PRODUCAO EM CONDICOES SUPERCRITICAS E
AVALIACAO DO POTENCIAL DO ACIDO BENZOICO
MICROPARTICULADO EM ALIMENTOS

DIEGO DIAS CARNEIRO*

MARIA ISABEL SOUZA OLIVEIRA**
MARISA FERNANDES MENDES***

GERSON

LUIZ VIEIRA COELHO****

O objetivo deste trabalho foi avaliar os melhores
pardmetros da produg¢do do acido benzdico
microparticulado (mediante aplicagdo do processo
de expanséo rapida de solugdes supercriticas em
diferentes condi¢fes de temperatura e pressdo) e a
efetividade do material obtido na inibicdo de
microrganismos em suco de laranja natural,
comparando os resultados obtidos com amostras
contendo acido benzodico comercial e com amostras
sem adicao de conservador por meio de andlises
microbiolégicas. O resultado das analises indicou
gue a temperatura ndo influencia significantemente
a morfologia das particulas e que na presséo de
160 bar houve a formagdo das menores particulas.
O crescimento microbioldgico foi mais significativo
na amostra sem adicdo de conservador e as
amostras adicionadas de 0,01 e 0,02% m/v de &acido
benzéico microparticulado apresentaram melhor
controle de crescimento que as amostras com
conservador comercial nas mesmas concentragoes.
Os resultados evidenciaram que a micronizacdo de
particulas pelo método RESS se apresenta
promissora para a producdo de conservadores de
alimentos, porém estudos devem ser realizados para
avaliar seu potencial em outros alimentos, em outros
microrganismos e em outras concentrages.
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1INTRODUCAO

A necessidade de conservar os alimentos para aumentar seu tempo de prateleira e levar ao
consumidor alimentos com qualidade e seguranga constitui preocupacao recorrente na indastria de
alimentos. Isso levou 0 homem a introduzir diversas substancias quimicas nos alimentos com acéo
conservadora, mas até entdo com propriedades desconhecidas.

Processos fisicos de controle como desidratacao, armazenamento a baixas temperaturas e
processamento térmico sédo os mais utilizados na preservacao de alimentos, porém sua aplicacéo é
limitada para certos tipos de produtos. As alteracdes nas propriedades do alimento, o requerimento de
energia do processo e a disponibilidade tecnoldgica tornam-se fatores limitantes no uso dos processos
fisicos. Com isso, em algumas situagdes, tais procedimentos ndo sdo adequados nem suficientes.
Para esses casos, 0 uso de substancias quimicas com propriedades antimicrobiologicas pode ser
essencial.

Os conservadores quimicos atuam nos alimentos inibindo o crescimento microbiano, ou evitando
reacdes quimicas e enzimaticas, visando manter suas caracteristicas iniciais por maior tempo. A
relacdo dos conservadores com os métodos fisicos de conservacgéo torna-se complementar quando o
tratamento térmico néo é suficiente para destruir certos microrganismos ou suas toxinas (CALVO,
1991).

De acordo com Luck (1981), os conservadores devem apresentar baixa toxidade, permanecer
estavel no alimento e ndo alterar as suas caracteristicas sensoriais. Também devem ser de facil uso,
efetivos contra os microrganismos previsiveis nas condi¢des existentes (pH, atividade de agua, etc.) e
apresentar baixo custo.

O acido benzodico esta entre os conservadores utilizados em alimentos que apresentam
problemas quanto a solubilidade em meio aquoso, junto com o &cido sérbico. Sua solubilidade é de
0,29 g/100 mL a 20°C (WHO, 2000), enquanto a do acido sérbico é de 0,16 g/100 mL (ARAUJO, 1995).

O acido benzdico e seus sais sdo utilizados mundialmente na conservacgdo de alimentos e
bebidas (WALKER, 1990). Esse acido foi o primeiro conservador quimico com uso permitido em
alimentos pela Food and Drug Administration (FDA) (JAY, 2000). A guantidade de acido benzdico a ser
adicionada depende do tipo de alimento, de suas caracteristicas sensoriais e da legislacdo do pais
(DE LUCA, PASSI, e QUATTRUCCI, 1995).

Atribuiu-se a atividade antimicrobiolégica dos acidos fracos, como o acido benzéico, a sua
forma néo dissociada, sendo o pKa do &cido utilizado na predi¢éo de sua eficiéncia no alimento em
determinado pH (ARAUJO, 1995).

O &cido benzdico ndo causa danos ao ser humano quando utilizado em pequenas quantidades.
O composto € imediatamente eliminado do organismo apds conjugacao com glicina e formacéao de
benzoil-glicina. Essa etapa de desintoxicagdo impede o acumulo de acido benzéico no corpo
(FENNEMA, 1997).

