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Resumo

O presente trabalho teve por objectivo a avaliagdo do tempo de vida util de bombons
submetidos ao tratamento de alta pressao, utilizando como termo de comparagdo um
ensaio controlo, onde os bombons foram apenas mantidos a 20°C e um ensaio em que as

amostras foram conservadas a 4°C.

Para tal foi necessario a monitorizac¢do das propriedades fisico-quimicas,
microbiologicas e estruturais dos bombons e a optimizag@o das variaveis envolvidas no
processo de producdo e conservagdo: 1) seleg¢@o do tipo de tratamento (alta pressao,
refrigeracdo ou testemunho); ii) selecdo dos ciclos de tratamento (400MPa/2, Sminutos
ou 5S00MPa/1minuto); ii1) temperatura de conservagdo (20 °C, ou 4 °C); iv) tempo de

conservagdo (dos 0 aos 180dias).

Relativamente a revisdo bibliografica, foi feita pesquisa acerca dos desenvolvimentos
historicos da tecnologia de alta pressdo, principios gerais e descricdo do processo, efeito

do tratamento, assim como de factores que o possam influenciar.

As metodologias seguidas incluiram a produgio de bombons, com recheio constituido
por natas e chocolate branco e cobertura de chocolate negro, seguida da avaliagdo
fisico-quimica (humidade, aw, pH, cor), microbioldgica (mesofilos aerobios totais,

bolores e leveduras) e de reologia.

Os melhores resultados observara.se no ensaio mantido a 4°C. Comparativamente, no
tratamento de alta pressdo, o ensaio a 400MPa foi o mais negativo relativamente a
humidade e o ensaio a S00MPa o menos eficaz ao nivel do aw, pH, cor e modulo de
armazenamento (G’). Contudo, nas analises microbioldgicas, este ultimo foi mais

eficiente que o anterior (400MPa) e que o testemunho (0,1MPa/20°C).

Palavras-chave: Tempo de vida util, bombons, alta pressdo, conservac¢do, chocolate,

reologia.



Abstract

The current investigation had for main concern the evaluation of sugarplum shelf life,
submitted to high pressure treatment, using a control test as balance, where praliné

were kept at 20°C and a test were the samples were conserved at 4°C.

It was required a monitoring of physicochemical properties, microbiological and
structural of praliné and the optimization of the variables involved in the production
and conservation process: 1) treatment selection (high pressure processing,
refrigeration or control); 11) treatment cycles selection (400MPa/2,5minutes or
500MPa/1minute); ii1) conservation temperature (20°C or 4°C); iv) conservation time

(from O to 180 days).

In the literature review, it was searched about the historical developments of high
pressure technology, general principles and process description, treatment effect, as

the factors that may influence.

The methodologies taken included the production of praliné, with fill made of cream
and white chocolate and the coverage of dark chocolate, followed by the
physicochemical evaluation (moisture, aw, pH, color), microbiological (aerobic

mesophiles, molds and yeasts) and rheology.

The best results were observed in the test at 4°C. Comparatively, in the high pressure
treatment, the test at 400MPa was the more negative in moisture concern and the test
at S00MPa the less effective at aw, pH, color and storage module (G’) levels.
However, in microbiological analyzes, the last one was more efficient than the

previous (400MPa) and that the control test (at 0,1MPa/20°C).

Keywords: Shelf Life, praliné, high pressure, conservation, chocolate, rheology.
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1. Enquadramento do trabalho e objectivos

A elaboragdo da presente tese advém da necessidade de criar produtos com maior tempo
de prateleira, que mantenham as suas caracteristicas quimicas e sensoriais 0 mais originais
possiveis, de forma a satisfazer as expectativas e necessidades do consumidor, mas

mantendo elevados padrdes de seguranga alimentar.

Assim, a principal finalidade deste trabalho foi estudar os efeitos da aplicagdo da
tecnologia de alta press@o hidrostatica nos atributos de qualidade de bombons, bem como
avaliar a eficacia do tratamento como alternativa viavel para o aumento do tempo de vida

util deste produto.

