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vegetativas e quando combinada com tratamento
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1INTRODUCAO

O calor constitui o principal agente fisico utilizado nos métodos convencionais de preservacao
de alimentos (pasteurizagéo e esterilizacédo). O emprego do calor revolucionou a indUstria de alimentos,
tornando viavel a conservacao de produtos. No entanto, o calor esta relacionado com a deteriora¢éo
dos compostos da cor e do sabor ou perda nutricional que pode comprometer a qualidade de certos
alimentos. No suco de abacaxi, por exemplo, o tratamento térmico aplicado aos produtos comerciais
pode produzir altera¢Bes desagradaveis em suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (THAKUR e
NELSON, 1998; SAN MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e SWANSON, 2002; RATTANATHARNALERK,
CHIEWCHAN e SRICHUMPOUNG, 2005; MARCELLINI, 2006).

A técnica da Alta Pressao Hidrostatica (APH) consiste em submeter alimentos liquidos ou
sélidos a press@es entre 100 MPa e 800 MPa, associada ou ndo com certa elevacdo da temperatura,
podendo o alimento estar ou ndo embalado (FDA, 2000).

A APH, processo ndo-térmico, é capaz de inativar microrganismos patogénicos e deteriorantes
nos alimentos, assim como ativar e inativar enzimas (KNORR, 1993; GOULD, 2000) minimizando a
perda da qualidade do alimento em termos nutricionais e sensoriais. Os niveis de pressdo usados
normalmente ndo sédo capazes de romper ligagdes covalentes, mantendo inalterados os compostos
que conferem cor, aroma e sabor aos alimentos (FARKAS e HOOVER, 2000; BARBOSA-CANOVAS
e RODRIGUEZ, 2002). Assim, a APH tem sido sugerida como alternativa efetiva ao processamento
térmico para ser empregada na pasteurizacao ou esterilizagao ndo-térmica de sucos citricos e sucos
em geral (OGAWA et al., 1989; ALEMAN et al., 1996).

Esta revisédo teve por objetivo abordar os principios e operagfes da alta pressao, seu efeito
sobre células vegetativas e esporos de microrganismos deteriorantes e patogénicos e a influéncias de
fatores extrinsecos (substrato e temperatura) no tratamento.

2 PRINCIPIOS DOS EQUIPAMENTOS DE ALTA PRESSAO

O método de APH fundamenta-se no Principio de L& Chatelier em que qualquer fenbmeno
(transicao de fases, mudancas na configuracéo molecular ou reagfes quimicas) associado a reducao
de volume é favorecido pelo aumento da presséo e vice-versa (CHEFTEL, 1995; EARNSHAW, 1996;
CAMPOS, 2004). Também se baseia no Principio Isostatico, segundo o qual a pressao é transmitida
de maneira uniforme e quase instantanea por todo o alimento, independente da forma, tamanho e
composigdo, ao contrario do que ocorre com o tratamento térmico (RASO et al., 1998; SMELT, 1998;
FDA, 2000, CAMPQS, 2004).

O sistema completo de aplicagéo de pressao hidrostatica consiste num recipiente (cAmara de
pressdo) e no seu fechamento, um sistema de geracédo de pressdo, 0 mecanismo de controle de
temperatura e demais variaveis de processo e o sistema de operacao (HOOVER, 1993).

A capacidade da camara de presséao € determinada de acordo com as necessidades do usuario.
Unidades laboratoriais tém capacidade de 100 mL a 2 L e equipamentos de Planta Piloto de 10 L a
25 L. Em escala industrial, sdo encontrados equipamentos com camaras de pressdo com capacidade
de até 687 L para produtos marinhos (AVURE TECHNOLOGIES, 2006) ou equipamentos providos de
duas camaras de 300 L, com volume total de 600 L e capacidade de produc&o de 2000 kg — 4400 Ibs/h
(NC HIPERBARIC, 2006).

AFigura 1 contém grafico que relaciona as variaveis tipicas do processamento por APH (presséo,
temperatura e tempo). BALASUBRAMANIAM et al. (2004) definem come up time, holding time ou
processing time e o tempo de descompressdo como parametros importantes durante o tratamento
experimental com APH. Come up time é o tempo necessario para aumentar a pressado da amostra a
partir da pressao atmosférica e depende da taxa de compressao, da pressao transmitida pelo fluido e
na proporcionalidade da poténcia da bomba e o processo de pressao requerido. Holding time ou
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processing time é o tempo durante a pressao constante entre a compressdo e o inicio da
descompressado. Tempos de processamento menores que 5 minutos séo preferidos para maximizar a
produtividade e justificar a tecnologia economicamente. Tempo de descompresséao € o tempo que traz
a amostra de alimento processado por APH para proximo a presséo atmosférica.

