da rinsagem com agitacao em
vortex por 2 min. Foram feitas diluigdes seriadas com o liquido da rinsagem em agua
peptonada (0,1%) e plaqueamento em agar PCA. As placas eram incubadas na
temperatura 6tima de crescimento por 24 h.

O nimero de células aderidas foi expresso em UFC-cm™ (Equacao 1.1) mostrada
por Parizzi et al. (2004). As determinagdes foram feitas em triplicata com duas réplicas
para cada ponto.

NV,

Cont UFC-cm™]= 1.1
ontagem| cm™] -~ (1.1)

D

em que
N: média do niumero de unidades formadoras de colonias [UFC];
V4: volume da amostra usado no plaqueamento da amostra [mL];
Vg: volume de diluente usado para rinsagem [mL];

A: area do cupom [cm?]

2.4 Modelagem cinética

A producdo de determinado metabolito ou fendmeno pode estar intimamente
associada ao crescimento celular, de tal forma que s6 havera a ocorréncia quando ocorrer
crescimento (BASTOS, 2010). Dessa forma, para analisar a cinética da adesdo e avaliar
se o fenomeno de fixagdo das células a superficie foi associado ou ndo ao crescimento,
pode-se utilizar a descrigdo cinética de formacao de um produto (P) segundo a equacao

de Gaden e Luedecking-Piret mostrada na Equagdo 1.2.

Loy px (12)



em que dP/dt representa a taxa de formagdo de um produto em funcdo do tempo, X a
quantidade de células e dX/dt representa a variacao no niamero de células. Os coeficientes

a € ff sdo constantes empiricas.

A maior magnitude do parametro o indica que o fendmeno de adesdo foi
majoritariamente associado ao crescimento das células, expresso por dX/dt. Ja a
prevaléncia do coeficiente £ indica que o processo ndo foi associado ao crescimento. Ja a
descricdo do crescimento microbiano (X) pode ser expressa em fungdao de diversos

modelos cinéticos, como modelo logistico ou como modelo de Monod.

2.4.1. Modelo logistico Luedeking-Piret (LLP)

O crescimento microbiano pode ser expresso pelo modelo Malthusiano quando o
substrato limitante ndo pode ser identificado. No entanto, essa abordagem considera o
crescimento indefinido sem levar em conta as limitagdes de nutrientes e espago. Nesse
sentido, Verlhust propds que as taxas de natalidade (b;) ¢ mortalidade (d;) variam de
acordo com a densidade populacional (GOMES, 2003) de forma que a taxa de

crescimento pode ser expressa como mostrado na Equagéo 1.3.

ciz’_)t(:(bt_dt)X (1.3)

Assim, se a densidade populacional ultrapassar niveis sustentaveis pelo meio, a taxa
de natalidade sofre reducdo e a taxa de mortalidade aumenta. Por outro lado, se a
populagdo estiver abaixo da capacidade do meio, a taxa de natalidade tende a aumentar
em detrimento a taxa de mortalidade que experimenta de redugdo (LEITE, 2006). Essas

consideragdes podem ser expressas como indicado nas Equagdes 1.4 e 1.5.

b,=b,~pX (1.4)
d =dy+qX (1.5)
sendo

by : taxa de natalidade maxima;
do : taxa de mortalidade minima

p.q: coeficientes de velocidade para natalidade e mortalidade da populacao;



A diferenca entre a taxa de natalidade maxima (by) e taxa de mortalidade minima
(do) corresponde a taxa intrinseca de crescimento da populagdo microbiana (ttmax). Assim,
com essa consideracdo e substituindo as Equagoes (1.4), (1.5) em (1.3), tem-se a taxa de

crescimento expressa como mostrada na Equagao 1.6.

dx
E—[ﬂmax -(p—-q) XX (1.6)

A taxa de crescimento ¢ nula quando ndo ha células no meio (X=0) ou quando a
concentracao celular (X) € igual a umae (p+¢q). Nessa condigdo, a populacdo permanece
numa constante maxima (K). Assim, substituindo a razao tmav (p+q) por K (Equacao 1.7):

dXx X
—=u_ X|1-— 1.7
dt e ( Kj (17

A forma integrada da taxa de crescimento ¢ conhecida como equagdo logistica

(Equagdo 1.8) do crescimento e ¢ dada por:

X Ke'
K+ X, (" ~1)

(1.8)

Para a formag¢ao da adesdo, a relagao de Luedeking-Piret (Equagdo 1.2) pode ser
parcialmente integrada com mostrado por Garnier e Gaillet (2015) e apresentado na

Equacao 1.9.

P—PO:a(X—XO)+,Bdet (1.9)

t=0

Expressando a concentragdo celular (X) com a equacao logistica de crescimento

(Equacdo 1.8), a equagdo de Luedeking-Piret integrada torna-se (Equagao 1.10):

X, Ket! KIn[X, (e"" 1)+ K
P-F=a- 0=e ——X, [+ 5" nlX,(e )+ K] (1.10)
K + XO (e//max - 1) lumax

2.4.2. Modelo combinado Monod Luedeking-Piret (MLP)

As relagdes do modelo cinético de Monod combinado com a abordagem de

Luedeking-Piret baseiam-se no balango de trés varidveis: massa de célula (X), substrato



limitante (S) e concentragao do produto (P), ambos em funcao do tempo (#), conforme

mostrado nas Equagdes (1.11), (1.12) e (1.2).

dX
ds
Z:—qSX (112)

sendo u € a taxa de crescimento especifico, definido pela lei de Monod (Equagao 1.13).

S
U= Hinax (1.13)
K,+S§
em que imax € a taxa especifica maxima de crescimento e Ks¢ a constante relacionada ao
substrato ¢ S € a concentracdo de substrato limitante no meio. A taxa especifica de
consumo do substrato g5 ¢ definida como mostrado na Equagao 1.14:

gs :Yi (1.14)

X/S

O coeficiente de rendimento da célula sobre o substrato (Yxis) € definido como

apresentado na Equacao 1.15

ax

Y, i=—— 1.15
X/s S (1.15)

Considerando que o substrato seja constante, € possivel utilizar o parametro Yy
para desenvolver uma relagdo entre a concentragdo de substrato (.S) e células (X) no meio,

conforme mostrado na Equagao 1.16:

S=1

v (X e = X) (1.16)

X/Ss

em que Xna refere-se a concentracdo maxima de células na fase estacionario do
crescimento microbiano. Utilizando as estratégias propostas por Garnier and Gaillet
(2015) foi possivel avaliar a cinética desse fendmeno com modelo combinado de MLP.
Assim, substituindo a expressdo da Equacgdo 1.16 na equagdo de Monod para taxa de

crescimento especifico (Equacao 1.13), tem-se o resultado mostrado na Equagao 1.17:



1
ﬂmax 7(Xmax - X):|
|:YX/S

M= " (1.17)
K+ { (X, — X)}
YX/S
Agora, substituindo a Equacdo 1.17 na Equagdo 1.11 e multiplicando a razio pelo
coeficiente de rendimento da célula sobre o substrato ( Yxss ), a taxa de crescimento celular

pode ser expressa como apresentado na Equagao 1.18:

dX J— ll’lmax (Xmax - X)

as _ (1.18)
dt KsYys +(Xmax - X)

A integragdo da Equacdo 1.18 por meio de separagdo de varidveis no intervalo
inicial da contamina¢do com concentra¢do celular Xj at¢ um tempo genérico ¢ com

contaminagdo final igual a X gera a seguinte expressao mostrada na Equagdo 1.19.

uot :|:KSYX)/; +Xmax }H[Xij_{K;YX/S}n[gfmax _;] (1.19)
max ~ “M0

max 0 max

A expressao mostrada na Equagdo 1.19 ¢ uma relacdo analitica ndo explicita da
contaminac¢do X em fun¢do do tempo, dados os parametros Yxs Ks € pimax. Por outro lado,
essa equacao pode ser empregada para estimar os parametros de crescimento por meio de
uma regressdo linear considerando a cinética de crescimento, ou seja, dados de

contaminag¢ao X em func¢do do tempo .

Nesse sentido, € possivel escrever a Equacao 1.19 como mostrado na Equagao 1.20,

agrupando as constantes em fatores a; € a..

X (Xmax_X
t=a/In| — |+a,In| —/— (1.20)
XO Xmax_XO

A Equagdo 1.20, pode ser ainda expressa considerando o tempo da fase /ag, conforme

mostrado na Equacdo 1.21.

K.Y, X, K.Y, X . —X
,leax(t_t[ag):|: N X)/;J’_ max:|ln(§]_': ;X/S:|ln(Xmax XJ (1'21)
max <%0

max 0 max

Sendo os fatores a; e a2 calculados conforme mostrado nas Equagdes 1.22 e 1.23.
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a, = Ks¥us * X)) (1.22)
/umameax

a, __ KYs (1.23)

/’lmax Xmax

De posse dos fatores a; e a2 € possivel determinar a taxa de crescimento especifico

maximo, como mostrado na Equacdo 1.24.

(1.24)

Para a formag¢ao da adesdo, a relagdo de Luedeking-Piret (Equagdo 1.2) pode ser
parcialmente integrada como mostrado na Equagdo 1.9. No entanto, como mostrado por
Garnier e Gaillet (2015) a solug@o analitica ¢ dificultada, j4 que o Ultimo termo que

representa a contaminagdo X ao longo do tempo nao estéd explicito na Equacado 1. 20.

Dessa forma, aqueles autores sugerem a integragdo por partes da ultima parcela da
Equacdol.9 como mostrado na Equacdo 1.25. Assumindo # como dependente e integrando

X=Xy para t=0 e X=X para tempo genérico ¢, tem-se:

t X

[ xdt = xt— [ tdx (1.25)
=0 X,

Dessa forma, integrando a ultima parcela da Equagdo 1.25, expressando ¢ como

mostrado na Equagdo 1.20, tem-se a Equagao 1.26:

I 1
{Xm(i]_(x_xo)}
< 1 X,
[ tax =— (1.26)
lleﬁX -
Xo + KSYX/S (Xmax —X) In Xmax X +Xn i
Xmax Xmax _XO XO J

Assim a integral apresentada na Equacao 1.25 pode ser escrita como mostrado na

Equagao 1.27:

I Xdt = L{X—XO —KY, IH[MJ} (1.27)

11



Substituindo o resultado mostrado na Equagao 1.27 na Equacao 1.9, chega-se na
Equagao 1.28 para avaliar a evolucao da adesao (P) na superficie do ago inoxidavel em

fungdo da contaminagao (X) no meio.

P—g:[mi}()(—xo)—ﬂKst 1n[Xmax_Xj (1.28)
Xmax _XO

max max

A Equagdo 1.28 pode ainda ser reescrita como mostrado para viabilizar as

estratégias de regressao linear das variaveis, como mostrado na Equagao 1.29

P-P =b(X-X,)+b, ln[ﬁ] (1.29)

em que:

b —a+-L- (1.30)
J780

b, =~ PEsYas (1.31)
Hinax

Por fim, os parametros b; e b, permitem calcular os coeficientes a ¢ 5 da Equacao

1.2, segundo a cinética de Monod, como mostrado nas Equagdes 1.32 e 1.33

respectivamente.
b,
a=b+ (1.32)
KSYX/S
b,y
IBZ_ 2/ max (1,33)
KSYX/S

2.5 Compostos exopoliméricos (EPS) do biofilme

A determinacdo da composic¢ao dos exopolissacarideos presentes no biofilme foram
realizados por FTIR conforme descrito por Wang et al. (2018). As superficies foram
avaliadas ap6s 12 h e 24 h de incubacdo com leite inoculado com cada microrganismo.
Assim, ap0s o periodo de incubagao, as superficies foram enxaguadas assepticamente trés

vezes com solu¢do de NaCl 0,85% (m/v) para remover as células planctonicas. Os cupons
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foram secos ao ar a temperatura ambiente. Os espectros foram coletados no modo de
transmissdo de 2000 a 800 cm™! com espectrdmetro Shimadzu com resolucdo 2 cm™! e 128
scans.

O espectro das placas de ago inoxidavel sem biofilme foi usado para remover o
fundo espectral. Os espectros foram analisados e tratados no software OriginPro 8.0. Os
picos correspondentes aos grupos funcionais foram pesquisados e identificados de acordo

com referéncias disponiveis na literatura.

2.6 Termodinimica de adesio

A variagdo na energia livre de Gibbs da adesdo foi empregada para avaliar a
termodinamica de adesdo dos microrganismos. Para isso, realizou-se a medida do angulo
de contato na superficie de uma camada de células vegetativas como descrito por
Busscher et al. (1984).

As espécies foram ativadas em caldo BHI (Merck), trés vezes consecutivas, para
produzir uma suspensdo de células ativa com contagens de, aproximadamente, 10’
UFC'mL. Posteriormente, 30 mL da suspensio ativa foram centrifugados a 12000 g por
10 min em centrifuga marca Fanem 206 BLII, para separacdo das células e do liquido
sobrenadante.

Em seguida, o conteudo obtido foi lavado por trés vezes em tampao fosfato salino
(PBS) 0,1 M e a massa celular obtida foi ressuspendida neste mesmo tampao, sendo
depositada sobre um filtro de membrana de acetato celulose de 0,45 pm de poro e 47 mm
de diametro por filtragdo utilizando pressao negativa. Foram adicionados 30 mL de dgua
ultrapura no momento da filtragao.

Para padronizar o contetido de umidade, os filtros foram transferidos para Placas de
Petri contendo 1% de agar (p/v) e 10% de glicerol (v/v). As membranas foram cortadas
em trés partes sendo cada parte usada para medi¢ao do angulo de contato com cada liquido
diferente. As medidas de angulos de contato foram realizadas para trés liquidos com

diferentes polaridades (4gua, formamida e a-bromonaftaleno)

2.6.1 Determinagado do angulo de contato
A energia livre de Gibbs da interacdo hidrofobica AGS[fV[S entre as moléculas da

superficie (s) imersa em adgua (w) foi calculada pelo somatdrio das componentes apolar e

13



o : N w AB :
polar da energia livre de interagdo AG, = e AG/ _, respectivamente, conforme mostrado

na Equacao 1.34 (VAN OSS, 1994).

AGY =AG" + AGY (1.34)

O valor de AGY, ou AG,”, , para predizer em relagdo a hidrofobicidade de um

sws 2

substrato (s) ou de uma superficie celular (b) pode ser determinado expressando a

primeira parcela da equagdo 1.34 (AGSLWT) considerando a tensao interfacial da

componente apolar pela interacdo de Lifshitz-van der Waals da superficie e da agua,
conforme mostrado na Equacao 1.35. Ja a segunda parcela da Equacao 1.34, referente a
componente polar, considera a interagdo de acido-base de Lewis entre bactéria e
superficie (Equagdo 1.36). O fator y" refere-se ao pardmetro receptor de elétrons € y~

refere-se ao parametro doador de elétrons da tensdo superficial de uma substancia.

AGL. =24y =y (1.35)

AG,; =—4(\/737§ N N —\/%17;) (1.36)

Os componentes da tensdo interfacial das superficies e dos liquidos nas condic¢des
avaliadas foram determinados pela Equagdo 1.37, sendo 6, o angulo formado entre a

superficie e o liquido.

(1+cos8)y, =2(\/nyny N +\/7;ﬁ) (1.37)

Para se determinar as trés componentes da tensdo interfacial das superficies,
presente na Equacao 1.37, determinou-se o angulo de contato formado por trés liquidos
de polaridades diferentes. Com os valores contidos na Tabela 1.1 e aplicando a Equagao
1.37 para cada um dos liquidos usados, chegou-se ao seguinte sistema de equagoes,

descritos pelas Equagdes 1.38, 1.39 e 1.40.

7 =11,1(1+cos6,)’ (1.38)
5,049(\J77 +\[7. ) =36,4(1+c036, ) ~15,55(1+c0s6,) (1.39)
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6,293,y +1,510/y; =29(1+cos 6, )—20,806(1+cos ) (1.40)

Tabela 1.1 - Componentes da tensao interfacial de liquidos de diferentes polaridades a
25°C

Tensao Interfacial (mJ-m2)

Liquido

7" 7" 7/ 7

o-bromonaftaleno 44,40 44,40 0,00 0,00
Agua 72,80 21,80 25,50 25,50
Formamida 58,00 39,00 2,28 39,60

Pela resolugao deste sistema de trés equagdes (1.38, 1.39 e 1.40), determina-se as

~ ~ s . . Lw + - ~
trés componentes da tensdo interfacial da superficie .~ , y; e ¥, paracalcular a tensio

interfacial global de uma superficie (s), }/Sm . A partir dos valores das componentes da

tensdo interfacial, foi possivel determinar a (AG

Ldesio ) €Ntre as duas superficies: célula

microbiana (b) e superficies de processamento (s):

Vis =V + Vi (1.41)
v =y yl =2y (1.42)
Ve =2(\/727; v =\ = rn) (1.43)

. . . . . . ~ Lw

em que ¥, € atensdo interfacial entre as superficies bacteria/superficie de adesao; 7,

¢ a componente apolar, interagdo de Lifshitz-van der Waals entre bactéria e superficie;
4B . . L . L .

¥, € acomponente polar (interagdo de acido base de Lewis) entre bactéria e superficie

+ A r - A
e ¥ refere-se ao parametro receptor de elétrons e ¥ refere-se ao parametro doador de

elétrons da tensdo superficial de uma substancia.

As mesmas equacoes (1.41, 1.42 e 1.43) foram empregadas no calculo da tensao

interfacial entre as superficies bactéria/liquido ,, e tensdo interfacial entre a superficie

de adesdo/liquido y
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Como a energia livre esta diretamente relacionada a tensdo interfacial, o valor do
AGuadesio mostrado na Equagdo 1.44, pode ser determinado pela contribuicdo da
componente apolar da tensao interfacial (Equacao 1.45) e pelas componentes polares da

tensdo interfacial entre bactéria, superficie e o liquido, Equagao 1.46.

AG o = AG,) +AG] (1.44)
AGy =y =y =y (1.45)
NGy =yl =il —rd’ (1.46)

O valor de AGudesao permite fazer uma avaliagdo termodinamica do processo de

adesdo, sendo esta termodinamicamente favoravel quando A Gadesao < 0.

2.7 Analise estatistica

Os parametros cinéticos dos modelos Monod, Logistico ¢ Luedeking-Piret foram
estimados por meio de regressao ndo linear e minimizagao do erro quadratico no software
Excel®. Avaliou-se a significancia das diferencas de crescimento e adesdo entre as
culturas utilizando o software Statistica. A qualidade do ajuste foi avaliada considerando
o coeficiente de determinacdo (R?) e a raiz do erro quadratico médio (RMSE) entre os
dados observados e o resultado predito pelo modelo conforme sugerido por De Cesare et

al. (2018) para analise da qualidade de modelos, conforme mostrado nas Equagdes 1.47

e 1.48.

1y )
RMSE:\/;Z(yl. -3.) (1.47)

Z(yi _JA;I‘)Z
RZ — 1 _ =l (148)

i(yi _.)_;i)z

- 1
sendoy = — 2.1 Y
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Modelagem cinética

Os valores dos parametros estimados pelo ajuste do modelo de Luedeking-Piret
combinado com modelo logistico de crescimento e para o ajuste do modelo de Luedeking-

Piret combinado com modelo de Monod sao apresentados na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Parametros cinéticos do cultivo de L. innocua e P. fluorescens na

temperatura 6tima de cultivo e sob refrigeracdo para o modelo Logistico e Monod.

Temperatura
4°C Tstima
Modelo Pariametros
L. innocua P. L. innocua P.
Sfluorescens Sfluorescens
a 0,22 - 0,46 0,79
)i 0,01 - 0,01 0,00
R? 0,94 - 0,90 0,99
RMSE 1,20 - 1,66 0,30
Logistico  ptmax[h7'] 0,13 0,00 0,75 0,10
tiag [h] 1,38 24 0,00 4,50
K 9,12 - 7,92 8,99
R’ 0,89 - 0,98 0,94
RMSE 1,86 - 0,70 1,10
a 2,18 - 1,47 0,61
0,06 - -0,02 -0,01
Monod R’ 0,98 - 0,89 0,92
RMSE 0,65 - 1,80 0,61
Umax 0,04 0,00 0,75 0,04
tiag [h] 6,0 24 0,00 4,00
R? 0,90 - 0,98 0,97
RMSE 7,67 - 1,22 9,16
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Em ambas as estimacgdes, notou-se que o parametro o foi expressivamente superior
ao f na equacao de Luedeking-Piret, independentemente do modelo cinético usado para
descrever o crescimento celular. Esse resultado indicou que a evolugdo da adesdo
microbiana na superficie do ago inoxidavel ¢ majoritariamente governada pela taxa de
crescimento dos microrganismos no meio. Dessa forma, para o fendmeno de adesao das
células microbianas a superficie de aco inoxidavel é necessario haver aumento no niumero

de células.

Segundo Flemming et al. (2016), a medida que ocorre o aumento na taxa de
crescimento das células aderidas ha aumento na densidade celular, gerando o sistema
complexo denominado de biofilme que tipicamente compreendem muitas espécies.
Associado ao crescimento, ha a sintese de substancias poliméricas extracelulares, as quais
estabilizam o sistema (EL-KIRAT-CHATEL et al., 2020). Essas substancias
proporcionam protecdo as células conferindo caracteristicas, como o Quorum Sensing,
resisténcia aos agentes antimicrobianos e adaptacdo na estrutura celular (FLEMMING e

WUERTZ, 2019; FLEMMING et al., 2016)

Outro parametro cinético avaliado foi a velocidade especifica méxima. As células
de L. innocua apresentaram maior velocidade especifica de crescimento em ambas as
temperaturas estudadas. Além disso, no crescimento de L. innocua, observou-se que a
37°C a velocidade especifica foi maior do que sob refrigeragdo a 4°C. Ja P. fluorescens

nao apresentou crescimento sob refrigeragcdo, apenas manutencao no nimero de células.

Jia et al. (2021) estudaram o desenvolvimento de L. monocytogenes empregando
modelo cinético para prever o crescimento das células em leite de vaca pasteurizado e
armazenado a 4°C. No estudo, os autores encontram velocidade especifica de crescimento
de aproximadamente 0,14 h’!', similar ao resultado encontrado no modelo cinético
logistico. Essa taxa de crescimento especifico de L. monocytogenes calculada a partir do
modelo desenvolvido também estd em concordancia com os relatados por Novyanti et al.

(2020).

Na temperatura de 37°C a velocidade especifica de crescimento de L.
monocytogenes foi de 1,07 a 1,11 h™! no leite cru e no leite pasteurizado respectivamente
nos estudos cinéticos realizado por Lima et al. (2021). Notavelmente, a velocidade

especifica do microrganismo aumentou em func¢ao da temperatura.
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Na Figura 1.1 ¢ apresentada a curva de crescimento de L. innocua ao longo de 24 h
de cultivo a 4°C, ou seja, sob condigdes usuais de refrigeracdo. Nota-se, inicialmente,
uma fase /ag de aproximadamente 10 h. Segundo Tortora (2012), nessa fase ha intensa
atividade de preparagdo para o crescimento populacional, mas sem aumento real do
numero de células na populagdo. No entanto, as células ndo estdo dormentes e ha intensa

atividade metabolica, envolvendo principalmente a sintese de enzimas e varias moléculas.

m X
Monod
8 ----- Logistico ] N e

X [UFC/mL]

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo [h]

Figura 1.1 — Multiplicacdo de L. innocua ao longo de 24 h de cultivo a 4°C e ajuste

cinético dos modelos.

Em seguida, por volta das 8 h de incubacdo ocorre o aumento real no nimero de
células no meio. Nessa fase, as células comecam a se dividir e entram em um periodo de
crescimento e aumento exponencial, denominada fase log ou fase exponencial do
crescimento. Na fase log, a reproducgao celular € mais ativa e o tempo de geragdo atinge
um valor constante. Como o tempo de geragao ¢ constante, uma representacao logaritmica
do crescimento durante a fase log gera uma linha reta. A fase log ¢ 0 momento de maior
atividade metabdlica, sendo a fase mais comprometedora para a qualidade microbiologica

dos alimentos.

Na Figura 1.2 ¢ apresentado o desenvolvimento da adesao das células de L. innocua
ao longo do tempo em condig¢des de refrigeragdo a 4°C. Nota-se que, nas primeiras 10 h
de incubagdo, a contagem de cé€lulas na superficie ¢ praticamente constante. Apds esse
periodo de 10 h, ocorreu o aumento no nimero de células aderidas a superficie. Esse

aumento estd associado ao crescimento e multiplicagdo no numero de células no meio,
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conforme mostrado na Figura 1.1. Por ultimo, quando o tamanho da populacao entra na
fase estacionaria Fig. 1.1, observou-se que ndo houve aumento significativo no niimero

de células na superficie dos cupons de ago inoxidavel, conforme mostrado na Fig. 1.2.

= P
Monod
5 .. .-
----- Logistico 3 Lo §
. /”’—"_,
NE ’,/’,’
3 .-
O 3 -2
= .-
= e
o a

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo [h]
Figura 1.2 — Adesao de L. innocua na superficie de ago inox ao longo de 24 h de cultivo

a 4°C e ajuste cinético dos modelos.

A Figura 1.3 mostra a evolugdo no crescimento de L. innocua no leite a 37°C.
Observou-se que nessa condi¢do nao houve a fase lag. Apds aproximadamente 8 h, atingiu
cerca de 8,02 + 0,08 log UFC-mL!. Nota-se a boa adequacio de ambos os modelos

cinéticos de crescimento aos dados experimentais.