Foram avaliadas as condi¢des do tratamento (pressdo, tempo e temperatura de
conservagdo), associadas a reducdo da carga microbiana de deterioragdo e o seu efeito

sobre as caracteristicas fisicas e quimicas.
Ao longo deste estudo, pretendeu-se alcangar os seguintes objectivos:

v Estudo do efeito da tecnologia de alta pressdo hidrostatica na redugio da carga
microbiana, avaliando a resisténcia de certos microrganismos;

v' Avaliagdo do efeito do tratamento de alta pressdo hidrostatica sobre as
propriedades fisicas, efectuando testes reologicos e detectando alteragdes de cor;

v Compreensio dos efeitos do bindmio pressdo-temperatura dos tratamentos de alta
pressdo sobre as caracteristicas microbioldgicas, fisicas e quimicas dos bombons,
identificando o valor de pH, Aw e humidade;

v' Identificagdo do bindomio pressdo-tempo mais adequado ao tipo de produto.

O trabalho pratico foi organizado em 4 ensaios, avaliados mensalmente, ao longo de seis
meses (180dias), tendo o trabalho experimental se desenvolvido nas instalagdes da
empresa Sugar Bloom/Mestre Cacau, no departamento de quimica da Universidade de

Aveiro, e nas instala¢des da Escola superior Agraria de Beja.



2. Revisao bibliografica
2.1. Desenvolvimentos historico da tecnologia de alta pressao

Desde o século XIX que sdo feitas referéncias a utiliza¢do da alta pressdo, como método
de conservacdo de alimentos. Bert Hite, em 1899, demonstrou que a aplicacdo de pressdes
na ordem dos 600MPa, durante uma hora, a temperatura ambiente, no leite, permitia
prolongar o seu tempo de vida util devido a redugdo e inativagdo de microrganismos.
Também, em 1914, conseguiu provar a sua eficacia na utilizagdo de frutas e sumos de
fruta, visto que os microrganismos presentes na sua composi¢do eram muito susceptiveis
a pressdo. Ja nos vegetais, concluiu que o emprego de altas pressdes era menos eficaz,
pelo facto de as bactérias presentes formarem esporos resistentes a este processo

(Patterson, 2005).

No inicio do seculo XX volta a surgir interesse pela utilizacdo das altas pressdes,
sobretudo devido a sua grande potencialidade para a industria. Brindgman, entre 1940 e
1964, contribuiu para esta investigago, tendo sido condecorado com o prémio Nobel da
Fisica. Os seus trabalhos basearam-se principalmente na andlise das propriedades dos
materiais quando submetidos a altas pressdes, no desenvolvimento de procedimentos para
a aplicacdo de alta pressdo e na concepg¢do de uma nova geracao de equipamentos de alta
pressdo. Na segunda metade deste século, distinguem-se outros autores como Crossland,
que em 1971, investigou a produg¢do industrial de polietileno de alta densidade e o seu
corte através da aplicagdo da alta pressdo, tendo em 1973 trabalhado num projecto de
equipamentos de alta pressdo. Também Poulter, em 1951 e McFarland, em 1973,
trabalharam na construgdo de cilindros e cimaras onde eram pressurizadas as amostras.
Ja mais tarde, em 1980, Zander dedicou-se a concepcdo de novos equipamentos de teste

de materiais (T¢llez-Luis et al., 2001).

Ou seja, numa fase inicial, a aplica¢do das altas pressdes eram essencialmente ao nivel de

ensaios fisicos e quimicos.

S6 a partir de meados de 80 do século XX ¢ que foram intensificados os estudos
relacionados com o processo de alta pressdo aplicado a alimentos, mais concretamente
em 1982 na Universidade de Delaware nos Estados Unidos da América e, em 1986, na

Universidade de Kyoto no Japdo. Daqui resulta a formagao de uma sociedade japonesa



de alta pressdo e em 1990 o langamento para o mercado dos primeiros alimentos
pressurizados (sumos e compotas), pela companhia japonesa “Meidi-Ya Food Factory

Co” (Téllez-Luis et al., 2001).

Nos ultimos quinze anos a utiliza¢do de alta pressdo no processamento de alimentos tem
aumentado (Rivalain ef al., 2010) por todo o mundo sendo que mais de 80%
equipamentos de alta pressdo comecaram a ser instalados nas industrias, sobretudo
alimentares, a partir do ano 2000 (Balasubramaniam ez al., 2008 citado por Rebelo, 2014).
De facto, grandes empresas no Canadd, Franga, Japdo, Espanha e Estados Unidos da
América tém recorrido a utilizagdo da alta pressdo como forma de pasteurizagdo de
diversos produtos comerciais, como guacamole, salsa, sumos, produtos carneos, cidra,

geleias, ostras, entre outros (Lau & Turek, 2007).