FIGURA 1 - GRAFICO QUE RELACIONA PRESSAO, TEMPERATURA E TEMPO, VARIAVEIS
TIPICAS QUE INDICAM AS CONDICOES DE TESTES COM APH

Presséo
Temperatura

Ps

1
T = Time

P, = pressdo ambiente; P,= presséo final; T = Temperatura maxima do processo; T_=temperatura antes do processamento
APH; T, = temperatura depois do processamento APH.

FONTE: BALASUBRAMANIAM et al., 2004.

Dois métodos de processamento de alimentos em alta pressao tém sido pesquisados: o
hidrostatico que pode ser descontinuo (batelada) ou semicontinuo, e o método de homogeneizacao
(HAP — Homogeneizacéo a Alta Pressédo). O equipamento basico de homogeneizacdo com baixos
niveis de presséo ja é conhecido pela industria de leite e de outros alimentos, sendo bastante utilizado
na quebra dos glébulos de gordura para producéo de leite homogeneizado. A presséo de homogeneizagao
tipica utilizada na industria gira em torno de 20 MPa. Porém, o desenvolvimento da tecnologia permitiu
gue os equipamentos de HAP alcancassem pressfes de até 350 MPa, colaborando com o
desenvolvimento de novos produtos (SANDRA e DALGLEISH, 2005). Esses niveis de presséo podem
provocar a ruptura de células microbianas, propiciando o uso da HAP como alternativa a pasteurizagao
para aumentar a seguranca e qualidade microbiolégica dos alimentos. A dinamica do processo HAP
nao coincide com o descrito na literatura para a alta presséo hidrostatica, e estudos recentes evidenciam
a cavitacao e o cisalhamento como sendo os mecanismos primarios observados durante a HAP.

O processamento APH descontinuo assemelha-se em termos de fluxo de producgéo ao utilizado
na esterilizacdo em autoclaves (FARKAS e HOOVER, 2000). O alimento € embalado e pressurizado
dentro da camara de pressao, utilizando-se meio liquido para transferéncia da presséo ao produto. O
método caracteriza-se como processo em batelada (CAMPQOS, 2004). O sistema semicontinuo pode
ser construido pelo arranjo de trés ou mais recipientes resistentes a altas pressdes em série, sendo o
alimento pressurizado e embalado em recipientes estéreis (FDA, 2000).

O processamento em alta pressao estatico pode ocorrer num ou mais pulsos, sendo 0 processo
em pulso Unico o mais comumente utilizado. Na forma usual, o alimento é pressurizado por pulso
continuo e mais longo. Ja na forma de pulsos mdltiplos, a operacéo envolve uma série de ciclos de
pressurizagao (presséao - despressurizacao - pressao), normalmente, durante periodo relativamente
curto de tempo sem retird-lo da camara. Dessa forma, o alimento sofrera o efeito de varios processos
de pressurizacgéo e despressurizacao (FARKAS e HOOVER, 2000).

Varios trabalhos comprovaram que a aplicacao da APH por pulsos multiplos € mais eficiente
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que o método de pulso simples para inativacio de fungos filamentosos (ALEMAN et al., 1996; PALOU
etal., 1998a), bem como para inativagcao de Saccharomyces cerevisiae em sucos de laranja e abacaxi
(DONSI, FERRARI e MARESCA, 2007). Isso se deve a grande injdria causada na membrana celular
em funcgado da rapida e grande diferenca de pressao na interface da membrana intracelular e extracelular.
Porém, a APH em pulsos mdltiplos apresenta custo mais elevado e oferece maior risco de desgaste
ao equipamento (CHEFTEL, 1995). A aplicacdo de repetidos pulsos requer equipamentos mais
sofisticados, capazes de aumentar e decair a pressdo rapidamente e aplicar repetidas seqiiéncias de
ciclos de pressdo (DONSI, FERRARI e MARESCA, 2007).

Segundo THAKUR e NELSON (1998), a pressao pode ser gerada pelos métodos direto, indireto
e térmico na APH. No método direto, 0 meio de transmissao de presséao contido na camara é diretamente
pressurizado por um pistéo e gera presséao rapidamente. No entanto, restringe-se a equipamentos
com pequeno volume, sendo indicado para laboratérios e plantas piloto. No método indireto, usa-se
intensificador de pressao para bombear o meio de transmissao de pressao do reservatério para dentro
da camara de presséo ja fechada, sendo empregado em nivel industrial devido sua maior capacidade
de gerar pressao. No método térmico, utilizado quando altas temperaturas devem estar associadas ao
processo de presséo, a temperatura induz a expansao do meio de pressurizacéo, gerando a pressao.

FARKAS e HOOVER (2000) citam que o alimento tem seu volume reduzido em 15% durante
a pressurizacéo e expansédo equivalente durante a despressurizacédo. Assim, as embalagens que séo
utilizadas na APH devem ter capacidade de reducéo e expansdo sem perda da integridade do material
e da selagem utilizada.