Observou-se que a curva de crescimento de L. innocua ndo exibiu fase /ag como
ocorrido com P. fluorescens. Isso sugere que, durante cerca de 4 h, o nimero de células
de P. fluorescens mudou pouco, sem reproducao imediata. Nesse periodo, entende-se que
os microrganismos ao serem retirados do BHI e inseridas no leite passaram por uma fase
adaptagdo de atividade metabodlica no novo meio. Diferentemente de Listeria innocua que

apresentou aumento exponencial ja nos instantes iniciais da contaminagao.
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Figura 1.3 - Multiplicagdo de L. innocua ao longo de 24 h de cultivo a 37°C e ajuste

cinético dos modelos.

Na Figura 1.4 sdo apresentados o comportamento e o avango do nimero de unidades
formadoras de coldnia por cm? de L. innocua na superficie de aco inoxidavel ao longo do
tempo, juntamente com o ajuste dos modelos cinéticos. O nivel de adesdo deste
microrganismo na superficie foi em média 4,81 + 0,11 log UFC-cm™. E possivel observar
ainda a adequagdo dos modelos aos resultados experimentais, tanto do modelo de

crescimento Logistico quanto do modelo de Monod.

Além disso, € possivel notar o aumento no nimero de células aderidas a superficie
nas primeiras horas de incubagdo, comportamento associado a evolugdo das células no
meio da matriz alimenticia (Fig. 1.3). Em aproximadamente 8 h de incubacao foi possivel
notar que o crescimento atinge a fase estacionaria, ndo ocorrendo aumento significativo
no numero de cé€lulas e esse comportamento se estende para a tendéncia de adesao, ou
seja, apos 8 h ndao houve aumento liquido no niimero de células aderidas a superficie,

evidenciando um fendmeno associado ao crescimento das células.

Casarin et al. (2016) estudaram a adesdao de L. monocytogenes sobre o aco
inoxidavel e observaram que ap6s 1 h de contato houve contaminac¢ao média de 1,68 log
UFC-cm™ e apés 8 h de contato a contaminagio na superficie alcangou em média 3,60
log UFC-cm™, similar aos valores encontrados neste trabalho. Ja os pesquisadores Gu et
al. (2021) estudaram a adesdo de L. monocytogenes sobre aco inoxidavel #4 apos 24 h de
contato a temperatura de 37°C e encontraram nivel de contaminacdo para superficie de

aproximadamente 5,5 log UFC-cm™.
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Figura 1.4 - Adesdo de L. innocua na superficie de ago inoxidavel ao longo de 24 h de

cultivo a 37°C e ajuste cinético dos modelos.

Na Figura 1.5 foi apresentada a curva de crescimento das células de P. fluorescens
ao longo das 24 h sob refrigeracdo a 4°C. Durante o periodo de refrigeragdo, nao se
observou aumento significativo na quantidade de células, mantendo a contagem em média

de. 4,42 + 0,26 log UFC-mL..

X [UFC/mL]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo [h]
Figura 1.5 — Multiplicagdo de P. fluorescens ao longo de 24 h de cultivo a 4°C e ajuste

cinético dos modelos.

De forma similar a contagem de células planctonicas no meio mantido sob
refrigeracdo a 4°C, o niimero de cé€lulas aderidas a superficie manteve-se praticamente
constante, ndo apresentando diferencga significativa entre as primeiras horas de incubagao
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até ao final do periodo estudado, conforme mostrado na Figura 1.6. Isso evidencia que

sem o crescimento de célula no meio ndo houve desenvolvimento do numero de células

aderidas na superficie.

P [UFC/em?]
(9]
i
[ ]

2 4 6 8 10 12 14 16 I8 20 22 24
Tempo [h]
Figura 1.6 - Adesdo de P. fluorescens na superficie de ago inoxidavel ao longo de 24 h

de cultivo a 4°C e ajuste cinético dos modelos.

Na Figura 1.7 foi apresentada a evolucdo do crescimento de P. fluorescens incubada
em leite ao longo de 24 h a 26°C. Inicialmente, observa-se uma fase /ag, com quantia
constante de células. No leite, a contaminago atingiu 7,88 = 0,11 log UFC-mL"!. Nota-

se a boa aderéncia dos modelos cinéticos de crescimento aos dados experimentais.

m X
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Figura 1.7 — Multiplicagdo de P. fluorescens ao longo de 24 h de cultivo a 26°C e ajuste

cinético dos modelos.
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A Figura 1.8 apresenta o avango no numero de unidades formadoras de coldnia por
cm? de P. fluorescens na superficie de aco inoxidavel ao longo do tempo. O nivel de
adesdo deste microrganismo na superficie foi em média 3,87 £ 0,06 log UFC-cm?. E

possivel observar ainda a adequagdo dos modelos aos resultados experimentais.

= P
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Figura 1.8 — Adesao de P. fluorescens na superficie de ago inoxidavel ao longo de 24 h

de cultivo a 26°C e ajuste cinético dos modelos.

Nesse contexto, notou-se que o nivel de contaminagao produzido no leite por esses
dois microrganismos nao foi estatisticamente significativo (p=0,1492). Por outro lado, a
L. innocua apresentou grau de adesdo superior a P. fluorescens (p=0,0007). Mesmo que
o género Pseudomonas spp. seja capaz de produzir exopolissacarideos, acredita-se que a
menor adesdo deste microrganismo neste estudo esteja relacionada as questdes
energéticas da interagdo, mostrada no item 3.3 com a analise da termodinamica de adesdo

das células.

3.2 Compostos da matriz exopolimérica

O espectro ATR-FTIR para analise dos EPS formado sobre o ago inoxidavel
incubado com L. innocua (Fig. 1.9A) e P. fluorescens (Fig. 1.9B) foram determinados
diretamente nas placas de ago inoxidavel apos periodo incubagdo. Nao se evidenciou
picos significativos no espectro para presenca de EPS na superficie de ago inoxidavel
contaminado com L. innocua, em nenhum dos tempos de contato. No entanto, com 48 h

de incubacdo, Agustin e Brugnoni (2018) mostraram que as células de Listeria
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monocytogenes € Listeria innocua produziram exopolissacarideos, fato que contribuiu

para o processo.

Ja a superficie contaminada com P. fluorescens apresentou varios compostos
indicativos de EPS observados nos espectros para os dois periodos de incubacao, 12 e 24
h, ndo apresentando diferenca significativa nos picos do espectro entre esses dois tempos
de contato. Lauer Cruz e Souza da Motta (2019) avaliaram o crescimento e a produgdo
de EPS por P. fluorescens e também verificaram que apods o periodo de incubagado de 24
h houve produgdo de exopolissacarideos no meio. Wang et al. (2018); Quiles-Polyakov
et al. (2012) mostraram que o género Pseudomonas spp. tem capacidade de produzir
varios componentes poliméricos extracelulares que viabilizam a sustentacdo das células

na superficie e auxiliam na formagao do biofilme.
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Figura 1.9 - Espectro FTIR para a superficie de aco inoxidavel contaminado com L.

innocua (A) e P. fluorescens (B) ap6s 12 e 24 h.
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De acordo com esses grupos funcionais associados as bandas principais nos
espectros ATR-FTIR (OJEDA et al., 2008), os picos em 1540 cm™ foram atribuidos,
respectivamente, aos grupos funcionais amida II, presentes em proteinas e 1055 cm!

polissacarideos e deformacao da ligagdo glicosidica de carboidratos.

Outros picos, observados em 1455, 1420 e 1395 cm’!, provavelmente foram
associados com flexdo C-H de CH: (ou CHj3) presente em proteinas e lipidios
(TUGAVORA etal., 2017) e alongamento simétrico C=0 para grupo COO" desprotonado
e flexdo de C-O de COO™ (WANG et al., 2018; DITTRICH e SIBLER, 2005). Esses
achados sugeriram que os constituintes do biofilme EPS formados por P. fluorescens

incluiam principalmente polissacarideos, proteinas e outros carboidratos.

3.3 Hidrofobicidade das células bacterianas

Na Tabela 1.3 foram apresentadas as medidas dos angulos de contato com trés
liquidos de diferentes polaridades para as superficies do ago inoxidavel com P.

fluorescens e L. innocua.

Tabela 1.3 - Valores dos dngulos de contato entre as superficies do aco inoxidavel e das

células bacterianas com diferentes liquidos: agua, formamida e a-bromonaftaleno.

Superficie Agua I°] Formamida [°] o — bromonaftaleno [°]
Ago inoxidavel 62,08 £ 0,50 53,58 £0,26 27,34 £0,37
P. fluorescens 20,83 £0,92 36,99 +£1,32 31,11 £ 0,85

L. innocua 23,17+ 0,35 19,11 £ 0,75 32,22+1,16

O alto valor do angulo de contato da 4gua, substancia polar, com o ago inoxidavel
indicou que a superficie tem pouca interagdo entre as moléculas da superficie do ago
inoxiddvel e a camada de agua que solvata esta interface, o que implica na baixa
molhabilidade desta superficie. Casarin et al. (2016) relataram angulo de contato da dgua
com aco inoxidavel 304 de 51,7° + 7,0°, valor semelhante ao encontrado neste estudo.
Deleplace et al. (2022) também relataram resultados similares do angulo de contato da
agua com o ago inoxidéavel no estudo da hidrofobicidade no qual encontraram angulo de
49,9 £ 2,6. Hua et al. (2021) concluiram que o maior angulo de contato da d4gua com a

superficie de ago inoxidavel representa a maior hidrofobicidade e menor molhabilidade.
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A Tabela 1.4 mostra os resultados da variagdo da energia livre de interacao

hidrofobica AGSTa?T obtido através do angulo de contato. Com base nesse resultado, a
superficie foi considerada hidrofébica ja que apresentou AGSTa(zT negativo. Torqueti et al.

(2019) apresentaram valor de AGSTQ?T igual a -20,89 mJ-m™ para o ago inoxid4vel, similar

ao resultado deste trabalho. Os autores também classificaram a superficie como
hidrofobica.
Tabela 1.4.-Valores dos componentes apolares AG-"(mJ-m™) e polares

AG*? (mJ - m™*) da energia livre total de interagdo da superficie e células bacterianas.

sas

Superficie AGH (mJ-m™?)  AGEmJ-m?)  AGI (mJ-m™)
Aco inoxidavel -5,26 -14,08 -19,34
P. fluorescens -4,59 56,88 52,29

L. innocua -4,39 29,61 25,23

Em relagdo as espécies bacterianas, ambas foram consideradas hidrofilicas tanto
pelo baixo valor do angulo de contato com a agua (< 50°) quanto pelo valor de AGSZ;(S)T

maior que zero (Tabelas 1.4), sendo a espécie P. fluorescens mais hidrofilica em
comparagdo a L. innocua. Scalabrini et al. (2019) estudaram o género Pseudomonas
aeroginosa e concluiram que essa apresentava carater hidrofilico com um valor de angulo
de contato com a agua de 26° £ 2°. Chafsey et al. (2022) estudaram a caracterizacao e
propriedades superficiais das células de L. monocytogenes e encontraram energia livre de
Gibbs igual a 23,7 + 0,4 mJ-cm™ e concluiram que essa espécie foi hidrofilica, resultado

similar ao relatado neste trabalho.

A energia livre de adesdo entre a bactéria e a superficie de ago inoxidavel em meio
aquoso foi calculado a fim de predizer qual a superficie possui maior capacidade para a
formagao de biofilmes. A diferenca entre o grau de adesdo dos microrganismos apds o
periodo de incubagdo pode ser parcialmente explicada pela variacdo na energia livre de

Gibbs, conforme mostrado na Tabela 1.5.
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Tabela 1.5 - Energia livre de adesdo (mJ-m™) entre diferentes espécies bacterianas e a

interacao com a superficie de ago inoxidavel.

Superficie AGY (mJ-m™)  AG(mJ-m™?)  AG,,. (mJ-m?)
P. fluorescens — ago -4,91 11,15 6,23
L. innocua — ago -4,81 6,65 1,84

Para se estabelecer o contato entre a superficie celular e superficie de aco
inoxidavel, o filme de agua que reveste deve ser removido. Assim, as duas superficies
bacterianas foram classificadas como hidrofilicas, o que implica em uma camada de agua
interagindo fortemente com ambas as superficies o que dificulta a remogao. Portanto, ha
um gasto energético para a dessolvatagdo da interface bacteriana, a adesdo e consequente
formag¢do de biofilmes. No entanto, o gasto energético para ocorrer a dessolvatagdo e
adesdo das células de P. fluorescens € superior comparado a L. innocua, o que ajuda a

justificar o maior nimero de células de L. innocua na superficie do ago inoxidavel.

Deve-se destacar ainda que ha outros fatores além dos aspectos cinéticos e
termodinamicos que influenciam no processo de adesdo das bactérias a superficie. A
presenga de apéndices celulares, como frimbrias, pili, a propria sintese de EPS e o
Quorum Sensing sdo fatores que participam do mecanismo de adesdo e sdo capazes de
sobrepor a repulsdo eletrostatica entre as superficies e facilitar a adesdo conforme relatado

por Berne et al. (2018) e Yu e Shi (2021).

Além disso, mesmo que um determinado género bacteriano ndo sintetize
exopolissacarideos dentro do periodo de avaliagdo e limpeza do sistema de
processamento pode ocorrer a fixagdo das células. Kocot e Olszewska (2020) estudaram
a interagdo entre Pseudomonas aeruginosa e Listeria innocua mostrando que, na pratica,
os biofilmes sdo muitas vezes compostos de varias espécies em co-cultura gerando, assim,
um efeito sinérgico que contribui para a resisténcia das células frente as agressdes

ambientais, fisicas e quimicas.
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4. CONCLUSAO

O desenvolvimento de dois géneros de microrganismos, Listeria innocua €
Pseudomonas fluorescens, foi avaliado neste trabalho e os respectivos aspectos cinéticos
e termodinamicos relacionados ao fendmeno de adesdo e formagao de biofilme. Notou-
se que o desenvolvimento do fendomeno de adesdo das células microbianas foi associado
a taxa de crescimento de ambos os microrganismos. Listeria innocua apresentou maior
velocidade especifica de crescimento superior as células de P. fluorescens nas duas
temperaturas estudadas e também maior capacidade de adesdo a superficie de ago
inoxidavel. As células de L. innocua nao produziram EPS durante o periodo usual de
operacdo da industria de laticinios. No entanto, P. fluorescens foi capaz de produzir
matriz exopolimérica desde as 12 h de incubagdo a qual foi evidenciada pela analise do
FTIR. Do ponto de vista termodindmico, ambas os géneros foram considerados
hidrofilicos, sendo a Listeria innocua mais favoravel energeticamente a adesdo na

superficie de ago inoxidavel, com base na energia livre de Gibbs.

5. REFERENCIAS

Agustin, M. D. R., & Brugnoni, L. (2018). Multispecies biofilms between Listeria
monocytogenes and Listeria innocua with resident microbiota isolated from apple juice
processing  equipment. Journal of  Food  Safety, 38(5), e12499.
https://doi.org/10.1111/jfs.12499

Bastos, R. G. Tecnologia das Fermentagdes: Fundamentos de Bioprocessos.
EdUFSCar, 2010, 162 p.

Berne, C., Ellison, C. K., Ducret, A., & Brun, Y. V. (2018). Bacterial adhesion at
the single-cell level. Nature Reviews Microbiology, 16(10), 616-627.
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0057-5

Busscher, H. J.; Weerkamp, A. H.; Van D. E. R, Mei H. C.; Van Pelt, A. W.; De
Jong, H. P.; Arends, J. Measurement of the surface free energy of bacterial cell surface
and its relevance for adhesion. Applied and Environmental Microbiology, v. 48, p. 980-
983, 1984.

Casarin, L. S., Casarin, F. D. O., Brandelli, A., Novello, J., Ferreira, S. O., & Tondo,
E. C. (2016). Influence of free energy on the attachment of Salmonella Enteritidis and
Listeria monocytogenes on stainless steels AISI 304 and AISI 316. LWT - Food Science
and Technology, 69, 131-138. https://doi.org/10.1016/j.1wt.2016.01.035

29


https://doi.org/10.1111/jfs.12499
https://doi.org/10.1038/s41579-018-0057-5
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2016.01.035

Chafsey, 1., Ostrowski, R., Guilbaud, M., Teixeira, P., Herry, J. M., Caccia, N.,
Chambon, C., Hébraud, M., Azeredo, J., Bellon-Fontaine, M. N., Popowska, M., &
Desvaux, M. (2022). Deep impact of the inactivation of the SecA2-only protein export

pathway on the proteosurfaceome of Listeria monocytogenes. Journal of Proteomics, 250,
104388. https://doi.org/10.1016/j.jprot.2021.104388

Chavant, P., Gaillard-Martinie, B., Talon, R., Hébraud, M., & Bernardi, T. (2007).
A new device for rapid evaluation of biofilm formation potential by bacteria. Journal of
Microbiological Methods, 68(3), 605—612. http://doi:10.1016/].mimet.2006.11.010

Caixeta, D. S., Scarpa, T. H., Brugnera, D. F., Freire, D. O., Alves, E., Abreu, L. R.
D., & Piccoli, R. H. (2012). Chemical sanitizers to control biofilms formed by two
Pseudomonas species on stainless steel surface. Food Science and Technology, 32(1),
142-150. http://doi:10.1590/s0101-20612012005000008

Carrasco, E., Morales-Rueda, A., & Garcia-Gimeno, R. M. (2012). Cross-
contamination and recontamination by Salmonella in foods: A review. Food Research
International, 45(2), 545-556. http://doi:10.1016/j.foodres.2011.11.004

Costerton, J. W. (1999). Bacterial Biofilms: A Common Cause of Persistent
Infections. Science, 284(5418), 1318—1322. http://doi:10.1126/science.284.5418.1318

Cornu, M., Kalmokoff, M., & Flandrois, J.-P. (2002). Modelling the competitive
growth of Listeria monocytogenes and Listeria innocua in enrichment broths.
International Journal of Food Microbiology, 73(2-3), 261-274. http://doi:10.1016/s0168-
1605(01)00658-4

De Cesare, A., Vitali, S., Tessema, G. T., Trevisani, M., Fagereng, T. M., Beaufort,
A., ... Skjerdal, T. (2018). Modelling the growth kinetics of Listeria monocytogenes in
pasta salads at different storage temperatures and packaging conditions. Food
Microbiology, 76, 154—163. http://d0i:10.1016/].fm.2018.04.013

Deleplace, M., Dallagi, H., Dubois, T., Richard, E., Ipatova, A., Bénézech, T., &
Faille, C. (2022). Structure of deposits formed by drying of droplets contaminated with
Bacillus spores determines their resistance to rinsing and cleaning. Journal of Food
Engineering, 318, 110873. https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2021.110873

Dittrich, M., & Sibler, S. (2005). Cell surface groups of two picocyanobacteria
strains studied by zeta potential investigations, potentiometric titration, and infrared
spectroscopy. Journal of Colloid and Interface Science, 286(2), 487-495.
https://doi.org/10.1016/].jc1s.2005.01.029

Dong, Y., Yan, X., Lu, F., Guo, M., Zhuang, Y., (2015). Development and
Optimization of an Unstructured Kinetic Model for Sodium Gluconate Fermentation
Process. Comput. Mater. Continua 48 (1), 43-55. https://d0i:10.3970/cmc.2015.048.043

El-Kirat-Chatel, S., Beaussart, A., Matheli¢-Guinlet, M., & Dufréne, Y. F. (2020).
The importance of force in microbial cell adhesion. Current Opinion in Colloid &
Interface Science, 47, 111-117. http://doi:10.1016/1.cocis.2019.12.010

30


https://doi.org/10.1016/j.jprot.2021.104388
http://doi:10.1016/j.mimet.2006.11.010
http://doi:10.1590/s0101-20612012005000008
http://doi:10.1016/j.foodres.2011.11.004
http://doi:10.1126/science.284.5418.1318
http://doi:10.1016/s0168-1605(01)00658-4
http://doi:10.1016/s0168-1605(01)00658-4
http://doi:10.1016/j.fm.2018.04.013
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2021.110873
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2005.01.029
https://doi:10.3970/cmc.2015.048.043
http://doi:10.1016/j.cocis.2019.12.010

Figueiredo, H. M. de, Andrade, N. J. de, Ozela, E. F., & Morales, G. P. (2009).
Influéncia da velocidade de circulacao do leite na adesdao de Pseudomonas aeruginosa
sobre ago inoxidavel. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 29(3), 469-473.
http://doi:10.1590/s0101-20612009000300002

Flemming, H.-C., Wingender, J., Szewzyk, U., Steinberg, P., Rice, S. A., &
Kjelleberg, S. (2016). Biofilms: an emergent form of bacterial life. Nature Reviews
Microbiology, 14(9), 563—-575. http://doi:10.1038/nrmicro.2016.94

Flemming, H.-C., & Wuertz, S. (2019). Bacteria and archaea on Earth and their
abundance in biofilms. Nature Reviews Microbiology, 17(4), 247-260.
http://doi:10.1038/s41579-019-0158-9

Galié, S., Garcia-Gutiérrez, C., Miguélez, E. M., Villar, C. J., & Lombd, F. (2018).
Biofilms in the Food Industry: Health Aspects and Control Methods. Frontiers in
Microbiology, 9. https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00898

Hua, Z., Younce, F., Tang, J., Ryu, D., Rasco, B., Hanrahan, 1., & Zhu, M. J. (2021).
Efficacy of saturated steam against Listeria innocua biofilm on common food-contact
surfaces. Food Control, 125, 107988. https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.107988

Huang, L. (2008). Growth Kinetics of Listeria monocytogenes in Broth and Beef
Frankfurters—Determination of Lag Phase Duration and Exponential Growth Rate under
Isothermal  Conditions. Journal of Food Science, 73(5), E235-E242.
http://doi:10.1111/1.1750-3841.2008.00785.x

Garnier, A., & Gaillet, B. (2015). Analytical solution of Luedeking-Piret equation
for a batch fermentation obeying Monod growth kinetics. Biotechnology and
Bioengineering, 112(12), 2468-2474. http://doi:10.1002/bit.25669

Gomes M. C. Predacdo. Interacgdes entre espécies. Introducdo aos Modelos
Biomatematicos. Faculdade de Ciéncias. Universidade de Lisboa. 2003.

Gu, T., Meesrisom, A., Luo, Y., Dinh, Q. N., Lin, S., Yang, M., Sharma, A., Tang,
R., Zhang, J., Jia, Z., Millner, P. D., Pearlstein, A. J., & Zhang, B. (2021). Listeria
monocytogenes biofilm formation as affected by stainless steel surface topography and
coating composition. Food Control, 130, 108275.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.108275

Jia, Z., Huang, L., Wei, Z., Yao, Y., Fang, T., & Li, C. (2021). Dynamic kinetic
analysis of growth of Listeria monocytogenes in pasteurized cow milk. Journal of Dairy
Science, 104(3), 2654-2667. https://doi.org/10.3168/]ds.2020-19442

Kocot, A. M., & Olszewska, M. A. (2020). Interaction of Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus aureus with Listeria innocua in dual species biofilms and inactivation
following disinfectant treatments. LWT, 118, 108736.
https://doi.org/10.1016/1.1wt.2019.108736

Lauer Cruz, K., & de Souza da Motta, A. (2019). Characterization of biofilm
production by Pseudomonas fluorescens isolated from refrigerated raw buffalo milk.

31


http://doi:10.1590/s0101-20612009000300002
http://doi:10.1038/nrmicro.2016.94
http://doi:10.1038/s41579-019-0158-9
https://doi.org/10.3389/fmicb.2018.00898
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.107988
http://doi:10.1111/j.1750-3841.2008.00785.x
http://doi:10.1002/bit.25669
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2021.108275
https://doi.org/10.3168/jds.2020-19442
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.108736

Journal of  Food Science and  Technology, 56(10), 4595-4604.
https://doi.org/10.1007/s13197-019-03924-1

Leite, M. T. Otimizagao da produgdo do 4cido lactico através da fermentagdo do
soro de queijo por Lactobacillus helveticus. Tese de doutorado. 179p. Universidade
Federal de Uberlandia. Uberlandia, MG, 2006.

Lima, J. S., Sampaio, A. P. P. O., Dufossé, M. C. da S., Sousa, P. F. M. de, Silva,
J. B. da, Moraes, C. M. de, & Roos, T. B. (2021). Growth kinetics of Salmonella

Typhimurium and Listeria monocytogenes in buffalo milk under different processing and
storage conditions. Ciéncia Rural, 51(11). http://doi:10.1590/0103-8478cr20200967

Muloiwa, M., Nyende-Byakika, S., & Dinka, M. (2020). Comparison of
unstructured kinetic bacterial growth models. South African Journal of Chemical
Engineering, 33, 141-150. https://doi.org/10.1016/j.sajce.2020.07.006

Noviyanti, F., Shimizu, S., Hosotani, Y., Koseki, S., Inatsu, Y., & Kawasaki, S.
(2020). Predictive Growth Model of Listeria monocytogenes Under Fluctuating
Temperature Conditions in Pasteurized Milk by Using Real-Time Polymerase Chain
Reaction. Foodborne Pathogens and Disease, 17(11), 693-700.
http://doi:10.1089/fpd.2020.2793

Ojeda, J. J., Romero-Gonzélez, M. E., Bachmann, R. T., Edyvean, R. G. J., &
Banwart, S. A. (2008). Characterization of the Cell Surface and Cell Wall Chemistry of
Drinking Water Bacteria by Combining XPS, FTIR Spectroscopy, Modeling, and
Potentiometric Titrations. Langmuir, 24(8), 4032-4040.
https://doi.org/10.1021/1a702284b

Oliveira MMM, Brugnera DF, Piccoli RH (2010) Biofilmes microbianos na
industria de alimentos: Uma revisdo. Rev Inst Adolfo Lutz 69:277-284.