Aproximadamente 55% dos equipamentos de alta pressdo estdo situados nos Estados
Unidos da América. Na Europa, espalhados por Espanha, Italia, Portugal, Grécia, Franga,
Reino Unido, Republica Checa, Alemanha, Paises Baixos e Bélgica, existem cerca de
25%, sendo a Espanha aquele que possui maior nimero de equipamentos. Por fim temos
a Asia (Japdo, Coreia do Sul e China) com 15% e a Australia e Nova Zelandia com apenas

5% (Jung et al., 2011).

2.2. Tecnologia de alta pressao

A tecnologia de alta pressdo, pelo facto de permitir pasteurizar alimentos a frio e ser uma
Optima alternativa a tradicional pasteurizacdo, tem sido alvo de grandes
desenvolvimentos e aplicagdes ao nivel industrial nas ultimas duas décadas (Szerman et

al,, 2011).

E do conhecimento geral que os consumidores preferem cada vez mais pagar por produtos
alimentares que possuam o minimo de processamento e de conservantes quimicos € com
tratamento térmico mais suave possivel, sendo possivel recorrendo ao processo de alta

pressao.

Apesar dos custos de funcionamento serem relativamente baixos e a técnica muito viavel,

o custo de um equipamento de alta pressdo adequado ao uso alimentar ¢ relativamente



elevado. Dependendo do tamanho, pode custar acima de 600 000 euros. Se estes valores
reduzirem, possivelmente o uso desta tecnologia venha a crescer (Patterson, 2005).
Actualmente, devido aos grandes desenvolvimentos tecnologicos, a aplicagdo ao nivel da
industria propaga-se para uma gama de pressdes de 100-800MPa, consoante o objectivo
desejado. Na Europa, a comercializa¢do dos produtos sujeitos a processo de alta pressdo,
tém de estar de acordo com o Regulamento CE n°258/97, de 27 de Janeiro, relativo a
novos alimentos e ingredientes alimentares e que define como novo alimento aquele que
tenha sido objecto de um processo de fabrico ndo utilizado correntemente e que néo

apresenta risco para o consumidor.

2.2.1. Principios gerais do processo de alta pressao

A aplicagdo da alta pressdo baseia-se em submeter um produto a elevados niveis de
pressdo hidrostatica (100-1000MPa) de modo continuo, durante varios minutos (Herrero
& Avila, 2006). O processo € isostatico, uma vez que a pressdo € transmitida
uniformemente e instantaneamente, e adiabéatico, existindo pouca variagdo da temperatura
com o aumento da pressdo (a temperatura acresce cerca e 3°C por cada 100 MPa,
consoante a composi¢do do alimento), pelo que o tamanho e a forma dos alimentos nédo €

determinante (Rendueles ez al., 2011).

Os principios basicos que determinam o comportamento dos alimentos sobre pressao sdo:
o principio de Le Chatelier, principio da ordem microscopica € o principio isostatico

(Smelt, 1998; Cheftel, 1995; Rivalain ef al., 2010; Yordanov & Angelova, 2010).

De acordo com o principio de Le Chatelier, qualquer fenémeno que envolva diminuigao
de volume, como mudanga de fase, mudancga de conformagdo molecular ou de reagédo
quimica, ¢ favorecido pelo aumento da pressdo. Por outro lado, as rea¢des que envolvam
aumento de volume, tendem a ser inibidas pela pressdo. Ou seja, no caso de uma reagao,
a pressdo vai mover o equilibrio em dire¢io ao sistema com menor volume. Deste modo,
seria de esperar que o aumento da temperatura tinha efeito antagénico, uma vez que

resulta num aumento de volume (Cheftel, 1995).

Segundo o principio de ordena¢do microscopica, a temperatura constante, um aumento

da pressdo aumenta o grau de ordenagdo de moléculas de uma dada substincia. Por

4



conseguinte, a pressdo e temperatura exercem for¢as antagonicas sobre a estrutura

molecular e reac¢des quimicas (Yordanov & Angelova, 2010).