Segundo TEWARI, JAYAS e HOLLEY (1999), as embalagens mais utilizadas na APH sé&o:
stomacher bags, tubos estéreis, tubos de polietileno, “sacos” de polietileno e outros tipos de
embalagens flexiveis.

A agua tornou-se o fluido mais utilizado como meio de transmisséo de pressao, devido a baixa
compressibilidade e sua maior compatibilidade com o alimento, ocasionando menor risco de
contaminacéo (CHEFTEL, 1995). Materiais como 6leos, agentes anticorrosivos, ou antimicrobianos
podem ser usados de acordo com a indicagéo do fabricante (FARKAS e HOOVER, 2000).

A energia gerada dentro da cAmara de pressao, durante o processamento, resulta em moderada
e temporéaria geragdo de calor (aquecimento adiabatico). Com o término do processamento de
pressurizacdo, a camara é despressurizada, caindo a pressao rapidamente e dissipando o aquecimento
adiabatico (ANSTINI, 2003).

Todas as substancias que podem ser compressiveis alteram a temperatura durante compressao
fisica e o efeito termodinamico néo pode ser evitado. Liquidos, como a agua, séo pouco compressiveis.
A mudanca na temperatura ocorre de acordo com a compressao e € relativamente baixa até mesmo
em pressoes altas. Logo, sob condi¢des adiabéticas e proximas da temperatura ambiente, a agua
aquece cerca de 3°C para cada 100 MPa de pressao. Como a agua € o principal ingrediente de muitos
alimentos, a compressédo de muitos produtos exibe aquecimento adiabatico muito similar ao que
ocorre com a agua (TING, BALASUBRAMANIAM e RAGHUBEER, 2002).

3 EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE
OS MICRORGANISMOS

Os primeiros estudos sobre a inativagdo de microrganismos por efeito da pressao foram
realizados na Franca por Certes, em 1884, e nos EUA por Hite entre 1899 e 1914, que estudaram a
resisténcia dos microrganismos a altas pressfes em alimentos (HOOVER, 1993).

Altas pressfes causam mudangas morfoldgicas, bioquimicas e genéticas, principalmente na
membrana e na parte intracelular dos microrganismos. Além disso, provocam mudangas no
funcionamento e na reprodugéo dos microrganismos (CHEFTEL, 1992).

As causas da inativacdo microbiana ainda sdo pouco conhecidas (HOOVER et al., 1989),
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porém as seguintes mudancas morfolégicas das células foram observadas: compresséo dos vacuolos
gasosos (WALSBY, 1972), alongamento das células, contragao da parede celular com formacao de
poros, modificagdo do nucleo (CHEFTEL, 1992), modificacdes nas organelas intracelulares e no
citoesqueleto, separacdo da membrana da parede celular, coagulagao de proteinas citoplasmaticas e
liberagéo de constituintes intracelulares para fora da célula (CHEFTEL, 1995).

A APH acelera as reag6es quimicas, envolvendo mudangas de volume em nivel molecular, que
constituem a chave para entender os efeitos biol6gicos nas macromoléculas e microrganismos (HUGAS,
GARRIGA e MONFORT, 2002). Outros autores acrescentam que a eficiéncia da tecnologia esta nas
alterages morfologicas e bioquimicas, assim como nos mecanismos genéticos e na funcionalidade das
membranas e paredes celulares dos microrganismos (HOOVER et al., 1989; CHEFTEL, 1995). Entretanto,
o principal dano causado pela presséo ocorre na membrana celular (HOOVER et al., 1989).

O material genético é afetado no nivel das enzimas relacionadas a replicacao e transcrigdo do
DNA (CHEFTEL, 1992). Alguns sistemas enzimaticos dos microrganismos sao inibidos ou inativados
pela pressao, como é o caso das desidrogenases na Escherichia coli a 100 MPa e das carboxilases
nas leveduras a 400 MPa (CHONG, FORTES e JAMESON, 1985).

Segundo CHEFTEL (1992), a destruicdo celular pode ser causada pela inibicdo da ATPase ou
pela cristalizacdo da membrana de fosfolipidios com mudancas irreversiveis na permeabilidade celular
e nas trocas idnicas.

A APH é capaz de promover a acidificacdo dos vacuolos, organela que compde a célula, de
maneira proporcional a magnitude da pressao aplicada. Essa acidificagdo, causada pela producéo de
dioxido de carbono, é facilitada pelo decréscimo no volume da célula. Conseqlientemente, grande
numero de protons é produzido no citoplasma promovendo a diminuigédo do pH intracelular (ABE,
KATO e HORIKISHI, 1999; MARCELLINI, 2005). CHEFTEL (1995) relatou que a alteragéo do pH
intracelular da célula microbiana estressada pela pressao pode ser de até 0,2 unidade.