Parizzi, S. Q. F., Andrade, N. J. de, Silva, C. A. de S., Soares, N. de F. F., & Silva,
E. A. M. da. (2004). Bacterial adherence to different inert surfaces evaluated by
epifluorescence microscopy and plate count method. Brazilian Archives of Biology and
Technology, 47(1), 77-83. http://doi:10.1590/s1516-89132004000100011

Quiles, F., Polyakov, P., Humbert, F., & Francius, G. (2012). Production of
Extracellular Glycogen by Pseudomonas fluorescens: Spectroscopic Evidence and

Conformational Analysis by Biomolecular Recognition. Biomacromolecules, 13(7),
2118-2127. http://d0i:10.1021/bm300497¢c

Rossi, C., Chaves-Lopez, C., Serio, A., Goffredo, E., Cenci Goga, B. T., &
Paparella, A. (2016). Influence of incubation conditions on biofilm formation by
Pseudomonas fluorescens isolated from dairy products and dairy manufacturing plants.
Italian Journal of Food Safety, 5(3). http://doi:10.4081/ijf5.2016.5793

Scalabrini, M., Hamon, J., Linossier, 1., Ferriéres, V., & Réhel, K. (2019).
Pseudomonas aeruginosa resistance of monosaccharide-functionalized glass surfaces.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 183, 110383.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2019.110383

32


https://doi.org/10.1007/s13197-019-03924-1
http://doi:10.1590/0103-8478cr20200967
https://doi.org/10.1016/j.sajce.2020.07.006
http://doi:10.1089/fpd.2020.2793
https://doi.org/10.1021/la702284b
http://doi:10.1590/s1516-89132004000100011
http://doi:10.1021/bm300497c
http://doi:10.4081/ijfs.2016.5793
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2019.110383

Silva, 1. D., Careli, R. T., Lima, J. C., & Andrade, N. J. (2010). Effectiveness of
cleaning and sanitizing procedures in controlling the adherence of Pseudomonas
fluorescens, Salmonella Enteritidis, and Staphylococcus aureus to domestic kitchen
surfaces. Food Science and Technology, 30(1), 231-236. http://d0i:10.1590/s0101-
20612010005000015

Srey, S., Jahid, I. K., & Ha, S.-D. (2013). Biofilm formation in food industries: A
food safety concern. Food Control, 31(2), 572-585.
http://do1:10.1016/j.foodcont.2012.12.001

Su, Y., Jiang, L., Chen, D., Yu, H., Yang, F., Guo, Y., Xie, Y., & Yao, W. (2022).
In vitro and in silico approaches to investigate antimicrobial and biofilm removal
efficacies of combined ultrasonic and mild thermal treatment against Pseudomonas

fluorescens. Ultrasonics Sonochemistry, 83, 105930.
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2022.105930

Toloi Torqueti, F., Lino Freitas, G., Carneiro Ferreira, D., Valetim Gelamo, R., Dias
dos Anjos Gongalves, L., & Anadrade Araujo Naves, E. (2019). Stainless steel surface
functionalized with silver by cathodic sputtering. Journal of Food Safety, 39(5).
http://doi:10.1111/jfs.12668

Tugarova, A. V., Scheludko, A. V., Dyatlova, Y. A., Filip’echeva, Y. A., &
Kamnev, A. A. (2017). FTIR spectroscopic study of biofilms formed by the
rhizobacterium Azospirillum brasilense Sp245 and its mutant Azospirillum brasilense
Sp245.1610. Journal of Molecular Structure, 1140, 142-147.
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2016.12.063

van OSS, C. J. Interfacial forces in aqueous media. New York: Marcel Dekker, Inc.,
1994. 440 p

Wang, H., Cai, L., Li, Y., Xu, X., & Zhou, G. (2018). Biofilm formation by meat-
borne Pseudomonas fluorescens on stainless steel and its resistance to disinfectants. Food
Control, 91, 397-403. http://doi:10.1016/1.foodcont.2018.04.035

Yu, L., & Shi, H. (2021). Recent advances in anti-adhesion mechanism of natural
antimicrobial agents on fresh produce. Current Opinion in Food Science, 42, 8—14.
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2021.01.009

33


http://doi:10.1590/s0101-20612010005000015
http://doi:10.1590/s0101-20612010005000015
http://doi:10.1016/j.foodcont.2012.12.001
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2022.105930
http://doi:10.1111/jfs.12668
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2016.12.063
http://doi:10.1016/j.foodcont.2018.04.035
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2021.01.009

CAPITULO 1I - HIGIENIZACAO CLEAN IN PLACE (CIP): EFEITOS DA
GEOMETRIA, DO MICRORGANISMO E ASPECTOS FLUIDODINAMICOS

RESUMO: A higienizagdo clean in place (CIP) é uma das técnicas mais comumente
empregadas na limpeza e sanitizacdo de equipamentos e tubulacdes na industria de
alimentos e farmacos. No entanto, alguns pontos nas tubulagdes sdo desafiadores em
fun¢do da geometria do sistema e da fluidodindmica dos agentes de limpeza. Este capitulo
avaliou a higienizacdo de cinco geometrias: trecho cilindrico reto, ramificagdo em té,
curva 90° expansdo e reducao de didmetro, contaminadas com dois microrganismos
diferentes: Listeria innocua e Pseudomonas fluorescens. Além disso, investigou o
comportamento fluidodindmico do escoamento em termos da velocidade e da tensdo de
cisalhamento no interior dessas geometrias. Para isso, foi empregado uma linha de
circulagdo com as mesmas caracteristicas daquelas encontradas nas industrias lacteas,
feita em ago inoxidavel 304, polimento #4, com instrumentos de medida e controle do
processo. As geometrias foram contaminadas com leite integral UHT, previamente
esterilizado, inoculado com os microrganismos para o processo de adesdo. Em seguida,
as geometrias foram higienizadas e a amostragem realizada pela técnica de swab e o
desempenho da higienizacdo foi avaliado com base no niimero de redugdes decimais no
quantitativo de células e na contagem final de células na superficie de cada geometria. Na
analise estatistica empregou-se o teste de Duncan para avaliar a diferenca entre as
reducdes decimais na contagem de células para cada geometria e em fung¢do do
microrganismo comparativamente. O estudo fluidodindmico foi realizado com software
FLUENT versao Student e o consumo energético foi determinado por meio de sensor de
corrente elétrica. Os resultados mostraram que L. innocua alcangou niveis de adesdo
maiores que P. fluorescens durante o tempo usual de operacdo da industria. A reducao
decimal na sanitizacdo tradicional, com fluxo constante mostrou que o trecho cilindrico
reto e a reduc¢do foram as geometrias que tiveram melhores niveis de higienizacdo em
detrimento da ramificacdo em té, que apresentou a menor reducdo decimal de células,
para os dois microrganismos, em funcdo da formacdo de zonas de estagnagdo e
recirculacao de fluido, observadas na simulacao fluidodinamica. Em termos de contagem
de células, todas as geometrias foram consideradas higienizadas para os dois
microrganismos estudados, exceto a geometria t€ que ainda apresentou contagem superior
ao recomendado. Observou-se que a etapa de limpeza e sanitizagdo foram as que mais
demandaram energia para execugdo do processo de higienizagao CIP.

Palavras-chave: Seguranca microbioldgica; Bactérias Psicrotroficas, Adesao
microbiana, Zonas de estagnacgao.



ABSTRACT: Clean in place (CIP) hygienization is one of the most commonly used
techniques for cleaning and sanitizing equipment and piping in the food and
pharmaceutical industry. However, some points in the pipes are challenging due to the
geometry of the system and the fluid dynamics of the cleaning agents. This work
evaluated the hygiene of five geometries: straight cylindrical section, tee branching, 90°
curve, expansion and diameter reduction, contaminated with two different
microorganisms: Listeria innocua and Pseudomonas fluorescens. Furthermore, he
investigated the fluid dynamic behavior of the flow in terms of velocity and shear stress
within these geometries. For this, a circulation line was used with the same characteristics
as those found in the dairy industries, made of stainless steel 304, polishing #4, with
instruments for measuring and controlling the process. The geometries were
contaminated with UHT whole milk, previously sterilized, inoculated with the
microorganisms for the adhesion process. Then, the geometries were sanitized and the
sampling performed using the swab technique and the cleaning performance was
evaluated based on the number of decimal reductions in the number of cells and the final
cell count on the surface of each geometry. In the statistical analysis, Duncan's test was
used to evaluate the difference between the decimal reductions in the cell count for each
geometry and as a function of the microorganism comparatively. The fluid dynamic study
was carried out using FLUENT software, Student version, and energy consumption was
determined using an electric current sensor. The results showed that L. innocua achieved
higher adhesion levels than P. fluorescens during the usual industry operating time. The
decimal reduction in traditional sanitization, with constant flow, showed that the straight
cylindrical section and the reduction were the geometries that had better levels of
sanitization, to the detriment of the tee branching, which presented the lowest decimal
reduction of cells, for both microorganisms, in function of the formation of stagnation
zones and fluid recirculation, observed in the fluid dynamic simulation. In terms of cell
count, all geometries were considered sanitized for the two microorganisms studied,
except for the tee geometry, which still had a higher count than recommended. It was
observed that the cleaning and sanitization step required the most energy to carry out the
CIP sanitization process.

Keywords: Food safety; Psychrotrophic bacteria; Microbial adhesion; Stagnation zones.

35



1. INTRODUCAO

O leite e seus derivados sdo produtos processados largamente consumidos no
mundo. De acordo com a Comissao Europeia, de 2017 a 2020, a produgdo global de leite
variou de 610.724 a 643.769 mil toneladas, sendo o Brasil um dos principais produtores
(GRANATO et al., 2022). Nesse contexto, a seguranga microbioldgica e a qualidade
nutricional desses produtos sdo pardmetros chave tanto para a industria de processamento
quanto para os consumidores (MOK et al., 2020). Dessa forma, a industria de
processamento de produtos lacteos tradicionalmente se concentra sobre os desafios
relacionados com a garantia da seguranga microbiologica dos alimentos (VAN
DERLYKE et al., 2022).

O leite ¢ suscetivel a contaminagdo microbiana durante todo seu processo de
obten¢do, processamento e armazenamento devido aos nutrientes e ao alto teor de
umidade (ZHANG et al., 2020). Neste sentido, muitos produtos lacteos sdo descartados e
inutilizados ap6s o fim da vida de prateleira, o que causa prejuizos econdmicos e
ambientais (NASRALLA et al.,, 2022). A contaminagdo no pds-processamento de
alimentos ¢ um fator que contribui para surtos de doengas transmitidas por alimentos
(MARTIN et al., 2018).

A descontaminagdo e conservagao de produtos alimenticios antes do processo de
embalagem ¢ altamente desejavel na industria alimenticia, pois pode reduzir o risco de
surtos de origem alimentar para os consumidores (LEIPOLD et al., 2011; YONG et al.,
2015). Essa tendéncia exige o desenvolvimento de alternativas e tecnologias para
maximizar a seguranca € a qualidade dos alimentos, e assim melhorar a sustentabilidade
da cadeia de produgao dos alimentos (DE MORAES et al., 2020).

Nesse sentido, a refrigeracdo ¢ uma estratégia para mitigar a proliferagdo de
microrganismos e deterioragdo dos produtos acabados. No entanto, 0s microrganismos
psicrotroficos sdo tolerantes a refrigeragdo e apresentam capacidade de crescerem sob
baixas temperaturas (CRUZ e MOTTA, 2019). Essa combinagdo levou a condicoes
seletivas para esse grupo de microrganismos (PUGA et al., 2016). Dessa forma, ¢
preocupante para industria, os microrganismos psicrotroficos que sdo responsaveis por
perdas e contaminacdo dos produtos processados, em especial, as espécies Listeria €

Pseudomonas.
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Augustin e Brugnoni (2018) destacaram que células de L. innocua tém sido
encontradas nos mesmos ambientes que L. monocytogenes, sendo essa patogénica, bem
como sendo isolados dos mesmos alimentos. Além disso, estudos mostraram a capacidade
de células de L. innocua promover alteragdes nos lipidios da membrana em resposta a
certos tipos de estresse, como, estresse acido, escassez de nutrientes, frio e calor e entao
produzir mudancas na hidrofobicidade das cé€lulas e alterar também a sensibilidade das
células aos desinfetantes quimicos (MOORMAN et al., 2007).

Su et al. (2022) destacaram atencdo a P. fluorescens, relatando que as condigdes
convencionais de tratamento e higienizacdo podem ndo ser suficientes para inativar as
células de P. fluorescens em superficies de contato com alimentos na industria, como
equipamentos, esteiras de transporte e recipientes para alimentos. Além disso, a protease
¢ um metabolito secretado pela P. fluorescens resistente ao calor e responsavel pela
deterioragdo e reducao da qualidade dos produtos lacteos (WANG et al., 2022).

Em um sistema de processamento com tubulagdes, a seguranca microbiologica dos
produtos deve ser assegurada por procedimentos higiénicos eficientes usando método
clean in place (CIP) (FAILLE et al., 2018). No entanto, diversas condi¢des afetam a
eficiéncia do processo de higienizacdo CIP, tais como, propriedades fisicas e quimicas da
sujidade; propriedades de superficie (hidrofobicidade, rugosidade); perfil de temperatura
entre o volume do fluido e a superficie, produtos quimicos e concentracdo empregada e
condi¢des hidrodinamicas, tais como, velocidade de fluxo, tensdo de cisalhamento na
superficie, geometria do equipamento e a presenca de zonas de estagnagdo de fluidos
(SILVA et al., 2020).

Nesse aspecto, as técnicas de fluidodindmica computacional (CFD) sdo uteis para
conhecer os efeitos da geometria do sistema de tubulagdes na dinamica dos fluidos
(SHARMA e MACCHIETTO, 2020). Dessa forma, torna-se possivel prever o
comportamento dos fluidos detergente e sanitizante no interior das tubulagdes e predizer
regides de risco com condigdes hidrodinamicas desfavordveis a higienizagao,
considerando a tensdo de cisalhamento e intensidade de flutuacdo (YANG et al., 2018).
Somado a isso, a simulagdo CFD reduz os custos, consumo de insumos, paradas na
producdo e geragdo de efluentes, uma vez que ¢ capaz de substituir inimeros testes
experimentais na planta industrial pela previsao numérica dos modelos de transporte (LI

etal., 2019; ASTERIADOU et al., 2007).
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As industrias quimicas e alimenticias estdo se concentrando na reduc¢ao do impacto
economico e ambiental das operacdes de limpeza (AVILA-SIERRA et al., 2021). Nesse
sentido, ¢ importante identificar oportunidades de melhoria na higieniza¢dao CIP, devido
ao grande volume de dgua gasto, produtos quimicos, energia consumida e o impacto
ambiental gerado. Tem sido relatado que a limpeza ¢ responséavel por 30% da energia
utilizada no processamento de laticinios. A limpeza também leva uma quantidade
significativa de tempo que afeta a produtividade j& que o tempo gasto na limpeza ndo
pode ser usado para fabricar produtos (ESCRIG et al., 2020).

Nesta perspectiva, a proposta deste capitulo foi investigar a adesao de L. innocua e
P. fluorescens a diferentes geometrias de um sistema de circulacdo de aco inoxidéavel para
processamento leite, avaliar o procedimento de higienizacdo CIP considerando cinco
diferentes geometrias comumente encontradas em unidades de processamento industrial
(secdo cilindrica reta, se¢do em té, cotovelo, expansao e reducao do didmetro do tubo).
Além disso, analisar o comportamento dos fluidos em cada geometria utilizando a técnica
CFD em 3D, avaliando modelos de turbuléncia e estimando o consumo operacional de

insumos para realizar o processo CIP.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo

Utilizou-se suspensdo bacteriana de Listeria innocua (ATCC 33090) e
Pseudomonas fluorescens (ATCC 13525) neste trabalho. Essas culturas estavam
liofilizadas e a ativacdo foi realizada em caldo Brain Hearth Infusion (BHI, Merck, Sao
Paulo, Brasil), trés vezes consecutivas e incubadas por 24 h nas temperaturas de 37°C +

1°C e 26°C + 1°C, para L. innocua e para P. fluorescens respectivamente.

Apoés trés ativacdes, uma aliquota foi transferida para o leite integral UHT
(Bonalat), previamente esterilizado em autoclave, de forma a produzir uma suspensdo a
1% de indculo, a qual era inserida no interior das geometrias. O numero de
microrganismos foi determinado por contagem total em placas utilizando 4gar padrdo
para contagem (PCA, Kasvi, Italia) e o nimero de unidade formadoras de coldnias por

mL foi de aproximadamente 108 UFC.mL!,
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2.2 Adesao microbiana

Antes do processo de higienizagdo CIP das superficies em estudo, todas as
geometrias foram previamente limpas com agua potavel e detergente liquido neutro e

esterilizadas a 121°C por 30 min em autoclave (Digitale).

Posteriormente, as geometrias foram preenchidas com leite integral, previamente
esterilizado, inoculado com o microrganismo em estudo. Em seguida, L. innocua foi
incubada durante 12 h a 37°C e as geometrias com P. fluorescens foram incubadas a 26°C
durante 15 h. O periodo de incubacdo foi determinado pela cinética de adesdo
previamente. A incubagao estatica foi escolhida para garantir a homogeneidade da adesao
na superficie e isolar os efeitos hidrodindmicos conforme sugerido por Lelievre et al.

(2002) e Silva et al. (2020).

Ap6s o periodo de incubagdo, o leite foi drenado e as geometrias foram instaladas
na linha de circulagdo para serem submetidas ao processo CIP. Uma réplica da geometria
utilizada na higienizacdo foi selecionada para a contagem inicial de células na superficie.
Essa geometria foi preenchida com 4gua peptonada (Acumedia, Lansing, Estados Unidos)
0,1% (m/v), a qual permaneceu no interior da superficie, por 1 min, e em seguida
descartada para remocao das células planctonicas.

As células sésseis foram removidas com auxilio de um swab e transferidas para uma
solucdo de agua peptonada 0,1% (m/v) onde permaneceu por 2 min em agitacdo em vortex
(Velp, Wizard Advanced IR) para a liberacao das células para a solugdo. Apos essa etapa,
diluicdes seriadas foram preparadas e plaqueadas em agar padrdo para contagem (PCA —
Kasvi, Italia). As placas foram incubadas por 24 h. O resultado da contagem foi expresso

em UFC.cm™. Para a expressdo dos resultados, aplicou-se a Equagio 2.1:

Contagem[UFC -cm™] = ];]IE; (2.1)

D

em que: C: contagem média do nimero de colonias apos incubacao [UFC]; Vz: Volume
usado na rinsagem [mL]; V4: Volume usado para plaqueamento da amostra [mL]; A4: area

da geometria [cm?].
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2.3 Unidade experimental

O sistema utilizado neste estudo foi descrito por Silva et al. (2020). Uma tubulacao

com estrutura e caracteristicas similares as usadas em unidades de processamento de

produtos lacteos, em aco inoxidavel AISI 304, grau de polimento #4. O prototipo da linha

de circulagdo estd apresentado na Fig 2.1 A.
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Figura 2.1 —Protdtipo (A) e representacdo esquematica da linha de circulacao (B).

Legenda: TK — tanque de armazenamento de leite e solugdes de limpeza (capacidade de 25 L); V — vélvulas
de bloqueio tipo esfera com conexao roscada de %2”’; P — bomba centrifuga para promover a circulagdo de
fluidos e agentes de limpeza no sistema; YF - sensor de vazdo da turbina }4", M - mandmetro de tubo em
U, HE - trocador de calor, superficies de diferentes geometrias: se¢ao cilindrica reta (A), té (B), cotovelo
(C), expansio (D) e reducao (E).
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A linha era composta por secdes com extremidades rosqueaveis, que permitia a
desmontagem e amostragem da superficie das geometrias em investigagdo. As secoes de
teste estudadas foram: trecho cilindrico reto (A), t€ (B), cotovelo (C), expansdo /2" para
17 (D) e reducao 17 para /2" (E). Essas geometrias sdo usualmente encontradas nas linhas
de circulagdo e apresentam diferentes intensidades de cisalhamento. Os instrumentos € o
sistema de controle da vazao com controlador PID em Arduino conforme descrito por

Silva et al. (2019) sdo mostrados na Fig. 2.1 B.

2.4 Simulacao CFD

24.1  Teste de independéncia de malha computacional

A criacdo da geometria e a aplicacdo da malha foram criadas usando o software
Gambit. O resolvedor numérico foi feito no ANSYS Student. A densidade de células na
malha foi determinada aumentando a quantidade de células até que a queda de pressao se
tornasse constante. Uma representagdo esquematica do sistema e da malha aplicada sao
apresentados na Fig. 2.2. As malhas em 3D foram compostas principalmente de células

na forma de hexaedros.

Para resolucao, a condi¢do de contorno na extremidade lateral esquerda do tubo
disposto na posi¢do horizontal foi definida uma entrada do tipo velocity inlet. Nessa
condicdo de contorno, foi informado o valor de 1,5 m's™! e na saida, ao final do trecho
reto vertical, foi especificada a condicdo de saida pressure outlet como pressao
atmosférica. Dessa forma, em relacdo a pressao relativa (pressure gauge) foi adotado o

valor nulo para as simulagdes.
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Figura 2.2 - Representacdo do /ayout da tubulacdo e aplicagdo da malha.

Os fluidos utilizados no processo CIP foram agua e solugdes aquosas de agentes
quimicos de limpeza como NaOH e sanitiza¢do, o acido peracético. Dessa forma, as
propriedades da solugdao dos agentes de limpeza e sanitizagdo foram assumidas iguais as
da 4gua, como sugerido por Yang et al. (2018).

A malha de 19.409 células foi escolhida, pois proporcionou resultados
suficientemente precisos. O uso de uma malha mais refinada ndo afetou
significativamente o resultado e apresentou maior tempo de simulagdo. A influéncia da
discretizacdo da geometria em funcdo da queda de pressao entre os pontos M101 e M102

no sistema ¢ apresentada na Fig. 2.3.

Em relagdo aos métodos de solu¢do, no acoplamento pressdo/velocidade foi
empregado a configuracdo Coupled. Na estratégia de interpolagdo, o método utilizado foi
Second order. Os fatores de relaxacdo foram empregados na forma Default. Por ultimo,

o critério de convergéncia da solugio foi de 10,

42



12000

10000 \

800 —

u
D —
u u

6000

4000

Queda de pressao (Pa)

2000,

0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000
Numero de celulas (-)

Figura 2.3 - Queda de pressdo em func¢do do numero de células na discretizagdao da

geometria.

2.4.2  Modelo de turbuléncia

Diversos modelos de turbuléncia estdo disponiveis e foram implementados para
representar os escoamentos de fluidos (BOUVIER et al., 2014). O modelo de turbuléncia
k-¢ pode apresentar limitagdes, mas algumas vantagens, como a operar com limitacdo de

recursos computacionais e a aptidao para alcancar a convergencia.

O modelo de turbuléncia k-w de transporte de tensdo de cisalhamento tem muitas
melhorias em relagdo ao modelo k-¢. Esses dois modelos foram testados e comparados

com os valores experimentais usando a curva de atrito do sistema.

2.4.3  Validacao do modelo
A validagdo do modelo de turbuléncia foi realizada comparando a curva
experimental com resultados obtidos por simulagdo CFD para curva do fator de atrito

(72) para fluidos newtonianos em funcdo do niimero de Reynolds (Re), conforme

mostrado na Equacdo 2.2.

_ (2.2)
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Os experimentos foram realizados utilizando dgua potdvel a uma temperatura

constante. O niimero Reynolds foi calculado conforme mostrado na Equacgao 2.3.

Re = pTVd (2.3)

sendo, L o comprimento da tubulagdo de ago inoxidavel, AP a queda de pressao observada
entre os mandmetros M101 e M102, p a densidade da solucdo sanitizante, v a velocidade
média do escoamento, d o didmetro da tubulagdo e u a viscosidade dindmica da solucdo
sanitizante.

De acordo com comportamento do fator //2 mostrado na Fig. 2.4, observou-se que
o modelo k- apresentou melhor ajuste aos dados experimentais. Dessa forma, o modelo

SST k-w foi selecionado para as simulagdes fluidodindmicas deste trabalho.
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—¥—__
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Figura 2.4 - Curvas do fator de atrito experimental e calculado para os modelos de

turbuléncia.
2.5 Higienizacio

Apoés as geometrias serem submetidas a contaminagdo, elas foram instaladas na
linha de circulag@o para a realiza¢do da higienizacdo CIP, tradicionalmente executada,
diariamente, na industria de laticinios e que compreende as seguintes etapas: pré-enxague,

detergente alcalino, enxague, sanitizagdo e enxague final.

44



Primeiramente, preencheu-se o tanque de armazenamento (TK 101) com agua
potavel da rede de distribuicao a temperatura ambiente para o pré-enxague. Iniciou-se a
circulagdo da 4gua em circuito aberto por 5 min para remocao de residuos de leite. Todas
as etapas do procedimento foram executadas com velocidade média de 1,5 m's™ conforme
recomendado pela literatura (TAMINE, 2008; ANDRADE 2008) para higienizacdo de

tubulagdes, produzindo um escoamento turbulento com Reynolds igual a 23700.

Ao final do pré-enxague, deu-se inicio a limpeza alcalina com a circulagao do
detergente NaOH (SOL) a 1% (m/v) em circuito fechado durante 15 min, conforme
sugerido por Andrade (2008) e a temperatura de 70°C conforme indicado pela Tetra Park
(2015) para procedimento CIP de tubulagdes. O enxague do detergente alcalino foi
realizado com 4dgua potavel em circuito aberto para remocdo do NaOH residual. O
enxague foi finalizado quando a condutividade do efluente da tubulagdo era equivalente

a condutividade da agua de alimentagio no valor de 200 + 12 pS-cm’.

A sanitizacdo foi realizada com 4cido peracético (Start Quimica) a temperatura
ambiente durante 15 min a 100 ppm (ANDRADE, 2008; COSTA et al., 2017) em circuito
fechado de circulacdo do sanitizante. Por fim, realizou o enxague com agua potavel em

circuito aberto durante 5 min para remogao do sanitizante residual.