Segundo o principio isostatico (Figura 1), ou de Pascal, a pressdo ¢ transmitida
uniformemente e de forma quase instantidnea ao produto, com o tempo da pressurizagdo
independente da forma e volume da amostra (Cheftel, 1995). Por outro lado, quando a
pressdo ¢ aliviada, o produto retorna a sua forma original (Yordanov & Angelova, 2010).
Este principio também identifica um processo adiabatico, existindo um aumento da
temperatura uniforme e moderado com o aumento da pressdo, ou seja, durante a

pressurizagio.

4ATA

Figura 1: Diagrama do principio isostatico (Yordanov & Angelova, 2010).

2.2.2. Descricio do processo de alta pressao

Os equipamentos de alta pressdo hidrostatica destinados a alimentos, sdo constituidos por
uma camara de pressurizagdo cilindrica, um gerador de pressido, formado por um sistema
de bombeamento com bomba hidraulica, multiplicador de pressdo e um sistema de
controlo de temperatura (Herrero & Avila, 2006). Estes podem trabalhar de forma semi-

continua (processo Bulk) ou descontinua (processo Batch) (Yuste ef al., 2001).

No processamento semi-continuo (Figura 2), com capacidade de produgdo de 1 a 4
toneladas/hora, s@o utilizados alimentos liquidos ndo embalados, onde um pistdo livre ¢
usado para aumentar a pressdo sobre o produto. O alimento € introduzido a partir de uma
bomba de baixa pressdo e quando a camara fica preenchida, o pistdo livre ¢ movido. Nesta
altura, o orificio de entrada ¢ fechado e a agua do processo de alta pressdo ¢ introduzida
atras do pistdo livre, para comprimir o alimento. O tratamento de pressdo pode ser feito

entre 3000 e 6000 bar e a temperaturas entre -20°C e 80°C, consoante o equipamento



utilizado (Chawla , 2011). Terminado o processo, o produto é embalado assepticamente
(Herrero & Avila, 2006; Yuste , 2001). Nestes equipamentos, podem existir trés ou mais
camaras em paralelo, a trabalhar em sequéncia, com o mesmo gerador de pressdo. Deste
modo, permitem processar grandes quantidades de produto e trabalhar por longos
periodos de tempo, sem paragens. Contudo, acarretam custos muito elevados (Patterson ,
2006). Neste tipo de processo, o equipamento de alta pressdo deve ser parte de uma linha
asséptica e as partes em contacto com o alimento devem estrar limpas e esterilizadas

(Palou , 2007).
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Figura 2: Diagrama do processo semi-continuo de alta pressfo (adaptado de Chawla , 2011).

Na operacdo descontinua (Figura 3), os alimentos embalados (solidos ou liquidos) sdo
colocados dentro da camara de pressdo, com 10 a 500 litros de capacidade, a qual € selada
(Chawla , 2011; Herrero & Avila, 2006). As embalagens devem ser de plastico flexivel,
tolerantes a reduc¢des de volume de 15% e resistentes a forgas de compressdo, para que
mantenham o alimento com a sua integridade fisica. E muito importante que os gases
existentes no interior da embalagem sejam removidos para evitar que a eficacia de
pressurizagcdo seja reduzida (Patterson , 2006). De seguida, ¢ colocado fluido de
pressurizagdo no seu interior, por meio de uma bomba de baixa pressdo, substituindo o ar
no interior da camara, até esta ficar completamente preenchida. Neste momento, a pressao
¢ elevada por uma bomba de alta pressdo, ficando a pressdo, durante uma combinagio de
tempo-pressdo especifica, em contacto com o produto, diminuindo o seu volume. Apos

este periodo a valvula de libertagdo de pressdo € aberta, permitindo que o fluido de



pressurizacdo se expanda e retorne a pressdo atmosférica (descompressdo). Por fim a
camara ¢ aberta e a comida embalada ¢ retirada, estando pronta para distribui¢do e o
equipamento apto a iniciar novo processo (Chawla , 2011; Herrero & Avila, 2006). Este
processo ndo apresenta perigo de contaminagdo cruzada e ndo exige a limpeza do
equipamento entre as diferentes utilizagdes, quando comparado com o processo semi-
continuo (Chawla , 2011). Outra vantagem, ¢ o facto da taxa de producdo poder ser
aumentada, através do uso dos vasos de pressdo em sequéncia, sem que haja falhas nos

tempos de processamento e assim o sistema funcionar sequencialmente (Palou , 2007).