A resisténcia dos microrganismos a pressao varia consideravelmente e depende de fatores,
como: tipo de microrganismo (familia, espécie, cepa), fase de crescimento em que se encontra,
temperatura, pressao e tempo de tratamento, pH e composicao do meio (PATTERSON et al., 1997),
bem como idade da cultura, presenca de fatores e substancias antimicrobianas, tipo de presséo
utilizada (pulso ou continua) e a matriz alimenticia na qual esta inserido o microrganismo (ALPAS et
al., 2000; SAN MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e SWANSON, 2002; HUGAS, GARRIGA e MANFORT,
2002). Segundo BUTZ e TAUSHER (2002), a atividade de agua e o pH sao fatores criticos na inativagao
de microrganismos por APH.

PALOU et al. (1998b) observaram que a inativacéo dos ascésporos do Byssochlamys nivea
em sucos de frutas concentrados dependeu da temperatura, da atividade de agua e do tipo de processo
utilizado (pulso simples ou multiplos).

LEE, DOUGHERTY e KANG (2002) avaliaram o efeito da APH em esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris e observaram que somente a associagdo pressao/tratamento térmico foi eficaz para
sua inativacao.

PAGAN e MACHEY (2000) em trabalho realizado com as espécies C9490, H1071 e NCTC
8003 de Exercia caule observaram alta, baixa e média resisténcia a pressao, respectivamente, na fase
estacionaria. No entanto, verificaram resisténcias similares a pressao na fase exponencial.

As células vegetativas em fase de crescimento (log) sdo mais sensiveis a pressao que as
células vegetativas na fase lag. As células na fase lag séo esféricas e menores do que aquelas que
estdo na fase de crescimento (log). Além disso, o acumulo de componentes como proteinas e
carboidratos poderiam reduzir o efeito da pressao nas células na fase lag (ISAACS, CHILTON e MACKEY,
1995). MANAS e MACKEY (2004) propuseram que a fase exponencial da célula é inativada sob alta
pressao por danos irreversiveis a membrana celular, ao contrario das células na fase estacionaria que
tém membrana citoplasmatica mais robusta (suportando melhor o tratamento pela presséo). Essa
proposta baseia-se no fato das células na fase exponencial mostrarem mudancas nos seus envoltérios
gue nado sdo observadas na fase estacionaria. Essas mudancas incluem perturbacdes fisicas na
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estrutura celular, diminuigao no trabalho osmético e também na proteina e no RNA do meio extracelular.

As bactérias Gram positivas, em geral, sdo mais resistentes a presséao que as bactérias Gram
negativas (EARNSHAW, 1995; SMELT, 1998), devido sua parede celular mais fina (apresentam
membrana externa). A rigidez da parede celular confere fragilidade a estrutura em funcao da pouca
flexibilidade em virtude da aplicacao da presséo (SMELT, 1998). JA LUDWIG e SCHERK (1997) nédo
encontraram nenhuma relacéo entre o tipo de Gram e a resisténcia a pressdo, mas sim em relacao a
morfologia celular. Afirmaram que as bactérias mais sensiveis tém forma bacilar e as mais resistentes
formas de cocos. Outros autores também tém mostrado a grande resisténcia dos cocos a altas
pressdes (EARNSHAW, 1995; PATTERSON et al., 1995; PATTERSON e KILPATRICK, 1998).

As leveduras e os fungos sdo microrganismos muito sensiveis a presséao, inativando-se a 200-
300 MPa (CHEFTEL, 1995), enquanto que 0S esporos sao muito resistentes e podem sobreviver a
pressdes muito elevadas (> 1000 MPa) (SALE, GOULD e HAMILTON, 1970). Considerando tal resisténcia,
0s esporos podem ser germinados em baixas pressdes. Esse processo leva ao aparecimento de
células vegetativas que sdo mais sensiveis a pressao e a outros métodos de inativagdo (EARNSHAW,
1996). Pressdes de 50-300 MPa séo suficientes para produzir a germinacao dos esporos (SALE,
GOULD e HAMILTON, 1970; WUYTACK, SOONS e MICHIELIS, 1997).

Para inativar as células vegetativas, em geral, € necessario aplicar pressGes superiores a
200 MPa. Para a inativacéo da maioria das bactérias Gram positivas sdo necessarios tratamentos a
500 —600 MPa e 25°C por 10 minutos, enquanto que as Gram negativas sao inativadas com tratamentos
de 300 — 400 MPa por 10 minutos (TRUJILLO et al., 1997). ATabela 1 mostra a sensibilidade de alguns
microrganismos a alta presséo hidrostatica.