Como o &cido benzdico atua nas membranas dos microrganismos, seu potencial antimicrobiano
pode ser aumentado quando microparticulado, penetrando com maior facilidade em seu interior e
proporcionando melhor efeito na conservacao.

De acordo com Giese (1994), o 4cido sorbico apresenta-se na forma de p6 branco, cristalino,
com baixa solubilidade em 4gua, sendo mais soltvel em &lcool (14,8 g/100 mL).

O acido sorhico e seus sais sao utilizados na conservacgéao de produtos de laticinios, produtos
de panificacéo, produtos do mar, sucos de frutas, vinhos, picles, maionese e molhos contra a ag¢éo de
fungos, leveduras e muitas espécies de bactérias (LUECK, 1990). Seu espectro de agdo antimicrobiana
é relativamente amplo, particularmente contra bolores, leveduras e bactérias com reacéo de catalase
positiva. E eficiente, portanto, na inibicdo da contaminacéo aerébia de alimentos. No entanto, é
praticamente ineficiente no controle de bactérias lacticas ou do género Clostridium, inclusive Clostridium
botulinum (LEITAO, 1990).
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Visando melhorar a acdo dos conservadores sobre os microrganismos, aumentando sua
solubilidade para que sejam gastas quantidades cada vez menores para garantir alimento seguro,
deve-se submete-los ao processo que promova reducdo no tamanho de suas particulas.

As técnicas utilizadas para a obtencéo de microparticulas sao: emulsificagdo/evaporacao do
solvente, deslocamento do solvente, precipita¢éo salina, emulsificagdo — difusao e fluido supercritico
(ALLEMANN, LEROUX e GURNY, 1998).

O processo de redugdo com fluido supercritico, um dos mais utilizados, denomina-se Expanséo
Rapida de Solucao Supercritica, ou Rapid Expansion of Supercritical (RESS). Esse processo consiste
na solubilizacdo de um soluto em fluido supercritico e sua precipitagédo por meio de expanséo rapida
através de tubo ejetor. Importante caracteristica desse processo consiste na formacao de particulas
com alto grau de pureza, estreita distribuicdo granulométrica e sem tracos de solvente (DOMINGO,
BERENDS e ROSMALEN, 1999).

Existem varios parametros de processo que influenciam a formacao das particulas pelo processo
RESS, como a temperatura e pressao na unidade de extragdo, a geometria do ejetor (comprimento e
didmetro), a solubilidade e a natureza da interacéo soluto-solvente (TURK, 1999)

O processo RESS apresenta vasta aplicacdo. Experimentos vém sendo realizados em diversos
tipos de materiais como, polimeros, substancias inorganicas e compostos farmacéuticos (FRANCA et
al., 2003). Turk et al. (2001) estudaram essas caracteristicas das particulas formadas através do
RESS em compostos farmacéuticos, verificando o aumento da biodisponibilidade desses agentes
pouco solUveis em compostos aquosos.

Em seus estudos Helfgen et al. (2000) verificaram que o sistema em condicdo de alta pressdo
de pré-expansao e baixa temperatura de pré-expansao leva a formacéao de particulas de acido benzoico
com menor tamanho, aproximadamente 200 nm (Figura 1).
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FIGURA 1-DIAMETRO DAS PARTICULAS VS. CONDIGAO DE PRE-EXPANSAO

Fonte: Helfgen et al. 2001

O objetivo deste trabalho foi avaliar os melhores pardmetros da producéo do acido benzdico
microparticulado (mediante aplicacéo do processo de expanséo rapida de solugdes supercriticas em
diferentes condi¢bes de temperatura e pressao) e a efetividade do material obtido na inibicdo de
microrganismos em suco de laranja natural, comparando os resultados obtidos com amostras contendo
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acido benzéico comercial e com amostras sem adi¢cdo de conservador por meio de analises
microbiol6gicas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENGAO DAS PARTICULAS:

As microparticulas de acido benzoico foram obtidas segundo a metodologia proposta por
Franca et al. (2004). O acido benzoico foi solubilizado em CO, supercritico em vaso de presséo (reator
de marca ROTH) no modo batelada, com volume de 300 mL, provido de manémetro para o controle de
presséo e banho termostatico para o controle da temperatura.