Camara de Pressiao

Produto Embalado

Libertagio de Agua T ‘

sl

- I L—————‘———

Valvula de Descompressao

Entrada
Agua

Bomba de
Baixa Pressao

Figura 3: Diagrama do processo descontinuo de alta presséio (adaptado de Chawla , 2011).

A alta pressdo pode ser gerada por compressdo directa, compressdo indirecta ou

aquecimento do meio de pressurizagao.

A compressdo directa (Figura 4), a pressao ¢ produzida por pressurizagdo do meio através
de um pistdo de diametro pequeno, permitindo compressdes muito rapidas. No entanto,
as limitagdes na vedagdo entre o pistdo e a superficie interna da camara tornam
desvantajosa a sua utilizagdo ao nivel industrial, sendo mais utlizado em pequenos

laboratorios (Téllez-Luis , 2001).
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Figura 4: Diagrama de geragfo de alta presséo de forma directa (adaptado Sangronis , 1997).

Na compressao indirecta (Figura 5) usa-se um intensificador de alta pressdo para bombear
o fluido de pressurizagdo até a camara de pressido ¢ alcangar assim a pressdo descjada.
Este ¢ 0 método mais usado a nivel industrial, bascando-se na propriedade de expansio
do meio pressurizante quando ¢ aplicada uma determinada temperatura, produzindo um
aumento da pressdo. O efeito concretiza-se quando se combinam altas pressoes com altas

temperaturas (Sangronis , 1997).
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Figura 5: Diagrama de geragfo de alta pressiio de forma directa (adaptado Sangronis , 1997).

No aquecimento do meio de pressurizagdo, a temperatura ¢ elevada para que o fluido de
pressurizagdo expanda e gere alta pressdo. Este método ¢ usado quando a alta pressdo ¢
aplicada de forma combinada com a alta temperatura e requer um controlo de temperatura

bastante exacto, no interior da camara de pressdo (Palou , 2007).

A pressurizagdo pode ainda ser gerada por: sistema de pressdo isostatica a frio, a

temperatura média e a quente.



A primeira técnica processa-se a temperatura ambiente, a pressdes entre os 50 e os 600
MPa, com tempos de tratamento entre 1 a 30 minutos. No processamento alimentar os
tempos de tratamento variam entre 5 e 20 minutos e as pressdes aplicadas nunca sdo
inferiores a 400MPa nem superiores a 900MPa. Neste processo, os materiais em po sao
colocados num molde elastdbmero e submetidos a altas pressdes. Hoje em dia € o sistema

mais usado na industria alimentar (Téllez-Luiz , 2001).

No sistema de press@o a temperatura média, usado quando ocorrem rea¢des quimicas
durante a pressurizag@o, existe uma combinagdo entre as pressdes altas e intervalos de

temperaturas de 20°C a 250°C (Palou , 2007).

Ja no sistema de pressurizag@o a quente, sdo utilizados niveis de pressdo entre 100 e 400
MPa, temperaturas muito altas (iguais ou superiores a 2000°C), intervalos de tempo que
variam entre a 6 e 12 horas e como meio de pressurizagdo um gas (argon, hélio e/ou
nitrogénio). Esta pratica permite que o produto fique uniformemente pressurizado sendo

muito utilizada na industria metalurgica e de ceramicas (Barbosa-Cénovas , 1998).

2.2.3. Efeito Temperatura — Pressio
Durante a fase de compressdo (T1-T2) do tratamento de pressdo, os produtos sofrem um
decréscimo de volume devido a pressdo (Figura 6). O produto ¢ mantido sobre pressio
durante certo periodo de tempo (T2-T3) antes da descompressdo (T3-T4). Apos a
descompressdo, o produto regressa ao seu volume inicial. A compressdo e descompressao
podem resultar numa alteragdo de temperatura, no produto, durante o tratamento. A
temperatura do alimento (T1-T2) aumenta como resultado da compressao fisica (P1-P2).
A temperatura do produto (T2-T3), durante o processo de pressdo (P2-P3), € independente
da taxa de compressdo, desde que o calor alterne entre o produto e as suas imediacdes.
Num sistema isolado (adiabatico), o produto regressard a sua temperatura inicial apos
descompressdo (P3-P4). Na pratica, o produto ird regressar a temperatura T4,
ligeiramente inferior & temperatura inicial T1, como resultado das perdas de calor durante
a fase de compressdo. O rapido aquecimento e arrefecimento resultantes do tratamento de
alta pressdo oferecem uma forma unica de aumentar a temperatura do produto apenas
durante o tratamento e de reduzi-la rapidamente ap6s o mesmo (Yordanov & Angelova,

2010).
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Figura 6: Diagrama historico de Temperatura-Pressio durante o processo de alta pressdo (adaptado de Yordanov
& Angelova, 2010).