Sao, relativamente, poucas as informagdes sobre a sensibilidade dos fungos a pressao, mas
ja foi mostrado que os conidios sdo mais sensiveis e 0s ascdésporos mais resistentes (BUTZ et al.,
1996; VOLDRICH et al., 2004). O efeito da pressdo em micotoxinas pré-formadas é limitado como
tratamento pelo pequeno efeito nas ligagdes covalentes das moléculas. Porém, estudo mostrou que a
patulina (micotoxina produzida por varias espécies de Aspergillus, Penicillium e Byssochlamys) foi
degradada pela pressdo (BRUNA et al., 1997). A patulina contida em suco de maca diminuiu em 42, 53
e 62% apds 1 hora de tratamento a 300, 500 e 800 MPa, respectivamente, a 20°C.

4 FATORES EXTRINSECOS QUE AFETAM A SENSIBILIDADE DOS MICRORGANISMOS A
ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

4.1 EFEITO DO SUBSTRATO (COMPOSICAO, ATIVIDADE DE AGUAE pH)

A sensibilidade do microrganismo a presséao é extremamente dependente da matriz do alimento.
Bactérias classificadas como “barossensiveis” em estudos com tamp8es podem tornar-se
barorresistentes em matriz complexa como o leite (PATTERSON et al., 1995; GARCIA-GRAELLS,
MASSCHALCK e MICHELIS, 1999). Alguns constituintes dos alimentos como proteinas, carboidratos
e lipidios exercem efeito baroprotetor (SIMPSON e GILMOUR, 1997). Tratamento de 375 MPa por 30
minutos a 20°C em tampao fosfato (pH 7,0) provocou inativagéo de 6 log, , de Escherichia coli 0157:H7,
enquanto o mesmo tratamento em carne de frango e leite reduziu apenas 2,5 log,, e 1,75 log,,,
respectivamente (PATTERSON et al., 1995). Cations, como Ca?*, podem exercer efeito baroprotetor,
motivo pelo qual muitos microrganismos apresentam maior resisténcia a pressao quando tratados em
alimentos como o leite (HAUBEN, BENAERTS e MICHIELS, 1998).

A diminuicdo da atividade de agua tem sido postulada como efeito baroprotetor nos
microrganismos, como Visto nas leveduras Zygosaccharomyces bailii (PALOU et al, 1997) e Rhodotorula
rubra (OXEN e KNORR, 1993). OXEN e KNORR (1993) relataram que a reducéo da atividade de agua
do meio de 0,98-1,0 para 0,94-0,96 melhorou a sobrevivéncia de Rhodotorula rubra a pressdes entre
200 e 400 MPa por 15 minutos a 20°C. Porém, a natureza do soluto é importante. Na mesma atividade
de agua, células foram mais sensiveis a pressdo em glicerol do que em monossacaridios e dissacaridios
(SMELT, 1998).
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OPSTAL, VANMUYSEN e MICHAELS (2003) estudaram a resisténcia da Escherichia coli em
tampdes fosfato de potéssio contendo 0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% m/v de sacarose, submetida
a tratamentos de 250 MPa a 500 MPa a 20°C por 15 minutos. Verificaram que a sacarose exerceu
efeito baroprotetor sobre a Escherichia coli, porém as células que ndo eram imediatamente inativadas
sofriam injdria subletal. Quando armazenadas por 24 horas a 20°C, ap6s tratamento de alta presséo,
observaram reducéo logaritmica a mais que estaria relacionada com a intensidade da pressédo e nao
com a concentracao de sacarose, havendo aumento na eficiéncia do processo. Assim, o tratamento
com alta pressédo combinado com outros fatores de conservagéo, como por exemplo, a baixa atividade
de agua (alta pressao osmética) torna-se perspectiva extremamente interessante.

BASAK, RAMASWAMY e PIETTE (2002) avaliaram a resisténcia térmica de Leuconostoc
mesenteroides e Saccharomyces cerevisiae em néctar e suco concentrado de laranja. Verificaram
maior barorresisténcia no suco concentrado para ambos microrganismos. Os valores z foram
praticamente o dobro quando comparado com néctar, mostrando aumento significativo na resisténcia
dos microrganismos com a elevagédo da concentracdo de solidos sollveis.