Foram alimentados no reator 0,45 g do acido benzdico comercial, valor esse predito pela curva
de solubilidade do acido benzéico nas condi¢6es de operacao do experimento. Apds a alimentagdo
com o &cido, o reator foi fechado e em seguida conectado ao cilindro de gas para a primeira injecéo de
CO, Com a pressao no reator estabilizada, o cilindro foi fechado e apds a liberagéo de todo o gas no
conector o reator foi removido e levado para resfriamento por aproximadamente uma hora no congelador.
Passado o periodo de resfriamento, o reator foi levado novamente ao cilindro de gas para a segunda
injecéo de CO,. Essa fase de resfriamento contribui para melhorar a efetividade do processo, pois a
reducéo no volume do gas contido do interior no reator permite a adigdo de maior quantidade de CO,no
reator, possibilitando que as condi¢des supercriticas sejam atingidas com menores temperaturas.

Os experimentos foram conduzidos nas pressdes de 120 e 160 bar com temperatura variando
entre 35 — 50°C. Quando o mandmetro estabilizou na pressao desejada foi necessario aguardar,
aproximadamente, 15 minutos para ocorrer equilibrio entre o solvente e o soluto nagquelas condicgdes.

Para a obtenc¢édo das microparticulas, a valvula de expanséo foi aberta por curto periodo de
tempo diretamente para a camara de coleta. A valvula de expanséo deve estar envolvida por uma manta
de aquecimento com temperatura pouco superior a temperatura do interior do reator para evitar a
formacdo de cristal no interior da valvula de expansédo. O esquema do sistema de alta pressao pode
ser observado na Figura 2.

BT

FIGURA 2 —UNIDADE DE EXTRAGAO SUPERCRITICA
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2.2 MORFOLOGIADAS PARTICULAS

O material coletado foi submetido a analise em microscoépio eletrénico de varredura para
verificar em qual condigdo de pré-expanséao foram obtidas as menores particulas (Franca et al.,
2004).

2.3AVALIAGAO DO POTENCIAL CONSERVADOR

O potencial do conservador microparticulado foi avaliado pelo acompanhamento do crescimento
de bolores e leveduras em suco de laranja natural ndo pasteurizado, distribuido em cinco lotes distintos:
sem conservador, adicionado de conservador comercial 0,01% m/v, adicionado de conservador comercial
0,02% m/v, adicionado de conservador microparticulado 0,01% m/v e adicionado de conservador
comercial 0,02% m/v. Usou-se suco de laranja pois, além de apresentar valor de pH baixo (que favorece
o potencial desse conservador), € étimo substrato para o crescimento de bolores e leveduras
(microrganismos mais afetados por esse conservador). Essa analise foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por pela APHA (1992), considerando que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(RDC 12) nao estabelece limites para bolores e leveduras em suco de laranja (BRASIL, 2001). Estudou-
se a vida-de-prateleira do suco por 21 dias, sendo retiradas aliquotas semanalmente, em triplicata, de
cada um dos lotes para serem incubadas em placas contendo agar batata dextrose durante 5 dias em
temperatura ambiente. Apds esse periodo realizou-se a contagem microbiana para comparar o
crescimento de bolores e leveduras entre os lotes.

3RESULTADOS E DISCUSSAO
Como pode ser observado na Tabela 1, as menores particulas foram obtidas nas condi¢des de

pré-expansédo com maiores pressdes e menores temperaturas, resultado que condiz com o informado
pela literatura (HELFGEN et al., 2000).

TABELA 1 - CONDIGCOES DE OPERAGAO E MORFOLOGIA DOS CRISTAIS

Condicbes de Pré-Expansao Caracteristicas dos Cristais
T (°C) P (bar)
43,8 120 Particulas porosas (30-50 um)
46,9 120 Aglomerados (50-70 um)
38,8 160 Cristais em bastfes (5-10 um)
49,2 160 Particulas porosas (30-60 um)
427 160 Cristais em bastfes (5-10 um)

A diferenca na morfologia do acido benzoico comercial e microparticulado pode ser observada
nas Figuras 3 e 4.

As Figuras 3 e 4 mostram de forma clara que apds o processo RESS, o material apresenta
melhor distribui¢cdo granulométrica.

Os materiais microparticulados utilizados na avaliacdo do potencial do conservador foram os
obtidos em 160 bar, condi¢éo de presséo que promoveu a menor granulometria.
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As boas condicdes higiénico-sanitarias no preparo das amostras de suco de laranja foram
comprovadas pelos resultados negativos nos testes de coliformes totais e salmonela spp.
realizados.