2.2.4. Vantagens do processo

Esta tecnologia apresenta varias vantagens, em relagdo a outras formas de conservagao,

tais como:

e Origina a aquisi¢do de produtos de elevada qualidade, uma vez que nio sofrem
alteragdes ao nivel sensorial, nutricional e funcional, podendo ser tratados a
temperatura ambiente (Jofré , 2010; Chawla , 2011; Garriga , 2002);,

e Inactiva enzimas e microorganismos, sem provocar alteragdes nos seus
componentes, como vitaminas (Sangronis , 1997);

e Devido a destruigdo de microrganismos patogenicos, garante alimentos seguros
(Garriga ,2004);

e Permite estender o periodo de vida util dos produtos, pelo facto de inactivar
enzimas e bactérias responsaveis por alteragdes nos alimentos (Sangronis , 1997);,

e A utilizagdo de conservantes quimicos passa a ser mais reduzida ou até mesmo
desnecessaria (Téllez-Luis, , 2001);

e Pode ser utilizada em alimentos sensiveis ao calor (Clariana , 2011),

e Permite cozinhar a baixa temperatura;

e Custos operacionais menos dispendiosos que a pasteurizagio;

e O processo ¢ independente do volume e geometria dos alimentos (Norton & Sun,
2008), permitindo processar elevadas quantidades de produto (T¢llez-Luis, , 2001;
Sangronis , 1997);

e Apresenta impacto ambiental muito reduzido, ja que origina poucos ou nenhuns

residuos e utiliza apenas agua e electricidade (Patterson , 2006).
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Apesar de apresentar inumeras vantagens, esta tecnologia também tem as suas

desvantagens:

¢ O custo do equipamento € elevado (Patterson, 2005);

e Aindan@o pode ser aplicada a produtos com baixo grau de acidez (alguns vegetais,
leite e sopa), devido ao facto de ser incapaz de destruir grande parte dos esporos,
sem que sejam submetidos a elevadissimas temperaturas (Ramaswamy , 2004);

e A aplicagdo da alta pressdo ndo € possivel em alguns alimentos, uma vez que
provoca a sua deformagao e alteragdo de aspecto (Téllez-Luis, , 2001);

e Se o produto ndo tiver dgua na sua constitui¢do, ndo possui humidade suficiente

para que a destrui¢do dos microrganismos seja eficiente (Ramaswamy , 2004).

2.3. Efeito do tratamento de alta pressao nos alimentos

O interesse pelo tratamento por alta pressdo, em alimentos, tem vindo a aumentar nos
ultimos anos, devido sobretudo a trabalhos de investigacdo em diferentes alimentos que
relatam efeitos benéficos. E uma alternativa interessante aos tradicionais métodos de
conservagdo de alimentos uma vez que permite aumentar a segurang¢a microbiologica e o
tempo de vida util dos alimentos, através da inativa¢do de patogénicos, organismos de
detiorac@o e de algumas enzimas, com efeitos limitados ao nivel das liga¢des covalentes
que resultam em alteragdes minimas ao nivel da qualidade organolética e nutricional

(Patterson , 2006; Oey , 2008).

Os alimentos sdo matrizes complexas e com diferentes componentes na sua constitui¢ao
que estdo constantemente em interagdo, podendo ocorrer durante o processo de alta
pressdo reagdes em simultdneo como: ruptura da membrana e parede celular, processos
de conversdo da enzima catalisada, modificagdo de biopolimeros e inativagdo enzimatica

e desnaturagdo de proteinas com formagdo de gel (Oey , 2008).