Ja foi verificado que bactérias sdo bem mais sensiveis em pH baixo. Varios estudos tém
demonstrado a eficiéncia da utilizacéo de baixas pressdes para inativacao de muitas bactérias vegetativas
barorresistentes em alimentos acidos (GRACIA-GRAELLS, HAUBEN e MICHIELS, 1998; ALPAS et
al., 2000; JORDAN et al., 2001). O pH de solu¢des acidas também diminui com o aumento da pressao,
como a queda de 0,2 unidade por 100 MPa observada em suco de maca (HEREMANS, 1995;
PATTERSON, 2005). Essa mudanca de pH que ocorre durante o tratamento pela APH pode ser medida
diretamente em alimentos liquidos, porém ainda néo foram desenvolvidos métodos para mensurar a
variacao de pH de alimentos sélidos durante o tratamento por APH (HAYERT, PERRIER-CORNET e
GERVAIS, 1999; STIPPL etal., 2004). O pH volta ao seu valor original quando a presséo é restabelecida,
mas nao se sabe se essa mudanca no pH afeta a sobrevivéncia dos microrganismos durante a aplicagéo
da presséo. Sabe-se que o pH e a pressdo podem agir sinergisticamente aumentando a inativacéo
microbiana. LINTON, McCLEMENTS e PATTERSON (1999) demonstraram que o pH inicial exerce
efeito significante na inativagédo de Escherichia coli O157:H7 em suco de laranja. Com o abaixamento
do pH, as células ficam mais susceptiveis a inativagcao ou a injdria subletal causada pela presséao que
leva a rapida morte da bactéria durante a estocagem do suco.

4.2 EFEITO DATEMPERATURA

O processamento por APH sob refrigeracdo, temperatura ambiente ou aquecimento moderado,
pode inativar microrganismos patogénicos ou deteriorantes em diferentes niveis, com poucas mudancas
no frescor dos produtos quando comparado com o processo de conservagdo convencional (TORRES
e VELAZQUEZ, 2005).

A temperatura durante o tratamento por APH exerce efeito extremamente significativo na
inativacdo de microrganismos. Geralmente, a inativagdo é aumentada acima ou abaixo de 20°C
(TAKAHASHI, ISHII e ISHIKAWA, 1992; PATTERSON, 2005).

O efeito negativo da esterilizacéo convencional na qualidade do produto deve-se ao intenso
tratamento térmico. A APH sozinha é incapaz de inativar esporos bacterianos, sendo necessaria sua
combinacao com outras técnicas como certa elevacao da temperatura (KREBBERS et al., 2003).

O processamento a Alta Pressdo pode ser usado como meio de esterilizacdo de produtos
alimenticios se aplicado em temperaturas elevadas (60-90°C), ou utilizando a compresséao adiabatica para
0 aquecimento. Logo, a esterilizacdo a Alta Presséo deve combinar presséo e temperatura objetivando a
inativacéio de esporos e enzimas. Determinando a condigéo 6tima de processamento é possivel inativar
tanto células vegetativas quanto seus esporos, resultando em alimentos estaveis (MATSER et al., 2004).

Segundo MATSER et al. (2004), os seguintes parametros sdo importantes para a esterilizacéo a
alta pressao: temperatura inicial do produto, temperatura na camara do fluido de presséo; nivel de presséao
utilizada; temperatura durante o tratamento (a temperatura aumenta devido ao aquecimento adiabatico,
porém ha subsequente resfriamento na parede da cAmara de presséo); tempo de tratamento e nUmero
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de ciclos. A esterilizagcdo a Alta Presséo resulta em aquecimento adiabatico, distribuicdo uniforme da
temperatura e tempos de tratamento relativamente curtos. O aquecimento adiabatico (aumento uniforme
datemperatura dentro do produto) € causado unicamente pela pressuriza¢&do. A magnitude do aumento da
temperatura no produto é determinada pela temperatura inicial e propriedade material do produto, conforme
aEquacgédo 1 (HOOGLAND, DE HEIJ e Van SCHEPDAEL, 2001):

dT  aT

- = (Equacéo 1)
dp pC,

Em que:

T = temperatura (K).

p = presséo (Pa).

a = coeficiente de expanséo volumétrica (1/K).

fi = densidade (Kg/m?).

C, = calor especifico (J/Kg.K).

N&o se conhece 0 aumento da temperatura (descrito na Equacéo 1) devido ao tratamento a
Alta Presséo para a maioria dos alimentos, ja que essa propriedade (aquecimento adiabatico) é funcéao
da pressédo e da temperatura. A Tabela 2 mostra a mudancga da temperatura para alguns alimentos.

TABELA 2 - MUDANGA DE TEMPERATURA DEVIDO A COMPRESSAO
ADIABATICA PARAALGUNS ALIMENTOS

Alimento a 25°C Mudanca de temperatura por 100 MPa (°C)
Agua ~3,0
Puré de batata ~3,0
Suco de laranja ~3,0
Salsa ~3,0
Leite (2% de gordura) ~3,0
Salméo ~3,2
Frango ~4.,5
Carne ~6,3
Oleo de oliva De 8,7 a <6,32
Oleo de soja De 9,1 a <6,22

@ Alimentos que mostraram diminuicdo da temperatura com o aumento da pressao.

FONTE: TING, BALASUBRAMARIAM e RAGHUBEER, 2002.