A eficacia do processo foi determinada em termos de redugdo decimal na contagem
de células de acordo com proposto por Sharma e Anand (2002) e utilizado por Kumari e
Sakar (2014) e Silva et al. (2020). A quantificagdao de células sobreviventes apos o
processo CIP foi determinada pela técnica swab, com diluigdes seriadas em agua
peptonada (Acumedia, Michigan) e plaqueamento em agar PCA. As placas foram
incubadas na temperatura 6tima de crescimento por 24 h, e as colonias foram contadas e
expressas como log UFC.cm?. A Redu¢do Decimal (RD) de células aderidas nas

geometrias foi determinado pela Equacao 2.4.

RD =logN —logn (2.4)

em que N representa a contagem inicial de células na superficie (UFC.cm™) e n a

contagem de (UFC.cm™) ap6ds o processo CIP.
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2.6 Consumo operacional
O consumo operacional do processo CIP foi determinado considerando a energia
elétrica (drienica) consumida pela bomba para circulagdo dos fluidos, a energia consumida

para aquecimento (J4guecimento) da solucdo alcalina e o volume de dgua gasto (J.igua).

O consumo de dgua potavel para enxague foi determinado com base na vazao, como
apresentado na Equagdo 2.5 e proposto por Silva e Gedraite (2018). O consumo
energético para bombeamento foi determinado com base na Equagao 2.6, monitorando a
corrente da linha através de um alicate amperimétrico modelo ET-3200 Minipa. A energia
gasta no aquecimento foi calculada pela Equagao 2.7 conforme sugerido por Yang et al.

(2019).

54gua = J‘ g (25)
=0
5eletricidade = \/gl/L Cos QJ. [L (t)dt (26)
0
5aquecimento = VIOCP (T - T;)) (27)

em que, V;: tensdo de linha [V]; I;: corrente de linha [A]; O: dngulo de fase; V: volume
de solugdo [m?]; p: massa especifica da agua [kg'm™]; c,: calor especifico da 4gua

[J/kg°C] T: temperatura [°C]; Ty: temperatura ambiente [°C] , O vazio volumétrica [L-s™]

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica

Os dados foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) com intervalos de
confianga de 95% para determinar a significancia dos efeitos. A média de adesdo na
contamina¢do das geometrias e redu¢do decimal de células na higienizagdo em log
UFC.cm™ foram comparadas pelo teste de Duncan. Os fatores relacionados aos
experimentos de adesdo e higienizagdo foram cinco superficies e dois microrganismos
em cultura pura. Os resultados foram tratados utilizando o software estatistico

STATISTICA (versao 7.0).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contaminacao da superficie

Apo6s o periodo de incubagdo das geometrias, com respectivo bindmio tempo e
temperatura 6timo para cada microrganismo, a contaminag@o observada na superficie de
cada geometria ¢ apresentada na Tabela 2.1. A adesdo de L. innocua apresentou valor
médio de 5,86 + 0,18 log UFC.cm™? e 4,28 + 0,24 log UFC.cm™ para Pseudomonas
fluorescens. Contatou-se que o quantitativo de células de L. innocua aderidas na
superficie foi significativamente superior as células de P. fluorescens (p < 0,05).

Essa diferenca na adesao pode estar relacionada a termodinamica de adesdo destes
microrganismos. Autores mostraram que L. innocua ¢ mais hidrofébica (HUANG e
NITIN, 2017) que P. fluorescens (YEO e CHUA, 2004; ABBASNEZHAD et al., 2008),
0 que pode ter contribuido para maior adesdo daquelas células a superficie de ago
inoxidavel.

Além disso, Chavant et al. (2002) propuseram que a rapida coloniza¢do das
superficies resulta na formagao de agregados celulares com ntimero relativamente baixo
de células aderidas, consequentemente, esses agregados sdo volumosos e se desprendem
devido as fracas interagdes das poucas células aderidas a superficie. Essa menor adesao
observada para P fluorescens ¢ justificada pelos fatores cinéticos, como menor velocidade
de crescimento e termodindmicos como maior energia livre de Gibbs, conforme

discutidos no Capitulo 1.

Tabela 2.1 — Adesao inicial das células de L. innocua e P. fluorescens nas diferentes
geometrias apoOs incubagao estatica.

Adesio [log UFC.cm?]|

Geometria L. innocua P. fluorescens
Trecho Reto (A) 5,84 +0,21% 4,17 0,10
Té (B) 5,98 £ 0,06 4,20+ 0,07
Cotovelo 90° (C) 5,970,117 4,49 +0,38 %
Expansdo (D) 5.81+0,20% 4,23 £0,054°
Reducio (E) 5,70 +0,1848 4,30 +0,254°

As médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ou por uma mesma letra miniscula na mesma
linha ndo diferiram pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Os valores representam a média de trés
repetigoes.
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Dessa forma, observou-se que nao houve diferenga significativa na adesdo de um
mesmo microrganismo em fung¢do da geometria. Essa observacao estd alinhada aos
resultados obtidos em estudos de adesdo de bactérias ao ago inoxidavel, visto que ambas
as geometrias sdo construidas com o mesmo material e especificagdo (RODRIGUEZ et
al., 2008; CHIA et al., 2009; CASARIN et al., 2016). Schlisselberg e Yaron (2013)
explicaram que a adesdo ¢ favorecida quando a rugosidade tem valores semelhante ao
tamanho da célula (aprox. 1,0 um), o que pode causar o aprisionamento das células dentro
dos sulcos das superficies.

O ago inoxidavel com polimento #4 apresenta rugosidade média de 0,6 um
(CASARIN et al., 2016). Nesse contexto, preconiza-se que a rugosidade seja inferior a
1,0 um nas superficies de processamento da industria lactea. J& a EHEDG (European
Hygienic Engineering and Design Group) recomenda um acabamento com rugosidade de
0,8 um, ou inferior, para as superficies de processamento (EHEDG, 2004).

Além disso, as geometrias expansdo e redugdo, que apresentavam uma linha de
solda, ndo apresentam diferenca significativa de adesdo das células de L. innocua ou P.
fluorescens. Estudos demonstraram que nao houve diferencgas significativas nos niveis de
adesdo entre as superficies soldadas (MIG e TIG) e as superficies ndo soldadas (aco
inoxidavel sem soldas) para L. monocytogenes (CASARIN et al., 2014). As investigacdes
de Casarin et al. (2014) sobre hidrofobicidades da superficie com e sem solda mostraram
que ambas as superficies foram classificadas como hidrofobicas. Apesar dos diferentes
niveis de hidrofobicidade ndo houve relacdo entre adesdo e hidrofobicidade superficial.
Isso estd de acordo com os resultados de Silva et al. (2008), realizado em condigdes
estaticas, e com os trabalhos de Szlavik et al. (2012), que foram realizados sob condi¢des
de fluxo de liquido.

De modo geral, é preocupante e desafiador o alto nivel de contaminacdo observado
nas superficies, visto que diversos autores tém sugerido o uso de Listeria spp. como um
indicador de uma possivel contaminagdo por L. monocytogenes. Costa et al. (2018) nao
observaram nenhuma diferenca significativa na capacidade de adesdo de ambas as
espécies de Listeria. Costa et al. (2016) mostraram resultados de adesdo de L. innocua

2 similares aos

em cupons de aco inoxidavel na faixa de 5,65 a 6,74 log UFC-cm’
resultados deste trabalho.
Da mesma forma, ao longo de 24 h de operacao, tempo usualmente empregado nas

industrias de processamento de leite (WANG et al., 2018), P. fluorescens foi capaz de se
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multiplicar em temperatura ambiente e causar contaminagdo no tubos e acessorios. Além
disso, a contagem de células na superficie mostrou que processo CIP inadequado, pode
ocasionar células residuais ¢ desenvolver a contaminacdo neste ambiente. Careli et al.
(2009) mostraram valores proximos no estudo da adesdo de P. fluorescens em ago

inoxidavel, no qual se alcancou 5 log UFC.cm™ apds 10 h de contato com a superficie.

3.2 Processo CIP

Na Tabela 2.2 ¢ apresentado os valores da reducdo decimal média observada em
cada geometria da tubulagdo e a contagem final de células restantes de L. innocua e P.
fluorescens em cada geometria de aco inoxidavel presente no sistema de tubulacdo. A
analise da variancia (ANOVA) mostrou que a geometria € o microrganismo envolvido na

contaminagdo foram significativos no processo de higienizacao CIP das superficies.

Tabela 2.2 - Reducdo decimal para as bactérias e contagem final de células na superficie

de cada geometria.

L. innocua P. fluorescens
Trecho Reto (A) -02 %+ 0,254 <1 4,40 + 0,297 <1
Té (B) 291+0,18°*  75857+68  2,02+0,23B° 163 £ 16
Cotovelo 90° (C) 451 +0,08%  1823+479  425+0,36" <1
Expansio (D) 4,80 + 0,34 5,72 + 0,33 4,31 +0,26"° <1
Redugio () 527+ 0.21% <1 4,34+0,24" <1

As médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ou por uma mesma letra miniscula na mesma
linha ndo diferiram pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. Os valores representam a média de trés
repetigdes.

A destruicao e remocao das células bacterianas de Listeria foi superior a observada
em relacdo a de Pseudomonas em todas as geometrias, exceto no cotovelo, em que a
redugdo foi estatisticamente igual. As redugdes decimais superiores observadas com a
higienizagdo CIP para a maioria das geometrias estd associado ao fato de que a

contaminagao inicial de Listeria era superior, ou seja, apresentava mais células aderidas

49



as superficies. Além disso, ndo houve produ¢do de EPS pela L. innocua o que torna o
processo de destruicao e remogao das células mais facil quando comparado a sanitizagdo
da superficie contaminada com P. fluorescens ja que essa produziu EPS.

Na higieniza¢do das superficies contaminadas com P. fluorescens ndo houve
diferencas significativas nas redugdes decimais entre geometrias de tubos na forma de
secdo cilindrica reta, cotovelo, expansao e redugdo. Por outro lado, a secdo em té
apresentou menor reducdo decimal de células quando comparada as demais geometrias
(p <0,05), devido a fluidodinamica da solugdo sanitizante dentro do té.

No processo CIP das superficies contaminadas com L. innocua, o trecho reto
cilindrico foi a geometria que apresentou a maior redugdo decimal na contagem de
células. Seguido do trecho reto, a redu¢do de diametro foi a geometria que apresentou a
segunda maior reducdo decimal na contagem de células de L. inncoua. A curva de 90° e
a expansao nao apresentaram diferenca estatistica na remocao e destruicao das células e
foram a terceira maior reducao decimal. Por ultimo, a parte da tubulagcdo na forma de té
apresentou a menor redu¢do decimal de células quando comparada as demais geometrias
— Tabela 2.2.

Observou-se na Fig. 2.5A que o escoamento no interior do tubo cilindrico ocorreu
de forma uniforme por toda a superficie interna da geometria e consequentemente a
mesma velocidade de aproximadamente 1,5 m-s” ! no processo de higienizagio CIP. Nessa
configuragdo o escoamento do fluido produziu uma tensao de cisalhamento na superficie
de aproximadamente 6,5 Pa (Fig. 2.5B) a qual associada a acdo do sanitizante promoveu
a remogao e destruicdo das células que estavam fixadas na superficie do ago inoxidavel.
Leliévre et al. (2002) mostraram que a tensdo cisalhante média tem efeito significativo na
remog¢ao de B. cereus aderidas a superficie de aco inoxidavel e que de modo geral, o

trecho reto apresentou melhores niveis de remogao.

Na ramificacdo em t€é notou-se a existéncia de uma zona de estagnacdo com
recirculacdo de fluido a baixas velocidades, na ordem de 0,3 m's™', conforme mostrado na
Fig. 2.5C. Em consequéncia disso, sobre essa superficie foi aplicado tensdo de
cisalhamento menor que 0,5 Pa, mostrado na Fig. 2.5D, menor do que aquela observada
no trecho reto. Jensen et al. (2007) explicaram que o escoamento gera uma forca
tangencial local agindo sobre a interface liquido-superficie e atua como um transportador
de produtos quimicos. Fernandes et al. (2021) e Paz et al. (2013) indicaram a tensdo de

cisalhamento como um parametro mais expressivo na remogao local do que a velocidade.
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As baixas velocidades e lenta troca de fluido torna essas regides mais dificeis de
higienizar (LI et al., 2019). Jensen e Friis (2005) também relataram que as regides mais
dificeis de limpar sdo trechos sem saida e fendas na geometria que produzem zonas de
recirculacdo e estagnacdo, conforme a regido observada na ramificagdo da geometria té.
Associado a isso, a baixa tensdo de cisalhamento e menor transferéncia de massa dos

agentes quimicos acarreta na redugdo da eficiéncia.

No entanto, vale destacar que a ramificacdo em t€ nem sempre produz zonas de
recirculacao e estagnacao de fluido. Figueredo et al. (2009) mostraram em higienizagdes
em uso simulado que a remocgdo de células de P. aerugionsa foi superior no trecho té em
comparagdo ao trecho reto da tubulacdo. Essa diferenca esta relacionada ao layout da
tubulacdo, ao posicionamento das geometrias na linha de processamento e ao fluxo que
foram submetidos.

Na regido do cotovelo, notou-se a formagao de um caminho preferencial préximo a
concavidade interna menor da geometria. Nessa parte da geometria, o escoamento
ocorreu com maiores velocidades de aproximadamente 2,3 m-s™! levando ao cisalhamento
de aproximadamente de 13,0 Pa. Em detrimento a essa dinamica, o lado oposto, proximo
a concavidade maior, a regido foi submetida a menores velocidades de 0,6 m-s™!' que
produziu um cisalhamento de aproximadamente 4,0 Pa, conforme mostrado na Fig. 2.5E
e Fig. 2.5F. Pelo fato de a interface de maior area ter experimentado de menores
velocidades e menor cisalhamento, ocorreu menor destruicdo e remocao das células, o

que justifica a menor sanitizacdo em comparagao ao trecho cilindrico reto.

Por outro lado, esse efeito ndo é extensivel a todos os cotovelos de um sistema de
tubulacdo. Dev et al. (2014) trabalharam na higienizagdo CIP de uma tubulagdo de
ordenhas de leite cru e relataram que o cotovelo foi uma geometria mais dificil de
higienizar em comparagdo ao trecho reto. Figueiredo et al. (2009) também mostraram
diferenca significativa na remoc¢ao de P. aeruginosa entre as geometrias cilindrica reta e
o cotovelo de 90°. Dessa forma, a eficiéncia da higienizagdo ¢ um processo complexo e
depende de inumeros fatores tais como /layout da tubulacdo, caracteristicas dos
microrganismos, variabilidade e estrutura do biofilme e propriedades fisico-quimicas

como a carga e a hidrofobicidade (WU et al., 2012).
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Figura 2.5-Vetores de velocidade e tensao de cisalhamento (A, B) trecho reto, (C, D) té,
(E, F) cotovelo, (G, H) expansao e (I, J) reducao.
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Os acessorios de tubulacdo na forma de expansdo e reducdo sdo usualmente
empregados nas industrias de alimentos (BLEL et al., 2007) para adaptacao do diametro
da tubulacdo. Neste estudo a expansao de diametro apresentou uma zona de recirculacio
com baixas velocidades (< 0,2 m.s™!), em uma regido da geometria, como mostrado na
Fig. 2.5G. Em consequéncia disso, a tensao cisalhante nesta regiao foi inferior a 2,0 Pa —
Fig. 2.5H. Toda essa combinag¢do culminou em menor destruicdo e remocao de células de

L. innocua nessa geometria, quando comparado a redugao.

Na reducao de diametro houve reducao de velocidade do fluido de sanitizacdo, no
entanto, ndo ocorreu a formacao de zonas de recirculagdo. Dessa forma, nessa geometria
apresentaram velocidade média de aproximadamente 0,5 m-s!, Fig. 2.51, distribuida de
forma mais uniforme por toda a geometria. A tensdo cisalhante aplicada nessa regido foi
de aproximadamente 2,0 Pa. Esse comportamento mais uniforme do fluido permitiu
maiores reducdes decimais de Listeria innocua na redugdo de didmetro em comparagao a
expansdo. Leliévre et al. (2002) destacaram a ocorréncia de baixas velocidades onde
ocorre o turbilhdo do fluido na se¢do conica e classificaram essas formas como regides
de dificil higienizagdo, visto que a tensdo de cisalhamento nestes pontos localizados ¢

baixa e ndo uniforme ao longo da geometria.

A contagem final de unidades formadoras de colonias por 4drea em centimetros
quadrados (UFC-cm™) é um importante pardmetro para avaliagio microbiolégica das
superficies de processamento de alimentos. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) e
Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS) recomendam contagens de até 50
UFC-cm™ de mesdfilos aerdbios para superficie ser considerada higienizada. Por outro
lado, a American Public Health Association (APHA) preconiza uma recomendac¢do mais

rigorosa com contagens de até 2 UFC-cm™ para superficies serem ditas higienizadas.

Nessa perspectiva, a superficie do trecho cilindrico reto e da reducao de diametro,
contaminadas com L. innocua, apresentaram contagens menores que 1 UFC-cm™ e foram
consideradas satisfatoriamente higienizadas com base na recomendag¢ao da OMS, OPAS
e APHA. Por outro lado, o cotovelo e a expansdo, estdo aptos com base apenas na
preconizagdo da OMS por apresentarem contagens inferiores a 50 UFC-cm™. Por tltimo,
a ramificagdo da tubulagdo em t€, ndo estd dentro das recomendag¢des dos 6rgaos citados,

visto que a contagem supera o valor recomendado.
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Por outro lado, todas as superficies contaminadas com P. fluorescens sao
consideradas higienizadas sob a perspectiva das recomendagdes da OMS, OPAS e
APHA, ji que apresentaram contagens finais menores que 1 UFC-cm?, exceto a

ramificacdo em té.

3.3 Consumo do processo

Os trés enxagues do CIP, a etapa de limpeza alcalina e a sanitizagdo demandaram
tempos equivalentes no processo de higienizagdo como mostrado na Fig. 2.6A. O
consumo de agua potavel foi consideravelmente maior nas etapas de enxagues. J4 as
etapas de limpeza alcalina e sanitizagdo consomem as mesmas quantidades de agua, Fig.
2.6B, ja que o processo opera com a mesma quantidade de produto e a circulagdo desses
agentes quimicos ¢ feita em circuito fechado. Yang et al. (2018) relataram que os
processos de higienizacdo CIP, em geral, consomem quantidades significativas de agua,

especialmente as etapas de enxague das linhas de processamento.

Do ponto de vista energético, Fig.2.6C, a aplicacdo do detergente alcalino consumiu
maior quantidade energia, visto que o produto ¢ aplicado a quente e boa parte da energia
¢ empregada para o aquecimento do fluido juntamente com a energia para circulagdo do
detergente. As etapas de enxague e sanitizacdo demandam quantidades equivalentes de

energia uma vez que operam em tempos equivalentes, por aproximadamente 15 min.

(A) (B) ©)

2084,4

)

Volume [L]
Tempo [min] Energia [kJ]

[ 1Enxagues [__]Limpeza [ Sanitiza¢io

Figura 2.6 - Consumo de insumos (A) tempo, (B) volume de dgua e (C) energia em cada
etapa no processo de higienizagao CIP.

Fonte: Autores
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4. CONCLUSAO

Esta pesquisa investigou a contaminagdo de superficies de aco inoxidavel com P.
fluorescens e L. innocua, a higienizacdo CIP da tubulagdo e respectivos acessorios, a
fluidodinamica do sanitizante € o consumo do processo. Considerando o periodo de
tempo usual de operagdo da industria € possivel atingir altas contagens de células na
superficie, fato que sinaliza maior atengdo das industrias. A fluidodinamica
computacional apresentou-se util na determinagdo de regides de dificil higienizacdo e
apontou os pontos mais problematicos do design higi€énico. Todas as geometrias
mostraram seguranca microbiologica ao final do processo de higienizagdo, exceto a
ramificagcdo em té que apresentou uma zona de estagnacao e recirculacdo do fluido, o que
prejudicou a qualidade da higienizagdo naquela regido, segundo recomendagdes de
orgaos como OMS, OPHAS e APHA. Além disso, ficou evidente que o CIP demanda
significativa quantidade de 4gua para as etapas de enxdgue, assim como a etapa de

limpeza alcalina consumiu consideravel energia para aquecimento do detergente.
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CAPITULO III - FLUXO PULSADO NA SANITIZACAO CLEAN IN PLACE
(CIP) EM TUBULACOES LACTEAS CONTAMINADAS COM LISTERIA
INNOCUA

Resumo: A higienizagdo de superficies de equipamentos e tubulagdes ¢ um fator
determinante na qualidade do produto processado e para seguranga microbioldgica dos
consumidores. Nesse sentido, as superficies de equipamento e tubulagdes podem causar
contaminacdo dos alimentos quando mal higienizadas. Este capitulo avaliou a
higienizacao de cinco geometrias: trecho cilindrico reto, ramificagdo em té, curva 90°,
expansao e reducdo de diametro, contaminadas com Listeria innocua utilizando fluxo
pulsado. A sanitizagdo com fluxo constante foi usada como referéncia e
comparativamente estudou-se a etapa de sanitizacdo com fluxo pulsado, avaliando o
efeito de quatro variaveis: tempo de circulagdo do sanitizante, ondulagdo, periodo do
pulso e concentracdo do agente quimico. Além disso, investigou-se o comportamento
fluidodinamico do escoamento pulsado no interior dessas geometrias. Para isso, foi
empregado uma linha de circulagdo com as mesmas caracteristicas daquelas encontradas
nas industrias de laticinios, sendo de aco inoxidavel 304, polimento #4, com instrumentos
de medida e controle do processo. As geometrias foram contaminadas com leite integral
UHT, inoculado com L. innocua para possibilitar a adesdo microbiana. Em seguida, as
geometrias foram higienizadas e a amostragem realizada pela técnica de swab e o
desempenho da higienizacdo foi avaliado com base no niimero de redugdes decimais no
quantitativo de células. O delineamento experimental foi projetado por meio de um
planejamento composto central que avaliou o efeito das quatro varidveis: tempo,
ondulacdo, periodo de pulso e concentragdo do sanitizante no processo com fluxo
pulsado. O efeito das variaveis foi avaliado pela metodologia de Superficie Resposta e a
otimizagao executada por meio da técnica da desejabilidade. O estudo fluidodinamico foi
realizado com software FLUENT versao Student e o consumo energético foi determinado
por meio de sensor de corrente elétrica. Os resultados mostraram que a L. innocua
alcancou niveis altos de adesdo durante o tempo usual de operacdo da industria. A reducdo
decimal na sanitizagao tradicional, com fluxo constante, mostrou que o trecho cilindrico
reto e o de reducdo foram as geometrias que tiveram melhores niveis de higienizagao
quando comparados com a ramificagdo em té, que apresentou a menor redugdo decimal
de células em funcdo da formacdo de zonas de estagnacdo e recirculacdo de fluido,
observadas na simulacdo fluidodinamica. Todas as variaveis do fluxo pulsado foram
significativas na sanitizacdo. A condicdo 6tima para sanitizacdo da linha foi determinada
em aproximadamente 9 min de circulagdo do sanitizante a 61ppm, com ondulacdes de
1,11 e periodo de duragdo dos pulsos de 66s e promoveu melhores niveis de higiene, com
menor tempo de operacdo, economia de energia e de agente sanitizante.

Palavras-chave: Higienizacdo; Fluidodindmica, Pulsos; Otimizacdo, Bactérias
Psicrotroficas.
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ABSTRACT: The hygienization of equipment and piping surfaces is a determining
factor in the quality of the processed product and for the microbiological safety of
consumers. In this sense, equipment and piping surfaces can cause food contamination
when poorly sanitized. This work evaluated the hygiene of five geometries: straight
cylindrical section, tee branching, 90° curve, expansion and diameter reduction,
contaminated with Listeria innocua using pulsed flow. Sanitization with constant flow
was performed as a reference and the sanitization step with pulsed flow was
comparatively studied, evaluating the effect of four variables: sanitizing circulation time,
undulation, pulse period and chemical agent concentration. Furthermore, the fluid
dynamic behavior of the pulsed flow within these geometries was investigated. For this,
a circulation line was used with the same characteristics as those found in the dairy
industries, being made of stainless steel 304, polishing #4, with instruments for measuring
and controlling the process. The geometries were contaminated with UHT whole milk,
inoculated with L. innocua to allow microbial adhesion. Then, the geometries were
cleaned and the sampling performed using the swab technique, and the cleaning
performance was evaluated based on the number of decimal reductions in the number of
cells. The experimental design was designed using a central composite design that
evaluated the effect of four variables: time, undulation, pulse period and sanitizer
concentration in the process with pulsed flow. The effect of the variables was evaluated
using the Response Surface methodology and the optimization performed using the
desirability technique. The fluid dynamic study was carried out using FLUENT software,
Student version, and energy consumption was determined using an electric current sensor.
The results showed that L. innocua achieved high levels of adhesion during the industry's
usual operating time. The decimal reduction in traditional sanitization, with constant flow,
showed that the straight cylindrical section and the reduction section were the geometries
that had better levels of sanitization when compared to the tee branching, which presented
the lowest decimal reduction of cells due to the formation of zones of stagnation and fluid
recirculation, observed in the fluid dynamic simulation. All pulsed flow variables were
significant in sanitization. The optimal condition for sanitizing the line was determined
in approximately 9 min of sanitizer circulation at 61ppm, with undulations of 1.11 and
pulse duration of 66 s, and promoted better levels of hygiene, with less operating time,
energy savings and sanitizing agent.