FIGURA 4 - MORFOLOGIA DO ACIDO BENZOICO MICROPARTICULADO
A 120 BARE 46,9°C

As Tabelas 2 e 3 mostram o crescimento dos microrganismos durante os periodos de
contagem, expressos em Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro de amostra (UFC/mL).
Cada intervalo de contagem correspondeu a 7 dias que totalizaram o periodo de andlise de 21
dias.
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TABELA 2 - CRESCIMENTO MICROBIANO COM 0,01% m/v DE CONSERVADOR

UFC/mL
Intervalos de Contagem
0 1 2 3
~ Amostra em Branco 450 1220 13200 92000
Acido Benzdico Comercial o290 530 1250 12000
Acido Benzdico Micronizado 00 450 210 10000

TABELA 3—- CRESCIMENTO MICROBIANO COM 0,02% m/v DE CONSERVADOR

UFC/imL
Intervalos de Contagem
0 1 2 3
Amostra em Branceo 35 148000 196000 244000
Acido Benzdico Comercial 10 1000 5100 49000
Acido Benzdico Micronizado 10 300 1650 31000

O crescimento microbioldgico foi mais significativo na amostra em que nao foi adicionado o
conservador. As amostras que apresentaram menor crescimento foram as adicionadas de conservador
nas concentracdes de 0,01 e 0,02% m/v de &cido benzoico microparticulado. Essa afirmacgéo pode ser
melhor observada nas Figuras 5 e 6.
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FIGURA 5 - CRESCIMENTO MICROBIOLOGICO NA CONCENTRAGAO DE 0,01% m/v

Os gréficos sdo expressos em unidades logaritmicas, pois além de ser a medida de contagem
em andlise microbiolégica fornece melhor visualizagdo do crescimento devido a proximidade das
unidades.

Nos experimentos conduzidos com &acido benzoico na concentragéo de 0,01% m/v pode-se
observar que a amostra que continha o acido benzéico microparticulado conservou durante os dois
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primeiros estagios de contagem o mesmo ciclo log de crescimento, causando assim retardo no inicio
da fase exponencial do crescimento microbiano.
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FIGURA 6 — CRESCIMENTO MICROBIOLOGICO NA CONCENTRAGAO DE 0,02% M/V

Os experimentos conduzidos com a concentracdo de 0,02% m/v néo retardaram o ciclo de
crescimento, porém a fase de crescimento exponencial foi melhor controlada na amostra que continha
o acido benzoico microparticulado.

O melhor efeito do conservador microparticulado quando comparado ao comercial deve-se a
sua maior solubilidade e, consequentemente, maior biodisponibilidade no meio em que esta presente.
Tal efeito foi observado por Alleman, Leroux e Gurny (1998) ao obterem microparticulas de compostos
farmacéuticos pelo processo RESS.

No terceiro intervalo de contagem, o crescimento microbiano atingiu o mesmo ciclo logaritmico,
paratodas as amostras. Tal fato mostra que o conservador perdeu seu efeito e que seu tempo 6timo,
independente da sua morfologia, foi de aproximadamente duas semanas.

Diversos fatores podem ter causado a ineficiéncia do conservador a partir do terceiro intervalo,
como a adaptagdo dos microrganismos ao meio com conservador, ao seu consumo por completo pelos
microrganismos devido a baixa concentracdo, ou por ter se combinado com outros compostos do suco.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciaram maior eficiéncia do &cido benzoico microparticulado como
conservador de suco de laranja natural quando comparado com o produto comercial. A micronizagéo
de particulas pelo método RESS mostrou-se promissora para a producao de conservadores de alimentos.

Visando melhores resultados e informacdes mais precisas, os efeitos do 4cido em outras
concentragfes ou sobre outros microrganismos deverao ser estudados. Nada se pode afirmar ainda
sobre o seu efeito em concentra¢gfes mais elevadas, ou a respeito da concentracéo 6tima para evitar
0 Uso excessivo do conservador.
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ABSTRACT

PRODUCTION IN SUPERCRITICAL CONDITIONS AND EVALUATION OF THE
POTENTIAL OF THE MICRONIZED BENZOIC ACID IN FOODS

The objective of this work was to evaluate the best production parameter of micronized benzoic acid by
Rapid Expansion of Supercritical Solutions (RESS) and its effectiveness as an inhibitor of
microorganisms on orange juice, comparing the obtained results to samples containing comercial
benzoic acid, and samples without conservative by means of microbiological analysis. The results
indicated that the temperature did not interfere significantly on the particles morphology and at 160 bar
pressure the smaller particles were formed. Microbiological growth was higher at samples without
conservative, and samples with 0.01 and 0.02% w/v of micronized benzoic acid had smaller growth that
samples with same concentration of commercial benzoic acid. The results showed that the micronization
of particles by RESS comes as a promising method to food conservatives production, although further
studies must be realized to evaluate its effectiveness over other microorganisms and in different
concentrations.

KEY-WORDS: CONSERVATIVES; RESS; MICRORGANISMS.
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