O aquecimento adiabatico resulta em aquecimento homogéneo no produto. Porém, como descrito
por DE HEIJ et al. (2002) e TING BALASUBRAMARIAM e RAGHUBEER (2002), a parede de a¢o da
camara de presséao do equipamento sofre aumento de temperatura menor do que o produto tratado, o que
resulta no resfriamento do produto préximo a parede da camara durante o tempo de retencédo. Pequenas
diferencas de temperatura podem resultar em efeitos significativos na inativacdo de esporos.
Consequentemente, o célculo da distribuicdo da temperatura pelo produto em fung¢&o do tempo e da
posi¢cao na camara de pressdo é necessario para delinear o equipamento e o processamento (DE HEIJ et
al., 2002). ROVERE et al. (1999) mostraram que a inativacéo de esporos de Clostridium sporogenes é
comercialmente possivel aplicando pressées de 600-800 MPa e temperaturas em torno de 100°C. REDDY
etal. (1999) verificaram reducéo de 5 ciclos logaritmicos em esporos de Clostridium botulinum tipo E ap6s
processamento a 827 MPa e temperatura final de processamento de 50°C a 55°C.

Varios autores tém estudado o efeito da alta pressao e elevagéo da temperatura na inativagao
de esporos. PATTERSON e KILPATRICK (1998) relataram diminuicdo aproximada de 6 ciclos
logaritmicos de Escherichia coli 0157 H7 em leite, usando tratamento de 400 MPa a 50°C por 15
minutos. Atemperatura e a presséo isoladamente ndo promoveram esse nivel de inativacéo.

Estudos feitos com puré de tomate demonstraram que o tratamento por APH combinado com
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elevacao de temperatura (700 MPa, 90°C, 30s) reduziu em 4,5 unidades logaritmicas a contaminacao
de esporo de Bacillus stearothermophilus, além de inativar 99% da poligalacturonase e da
pectinametilesterase (PME) (KREBBS et al., 2003).

MAGGI et al. (1994) avaliaram o efeito de altas pressdes sobre ascésporos de fungos
termorresistentes em néctar de damasco e agua. Foram testadas as espécies Byssochlamys fulva,
Byssochlamys nivea, Neosartorya fischeri e Taloramyces flavus. Suspens6es de ascosporos desses fungos
ativados (70°C/15 min) foram inoculadas em néctar de damasco e agua (concentragao final de 102-10*
ascosporos/mL). Vinte mililitros de amostras inoculadas foram colocados em embalagens de polietileno
(7x12 cm) e submetidos a pressdo de 600 MPa e 900 MPA em temperatura ambiente (20°C), ou apos
aquecimento até 50 e 60°C em banho termoestatico. Verificaram que 0s ascOsporos Sao menos sensiveis
a alta pressao em nectar do que em agua. Talaromyces flavus se mostrou sensivel no néctar de damasco
(900 MPa/20 min) a 20°C, sendo os seus ascosporos inativados rapidamente. Ascésporos de Neosartorya
fischeri foram reduzidos em 2 ciclos logaritmicos, enquanto que Byssochlamys fulva e Byssochlamys
nivea se mostraram mais resistentes a pressao (ndo houve inativacao). No pré-aquecimento a 50°C e
tratamento a 800 MPa por 1 a 4 minutos e pré-aquecimento a 60°C e 700 MPa por 1 a 2 minutos, todas as
guatro espécies foram inativadas demonstrando melhoria do tratamento em alta presséo para destrui¢éo
dos ascosporos quando precedido pelo aquecimento do produto em temperatura branda.

BUTZ et al. (1996) investigaram a resposta de algumas espécies de fungos termorresistentes
(Byssochlamys nivea, Byssochlamys fulva, Eurotium spp., Eupenicillium spp. e Paecillomyces spp.)
frente ao tratamento combinado de alta pressao e temperatura em suco de uva. Os conidios e as hifas
foram destruidos pelo tratamento mais brando (300 MPa/25°C). Os ascosporos de Byssochlamys
nivea se mostraram mais barorresistentes exigindo pressfes acima de 600 MPa para inativacdo, ao
contrario de outras espécies testadas que foram destruidas com tratamentos mais brandos. Em testes
com ascosporos de Byssochlamys nivea é mais efetivo aplicar alta pressao (700 MPa/60°C) antes do
tratamento térmico (80°C/30 min) que o inverso, indicando que a presséao sensibilizou os ascésporos
e facilitou a acéo inativadora do calor. Ainda em teste com Byssochlamys nivea foi constatada inativacéo
maior dos ascésporos em suco de uva que em solucdo salina fisiolégica (tratamento de 700 MPa/
70°C). Ja para MAGGI et al. (1994), a resisténcia a pressao foi maior em néctar de damasco em
relacéo a dgua destilada. BUTZ et al. (1996) também observaram com auxilio da microscopia eletronica,
gue a APH rompe ascos e danifica a parede dos ascOsporos (Byssochlamys nivea, tratamento de
700 MPa/70°C, tempo suficiente para inativacao total dos ascésporos) como mostra a Figura 2.