Keywords: Hygienization; CFD, Pulses; Optimization, Psychrotrophic Bacteria..
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1. INTRODUCAO

Novos produtos industrializados, como sucos de frutas, purés e produtos lacteos sao
frequentemente langados no mercado devido ao valor nutricional, capacidade
antioxidante, a presenca de compostos bioativos e praticidade no consumo (KABIR et al.,
2021). Dessa forma, a industria de alimentos constantemente preocupa-se com a
qualidade e seguranga dos produtos acabado. As condigdes de processamento dos
alimentos sdo fatores decisivos no controle de doengas de origem alimentar, da
contaminagao cruzada ¢ da adesao e formagao de biofilme, além de minimizar as perdas
de equipamentos e tubulagdes e da reducdo da eficiéncia em processos de troca térmica

(TORQUETI et al., 2019).

As doencas transmitidas por alimentos sdo desencadeadas por contaminantes
bioldgicos, tais como, bactéria, fungos, virus e as toxinas produzidas por microrganismos
e sdo consideradas um problema de saiude publica tanto em paises desenvolvidos quanto
nos paises em desenvolvimento (SREY et al., 2013). Além disso, globalmente, estimam-
se que mais de 2 bilhdes de pessoas estdo expostas a alimentos contaminados € que 1 em
cada 10 pessoas sofre de pelo menos uma doenga transmitida por alimentos por ano

(KATSIGIANNIS et al., 2021).

Nessa perspectiva, o leite ¢ uma matriz complexa que apresenta proteinas,
carboidratos e gorduras em sua composicao (CHALUPA-KREBZDAK et al., 2018), com
alto valor nutricional e precursor de diversos outros alimentos processados e até mesmo
medicamentos (SALIM et al.,, 2022). Além disso, a industria do leite apresenta
significativa importancia socioecondmica visto os diversos produtos e coprodutos
gerados, assim como toda a cadeia produtiva envolvida desde o manejo dos animais,
ordenha, coleta e processamento e distribui¢do do leite (ZUCARO et al., 2022; BARROS
et al., 2022).

A qualidade microbiologica desse alimento depende, dentre outros fatores, da
gestdo adequada da cadeia do frio durante todas as etapas desde a ordenha, transporte,
processamento € armazenamento para controlar a multiplicacdo de microrganismos no
leite (BARBANO et al., 2006). Caso o ambiente de processamento € pods processamento
apresentem higienizagdo precaria, pode ocorrer contaminacdo cruzada e o0s

microrganismos psicrotroficos serem reinseridos no leite e, assim, multiplicarem em
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condigoes de refrigeragdo e isso os tornam especialmente responsaveis pela deterioragao
e seguranga dos alimentos, visto que durante a producao, transporte, processamento € pos-

compra muitos alimentos sdo acondicionados a frio (OLIVEIRA et al., 2015).

No processamento de leite e seus derivados, Listeria monocytogenes € uma espécie
patogénica responsavel pela listeriose, que pode causar gastroenterite leve ou infec¢des
graves na corrente sanguinea e no sistema nervoso central, ou provocar até aborto,
dependendo da suscetibilidade e resisténcia do organismo hospedeiro, alcancando uma
letalidade que varia entre 20 a 30% em casos graves da listeriose (CARPENTIER e
CERF, 2011). Além disso, representa uma grande preocupacdo na seguranca
microbioldgica dos alimentos devido a sua capacidade de multiplicar em condicdes de
refrigeragdo, abaixo de 0°C e por tolerar condi¢des de estresse (BUCHANAN et al.,
2017).

Nessa perspectiva, a contaminagdo por L. monocytogenes em alimentos ocorre
comumente por meio do contato com superficies de processamento contaminadas
(FAGERLUND et al., 2017). A introducdo deste microrganismo pode acontecer por
varias rotas em ambientes de processamento de alimentos, sendo a maior incidéncia
associada a locais umidos, como correias transportadoras, ralos de piso e o interior dos
equipamentos e tubulagdes (CARPENTIER e CERF, 2011; MORETR@ e LANGSRUD,
2004). Essa permanéncia estd associada a adesdo dos microrganismos e a formacao de
biofilmes que conferem protecdo e resisténcia contra a agdo dos sanitizantes e das

intempéries (LOPEZ et al., 2010; GALIE et al., 2018).

Listeria innocua e Listeria monocytogenes tém sido isoladas dos mesmos alimentos
e ambientes de processamento (COSTA et al., 2018) e devido a estreita relacao genética
e similaridade metabolica. L. innocua tem sido amplamente aplicada aos estudos
conduzidos em plantas piloto ou em instalagdes de processamento de alimentos (SILVA-
ANGULO et al., 2014; INANOGLU et al., 2021). Além disso, Listeria spp. pode
apresentar alta resisténcia e, consequentemente, ¢ capaz de sobreviver por longos
periodos nos ambientes de processamento, principalmente em biofilmes (HAMMER et

al., 2017; KABIR et al., 2021).

O biofilme consiste em células sésseis aderidas a suportes solidos, com consequente
producao de substancias poliméricas extracelulares, constituindo uma rede gelatinosa de

polimeros altamente sistematicos e organizados que imobiliza e protege as células
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(DUFOR et al., 2010). Diversos fatores como pH, disponibilidade de nutrientes, quorum
sensing, presenca de compostos organicos, inorganicos € temperatura influenciam a

adesdo dos microrganismos a superficie (OULAHAL et al., 2008).

Alguns autores consideram o nimero de microrganismos presentes na superficie
como um parametro importante, capaz de determinar se ha a formagao de biofilme ou
somente adesdo bacteriana (OLIVEIRA et al., 2010). Segundo Andrade et al. (1998) para
ser biofilme, é necessario um nimero minimo de 10’ UFC-cm™, enquanto Ronner e Wong
(1993) consideram como biofilme um niimero de células aderidas de 10° UFC-cm?, ja
Wirtanen et al. (1996) caracterizaram biofilme com 10° UFC-cm™. Entretanto, mesmo
que o numero de células aderidas ndo configure um biofilme, ja existe risco de
contaminac¢do microbiologica do alimento. Atualmente, a literatura define como biofilme
agregados de células em que ha presenga de exopolissacarideos (WANG et al., 2018;
FERNANDES et al., 2021).

A higienizacdo da planta de processamento ¢ a chave para eliminar essa
contaminacao nos produtos industrializados. Uma maneira pratica de higienizar sistemas
de processamento em circuito fechado ¢ por meio da tecnologia CIP (clean in place), na
qual agua, solugdes de detergentes e sanitizantes sdo circulados no interior de tubos,
vasos, equipamentos e acessoOrios, sem desmontd-los (FRIIS e JENSEN, 2002). O
desempenho dessa tecnologia de higienizacdo depende em geral do tipo de sujidade; do
desenho da planta; do tempo de circulacdo da solugdo, do agente quimico, da agdo

mecanica do fluido e da temperatura da solu¢do de limpeza (SCHOLER et al., 2012).

A literatura preconiza que o procedimento CIP seja realizado diariamente na
industria para garantir condi¢des seguras de processamento (FERNANDES et al., 2021).
Esse processo € executado com a realizagao das seguintes etapas: pré-enxague, aplicagao
de detergente alcalino, enxague do detergente, sanitizagdo e enxague final. O processo
CIP diério inicia-se com pré-enxague para remocao das sujidades grosseiras. Em seguida,
a etapa com detergente alcalino ¢ empregada a quente para solubilizar proteinas e
gorduras. O enxague intermedidrio visa remover as sujidades remanescentes que foram
dissolvidas e o detergente residual. A sanitizacdo tem como objetivo a destruicao e
remog¢do dos microrganismos. Por fim, o enxague final é aplicado para remover o

sanitizante residual do sistema (TETRA PAK, 2015).
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Escrig et al. (2020) destacaram que embora os sistemas CIP sejam uma tecnologia
padrdo da industria, ainda apresentam lacunas ¢ demandam melhorias, como em regioes
de dificil higienizagdo. Essa realidade se deve as zonas de recirculagdo e estagnacao de
fluido associado as geometrias e ao design da tubulacdo (BLEL et al., 2008; FAILLE et
al., 2018). Lelievre et al. (2002) relataram que expansdes e contragdes repentinas foram
regides que experimentaram bons niveis de higienizagdo. Por outro lado, destacaram que
expansoes e contragdes graduais foram formas classificadas como zonas mal limpas.
Silva et al. (2020) discutiram a dificuldade da higienizacdo nas zonas de estagnacio e

recirculacdo em geometrias t€ e cotovelo e o impacto desse layout na higienizagao.

Nessa perspectiva, ¢ notavel a complexidade do processo CIP, de forma que a
eficiéncia da higienizagdo depende de muitos fatores, como a sujidade a ser removida, os
agentes quimicos empregados, o tempo de contato, a temperatura de aplicacdo, e as
condi¢des fluidodinamicas do escoamento (SISLIAN et al., 2021). Os processos CIP sdo
normalmente realizados com fluxo constante e envolvem a busca por estratégias para
aumentar localmente a velocidade e o cisalhamento do fluido sobre as interfaces dos

equipamentos e tubulagdes (LI et al., 2015).

A modelagem da dindmica dos fluidos é usada para avaliar a capacidade de limpeza
do sistema e apontar regides de atencdo no sistema. A ferramenta CFD (Computational
Fluid Dynamics) € 0til para monitoramento e previsao de regides de dificil higienizagao
(ASTERIADOU et al., 2008). No contexto da higieniza¢do CIP, o escoamento dos fluidos
ocorre, fundamentalmente, de forma turbulenta e tridimensional (LI et al., 2019). Dessa
forma, a modelagem do sistema deve considerar a complexidade da geometria 3D e
verificar a adequagdo, vantagens e limitagdes dos modelos na previsdo do escoamento do
fluido (BOUVIER et al., 2014). Os modelos k—m e k-& sdo usualmente implementados
em escoamentos turbulentos e t€ém apresentado resultados similares (ASLAM BHUTTA

etal., 2012).

Para aprimorar a fluidodindmica em regides com estagnacdo e recirculagdo de
fluido, o fluxo pode ser aplicado de forma pulsada, alternativamente ao fluxo constante
(ABSI e AZOUANI, 2018). Associado ao fluxo pulsado, as simulagcdes computacionais
auxiliam a explorar as caracteristicas do pulso para melhoria da higienizagdo em
geometrias complexas. O fluxo pulsado é composto por um fluxo estacionario em que hé

sobreposi¢do do movimento de fluido oscilante, mostrado na Fig. 3.1. A intensidade da
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pulsacdo pode ser quantificada pelo adimensional de ondulacao (W), calculado pela razao
da oscilagdo maxima (Wos max) € da velocidade do fluxo estacionario wy, (Augustin et al.,

2010), como apresentado na Equacdo 3.1.

W _ __os,max (31)

3 WOS max

Tempo

Figura 3.1 - Representagdo do fluxo pulsado e seus componentes.

Essa estratégia de pulsos ¢ vantajosa, pois dispensa a aquisicdo de novos
equipamentos e instalacdes. A execucdo do fluxo pulsado necessita apenas da adequagao
da logica de controle do sistema de vazdo na planta (SILVA et al., 2020). Além disso,
aprimorar o processo ¢ fundamental para industria, j& que a execugdo do processo CIP
representa tempo de inatividade e redugdo da producdo. Em termos ambientais gera
efluentes residuais devido aos produtos quimicos. Do ponto de vista energético, a
higienizacdo representa consumo energético nas unidades de processamento, sendo o
processo CIP responsavel por parte da energia gasta na industria de produtos lacteos (LI

et al., 2019).

Nesse contexto, este capitulo objetivou avaliar, comparativamente, a sanitizagao na
higienizacdo CIP, usando fluxo constante e fluxo pulsado em cinco geometrias,
usualmente encontradas nas instalagdes de laticinios ¢ contaminadas com Listeria
innocua. Além disso, investigar o comportamento fluidodindmico do escoamento nessas
geometrias e determinar uma configuragdo 6tima de operacdo empregando fluxo pulsado
para reducdo do tempo de processo, melhoria nos niveis de higienizagdo das superficies

de processamento e economia de insumos quimicos e de energia.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

Os estudos foram conduzidos utilizando suspenc¢do bacteriana de L. innocua
(ATCC 33090). Essa cultura estava liofilizada e a ativagao foi realizada em Brain Hearth
Infusion (BHI, Merck, Sao Paulo, Brasil), trés vezes consecutivas e incubadas em estufa

tipo BOD (TECNAL), por 24 h a 37°C + 1°C.

Apos trés ativacdes, uma aliquota foi transferida para o leite integral UHT (Bonalat)
de forma uma produzir uma suspensdo a 1% de inoculo, a qual era inserida no interior
das geometrias para promover o processo de adesdo. O nimero de microrganismos foi
determinado por contagem total em placas utilizando agar padrao para contagem (PCA,
Kasvi, Italia) e o nimero de unidade formadoras de colonias inicial por mL foi de

aproximadamente 10 UFC.mL.

2.2 Adesao microbiana

Antes do processo de higienizagdo CIP das superficies em estudo, todas as
geometrias foram previamente limpas com agua potavel e detergente liquido neutro e

autoclavadas a 121°C por 30 min.

Posteriormente, as geometrias foram preenchidas com leite integral contendo a
suspensdo bacteriana, foram incubadas durante 12 h a 37°C, de acordo com a cinética de
adesdo determinada previamente. A incubacdo estatica foi escolhida para garantir a
homogeneidade da adesdo na superficie e isolar os efeitos hidrodindmicos conforme

sugerido por Leliévre et al. (2002) e Silva et al. (2020).

Apos a incubagdo, o leite foi drenado e as geometrias foram instaladas na linha de
circulagdo para serem submetidas ao processo CIP. Uma réplica da geometria utilizada
na higienizagdo foi selecionada para a contagem inicial de células na superficie. Essa
geometria foi preenchida com agua peptonada (Acumedia, Lansing, Estados Unidos)
0,1% (m/v), a qual permaneceu no interior da superficie, por 1 min e em seguida
descartada, para remocao das células planctonicas.

As células sésseis foram removidas com auxilio de um swab e transferidas para uma

solugdo de dgua peptonada 0,1% (m/v) onde permaneceu por 2 min em agitacao em vortex
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(Velp, Wizard Advanced IR) para a liberag¢ao das células para a solugdo. Apos essa etapa,
diluicoes seriadas foram preparadas e plaqueadas, pelo método pour plate, em agar
padrao para contagem (PCA — Kasvi, Italia). As placas foram incubadas por 24 h a 37°C.
O resultado da contagem foi expresso em UFC.cm™, empregado a Equacdo 3.2:

NV,

Cont UFC-cm™]= 3.2
ontagem| cm™] 4 (3.2)

D

em que: C: contagem média do nimero de colonias ap6s incubagdo [UFC]; Vz: Volume
usado na rinsagem [mL]; V4: Volume usado para plaqueamento da amostra [mL]; 4: area

da geometria [cm?].

2.3 Unidade experimental

O sistema utilizado neste estudo foi descrito por Silva et al. (2020). Uma tubulacao
com estrutura e caracteristicas similares as usadas em unidades de processamento de
laticinios foi usada, sendo em aco inoxidavel AISI 304, grau de polimento #4. O protdtipo

da linha de circulagdo ¢ apresentado na Fig 3.2.

M101
Vi3
YF
o) (A) (B) ()
1 L 1 I | |
830 19,0 43 Byt
33,0 \
234 (E101) *
20,0 18.0
| 24,0 o
H_ V102 @)
MI102
189 N %
/ Ly ul
TK101 (E)Q22 22 (D)
"\ r102) A
} I 1 I ] 17 0
= —— - 21,5 !
PLon) 110 V01 58,0 487 1407 V104
39,0

Figura 3.2-Representacdo esquematica da linha de circulagao.

Legenda: TK — tanque de armazenamento de leite e solugdes de limpeza (capacidade de 25 L); V — valvulas
de bloqueio tipo esfera com conexao roscada de '4’’; P — bomba centrifuga para promover a circulagdo de
fluidos e agentes de limpeza no sistema; YF - sensor de vazdo da turbina '2", M - mandmetro de tubo em
U, HE - trocador de calor, superficies de diferentes geometrias: se¢do cilindrica reta (A), té (B), cotovelo

(C), expansao (D) e redugdo (E).
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A linha era composta por se¢oes com extremidades rosqueaveis, que permitem a
desmontagem e amostragem da superficie das geometrias em investigagdo. As secoes de
teste estudadas foram: trecho cilindrico reto (A), t€ (B), cotovelo (C), expansdo /2" para
1”7 (D) e redugdo 1” para '5” (E) usualmente encontrados nas linhas de circulagdo e
apresentam diferentes intensidades de cisalhamento. O sistema de controle da vazao
utilizou controlador PID e configurado no ambiente Arduino conforme descrito por Silva

etal. (2019).

2.4 Fluxo pulsado

Os pulsos foram produzidos pela variacdo da vazdo proporcionada pela bomba
centrifuga (P 101), a qual estava acoplada a um inversor de frequéncia (SY 101) (Figura
3.2). A sintonia do controlador para geracao dos pulsos foi descrita por Silva et al. (2019).
As condigdes foram inseridas no console do controlador de acordo com cada configuracao
proposta. Na Tabela 3.1 é apresentada a condicdo de fluxo, a ondulagdo (W), as

velocidades e os valores do numero de Reynolds (Re) correspondente.

Tabela 3.1 - Configuracao do fluxo pulsado na sanitizagao CIP.

W (-) Velocidade (m-s™) Re ()
0,5 1,20 para 1,80 18941 para 28412
1,0 1,00 para 2,00 15784 para 31568
1,5 0,86 para 2,14 13529 para 33823
2,0 0,75 para 2,25 11838 para 35514

2.5 Simula¢ao CFD

2.5.1 Teste de independéncia de malha computacional

A criagdo da geometria e a aplicagdo da malha foram criadas usando o software
Gambit. O resolvedor numeérico foi feito no ANSYS Student. A densidade de células na
malha foi determinada aumentando a quantidade de células até que a queda de pressao
entre a entrada (M101) e saida do sistema (M102) tornasse constante. Os dados obtidos
sdo apresentados na Fig. 3.3. As malhas sdo compostas principalmente de células

hexaédricas 3D.
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Figura 3.3 - Representagdo do layout da tubulacdo e aplicagdo da malha.

Para resolucao, a condi¢do de contorno na extremidade lateral esquerda do tubo
disposto na posi¢ao horizontal foi definida uma entrada do tipo velocity inlet. Nessa
condi¢do de contorno, a velocidade foi informada por meio de uma UDF (User-defined
functions), na qual foram programadas as condi¢des para produzir os pulsos. Na saida, ao
final do trecho reto vertical, foi especificada a condi¢do de saida pressure outlet como
pressao atmosférica. Dessa forma, em relagdo a pressdo relativa (pressure gauge) foi
adotado o valor nulo para as simulagdes.

Os fluidos utilizados no processo CIP foram agua e solugdes aquosas de agentes
quimicos de limpeza como NaOH e sanitizante, o 4cido peracético. Dessa forma, as
propriedades da solucdo dos agentes de higienizagdo foram assumidas iguais as da adgua,
como sugerido por Yang et al. (2018). Foi escolhida uma malha de 19409 células, pois
forneceu resultados suficientemente precisos. O uso de uma malha mais refinada nio
melhorou significativamente o resultado e apresentou maior tempo de simulagdo. A
influéncia da discretizagdo da geometria em fungdo da queda de pressdo no sistema ¢

apresentada na Fig. 3.4.
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Figura 3.4 - Queda de pressdo em funcdo do nimero de células na discretizacdo da

geometria.

2.5.2 Modelo de turbuléncia

Diversos modelos de turbuléncia estdo disponiveis e foram implementados para
representar os escoamentos de fluidos (Bouvier et al., 2014). O modelo de turbuléncia k-
¢ pode apresentar limitacdes, mas algumas vantagens, como o desempenho
computacional e aptiddo para alcangar a convergéncia. J4 o modelo de turbuléncia k- de
transporte de tensdo de cisalhamento tem muitas melhorias em relacdo ao modelo A-¢.
Esses dois modelos foram testados e comparados com os valores experimentais usando a

curva de atrito do sistema.

Foi empregado no parametro operacional de solucdo de acoplamento
pressdo/velocidade a configuracdo Coupled. Na estratégia de interpolagdo, o método
utilizado foi Second order. Os fatores de relaxacdo foram empregados na forma Default.

Por tltimo, o critério de convergéncia da solugdo de 10,

2.5.3 Validagao do modelo

A validacdo do modelo de turbuléncia foi realizada comparando a curva
experimental com resultados obtidos por computacdo CFD para curva do fator de atrito
(772), valida para fluidos newtonianos em fun¢do do nimero de Reynolds (Re), conforme

apresentado na Equagao 3.3.
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AP|d
T (3.3)

Os experimentos foram realizados utilizando agua potavel a uma temperatura

constante. O nimero Reynolds foi calculado conforme apresentado na Equagao 3.4.

Re = pTVd (3.4)

sendo L o comprimento da tubulacao de aco inoxidavel, AP, a queda de pressdo observada
entre os mandmetros M101 e M102, p a densidade da solucdo sanitizante, v a velocidade
média do escoamento, d o didmetro da tubulagdo e u a viscosidade dindmica da solucdo
sanitizante.

De acordo com comportamento do fator /72, mostrado na Fig. 3.5, observou-se que
o modelo k- apresentou melhor ajuste aos dados experimentais. Dessa forma, o modelo

SST k-w foi selecionado para as simulagdes fluidodindmicas deste trabalho.

B Experimental
[ ] ---0--- k- model
o —*— k-¢ model
0.0070
B
o
o 0.0065 - y\
\¥ Q
e 8
T R
0.0060 T~ 8
—¥—__
*
0.0055 T T T T T T T T T 1
5000 10000 15000 20000 25000 30000
Re

Figura 3.5 - Curvas do fator de atrito experimental e calculado para os modelos de

turbuléncia.

2.6 Higienizacio
Apoés as geometrias serem submetidas a contaminagdo, elas foram instaladas na

linha de circulagdo para a execu¢do da higienizacao CIP, tradicionalmente executada,
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diariamente, na industria de laticinios e que compreende as seguintes etapas: pré-enxague,

detergente alcalino, enxague, sanitizagdo e enxague final.

Primeiramente, preencheu-se o tanque de armazenamento (TK 101) com agua
potavel da rede de distribuicdo a temperatura ambiente para o pré-enxague. Iniciou-se a
circulagdo da 4gua em circuito aberto por 5 min para remocao de residuos de leite. Todas
as etapas do procedimento foram executadas com velocidade média de 1,5 m's™ conforme
o usual e recomendado pela literatura (TAMINE, 2008; ANDRADE 2008) para

higienizacao de tubulacdes, produzindo assim niamero de Reynolds igual a 23700.

Ao final do pré-enxédgue, deu-se inicio a limpeza alcalina com a circulagdo do
detergente NaOH a 1% (m/v) em circuito fechado durante 15 min conforme sugerido por
Andrade (2008) e a temperatura de 70°C conforme indicado pela Tetra Park (2015) para
procedimento CIP de tubulagdes. O enxague do detergente alcalino foi realizado com
agua potavel em circuito aberto para remog¢ao do NaOH residual. O enxague foi finalizado
quando a condutividade do efluente da tubulagdo era equivalente a condutividade da agua

de alimentagdo no valor de 200 + 12 uS-cm™.

A sanitizacdo convencional foi realizada com acido peracético a temperatura
ambiente durante 15 min, com concentra¢do a 100 ppm (ANDRADE, 2008; COSTA et
al., 2017) em circuito fechado de circulacdo do sanitizante. Por fim, realizou o enxague
com agua potavel em circuito aberto durante 5 min para remog¢ao do sanitizante residual.
Ja a sanitizacdo com fluxo pulsado foi delineada por meio de planejamento composto

central, conforme descrito no topico 2.7 deste capitulo.

A eficacia do processo foi determinada de acordo com Sharma e Anand (2002),
Kumari e Sakar (2014) e Silva et al. (2020). A quantificagdo de células sobreviventes
apos o processo CIP foi determinada pela técnica swab, com diluigdes seriadas em dgua
peptonada (Acumedia, Michigan) e plaqueamento com PCA. As placas foram incubadas
a37°C por 24 h, e as colonias foram contadas e expressas como log UFC.cm™. A Redugio

Decimal (RD) de células aderidas nas geometrias foi calculado com base na Equagao 3.5.

RD =logN —logn (3.5)

em que N representa a contagem inicial de células na superficie (UFC.cm™) e n a

contagem de (UFC.cm™) ap6s o processo CIP.
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2.7 Delineamento experimental

O planejamento composto central (PCC) foi utilizado para investigar a influéncia
das quatro variaveis independentes (tempo, ondulagdo e periodo e concentragdo de
sanitizante) participantes da sanitizacdo com fluxo pulsado no processo de higienizagao

CIP alternativo.

A técnica de superficie resposta foi utilizada para descrever o comportamento da
redugdo decimal das cé€lulas de L. innocua aderidas a superficie das geometrias em funcao
das variaveis do processo. Para analisar o planejamento fatorial, as varidveis reais foram
transformadas em unidades codificadas, de acordo com a Equagdo 3.6. O nivel baixo,
médio e alto de cada variavel codificada foram respectivamente -1 (baixo), 0 (médio) e +
1 (alto). Os pontos axiais a foram designados iguais a £2, configurando um planejamento
ortogonal. Os 19 experimentos foram dispostos em dois blocos e realizados de maneira

aleatdria para minimizar erros.

y =N (3.6)

em que Xi € o valor codificado da i-ésima variavel, x; o valor atual da varidvel em unidade
real, x valor médio da variavel em unidades reais, 4x diferenca entre o valor médio

atual e o valor atual

Os niveis e intervalos dos fatores analisados para cada varidvel sdo apresentados na

Tab. 3.2.

Tabela 3.2 - Niveis das varidveis investigadas na sanitizacdo CIP pulsada.

Fator Unidade | Baixo (-1) Médio (0) Alto (+1) -0, +a,
Tempo min 6 9 12 3 15
Ondulagdo - 0,5 1 1,5 0,0 2,0
Periodo ] 45 60 75 30 90
Concentrac¢ao mg-L! 40 60 80 20 100

A resposta foi expressa em termos de redugdo log. O software Statistica foi usado

para projetar e analisar a matriz experimental e para avaliar o efeito dos fatores sobre a
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eficiéncia da sanitiza¢dao. Na Tabela 3.3 ¢ apresentado os 19 experimentos projetados em

termos das variaveis codificadas e das variaveis reais.

Tabela 3.3 - Matriz planejamento para sanitizagdo pulsada no processo CIP.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Exp. Tempo Ondulacao Periodo Concentracio
A B C D
[min] [-] [s] [mg-L]
1 1,00 1,00 1,00 -1,00 12 1,5 75 40
2 1,00 1,00 -1,00 -1,00 12 1,5 45 40
3 1,00 -1,00 1,00 1,00 12 0,5 75 80
4 -1,00 1,00 -1,00 1,00 6 1,5 45 80
5 1,00 -1,00 -1,00 1,00 12 0,5 45 80
6 -1,00 -1,00 1,00 -1,00 6 0,5 75 40
7 -1,00 1,00 1,00 1,00 6 1,5 75 80
8§ -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 6 0,5 45 40
9 0,00 0,00 0,00 0,00 9 1,0 60 60
10 -2,00 0,00 0,00 0,00 3 1,0 60 60

11 2,00 0,00 0,00 0,00 15 1,0 60 60

12 0,00 -2,00 0,00 0,00 9 0,0 60 60
13 0,00 2,00 0,00 0,00 9 2,0 60 60
14 0,00 0,00 -2,00 0,00 9 1,0 30 60
15 0,00 0,00 2,00 0,00 9 1,0 90 60
16 0,00 0,00 0,00 -2,00 9 1,0 60 20
17 0,00 0,00 0,00 2,00 9 1,0 60 100
18 0,00 0,00 0,00 0,00 9 1,0 60 60
19 0,00 0,00 0,00 0,00 9 1,0 60 60

2.8 Consumo energético do bombeamento

A energia elétrica gasta (J) para bombeamento das solugdes quimicas no CIP de
referéncia e no processo pulsado foram determinados conforme proposto por Silva et al.

(2020) e apresentado na Equacao 3.7.
5eletricidade = \/§VL COs QJ' [L (t)dt (3 7)
0

em que, V; € a tensdo na linha [V]; 6 angulo de fase, /1 € a corrente na linha [A].
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2.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) com intervalos de
confianca de 95% para determinar a significancia dos efeitos. A comparacdo de médias
foi realizada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o software estatistico

Statistica 7.0.

2.10 Otimizacao multivariavel

As condigdes ideais globais para otimizar o processo de sanitizacdo pulsada foram
determinadas pela técnica da desejabilidade para as seis respostas associada por meio da
técnica de Evolucao Diferencial. Cada resposta prevista por meio do modelo estatistico e
a resposta experimental podem ser transformadas em uma desejabilidade d..

A desejabilidade d; varia de 0 a 1, onde O representa uma resposta completamente
indesejavel e d; = 1 representa a resposta ideal. As desejabilidades individuais d; sdo entdo
combinadas usando média geométrica, em uma Unica desejabilidade global D, que ¢
otimizada para encontre o conjunto ideal de condi¢des que proporcione as maiores
remocgodes de células e maior economia em relagdo ao tempo, ao sanitizante e a energia,

conforme indicado de forma genérica pela Equagdo 3.8.

1

D=(d, xd,x..d )" (3.8)
com n denotando o nlimero de respostas.

A funcdo desejabilidade assume formatos especificos de acordo com interesse de
maximizacao ou minimizagao. A desejabilidade individual da resposta a ser maximizada

¢ definida como mostrado na Equagao 3.9.

0 se, Y <L
Y-L|
d=q|+—=| se, L<Y<T (3.9
T;_Li
1 se, Y >T =U,

Para a minimiza¢do de uma resposta, a funcdo de desejabilidade ¢ definida na

Equacdo 3.10:
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1 se, Y <T =L
Y-U |
d = i se, U <Y <T (3.10)
T;_Ui
0 se, Y >U,

sendo, L;, U; e T; os valores inferior, superior e alvo, respectivamente, que sao desejados
para a resposta com L; < T; < U;. O expoente s € o peso determina o quao importante ¢
obter o valor alvo 7;. Para s = 1, a funcdo aumenta linecarmente em direcao a 7i. Grandes
valores de s devem ser selecionados se for muito desejavel que o valor predito estar
préximo de 7; ou aumentar rapidamente acima de L,. Por outro lado, pequenos valores de
s devem ser escolhidos se qualquer valor predito acima de L; e abaixo de U; for aceitavel
ou se valores consideravelmente acima de L; ndo sdo de importancia critica. O sistema de

equacdes foi implementado na plataforma Google Colab para realizar a determinagdo do

ponto 6timo por meio da técnica da desejabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Adesao microbiana na superficie das geometrias

A adesdo da Listeria innocua na superficie das geometrias foi de 5,86 + 0,18 log
UFC-cm™. A adesdo entre as cinco geometrias nio foi estatisticamente diferente. Costa
et al. (2018) mostraram que o desenvolvimento de L. innocua em uma unidade de
produtos lacteos alcancou valores similares aos encontrados neste trabalho. A adesdo foi
de 6,20 a 6,69 log UFC-cm™ e comparativamente a L. monocytogenes que apresentou
adesdo de 5,65 a 6,74 log UFC-cm™ nio havendo diferenca estatistica entre a adesdo para
as duas espécies para superficie de aco inoxidavel. Além disso, Koo et al. (2014)
mostraram que a presenga de L. innocua influencia o desenvolvimento e adesdo de L.
monocytogenes na superficie de aco inoxidavel, alcancado em 24 h essa co-cultura uma

adesdo de 5,33 + 0,41 UFC-cm™, valor similar aos niveis observados neste trabalho.

3.2 Higienizacao tradicional

Na Tabela 3.4 sdo apresentados os valores da redu¢do decimal observados em cada

geometria apds a execucao da higienizacao CIP tradicional.

76



Tabela 3.4 - Reducao decimal de células em cada geometria.

Geometria Reducio decimal [-]
Trecho Reto (A) 5,57+0,29*
Té (B) 2,86 £ 0,20¢
Cotovelo 90° (C) 4,51+0,10°
Expansio (D) 4,84 + 0,44
Redugdo (E) 5,28 £ 0,26

abed Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si (p > 0,05).

O trecho reto cilindrico e a redugdo gradual foram as geometrias que apresentaram
maiores reducdes decimais, de forma que ndo houve diferenca significativa entre essas
duas geometrias. Seguido do trecho reto e da reducao, o cotovelo e expansao foram as
formas que apresentaram a segunda maior reducdo decimal na contagem de células de L.
innocua. Estatisticamente, observou-se que ndo houve diferenca significativa na reducao
entre as geometrias expansdo e reducgdo. Por ultimo, a parte da tubulagdo na forma de té

apresentou a menor redugao decimal de células quando comparada as demais.

Trabalhos no mesmo protdtipo executados por Silva et al. (2020) mostrou que o
escoamento na tubulagdo cilindrica ocorreu de forma uniforme por toda a geometria e
consequentemente produziu a mesma velocidade de 1,5 m's™!. A tensdo de cisalhamento
nas paredes da superficie foram de aproximadamente 6,5 Pa, a qual associada a agdo do
sanitizante promoveu a remog¢ao e destruicdo das que estavam fixadas na superficie do
aco inoxidavel. Lelievre et al. (2002) mostraram que a tensdo cisalhante média tem efeito
significativo na remogado de células de B. cereus aderidas a superficie de agco inoxidéavel

e que de modo geral, o trecho reto apresentou melhores niveis de remogao.

No interior da curva 90° notou-se a formag¢ao de um caminho preferencial proximo
a concavidade menor da geometria. Nesse ponto, 0 escoamento ocorreu com maiores
velocidades de aproximadamente 2,3 m-s™! e cisalhamento a 6,3 Pa.. O lado oposto,
proximo a concavidade maior, foi submetido a menores velocidades de 0,8 m-s™! que
produziu um cisalhamento de 2,0 Pa. Devido ao menor cisalhamento, ocorreu menor

destruicao e remocao das células, o que justifica a menor sanitizagdo em comparacao ao

trecho cilindrico reto.
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Os acessorios de tubulacdo na forma de expansdo e reducdo sdo usualmente
empregados nas industrias de alimentos (BLEL et al., 2007) para adaptacao do diametro
da tubulagdo. A velocidade média de aproximadamente 1,1 m-s' na regido da linha de
centro da geometria. A tensdo cisalhante aplicada nessa regido variou de 2,5 a 4,4 Pa e
nao produziu diferencas significativas nos niveis de higiene produzidos pelo processo
CIP quando comparados a tubulagdo em trecho reto e cotovelo respectivamente. Apesar
disso, Leliévre et al. (2002) destacaram a ocorréncia de baixas velocidades onde ocorre o
turbilhdo do fluido na sec¢do conica e classificaram essas formas como regides de dificil
higienizagao, visto que a tensao de cisalhamento nestes pontos localizados ¢ baixa e nao

uniforme ao longo da geometria.

No estudo da higienizacdo CIP de P. fluorescens, Silva et al. (2020) apontaram na
ramificagcdo em t€ a existéncia de uma zona de estagnacdo com recirculagdo de fluido a
baixas velocidades, na ordem de 0,3 m-s'. Em consequéncia disso, sobre essa superficie
foi aplicado cerca de 0,9 Pa de tensdao, menor do que aquela observada no trecho reto.
Jensen et al. (2007) explicaram que o escoamento gera uma forga tangencial local agindo
sobre a interface liquido-superficie e atua como um transportador de produtos quimicos.
Paz et al. (2013) indicaram a tensao de cisalhamento como um parametro mais expressivo

na remocao local do que a velocidade.

Li et al. (2019) destacaram que as baixas velocidades e lentas taxas de troca de
fluido em compara¢do com a corrente principal torna essas regioes mais dificeis de
higienizar. Jensen e Friis (2005) relataram que as regides mais dificeis de limpar sdo
trechos sem saida e fendas na geometria que produzem zonas de recirculagdo e
estagnacdo. Esse cendrio ocasiona a baixa tensdo de cisalhamento e menor transferéncia

de massa dos agentes quimicos acarretando uma reducdo da eficiéncia.

No entanto, vale destacar que nem sempre esse comportamento ocorre nos sistemas
de tubulacdo. Dev et al. (2014) trabalharam na higienizagdo CIP de uma tubulagdo de
ordenhas de leite cru e relataram que o cotovelo foi uma geometria mais dificil de
higienizar em comparagdo ao trecho reto. Figueiredo et al. (2009) mostraram diferenca
significativa na remocao de P. aeruginosa entre as geometrias cilindrica reta e o cotovelo,
mas destacaram que as reducdes de células foram maiores no trecho té em comparagao
ao trecho reto da tubulacdo. Essa diferenga esta relacionada ao /ayout da tubulagdo, ao

posicionamento das geometrias na linha o e ao fluxo que foram submetidos.
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3.3 Higienizacao CIP pulsada

A higienizagdo CIP com sanitiza¢do pulsada foi executada para cada condigdo
experimental proposta e os resultados da reducdo decimal de cada geometria e o consumo

energético € apresentado na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Redugdo decimais em cada geometria e consumo de energia para cada
configuragdo de pulso na sanitizacao.

Variaveis codificadas Respostas
Exp. Reducao decimal [-] Energia
A B C D _ 8
TR | TE | COT | EXP | RED [kJ]

1 1,00 1,00 1,00 -1,00 4,92 1,87 435 5,81 4,87 160,32
2 1,00 1,00 -1,00 -1,00 5,01 22 443 5,63 5,26 177,95
3 1,00  -1,00 1,00 1,00 5,27 2,28 3,64 5,94 6,01 132,31
4 -1,00 1,00  -1,00 1,00 4,13 245 2,79 5,40 5,33 85,86
5 1,00 -1,00 -1,00 1,00 5,60 2,53 4,67 5,22 597 147,02
6 -1,00  -1,00 1,00 -1,00 4,69 238 4,72 5,71 5,87 63,93
7 -1,00 1,00 1,00 1,00 4,10 2,82 6,13 5,96 5,96 88,06
8 -1,00 -1,00 -1,00 -1,00 4,69 2,49 6,30 5,51 6,03 75,14
9(C) 0,00 0,00 0,00 0,00 6,02 3,6 5,83 6,12 6,01 131,90
10 -2,00 0,00 0,00 0,00 4,69 1,69 5,02 5,17 5,50 39,70
11 2,00 0,00 0,00 0,00 4,89 3,19 5,39 5,84 6,42 185,66
12 0,00  -2,00 0,00 0,00 524 2,67 4,13 5,07 5,79 77,17
13 0,00 2,00 0,00 0,00 592 286 4,29 5,28 5,64 133,98
14 0,00 0,00 -2,00 0,00 4,70 3,32 5,30 5,59 5,99 128,44
15 0,00 0,00 2,00 0,00 498 29 5,05 6,32 6,02 112,53
16 0,00 0,00 0,00 -2,00 3,34 1,83 3,26 5,79 4,34 121,08
17 0,00 0,00 0,00 2,00 4,19 2,52 5,39 5,89 5,58 121,44
18(C) 0,00 0,00 0,00 0,00 5,71 4,04 6,17 6,30 6,29 124,14
19(C) 0,00 0,00 0,00 0,00 5,37 3,96 6,30 6,01 5,92 134,31

A andlise da variancia (ANOVA) para a higienizacdo da tubulagdo em trecho
cilindrico reto com fluxo pulsado sdo apresentados na Tabela 3.6. Os resultados foram

utilizados na avaliacao da significancia dos fatores e construgao do modelo quadratico.
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Tabela 3.6 - Analise da variancia (ANOVA) para redugao decimal no quantitativo de

Listeria innocua aderida a superficie interna das geometrias.

Valores de F e efeito de variaveis independentes

Fator de
o TR TE COT EXP RED
variancia
df F df F df F df F df F

Linear
A - - 1 19,50 - - 1 32,03 1 3094
B 1 6,70% - - - - 1 6,24 - -
C - - - - - - 1 87,13 - -
D I 10312 1 6,88 1 48,35 - - 1 56,13
Quadprdtico
A? 1 30,24% 1 5398 1 2508 1 72,73 - -
B? - - 1 33,71 1 10459 1 168,15 1 11,20
C? 1 26,69° 1 17,38 1 2635 1 5,38 - -
D? 1 147,09 1 74,02 1 9247 1 1547 1 132,37
Cruzado
AB 1 6,48 - - 1 6226 - - 1 6,99
AC - - - - I 21,86 - - I 6,18
A,D 1 21,33 - - 1 7,19 - - 1 56,25
B,C - - - - 1 91,77 - - - -
B,.D 1 36,15% I 19,66, 1 21,87 1 1566 1 39,04
CD - - - - 1 42,23 1 14,64 1 13,53
Erro 10 11 7 9 9
R? 0,9574 0,9213 0,9827 0,973 0,9727
R?-adj 0,9232 0,8711 0,9554 0,9485 0,9455

3.3.1 Trecho reto

Os termos ndo significativos foram eliminados e os dados estatisticos foram obtidos
usando regressdo. Todas as varidveis estudadas no processo de sanitizagdo: tempo,
ondulacao, periodo do pulso e concentragao do acido peracético foram significativos na
redugdo das células aderidas na superficie do trecho cilindrico reto. O modelo predito
para reducdo decimal com R?igual a 0,9574 ¢ apresentado na Equacdo 3.11, indicando

que o modelo ajustado pode ser usado para descrever a variagao nos dados.

80



RD=5,66-0,21-4>+0,17-B—-0,20-C* +0,21-D 0,47 -D* + G.11)
+0,24-A4-B+0,43-4-D—-0,40-B-D

A redugao média observada no ponto central foi de 5,66. Os coeficientes positivos
nos efeitos cruzados, relacionados ao tempo, mostraram que maiores tempos de
circulagdo da solugdo sanitizante associados as maiores ondulagdes e as maiores
concentragdes de acido peracético provocaram maiores redugdes no quantitativo de
células na superficie do trecho cilindrico. Por outro lado, o termo quadratico do tempo
mostrou uma saturacao na destruicdo e remocao das células em fun¢do do tempo de
contato. Nessa perspectiva, os valores intermediarios de tempo de contato do sanitizante
com a superficie contaminada produziram as maiores reducdes decimais na contagem de
células, conforme mostrado nas superficies de resposta das Fig. 3.6A, 3.6B e 3.6C.

Em relacao as ondulagdes, observou-se com base no coeficiente linear positivo da
ondulagdo e o efeito da ondulacdo associado ao tempo ¢ a concentragdo. As ondulagdes
com W > 1 causaram as maiores redugdes decimais no quantitativo de L. innocua apés a
sanitizacdo, conforme representado nas superficies de resposta das Fig. 3.6A, 3.6D e 3.6E.
Foste et al. (2013) destacaram que quando W > 1 ocorre a separagdo da subcamada viscosa
e a formagao de redemoinhos proximo a parede e pode diminuir a espessura da subcamada
laminar na superficie. Além disso, no fluxo pulsado o0 maximo temporario de velocidade
ndo ocorre necessariamente no centro do tubo, mas perto da parede, resultando em
maiores tensdes de cisalhamento, o que contribuiu para remog¢do mecanica das células
aderidas.

Além disso, Blel et al. (2009) mostraram que o fluxo pulsado aplicado na
higienizagdo CIP de um tubo cilindrico aumentou a tensdo de cisalhamento na parede. A
mudanca direcional do fluxo também pode aumentar as taxas de transferéncia de massa
e consequentemente potencializar o transporte do agente sanitizante até as células de
Listeria aderidas a tubulacdo. Esse comportamento foi relatado por Silva et al. (2020),
que destacaram o efeito positivo da ondulagdo na sanitizag¢do de trechos cilindricos retos

de tubulacdes de processamento de leite cru.
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Figura 3.6 - Superficie Resposta para redu¢do decimal no trecho cilindrico reto em

funcdo das variaveis: tempo, ondulacdo, periodo e concentragdo de sanitizante.
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O coeficiente negativo associado ao termo quadratico do periodo indicou que
existia um ponto de maxima na remogao e destrui¢ao das células relacionado a duracao
do pulso. Essa regido de maximo apresenta-se proximo ao ponto central, de acordo com
as superficies de resposta das Fig. 3.6B, 3.6D e 3.6F. Lelievre et al. (2002) demonstraram
que a taxa de flutuagdo na tensdo de cisalhamento contribui para a remocao de células na
superficie de tubulagdes. Li et al. (2019) compilou informagdes que mostraram que a
variacdo na tensdo de cisalhamento ¢ um parametro chave para bons niveis de limpeza.
A variagdo na flutuacao da tensdo de cisalhamento também foi relatada como um agente
benéfico para melhoria do procedimento CIP por Li et al. (2017).

A contribui¢do do agente quimico na remocdo e destruicdo das células é expressa
pelo coeficiente linear positivo associado a concentracdo do sanitizante. Dessa forma, o
aumento da concentragdo promoveu maiores reducdes, conforme observado na superficie
de resposta da Fig. 3.6C. No entanto, o coeficiente negativo do termo quadratico da
concentracao mostrou uma saturacao nessa contribui¢ao, assim como o efeito cruzado do
pulso associado a concentragdo, Fig. 3.6E. Essa interacdo entre for¢a mecanica e acdo

quimica também foi relatada por Hall (1998) na remogao de biofilme de P. fragi.

332 Té

Os resultados obtidos com teste ANOV A para geometria t€ com fluxo pulsado sao
apresentados na Tabela 3.6. Todas as varidveis estudadas no processo de sanitizagao
tempo, ondulagdo, periodo do pulso e concentragdo do 4cido peracético foram
significativos na reducdo das células aderidas na superficie. O modelo predito para

redugdo decimal com R?1gual a 0,9213 ¢ apresentado na Equacao 3.12.
RD=3,87+0,38-4-0,39-4°-0,31-B*-0,22-C*+0,16-D—0,45-D* +0,53-B-D  (3.12)

Baseado na Equagdo 3.12, observou-se uma redu¢do decimal média na remogao das
células na condi¢do do ponto central igual a 3,87. O coeficiente linear do tempo indicou
que o aumento do tempo de sanitizagdo contribuiu para maior reducao decimal das células
aderidas. No entanto, o termo quadratico negativo associado ao tempo mostrou que ha
um maximo na remoc¢ao sob influéncia do tempo.

O coeficiente negativo associado a ondulacdo indicou que existe um maximo
associado a remog¢do e destruicdo das células por meio do cisalhamento do fluxo e ao
efeito anular do pulso. Essa regido encontra-se em torno do ponto central (Fig. 3.8A e

Fig. 3.8D) e consequentemente condi¢ao de ondulagdo com W=I. Nessa condi¢do de
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pulso, a velocidade maxima ndo ocorre necessariamente no centro da geometria e
intensidade do escoamento dentro da zona de estagnacdo aumenta momentaneamente
conforme mostrado na Fig. 3.7. Assim a aplica¢do do pulso aumentou a for¢ca mecanica
no interior da regido de ramificacdo do té e também aprimorou o transporte convectivo

do agente sanitizante no interior dessa zona de estagnacao.
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Figura 3.7 - Comportamento fluidodindmico do sanitizante no interior da ramifica¢dao em
té durante a aplicacao do pulso.

Nesse sentido, Bode et al. (2007) e Foste et al. (2013) mostraram que ondulagao
W =1 foi capaz de aprimorar a limpeza e reduzir o tempo do processo. Relataram ainda
que o aumento da ondulagdo entre um e dois ndo produziu significativa melhoria no
desempenho da limpeza, assim como observado nas superficies de respostas das Fig.
3.8A, 3.8D e 3.8E que ndo houve aumento na redu¢do decimais de células de Listeria
innocua em ondulacdes maiores que um.

Em relagdo ao periodo, observou-se que hd um maximo devido ao termo quadratico
negativo. Essa regido ocorreu em torno do ponto central que corresponde a um periodo
de 60 s o ciclo de pulsagdo. Yang et al. (2019) estudaram a limpeza de tanques de
processamento de proteinas de ovo e constataram que o fluxo pulsado aprimorou a
limpeza da superficie com 60 s. Periodos longos (>60 s) implicaram em menores
quantidades de ocorréncias do efeito anular, o que impactou na frequéncia da mudanga
do fluxo e na mudanca do cisalhamento para quebrar adesao por meio de um mecanismo
que envolve a fadiga da estrutura mecanica que os fixam na superficie, assim como propds

Guillham et al. (2000) na limpeza de incrustacdo de proteina do leite.
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Figura 3.8 - Superficie Resposta para reducdo decimal na ramifica¢ao da tubulacao em
formato t€ em funcdo do tempo, ondulagdo, periodo e concentracdo de sanitizante.
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O efeito do sanitizante foi significativo na redug¢do decimal das células de L.
innocua. O coeficiente linear positivo mostrou que o aumento da concentragao de acido
peracético contribuiu para maiores reducgdes. Por outro lado, o coeficiente negativo
associado ao termo quadratico indicou que existe um maximo em termos de concentragao
que efetivamente contribui para sanitizagdao. Além disso, observou-se um efeito sinérgico
positivo entre ondulagdo e a concentragdo do sanitizante. Conforme proposto por Fryer
et al. (2011), as sujidades do tipo 2 e 3 ou seja, biofilmes, necessitam de produtos
quimicos para a remog¢ao e o processo de higienizagdo envolve o transporte do produto
quimico para o deposito, € alguma reagao que o transforma em uma forma removivel.

Nesse sentido, o transporte do produto quimico pode ser convectivo e/ou difusivo.
Além disso, apds o transporte a atuacao do agente quimico depende da sua taxa de reacao.
O transporte puramente convectivo estd associado ao movimento do fluido, ou seja, a sua
velocidade. Ao passo que o transporte puramente difusivo esté relacionado a diferencga de
concentra¢do do agente quimico. A ramificacdo da geometria té apresenta-se como zona
de estagnagdo com velocidades muito baixas e dessa forma o transporte do acido
peracético nesta regido ocorre majoritariamente por difusdo, o que justifica a baixa
efetividade da sanitizagdo, j& que este processo ¢ mais lento, comparado a convecg¢ao.

No entanto, quando se aplicou pulsos, observou-se a reversao do fluxo, formagao
de redemoinhos e consequentemente um significativo aumento da velocidade de
escoamento no interior da zona de estagnac¢do, o que contribui para melhoria do processo
convectivo nessa regido e transporte do agente sanitizante, o que justifica o efeito
sinérgico apresentado na equagdo 12 da reducdo decimal e consequentemente causou

aumento dos niveis de remog¢ao/destrui¢ao das células.

3.3.3 Cotovelo

A andlise da variancia (ANOVA) para geometria cotovelo submetido a sanitizagao
diferentes condic¢des de fluxo pulsado sdo apresentados na Tabela 3.6. Todas as variaveis
no processo de sanitizagdo: tempo, ondulacdo, periodo do pulso e concentragdo do acido
peracético foram significativos na reducdo das células de L. innocua aderidas na
superficie interior do cotovelo. O modelo predito para redu¢ao decimal com R?igual a

0,9827 ¢ apresentado na Equagao 3.13.