Temperaturas de refrigeracdo também podem aumentar a inativac@o pelo tratamento com
pressdo. GERVILLA et al. (1997) demostraram que leite de ovelha pressurizado a 450 MPa a 2°C por
15 minutos foi mais efetivo na inativacéo de Listeria innocua que o mesmo tratamento a 25°C, porém
menos efetivo que a 50°C.

FIGURA 2 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE ASCOSPOROS DE Byssoclamys nivea

& e ‘ : ' F
(a) Antes do tratamento APH; (b) Apés 60 minutos a 700 MPA e 70°C.

FONTE: BUTZ et al. (1996).
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GEORGE (2000) sugeriu que a inativagao por APH de microrganismos patogénicos é mais
efetiva em baixas temperaturas (-10 e -5°C) que em temperatura ambiente (20-40°C). Tal fato levou
SHEN et al. (2005) a avaliar o tratamento com APH em baixas temperaturas em célula vegetativa de
Bacillus subtilis, mostrando que tratamentos entre 250 MPa e 350 MPa a -25°C sdo mais efetivos na
inativacdo desse microrganismo.

5 CONCLUSAO

O processamento a alta presséao tem sido reconhecido como técnica potencial de preservacao
de alimentos ha mais de um século. Embora seja comprovada a preservacdo das caracteristicas
nutricionais e sensoriais do alimento, predizer os efeitos do tratamento a alta pressao exige estudo
caso a caso, devido & complexidade de composicao de cada alimento e as possibilidades de mudancas
e reacdes que podem ocorrer sob pressédo. As pesquisas com alta pressdo vém acumulando
conhecimento sobre a inativagcdo cinética de microrganismos e enzimas, sobre a estrutura de
biopolimeros (proteinas, polissacarideos), bem como sobre as caracteristicas de produtos alimenticios
reais (sucos, laticinios, carnes, peixes, frutas e vegetais). A alta pressao ndo se mostra promissora
apenas pela sua capacidade de preservacéo do alimento, mas também pelo seu potencial em promover
efeitos nas propriedades funcionais de seus constituintes.

A resisténcia dos microrganismos a pressao varia bastante e depende de fatores como, o tipo
de microrganismo, fase de crescimento, temperatura, pressao e tempo de tratamento, pH e composi¢ao
do meio, idade da cultura, presenca de fatores e substancias antimicrobianas, tipo de presséo utilizada
e a matriz alimenticia na qual esta inserido o0 microrganismo, sendo a atividade de 4gua e o pH fatores
criticos na inativacéo de microrganismos por APH.

Embora ainda exista pouca informacgéao sobre a sensibilidade dos fungos a presséo tem sido
mostrado que os conidios e hifas sdo mais sensiveis, enquanto 0os ascésporos sdo mais resistentes.
O efeito da pressdo em micotoxinas pré-formadas € limitado, uma vez que esse tratamento exerce
pouco efeito nas ligagBes covalentes.

A esterilizacao representa uma das inimeras possibilidades da tecnologia de alta presséao,
assim como a pasteurizacdo. A combinagéo de presséo e temperatura, bem como o aumento de
temperatura causado pela compresséao adiabatica, possibilita a inativacéo de células vegetativas e de
esporos microbianos. A pasteurizagéo e a esterilizacdo a alta pressdo tem sido consideradas menos
danosas aos produtos que os equivalentes térmicos, principalmente, quanto aos fatores sensoriais e
de retencao de nutrientes. Os resultados das pesquisas sobre conservacao de produtos alimenticios
utilizando a tecnologia de alta pressdo tém mostrado que os efeitos obtidos dependem do produto, o
gue requer cuidadosa selecao das condigdes de processo.

ABSTRACT

EFFECT OF THE HIGH HYDROSTATIC PRESSURE IN THE MICRORGANISMOS

This paper aims at reviewing the effect of high pressure on microorganisms, and discussing the influence
of extrinsic factors (substratum and temperature) on the treatment, as well as its principles and operations.
High Pressure is an emergent technology and does not affect covalent chemical bounds presented in food
molecules constituents, decreasing the sensorial and nutritional food attribute losses. This study concludes
that effects of high pressure depend on product characteristics and process conditions, and, in general, it
demonstrates efficiency on vegetative cell inactivation and, when combined with thermal treatment, it can
inactivate spores, increasing the shelf life and guaranteeing microbiological safety.

KEY-WORDS: HIGH PRESSURE; MICROORGANISMS.
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