RD=6,10-0,24- 4" -0,49-B>-0,24-C*> +0,53-D~-0,46-D* +0,85- 4- B (3.13)
-0,36-4-C+0,21-4-D+0,73-B-C+0,36-B-D+0,50-C-D
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A reducdo decimal média observada no cotovelo foi 6,10. O tempo apresentou
efeito sinérgico com a ondulacdo, com o periodo e com a concentragdo. Essa regidao
ocorreu em torno do ponto central, onde a ondulacdo foi igual a um. Nessa configuragdo
de pulso, o fluido sanitizante, no inicio de um ciclo do pulso, inicialmente apresentou um
caminho preferencial proximo a curvatura interna da curva (Fig. 3.9). Em seguida, na
alternancia do escoamento causada pela aplicagdao do pulso, ocorreu o turbilhonamento
do fluido no interior de toda a geometria, o que ofertou maiores velocidades a toda
superficie interna, especialmente aquela regido que inicialmente experimentava de
menores velocidades. Por fim, o escoamento tende a estabilizar-se novamente com a

formagdo de um caminho preferencial.
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Figura 3.9 - Fluidodindmica do agente sanitizante no interior do cotovelo durante a
aplicacao do pulso.

Nesse sentido, as maiores reducdes foram observadas em maiores tempos e
ondulacdes, conforme mostrado na superficie resposta apresentada na Fig. 3.10A. Ja o
bindmio tempo e periodo produziram as maiores redugdes com os tempos e periodos
proximos ao ponto central, Fig. 3.10B. A combinacdo de tempo e concentragdo
produziram as maiores reducdes com maiores tempos de circulagdo sanitizante
juntamente com solugdes mais concentradas, Fig. 3.10C. Além disso, o termo quadratico

associado ao tempo indicou um ponto de maximo em relacao ao tempo.
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Figura 3.10 - Superficie Resposta para redugdo decimal na curva da tubulagdo em funcao
do tempo, ondulagdo, periodo e concentracdo de sanitizante.
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3.3.4 Expansdo

O resultado do teste ANOVA para redugao decimal observada na geometria de
expansao gradual submetida a sanitizacdo com fluxo pulsado ¢ apresentado na Tabela 3.6.
Todas as varidveis no processo de sanitizagdo: tempo, ondulacdo, periodo do pulso e
concentracao do acido peracético foram significativas na remogao e destruigao das células
de L. innocua aderidas a superficie de aco inoxidavel. O modelo predito para redugao

decimal com R?igual a 0,974 ¢ apresentado na Equacgao 3.14.

RD=6,14+0,17-A-0,16- 4> +0,05-B—0,24- B> +0,20-C—0,04-C*-0,07-D*+0,17-B-D

(3.14)
+0,11-C-D

Com base na equagdo, observou-se redu¢ao decimal média de 6,14 na condigdo de
fluxo pulsado no ponto central, com ondulacdo igual a 1, tempo de 9 min de circulagdo e
periodo de 45 s associados a concentragdo de 60 mg-L™.

Esse comportamento ocorre ja que a aplicacdo do pulso minimiza a estagnacio do
fluido na regido de aumento do diametro da tubulagdo e aumenta a velocidade, tensdo de
cisalhamento e o grau de turbuléncia do fluido conforme mostrado na simulac¢do
fluidodinamica do sanitizante mostrado na Fig. 3.11. Nesse sentido, Al Saabi et al. (2021)
reiteraram que a flutuacao na taxa de cisalhamento local contribui para remogao de células

aderidas a tubulagado de aco inoxidavel.
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Figura 3.11 - Fluidodinamica do fluxo pulsado no interior da expansao.
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Figura 3.12 - Superficie Resposta para redugdo decimal na expansdo de didmetro da
tubulagdo em fung¢do do tempo, ondulacdo, periodo e concentragdo de sanitizante.
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A ondulagdo apresentou o menor coeficiente linear positivo, indicando uma
pequena contribui¢do do aumento da magnitude da ondulagdo na remocgdo e destruicao
das células. J& o coeficiente negativo associado ao termo quadratico dessa variavel
mostrou que hd um ponto de maximo nessa regido investigada. Além disso, a reducdo
decimal apresentou efeito sinérgico positivo em relagdo ao aumento da ondulacao
associado com maiores concentragdes do agente sanitizante.

O tempo de circulagdo apresentou coeficiente linear positivo o que indicou que o
aumento do tempo de contato do sanitizante com a superficie contaminada pode aumentar
a reducdo decimal. O coeficiente negativa associado ao termo quadratico apontou que
esse comportamento tem um ponto maximo em relagao ao tempo de circulacao da solugao
sanitizante. Esse comportamento ¢ representado graficamente nas superficies respostas
mostradas na Fig. 3.12 A, Fig. 3.12 B e Fig. 3.12 C.

O periodo apresentou efeitos linear, quadraticos e sinérgicos com a concentragao.
Nesse sentido, o efeito linear apresentou a maior magnitude entre os coeficientes lineares,
o que indicou que a maior duragdo do pulso foi mais favoravel para promover maiores
reducdes no quantitativo de células. Isso ocorreu porque periodos com maior duragdo
proporcionaram maior tempo da superficie sob condi¢des de maior turbuléncia. Essa
tendéncia pode ser observada nas superficies resposta mostrada nas Fig 3.12B, Fig 3.12D

e Fig 3.12E.

3.3.5 Reducao

O resultado da ANOVA para redugao gradual sob sanitizagdo com fluxo pulsado ¢
apresentado na Tabela 3.6. Todas as varidveis no processo de sanitizagdo: tempo,
ondulagdo, periodo do pulso e concentragdo do acido peracético foram significativas na
remogao e destrui¢ao das células de L. innocua aderidas a superficie de ago inoxidavel.

O modelo predito com R?igual a 0,9727 ¢ apresentado na Equacao 3.15.

RD =6,02+0,23-4-0,08-B*+0,31-D—0,27-D*+0,15-4-B—0,10- 4-C +
0,31-4-D+0,37-B-D+0,15-C-D

(3.15)

A reducdo decimal média de 6,02 no ponto central, com ondulagio igual a 1, tempo
de nove min de circulagdo e periodo de 45 s associados a concentragdo de 60 mg/L.O
comportamento fluidodindmico do sanitizante com aplicag¢ao do pulso pode ser observado

na Fig. 3.13.
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Figura 3.13 - Fluidodinamica do fluxo pulsado no interior da redu¢do de didmetro.

Em relagdo ao tempo de circulagdo, o coeficiente linear positivo indicou que o
aumento do tempo de contato do sanitizante em fluxo pulsado com a superficie
contaminada pode aumentar a redu¢ao decimal. Além disso, o tempo apresentou efeito
sinérgico com ondulagdo, periodo do pulso e concentracdo, de forma que os maiores
tempos de circulagdo e concentragao de agente quimico aumentam a destrui¢ao e remocao
de células na superficie, conforme mostrado nas Fig. 3.14 A, Fig. 3.14 B e Fig. 3.14 C.

A ondulagdo apresentou efeito quadratico negativo, o que indicou um maximo
associado a reducdo decimal quando o processo ¢ observado na regido do ponto central
em funcdo desta variavel. De forma sinérgica com a concentragdo, apresentou efeito
cruzado positivo. Esse resultado mostrou que o aumento da ondulagdo associado ao
aumento da concentragdo de acido peracético pode maximizar a remocao e destruicdo de
células aderidas, conforme mostrado na tendéncia da superficie resposta da Fig. 3.14 E.

Em relacdo a concentracdo do agente sanitizante, observou-se a contribui¢ao deste
efeito na forma linear, quadratica e com efeito cruzado com todas as demais variaveis:
tempo, ondulacdo e periodo. Nesse sentido, o efeito linear de maior magnitude foi
associado a concentracdo, indicando que o aumento da concentracdo de 4cido peracético
pode aumentar a redugdo decimal das células. Além disso, 0 aumento na magnitude das
demais variaveis pode maximizar a destruicao e remocao de células, conforme indicado
pelos efeitos cruzados e mostrado nas superficies respostas Fig. 3.14C, Fig. 3.14E e Fig.
3.14F.
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Figura 3.14 - Superficie Resposta para redugdo decimal na reducdo de didmetro da
tubulagdao em funcao do tempo, ondulagao, periodo e concentragao de sanitizante.
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3.4 Consumo energético

A anélise da variancia ANOVA para o consumo energético com fluxo pulsado na
sanitizacdo ¢ apresentado na Tabela 3.6. As variaveis tempo, ondulag¢do e periodo do
pulso foram significativas no consumo de energia. O modelo predito para o consumo com

R?1igual a 0,9836 ¢ apresentado na Equagao 3.16.

5=124,62+37,28-4-3,08- 4 +12,96- B—4,85-B* —4,57-C (3.16)

O consumo médio na condicdo de pulso proposta no ponto central foi de
aproximadamente 125 kJ. O tempo apresentou efeito linear e quadrético, sendo o efeito
linear o mais expressivo no consumo, ou seja, o consumo de energia para circulagdo da
solugdo sanitizagdo ¢ majoritariamente dependente do tempo de operacdo. Assim como o
tempo, o aumento da ondulagdo impacta no aumento do consumo de energia, conforme
indicado na superficie resposta da Fig. 3.15A, Fig. 3.15D e Fig. 3.15E.

Observou-se que as menores duragdo do pulso contribuiu para os maiores consumos
de energia, devido ao coeficiente negativo na Equagdo 3.16. Esse comportamento ¢é
apresentado nas superficies de resposta das Fig. 3.15 B, Fig. 3.15 D. O menor periodo
implica em maior nimero de aceleragdes necessarias na bomba, fato que consome mais
energia para romper a inércia e promover o pulso no volume de liquido bombeado, o que
justifica o maior consumo energético. Por ultimo, a concentragdo ndo apresentou efeito
significativo no consumo energético, ja que a solu¢do sanitizagdo ¢ diluida e ndo alterada

as propriedades do fluido como densidade e viscosidade.
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Figura 3.15 - Superficie Resposta do consumo de energia com fluxo pulsado em funcao
do tempo, ondulagdo, periodo e concentragdo de sanitizante.
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3.5 Otimizacio

A otimizagdo multivariavel das respostas foi realizada por meio da funcao
desejabilidade manipulando as varidveis significativas. As respostas em termos das
redugdes decimais das geometrias foram maximizadas, uma vez que se deseja a menor
quantidade de células sésseis na superficie interna das geometrias apds o processo de

higienizacao para garantir a qualidade microbioldgica do sistema de tubulagao.

O ponto 6timo para sanitizagdo foi estimado utilizando os modelos de regressao
(Equacgdes 3.11 a 3.15). A combinagao 6tima de tempo (A), ondulagao (B), periodo (C) e

concentracgdo (D) em varidveis codificadas foram:

4] [-0,02]
B 0,21
C || -0,40
D] [ 0,07
Em variaveis reais, essa combinagdo representa a seguinte condicao:
[ Tempo | [ 8,9]
Ondulacao | L1
Periodo - 66,0
| Concentragdo | | 61,4 |

Assim, essa combinagdo das varidveis, determinada pela otimizacao, produziu as
seguintes reducdes decimais médias nas geometrias, conforme apresentado na Tabela 3.7.
Além disso, ¢ apresentado o resultado esperado de reducdo decimal previsto para cada
geometria de acordo com os modelos preditos. Na Tabela 3.7 ¢ apresentada a comparagao

da eficacia do CIP otimizado com fluxo pulsado e o CIP tradicional, com fluxo constante.

Tabela 3.7 -Comparativo na redugdo decimal de células de L. innocua nas geometrias
aplicando fluxo constante e a condi¢do pulsada otimizada.

Geometria  Reducdo estimada CIP otimizado  CIP Tradicional )/
TR 5,67 6,21 + 0,064¢ 5,57 + 0,292 0,0201
TE 3,83 4,54 +0418 2,86 +0,20° 0,0031
COT 6,00 5,03 £0,5248 4,51+0,10 0,1642
EXP 6,05 6,45 + 0,44 4,84 + 0,44 0,0110
RED 6,03 6,12 + 0,56A¢ 5,28 + 0,26 0,0780

As médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna ou por uma mesma letra miniscula na mesma
linha ndo diferiram entre si. Os valores representam a média de trés repetigdes.
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Com base na reducdo decimal média das células apresentadas na Tab. 3.7,
observou-se que a sanitizagao empregando fluxo pulsado, aprimorou os niveis de higiene
do trecho cilindrico reto, o t& e a expansdo (p < 0,05), ja4 apresentaram aumento na
remocdo e destruicdo de células com a combinagdo: tempo, ondulagdo, periodo e
concentracdo, indicada pela otimizagdo. A geometria cotovelo e a reducao de didmetro
ndo apresentaram diferenga estatistica no processo tradicional em relagdo ao processo
otimizado. Dessa forma, a sanitizagdo com fluxo pulsado no ponto 6timo promoveu
melhores niveis de higiene na tubulagdo, principalmente naquelas regides, conhecidas
pela formacao de zonas de estagnagdo e recirculacdo de fluido. Esse resultado foi
alcangado utilizando menor quantidade de sanitizante, aproximadamente 38,4% menos

agente quimico do que o processo tradicional.

Além disso, reduziu o tempo de operacdo em, aproximadamente, 6 min em
comparagdo com o programa de higienizagdo convencional, o que representa uma
reducdo de 40% no tempo de parada para etapa de sanitizagdo. Em termos de consumo
energético, o processo tradicional consumiu em média 158,33 kJ de energia para
circulacao da solugdo sanitizante com fluxo estacionario, ao passo que com a condigao
otima do fluxo pulsado foram consumidos aproximadamente 97,07 kJ. Essa reducao no
consumo de energia estd associada principalmente ao menor tempo de funcionamento do
equipamento e representa uma economia de 38,70% em comparagdo ao processo
tradicional. Yang et al. (2019) e Silva et al. (2020) também mostraram que aplica¢cdo do
fluxo pulsado na higienizagao CIP pode promover reducdo de tempo, energia ou insumos

quimicos.

4 CONCLUSAO

A higienizacdo das superficies de tubulagdes e equipamentos no qual ocorrem o
processamento de alimentos ¢ um dos fatores chave para qualidade e seguranca dos
alimentos processados. Este trabalho avaliou comparativamente a sanitizagdo na
higienizacdo CIP, usando fluxo constante e fluxo pulsado em cinco geometrias,
usualmente encontradas nas instalagdes industriais lacteas e contaminadas com Listeria
innocua e demonstrou que ha melhoria significativa nos niveis de higiene nas geometrias
(p <0,05), especialmente naquelas que apresentam zonas de estagnacao e recirculacdo de

fluido, como a ramificagao de tubulacao em formato de té.
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Esse resultado foi explicado, principalmente, com base no comportamento
fluidodinamico do escoamento no interior das geometrias, de forma que os fendmenos de
transferéncia: momento ¢ massa de agente sanitizante foram aprimorados, quando
aplicado o pulso em configuracdo 6tima determinada pela técnica da desejabilidade.
Dessa forma, o fluxo pulsado permitiu a redugao do tempo de processo de sanitizagdo e
economia de insumos quimicos e de energia, associado, ainda, a melhor qualidade

microbiologica da superficie.
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CAPITULO IV

MODELAGEM DA SANTIZACAO CLEAN IN PLACE COM FLUXO
PULSADO DE TUBULACOES CONTAMINADAS COM LISTERIA
INNOCUA USANDO REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

Resumo: A busca por modelos preditivos e pela otimizagdo nas condigdes de operagao
do processo de higienizacao clean in place ¢ fundamental para qualidade dos produtos e
seguranca microbioldgica dos alimentos. As redes neurais artificiais (RNA) tém sido
empregadas como uma alternativa satisfatoria para a predicao de sistemas de engenharia.
Nesse sentido, o objetivo deste capitulo foi desenvolver um modelo baseado em RNA
adequada para quantificar redu¢dao decimal de células de Listeria innocua na etapa de
sanitizacdo empregando fluxo pulsado. Além disso, comparar o desempenho da previsao
pela técnica de superficie de resposta e regressao polinomial com o modelo determinado
pela inteligéncia artificial e por ultimo determinar o ponto 6timo de operacdo para o
processo de sanitizagdo com fluxo pulsado empregando a técnica de desejabilidade. Para
isso foi empregado uma linha de circulagdo com as mesmas caracteristicas daquelas
encontradas nas industrias de laticinios, sendo de aco inoxidavel 304, polimento #4, com
instrumentos de medida e controle do processo. Foram estudadas cinco geometrias
diferentes: trecho cilindrico reto, ramificagdo em té, curva na forma de cotovelo de 90°,
acessorios de expansdo e reducdo de diametro. As geometrias foram contaminadas com
leite integral UHT, inoculado com L. innocua para possibilitar a adesdo microbiana. Em
seguida, as geometrias foram higienizadas com variadas configurac¢des de fluxo pulsado,
tempo e concentracao de agente sanitizante. A amostragem foi realizada pela técnica de
swab e o desempenho da higienizagdo foi avaliado com base no nimero de redugdes
decimais no quantitativo de células. Essas redu¢des decimais foram utilizadas como
dados experimentais de entrada e os multiplos fatores: tempo de circulagdo de fluido,
ondulagdo, periodo do pulso e concentra¢do de agente sanitizante foram utilizados para
desenvolver a rede neural e a reducdo decimal nas cinco geometrias distintas foram a
resposta de saida. O modelo encontrado com uma camada oculta e trinta neur6nios na
camada oculta foi capaz de ajustar com precisdo aos dados experimentais.
Comparativamente, a modelagem por RNA foi mais precisa do que as predig¢des indicadas
por polindmios determinado pela técnica de superficie de resposta (RMS). Dessa forma,
a condigdo 6tima para sanitizagao da linha foi determinada em aproximadamente 9,7 min
de circulacdo do agente sanitizante a 57 ppm, com ondulacdes de 1,12 e periodo de
duracdo dos pulsos de 54 s e promoveu melhores niveis de higiene, com menor tempo de
operagdo e economia de sanitizante.

Palavras-chave: Seguranca microbioldgica; Higienizagao; Inteligéncia Artificial.
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Abstract: The search for predictive models and optimization of the operating conditions
of the clean-in-place sanitation process is essential for product quality and
microbiological food safety. Artificial neural networks (ANN) have been used as a
satisfactory alternative for predicting engineering systems. In this sense, the objective of
this work was to develop an adequate RN A-based model to quantify the decimal reduction
of Listeria innocua cells in the sanitization step using pulsed flow. In addition, compare
the prediction performance by the response surface technique and polynomial regression
with the model determined by artificial intelligence and finally determine the optimal
operating point for the sanitization process with pulsed flow using the desirability
technique. For this, a circulation line was used with the same characteristics as those
found in the dairy industries, being made of stainless steel 304, polishing #4, with
instruments for measuring and controlling the process. Five different geometries were
studied: straight cylindrical section, tee branching, 90° elbow curve, expansion
accessories and diameter reduction. The geometries were contaminated with UHT whole
milk, inoculated with L. innocua to allow microbial adhesion. Then, the geometries were
sanitized with different configurations of pulsed flow, time and sanitizing agent
concentration. Sampling was performed using the swab technique and cleaning
performance was evaluated based on the number of decimal reductions in the number of
cells. These decimal reductions were used as input experimental data and the multiple
factors: fluid circulation time, ripple, pulse period and sanitizing agent concentration were
used to develop the neural network and the decimal reduction in the five distinct
geometries were the response of exit. The model found with a hidden layer and thirty
neurons in the hidden layer was able to accurately fit the experimental data.
Comparatively, the ANN modeling was more accurate than the predictions indicated by
polynomials determined by the response surface technique (RMS). In this way, the
optimal condition for sanitizing the line was determined in approximately 9.7 min of
circulation of the sanitizing agent at 57 ppm, with undulations of 1.12 and a period of
duration of the pulses of 54 s, and promoted better levels of hygiene, with less operating
time and sanitizing savings.

Keywords: Food safety; Hygienization; neural networks.
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1. INTRODUCAO

A higienizagdo de equipamentos e superficies de processamento de alimentos ¢
fundamental para garantir a qualidade e seguranga microbioldgica do produto, em
especial na producao de alimentos, bebidas e produtos farmacéuticos. Nesse sentido, a
tecnologia clean in place (CIP) ¢ vantajosa, jd que nao requer a desmontagem de
equipamento e evita o contato do operador com os produtos quimicos (ESCRIG et al.,
2020). As etapas envolvidas no processo CIP didrio sdo: pré-enxague com dagua,
detergente alcalino para remover depositos de gordura e proteina, enxdgue com agua para
remocdo do detergente alcalino e aplicacdo de sanitizante para remogdo e destrui¢do
microrganismos na superficie dos equipamentos (BREMER et al., 2006; DAVEY et al.,
2013; SISLIAN et al., 2021).

Esse processo ¢ necessario para evitar propagacao de doencas de origem alimentar,
a contaminagdo cruzada ¢ a adesdo ¢ formacdo de biofilme no sistema industrial
(TORQUETT et al., 2019). Além da higienizacao, o controle microbiolégico depende da
refrigeragdo adequada, manuseio, transporte e armazenamento para controlar a
multiplicagdo de microrganismos no leite (REICHLER et al., 2020). No entanto, os
microrganismos denominados psicrotroficos sao capazes de se desenvolver e multiplicar
em condi¢cdes de refrigeracdo e isso os tornam especialmente responsaveis pela
deterioragdo dos alimentos e compromete a seguranca dos produtos no pos-

processamento (HUA et al., 2021).

Listeria monocytogenes € uma espécie patogénica e psicrotrofica e apresenta alta
resisténcia e consequentemente € capaz de sobreviver por longos periodos nos ambientes
de processamento (HAMMER et al., 2017; KABIR et al.,, 2021). Essa espécie ¢
responsavel pela listeriose, que pode causar gastroenterite, infec¢des na corrente
sanguinea e no sistema nervoso central ou provocar até aborto, dependendo das condigdes
do organismo hospedeiro (CARPENTIER e CERF, 2011; BUCHANAN et al., 2017).
Listeria innocua e Listeria monocytogenes tém sido isoladas nos mesmos alimentos e
ambientes de processamento (COSTA et al., 2018) e devido a similaridade genética e
metabolica, L. innocua tem sido amplamente aplicada em estudos em plantas

processamento de alimentos (SILVA-ANGULO et al., 2014; INANOGLU et al., 2021).
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Nesse sentido, embora os sistemas CIP sejam uma tecnologia usual na industria,
ainda apresentam lacunas e demandam melhorias, principalmente em relacdo a
higienizacdo de superficies de processamento de matrizes alimenticias complexas, como
leite, ¢ em relacdo as regides de dificil higienizacdo, como zonas de recirculagdo e
estagnacao de fluido. Além disso, no que se refere a remogao de células de espécies
resistentes nessas regidoes (DELEPLACE et al., 2022; SILVA et al., 2023). Silva et al.
(2020) discutiram a dificuldade da higienizacdo nas zonas de estagnagdo e recirculacao

em geometrias t€ e cotovelo e o impacto desse /ayout na higienizagao.

Nessa perspectiva, a complexidade do processo CIP estd relacionada a sujidade a
ser removida, aos agentes quimicos empregados, o tempo de contato, a temperatura de
aplicagdo, a geometria do sistema e as condigdes fluidodindmicas do escoamento
(SISLIAN et al., 2021). Os processos CIP sdo normalmente realizados com fluxo
constante e envolvem a busca de estratégias para aumentar velocidade no local e o
cisalhamento do fluido sobre as interfaces dos equipamentos e tubulagdes, em especial

nas regidoes com estagnacao e recirculagdo de fluido (LI et al., 2015).

De acordo com Silva et al. (2023), uma estratégia promissora para aprimorar essas
condi¢des fluidodindmicas ¢ a aplicagdo de pulsos, pois melhora os fenomenos de
transporte naquelas regides de dificil higienizagdo e ndo exige a aquisi¢do de novos
equipamentos e instalagdes. A execugdo do fluxo pulsado necessita apenas da adequagado
na légica de controle do sistema de vazdo na planta (SILVA et al., 2020). Além disso,
aprimorar o processo CIP € necessario, ja que o tempo de inatividade representa a redugdo
na producdo. Em termos ambientais gera efluentes residuais devido aos produtos
quimicos e aos enxagues. Por fim, sob o ponto de vista energético, a higienizacdo

representa 13%, em média, da energia gasta na industria de laticinios (LI et al., 2019).

Para otimizar as condi¢des desse processo de higienizacdo, métodos matematicos
baseados em dados computacionais ou resultados experimentais sdo associados as
ferramentas de inteligéncia artificial, como redes neurais. Essas formas sdo uteis para
prever o comportamento do sistema, assim como em outras aplicagdes de engenharia (SH
et al., 2017; WADAY et al., 2022). Assim, uma modelagem baseada em resultados
experimentais fornece um método fécil e pouco dispendioso, além de agilizar a previsao

e otimizagao dos resultados (VISWANATHAN et al., 2022).
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O arranjo de uma rede neural artificial (RNA) consiste em diferentes secoes
interconectadas, que pode ser formada por uma tUnica camada ou por estruturas de
multiplas camadas (ZHANG e YANG, 2003). Na RNA, os dados de entrada sdo
alimentados aos neurdnios de entrada (sinapses) e sdo ponderadas por pesos que, por sua
vez, sdo ajustados ao longo do processo de aprendizagem (PORTILLO JUAN e NEGRO
VALDECANTOS, 2022). A soma ponderada ¢ aplicada em uma fun¢ao de ativacao, e
assim a saida de dados ¢ gerada. Todos os neuronios estdo altamente conectados e de
forma iterativa ocorre o treinamento da rede de neurdnios, a fim de obter o modelo ideal,
com a interpolacao de padrdes de treinamento, a fim de obter a precisao (BELLO e

OLAFADEHAN, 2021). Um modelo simplificado de uma RNA ¢ ilustrado na Figura 4.1.

Figura 4. 1 - - Representagdo esquematica da rede neural perceptron em multicamadas
para predi¢do da reducao decimal (RD) em fungao das entradas (¢) tempo, (W) ondulacao,
(P) periodo e (C) concentracao

Outra abordagem wusual empregando dados experimentais sdo os modelos
estatisticos. No entanto, eles apresentam limitacdes em discernir a ndo linearidade
(GAGO et al., 2010). Ja as técnicas de aprendizado de maquina ndo linear e ndo
paramétrico sdo eficientes em lidar com grandes quantidades de dados ndo
deterministicos com multiplas entradas e multiplas saidas. As redes neurais artificiais
(RNAs) tém se mostrado uma ferramenta capaz de modelar problemas multivariados ndo

lineares complexos (VISWANATHAN et al., 2022).

Nesse contexto, o objetivo deste capitulo foi desenvolver um modelo baseado em
RNA para descrever a redugdo decimal de células de L. innocua no processo de
sanitizagdo com fluxo pulsado. Além disso, avaliar a eficiéncia o modelo RNA

comparativamente ao modelo estatistico desenvolvido pela técnica de superficie de
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resposta (RMS) por meio de parametros de acuracia e por fim determinar a condi¢ao

otima de operagdo do processo de higienizagao CIP.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Microrganismo

Os estudos foram conduzidos utilizando suspencdo bacteriana de L. innocua
(ATCC 33090). Essa cultura estava liofilizada e a ativagao foi realizada em caldo Brain
Hearth Infusion (BHI, Merck, Sao Paulo, Brasil), trés vezes consecutivas e incubadas em

estufa tipo BOD (TECNAL), por 24 h a 37°C £ 1°C.

Apos trés ativagdes, uma aliquota foi transferida para o leite integral UHT (Bonalat)
de forma uma produzir uma suspensao a 1% de inoculo, a qual era inserida no interior
das geometrias para promover o processo de adesdo. O niimero de microrganismos foi
determinado por contagem total em placas utilizando agar padrao para contagem (PCA,
Kasvi, Italia) e o numero de unidade formadoras de col6nias inicial por mL foi de

aproximadamente 10® UFC.mL.

2.2.Adesao microbiana

Antes do processo de higienizacdo CIP das superficies em estudo, todas as
geometrias foram previamente limpas com agua potavel e detergente liquido neutro e
autoclavadas a 121°C por 30 min. Posteriormente, as geometrias foram preenchidas com
leite integral contendo a suspensdo bacteriana, foram incubadas durante 12 h a 37°C, de
acordo com a cinética de adesdo determinada previamente. A incubagdo estatica foi
escolhida para garantir a homogeneidade da adesdo na superficie e isolar os efeitos

hidrodinamicos conforme sugerido por Lelievre et al. (2002) e Silva et al. (2020).

Ap0s a incubacio, o leite foi drenado e as geometrias foram instaladas na linha de
circulacao para serem submetidas ao processo CIP. Uma réplica da geometria utilizada
na higienizagdo foi selecionada para a contagem inicial de c€lulas na superficie. Essa
geometria foi preenchida com agua peptonada (Acumedia, Lansing, Estados Unidos)
0,1% (m/v), a qual permaneceu no interior da superficie, por 1 min, e em seguida

descartada, para remocao das células planctonicas.
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As células sésseis foram removidas com auxilio de um swab e transferidas para uma
solugdo de dgua peptonada 0,1% (m/v) onde permaneceu por 2 min em agitacao em vortex
(Velp, Wizard Advanced IR) para a liberagao das células para a solugdo. Apos essa etapa,
diluigdes seriadas foram preparadas e plaqueadas, pelo método pour plate, em agar
padrao para contagem (PCA — Kasvi, Italia). As placas foram incubadas por 24 h a 37°C.

O resultado da contagem foi expresso em UFC.cm™, empregado a Equacio 4.1:

NV,
v, A

D

Contagem[UFC -cm™] = (4.1)

em que C: contagem média do nimero de coldnias [UFC]; Vz: Volume usado na rinsagem

[mL]; V4: Volume usado no plaqueamento [mL]; 4: area da geometria [cm?].

2.3.Unidade experimental

O sistema utilizado neste estudo foi descrito por Silva et al. (2020). Uma tubulacao
com estrutura e caracteristicas similares as usadas em unidades de processamento de
laticinios foi usada, sendo em ago inoxidavel AISI 304, grau de polimento #4. O protétipo

da linha de circulagao ¢ apresentado na Fig 4.2.
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Figura 4. 2 - Representacdo esquematica da linha de circulagao.
Legenda: TK — tanque de armazenamento de leite e solugdes de limpeza (capacidade de 25 L); V — valvulas

de bloqueio tipo esfera com conexao roscada de %2’’; P — bomba centrifuga para promover a circulagdo de
fluidos e agentes de limpeza no sistema; YF - sensor de vazdo da turbina 5", M - mandmetro de tubo em
U, HE - trocador de calor, superficies de diferentes geometrias: se¢o cilindrica reta (A), té (B), cotovelo

(C), expansio (D) e reducgao (E).
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A linha era composta por se¢oes com extremidades rosqueaveis, que permitem a
desmontagem e amostragem da superficie das geometrias em investigagao. As secoes de
teste estudadas foram: trecho cilindrico reto (A), t€ (B), cotovelo (C), expansdo /2" para
1”7 (D) e redugdo 1” para '5” (E) usualmente encontrados nas linhas de circulagdo e
apresentam diferentes intensidades de cisalhamento. O sistema de controle da vazao
utilizou controlador PID e configurado no ambiente Arduino conforme descrito por Silva

etal. (2019).

2.4.Higienizacio
Apoés as geometrias serem submetidas a contaminagdo, elas foram instaladas na
linha de circulacdo para a execugdo da higienizacdo CIP, tradicionalmente executada,
diariamente, na industria de laticinios e que compreende as seguintes etapas: pré-enxague,

detergente alcalino, enxague, sanitizacao e enxague final.

Primeiramente, preencheu-se o tanque de armazenamento (TK 101) com 4gua
potavel da rede de distribui¢do a temperatura ambiente para o pré-enxague. Iniciou-se a
circulagdo da 4gua em circuito aberto por 5 min para remogao de residuos de leite. Todas
as etapas do procedimento foram executadas com velocidade média de 1,5 m's™ conforme
o usual e recomendado pela literatura (TAMINE, 2008; ANDRADE 2008) para

higienizagao de tubulag¢des, produzindo assim nimero de Reynolds igual a 23700.

Ao final do pré-enxague, deu-se inicio a limpeza alcalina com a circulagdo do
detergente NaOH a 1% (m/v) em circuito fechado durante 15 min conforme sugerido por
Andrade (2008) e a temperatura de 70°C conforme indicado pela Tetra Park (2015) para
procedimento CIP de tubulag¢des. O enxague do detergente alcalino foi realizado com
agua potavel em circuito aberto para remoc¢ao do NaOH residual. O enxague foi finalizado
quando a condutividade do efluente da tubulacdo era equivalente a condutividade da dgua

de alimentagdo no valor de 200 £ 12 pS-cm™.

A sanitizagdo foi realizada com acido peracético a temperatura ambiente, conforme
preconizado por Andrade (2008) e Costa et al., (2017) com tempo e concentracdao de
agente sanitizante varidvel em circuito fechado de circulagdo do sanitizante. Por fim,
realizou o enxague com agua potavel em circuito aberto durante 5 min para remocao do
sanitizante residual. Os pulsos foram produzidos na etapa de sanitizagdo pela variagao da

vazao proporcionada pela bomba centrifuga (P 101), a qual estava acoplada a um inversor

110



de frequéncia (SY 101) (Figura 4.2). A sintonia do controlador para geragao dos pulsos
foi descrita por Silva et al. (2019). As condi¢des foram inseridas no console do

controlador de acordo com cada configuragdo proposta.

A eficacia do processo foi determinada de acordo com proposto por Sharma e
Anand (2002) e utilizado por Kumari e Sakar (2014) e Silva et al. (2020). A quantifica¢ao
de células sobreviventes apds o processo CIP foi determinada pela técnica swab, com
diluicdes seriadas em agua peptonada (Acumedia, Michigan) e plaqueamento com PCA.
As placas foram incubadas a 37°C por 24 h, e as colonias foram contadas e expressas
como log UFC.cm™. A Redugdo Decimal (RD) de células aderidas nas geometrias foi

calculado com base na Equacgao 4.2.

RD =logN —logn (4.2)

em que N representa a contagem inicial de células na superficie (UFC.cm™) e n a

contagem de (UFC.cm™) ap6s o processo CIP.

2.5.Delineamento experimental

As configuragdes e resultados experimentais do Capitulo 3 foram utilizadas para
desenvolvimento da RNA, considerando a influéncia das quatro varidveis de entrada
(tempo, ondulacao, periodo e concentragdo de sanitizante) na resposta de saida, a redugdo
decimal de células de L. innocua na sanitizagao com fluxo pulsado. Os 19 experimentos
projetados no planejamento composto central (PCC) do Capitulo 3 foram utilizados,
assim como outros 5 experimentos adicionais em condic¢des aleatorias foram realizados
para viabilizar o quantitativo de pontos para treino e teste da rede neural. Além disso, as
equagoes 3.11 a 3.15 determinadas pela técnica de superficie de resposta (RMS) para as
cinco geometrias no Capitulo 3 foram empregadas neste estudo para fins de comparacao

na capacidade preditiva de cada técnica de modelagem.

2.6.Modelagem e rede neural artificial (RNA)

Neste trabalho, a rede neural perceptron multicamada (MLP) com a backward

propagation (BP) foi selecionada para modelagem dos dados experimentais por ser
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eficiente na representacao de sistemas multivariados ndo lineares. Nesta rede, a camada
de entrada recebe as diferentes condi¢des de fluxo pulsado: tempo de circulagdo (t),
ondulag¢do (W), periodo do pulso (P) e concentragdo do agente sanitizante (C). A camada
de saida prediz a reducgdo decimal (RD) de células de L. innocua em cada uma das cinco
geometrias estudadas. A fungdo de ativacdo para os neurénios da rede MLP pode ser
linear ou nao linear com fungdes como logaritmica, linear, tangente hiperbolica,
sigmoidal, entre outras. Para este trabalho, a tangente hiperbolica (Equagdo 4.3) foi

utilizada, pois ha relatados que essa funcao ¢ a mais utilizada em uma configuragdo MPL.

f=4"C
e

. (4.3)
+e

A Equacdo 4.3 pode ser manipulada algebricamente e apresentada conforme

mostrado na Equacao 4.4.

2
l+e"

S =—" -1 (44)

em que x ¢ a soma de todos os neuronios de entrada e f(x) apresenta o intervalo de -1 a 1.

Em relagdo ao nimero de camadas ocultas, deve-se analisar que o aumento do
numero de camadas ocultas causa aumento do custo computacional e, as vezes, o ajuste
excessivo, pode reduzir o desempenho RNA. Dessa forma, na pratica, as RNAs, podem
apresentar uma ou duas camadas ocultas. Nesse arranjo, elas apresentam bom

desempenho de predicao. Portanto, a arquitetura de uma camada oculta foi implementada.

Para fixar o nimero 6timo de neuronios ocultos, diferentes formulas e metodologias
sdo propostas. No entanto, o nimero ideal de neuronios ocultos depende principalmente
dos erros de saida da RNA (NAJAFI et al., 2018). Para avaliar a eficiéncia de desempenho
da RNA, diferentes definicdes de erro e precisdo sdo propostas (CHOI et al., 2008;
SHARMA et al., 2020), tais como Erros Quadrados Médios (MSE) e coeficiente de
correlacdo (R), conforme mostrado nas Equacdo 4.5 e Equagdo 4.6.

N
2 (%Y )

MSE = =——«—— 4.5
m (4.5)
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N
Z y des

R=1-4— (4.6)

i(y ydes)

i=l

._.

sendo N ¢ o nimero de dados, yss dados de referéncia (ou seja, valores desejados), y:
resultados observados (ou seja, valores reais) € yas média dos valores desejados. O banco
de dados para RNAs foi fornecido por 24 experimentos. Os valores limitados das

variaveis de entrada-saida consideradas estao apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4. 1 - Varidveis de entrada e saida na rede neural e respectivas faixas de valores.

Faixa de valores Unidades
Variaveis de entrada
Tempo (t) 0-15 min min
Ondulagao (W) 0-2 -
Periodo (P) 30-90 S
Concentragdo (C) 20-100 mg-L!
Variaveis de saida
Redugdo decimal (RD) 0-6 -

As entradas-saidas dos dados experimentais foram classificadas aleatoriamente em
grupos de treino e teste. Neste estudo, 80% dos dados experimentais sdo utilizados como
dados de treinamento e 20% das entradas-saidas como dados de teste. Devido a magnitude
diferente das variaveis de entrada-saida, o banco de dados no intervalo de [-1 a 1] ¢

normalizado conforme mostra na Equacao 4.7.

b ( max(¢) + min(¢) )
4, = 2 7)
" min(¢) '

em que ¢, ¢ a entrada normalizada.

A modelagem dos resultados experimentais usando redes neurais artificiais foi
implementado na plataforma Colab. A Fig. 4.3 mostra o algoritmo da RNA usado para
determinagdo do modelo, com a normalizagdo, participagdo dos dados em treino e teste,

a rotina de aprendizagem da rede neural e os parametros de acuracia.
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\Dados experimentais |

Normalizagdo dos dados |
Y

| Aleatorizacéo ? divis&o |
Dados para | Dados para treino (80%) |

teste (20%)

Definicdo inicial da RNA
N° de neurbnios na camada 1: M=1

!

N° de neurbénios nacamada 1 =M

Y
Processo de aprendizagem RNA -
Y
Iteracdo interna na RNA

Calculo MSE ' |

Y

N° neurénios camada 1

—> N=N+1
@

‘ Selecao da RNA com menor MSE ‘
Y

Resultado desejado \ \ Resultado predito \

|

¥
\ Parametros: MSE e R \

Figura 4. 3 - Algoritmo para desenvolvimento da arquitetura apropriada de RNAs.

2.7.0timizacao
As condicdes ideais globais para otimizar o processo de sanitizagdo pulsada foram
determinadas pela técnica da desejabilidade para a otimizagdo da reducdo de células de
L. innocua com algoritmo de Evolugdo Diferencial. A desejabilidade d; representa a
resposta individual para cada geometria e varia de 0 a 1, onde 0 representa uma resposta
completamente indesejavel e d; = 1 representa a resposta ideal. As desejabilidades
individuais d; sdao entdo combinadas usando meédia geométrica, em uma uUnica

desejabilidade global D, que ¢ otimizada para encontre o conjunto ideal de condi¢des que
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proporcione as maiores remogoes de células, conforme indicado de forma genérica pela

Equacao 4.8.
1
D=(d xd,x..d)" (4.8)
com n denotando o nimero de respostas.
A funcdo desejabilidade assume formatos especificos de acordo com interesse de
maximizagdo ou minimizacdo. A desejabilidade individual da resposta a ser maximizada

¢ definida como mostrado na Equagao 4.9.

0 se, Y <I
d = L/t B L<Y<T (4.9)
I, - L
1 se, Y. >T=U,

sendo, L;, U; e T; os valores inferior, superior e alvo, respectivamente, que sdo desejados
para a resposta com L; < T; < U;. O expoente s € o peso determina o qudo importante ¢
obter o valor alvo T;. Para s = 1, a fun¢do aumenta linearmente em dire¢ao a 7i. Grandes
valores de s devem ser selecionados se for muito desejavel que o valor predito estar
proximo de 7; ou aumentar rapidamente acima de L;. Por outro lado, pequenos valores de
s devem ser escolhidos se qualquer valor predito acima de L; e abaixo de U; for aceitavel

ou se valores consideravelmente acima de L; ndo sdo de importancia critica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Dados experimentais
Os resultados da reducao decimal de células observadas na sanitizagdo CIP com
fluxo pulsado nas diferentes configuracdes de pulso sdo apresentados na Tabela 4.2. De
modo geral, a ramificacdo t& foi a geometria que apresentou as menores reducdes
decimais na contagem de células em fun¢do da zona de recirculagdo e estagnagdo de
fluido no interior da geometria. Silva et al. (2023) discutiram que a higienizacdo com
fluxo pulsado em regides com zonas de recirculacao de fluido, como na ramificacdo em

té, apresentaram menores redugdes decimais na contagem de células de Bacillus cereus.
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Tabela 4. 2 - Configuragdes de fluxo pulsado e redug¢ao decimal observada.

Variaveis codificadas Reducao decimal [-]
Exp. .

A B C D TR TE COT EXP RED

1 1 1 1 -1 4,92 1,87 435 5,81 4,87

2 1 1 -1 -1 5,01 2,2 443 5,63 5,26

3 1 -1 1 1 5,27 2,28 3,64 594 6,01
4 -1 1 -1 1 4,13 2,45 2,79 5,4 5,33

5 1 -1 -1 1 5,6 2,53 4,67 5,22 5,97

6 -1 -1 1 -1 4,69 2,38 4,72 5,71 5,87

7 -1 1 1 1 4,1 2,82 6,13 5,96 5,96

8 -1 -1 -1 -1 4,69 2,49 6,3 5,51 6,03
9(0) 0 0 0 0 6,02 3,6 5,83 6,12 6,01
10 2 0 0 0 4,69 1,69 5,02 517 5,5
11 2 0 0 0 4,89 3,19 5,39 5,84 6,42
12 0 -2 0 0 5,24 2,67 4,13 5,07 5,79
13 0 2 0 0 5,92 2,86 4,29 5,28 5,64
14 0 0 -2 0 4,7 3,32 5,3 5,59 5,99
15 0 0 2 0 4,98 2.9 5,05 6,32 6,02
16 0 0 0 -2 3,34 1,83 3,26 5,79 4,34
17 0 0 0 2 4,19 2,52 5,39 5,89 5,58
18 (O) 0 0 0 0 5,71 4,04 6,17 6,3 6,29
19 (O) 0 0 0 0 5,37 3,96 6,3 6,01 5,92
20 1 1 -1 1 5,44 2,73 5,58 6,31 6,43
21 -1 1 1 -1 4,74 1,7 4,02 5,6 5,43
22 1 -1 1 -1 4,1 1,43 3,83 58 5,12
23 2 1 -2 2 4,72 2,23 4,3 5,66 5,19
24 1 1 -1 1 5,44 2,73 5,58 6,31 6,43

3.2.Determinacio do numero de neuronios

Nao ha uma férmula geral para selecio do ntimero de neurdnios ocultos na
arquitetura das redes neurais BP. Os trabalhos com redes neurais selecionaram o nimero
de neurodnios ocultos em fun¢do da reducdo da variacdo do erro quadratico médio tais

como os relatados por Cheng et al. (2016); Najafi et al. (2018). Nesse sentido, a Fig. 4.4

116



ilustra os erros quadraticos médio da rede neural BP com quatro fatores de entrada. O
modelo foi treinado com diferentes nimeros de neurdnios ocultos (entre 1 e 50) para 30
iteragdes. O aumento do niimero de neurdnios ocultos e os erros quadraticos médio dos
dados estavam flutuando, mas de modo geral apresentaram declinio. A partir de 30
neurdnios, a oscila¢do foi reduzida e os erros relativos médios nao se alteram. Assim, 30

neurdnios ocultos foram selecionados para treinar os modelos de rede neural BP.
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Numero de neurdnios

Figura 4. 4 - Erro quadratico médio em fun¢dao do ntimero de neurdnios.

3.3. Predicao da reduc¢ao decimal

Os dados experimentais foram aleatoriamente divididos em duas partes: uma parte
dos dados foram usados para treinar a rede, e a outra parte, que ndo foi incluida no
treinamento das redes neurais, foi usada para examinar a capacidade preditiva da rede.
Depois de ser treinado e testado nos modelos de rede neural com diferentes combinagdes
de fatores de entrada para tempo de sanitizacdo, ondula¢do, periodo de pulso e
concentracdo do agente quimico sanitizante, a média relativa dos erros dos dados de

treinamento e dados de teste sao mostrados na Tabela 4.3.
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Tabela 4. 3 - Parametros de acuracia no modelo RNA para os dados treino e teste.

TR TE COT EXP RED
Erro quadratico médio - treino 3,58 E-5 3,52 E-5 3,52E-5 937E-6 2,11 E-5
Erro quadratico médio - teste 3,50 E-3 2,00 E-4 5,0E-4 2,88E-5 1,00 E-3
R? treino 0,9998  0,9998  0,9999  0,9999  0,9999
R? teste 0,9962 09993  0,9993  0,9997  0,9982

Com base nos parametros de acuracia da Tab. 4.3, observa-se que os modelos de
redes neurais, com diferentes combinagdes dos fatores de entrada apresentaram
quadratico médio pequeno (< 0,001) para todas as geometrias e, portanto, boa
previsibilidade dos resultados, conforme mostrado nas Figs. 4.5A a 4.5E. Esse fendmeno
ocorre porque a arquitetura da rede de neurdnios consegue capturar e combinar os fatores

relevantes no processo de sanitizagdo com fluxo pulsado.
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Figura 4. 5 - Correlagao entre os valores de dados usados e as saidas previstas para trecho
reto (a), ramificagdo em té€ (b), cotovelo (c), expansao (d) e reducdo (e) do conjunto de
dados treino e teste.

3.4.Comparativo entre RNA e RMS

Nas figuras 4.6A e Fig. 4.6B sdo mostrados os parametros de qualidade do ajuste
dos modelos identificados pela regressao polinomial pela técnica RMS do Capitulo 3 e
pela de rede neural. Os modelos de rede neural BP alcangaram consideravelmente
melhores resultados do que a andlise de regressao polinomial. Este resultado mostra que
existe um forte ndo linearidade entre as condi¢des da sanitizagdo pulsada como fatores de
entrada da rede neural, enquanto o BP rede neural fornece um método de revelar essa

relagcdo de nao linearidade.

Nesse contexto, os menores valores de RMSE para RNA e os maiores coeficientes
de correlacdo R? para as respostas investigadas demonstram a superioridade da RNA
sobre 0 RSM na previsao dos resultados. Bello e Olafadehan (2021) argumentaram que a
técnica de RNA de fato apresenta-se como uma ferramenta poderosa para modelagem de
processos sem consideragdes sobre o mecanismo fenomenologico associado e ndo
emprega uma matematica aprofundada como no uso do RSM para o desenvolvimento de
um modelo de regressao ndo linear quadratica. Waday et al. (2022) estudaram
comparativamente a capacidade preditiva da RNA e da técnica RMS e concluiram que os
altos valores dos coeficientes de correlagdo (R > 0,98) mostraram que o modelo RNA

apresenta melhor regressao e ajuste em comparagd@o com o modelo RSM.
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Figura 4. 6 - Comparativo dos pardmetros de acuracia para modelagem RNA e RMS. —
(a) coeficiente de correlagdo R? (b) parametro RMSE.

3.5.0timizacao da sanitizacio com modelo RNA
A otimiza¢ao multivaridvel maximizou a remogao e destruicdo de células de L.
innocua no interior das geometrias por meio da fungdo desejabilidade. O ponto 6timo
para sanitizagdo foi estimado utilizando a RNA. A combinagdo 6tima de tempo (A),

ondulacao (B), periodo (C) e concentracao (D) em varidveis codificadas foram:

0,27 ]
0,35
-0,36

0,12 |

O O % x
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Em varidveis reais, essa combinacao representa a seguinte condi¢ao:

[ Tempo | [ 9,7]
Ondulagdo 1,1
Periodo B 54,0

| Concentragao | | 57,0 |

Assim, essa combinagdo de varidveis de entrada determinada pelo modelo RNA e
pela funcdo desejabilidade, indicou as redugdes decimais médias esperadas nas
geometrias, conforme apresentado na Tabela 4.4. Além disso, ¢ apresentado o resultado
observado na redugdo decimal na mesma condi¢ao do processo CIP. A proximidade entre
o valor estimado pela rede neural no ponto 6timo e o resultado experimental demonstrou
a precisao desta estratégia em modelar e otimizar o processo de sanitizacdo com fluxo

pulsado.

Tabela 4. 4 - Comparativo na redu¢do decimal (RD) de células de L. innocua nas
diferentes geometrias estimada pela RNA e o valor observado.

Geometria Estimado Observado
TR 5,32 6,07 0,17

TE 3,64 3,54+ 0,41
COT 5,41 5,26 £0,26
EXP 5,88 6,29 + 0,44
RED 5,63 6,12 +0,56

4. CONCLUSAO

As redugdes decimais de células de L. innocua apds a sanitizagao com fluxo pulsado
no processo CIP podem ser previstas com precisdo por modelos de rede neural BP com
base nas configuragdes de tempo de circulagdo do agente quimico sanitizante, na
ondulacao, periodo do pulso e concentracao de sanitizante. O modelo de rede neural BP
apresentou erros quadraticos médios de pequena magnitude. Comparativamente, 0s
resultados preditos pela RNA foram consideravelmente mais precisos do que aqueles
dados por polindmios quadraticos regressdao. Embora os modelos de rede neural BP nao
possam fornecer informagdes claras descrigdes matematicas de parametros de entrada e

saida, estes modelos podem prever com precisdo os resultados da redugdo decimal de
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células de L. innocua. Assim, os modelos de redes neurais BP sdo promissores para

futuras aplicagdes industriais no contexto da higienizacao CIP.
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CAPITULO V

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O processo de higieniza¢do clean in place (CIP) apresenta diversas etapas e
inumeros fatores envolvidos em cada uma delas. Além disso, ha outras possibilidades de
pulsos, microrganismos e tecnologias para remog¢ao e destruicdo dos microrganismos no
processo CIP. Dessa forma, algumas sugestdes para trabalhos futuros nesta linha de

pesquisa sao:

e Investigar outras combinagdes de pulso: ondulagdo e periodo.

e Avaliar o uso do fluxo pulsado na sanitizacdo com outros agentes sanitizantes,
usualmente empregados na industria, tais como: hipoclorito de s6dio e compostos a base
de amonia quaternaria.

e Associar o fluxo pulsado as superficies funcionalizadas com plasma,
nanoparticulas e 6xidos metalicos.

eEstudar o efeito do fluxo pulsado na higienizagio CIP sobre outros

microrganismos recorrentes na industria de processamento de alimentos.
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