Assim, o principal objectivo da utilizacdo das altas pressdes ¢ a reducdo da carga
microbiana, mantendo o maximo de qualidade, sendo que a eficacia desta reducdo
depende de varios factores que devem ser considerados de forma a otimizar o processo

(Patterson , 2000).
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Desta forma, para obter o efeito desejado, hd que jogar com diferentes combinagdes de
pressdo, temperatura e tempo, adequados ao tipo de produto. Caso contrario, durante o
periodo de armazenamento poderdo ocorrer reagdes de oxidagdo e reagdes bioquimicas
com enzimas e microrganismos que ndo tenham sido devidamente inativados (Oey ,

2008).

2.3.1. Efeito sobre os microrganismos

A inactivac¢do de microrganismos por alta pressdo é provavelmente o resultado de uma
combinagdo de factores, sendo a morte celular consequéncia de uma serie de danos
acumulados no interior da célula (Hugas ef al., 2002). Deste modo, o efeito das altas
pressdes sobre os microrganismos pode resumir-se em trés aspectos: aumento da
permeabilidade das membranas celulares, desnaturagdo de polimeros e proteinas,
incluindo a inativac¢do de enzimas e a diminui¢@o de sintese de DNA (Herrero & Avila,

2006).

A membrana celular € o principal alvo de danos (Hugas ef al., 2002), uma vez que a alta
pressdo provoca a cristalizagdo dos fosfolipidos que resulta em alteragdes na estrutura e
permeabilidade da membrana (Cheftel & Culioli, 1997). Varias alteragdes morfologicas
sdo observadas a pressdes crescentes: compressdo de vacuolos, alongamento da célula,
separacdo da membrana celular da parede celular, contracdo da parede celular com a
formag@o de poros, modificagdes na forma do citoesqueleto, modificagdes do nucleo e
organelos intracelulares, coagulacdo da proteina citoplasmatica. Estas alteragdes irdo
provocar a libertagdo dos componentes intracelulares para fora da célula (Cheftel, 1995),

especialmente a partir de 400MPa (Farr, 1990).

Também se verifica a desnaturacido de proteinas e a reducdo da actividade de enzimas,
perturbando a fun¢do da membrana celular que pode levar a perdas através da membrana
interna e externa. Assim, as enzimas ficam susceptiveis, sendo a sua inactivagdo fruto
das alteragdes das estruturas intermoleculares e na conformag@o do centro activo, cuja
inactivagdo ¢ afecta por factores como o pH, concentragdo do substrato, estrutura das
subunidades da enzima e temperatura (Patterson, 1999). As condi¢des de desnaturacdo

variam consoante as enzimas, refletindo a estrutura individual de cada uma delas (Farr,
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1990). Apesar da hélice de DNA permanecer estavel, pelo facto das ligacdes de
hidrogénio serem favorecidas pela pressdo (Cheftel, 1995), os mecanismos genéticos
como a transcricdo e traducdo de DNA sdo inibidos, uma vez que as enzimas sio
mediadoras de algumas etapas. Deste modo, a replicacdo e traducdo podem ser

interrompidas pela pressdo (Aymerich , 2008).

A extensdo da inactivagdo alcancgada pela pressdo depende de uma serie de factores que
interagem entre si, 0s quais devem ser considerados ao projetar as condi¢des do processo,
de forma a garantir a seguranga microbiologica e a qualidade dos alimentos processados

e tratados pela alta pressdo (Patterson , 20006).

A taxa e a cinética de inativagdo dos microrganismos dependem de uma serie de
pardmetros como: combinac¢do pressdo-tempo-temperatura; tipo de microrganismo;
caracteristica das estirpes (gram-positivas sdo mais resistentes que gram-negativas);
morfologia da célula bacteriana (cocos mais exigentes que bacilos); fase de crescimento
dos microrganismos (na fase estaciondria encontram-se mais resistentes que na fase
exponencial); composi¢do dos alimentos (nutrientes, pH, actividade da agua) (Hugas et

al., 2002; Rebelo, 2014).

2.3.2. Factores relacionados com os microrganismos que influenciam a eficacia

do processo

Os esporos s3o a forma de vida mais resistente a factores adversos, incluindo o calor,
dessecacdo, radiacdo e produtos quimicos. Deste modo, a sua eliminag¢do através da
pressdo passa por dois tratamentos. Primeiro a germina¢do dos esporos para que estes

fiquem mais sensiveis, seguida da morte dos mesmos (Setlow, 2008).

Relativamente as bactérias vegetativas, resultados sugerem que as bactérias gram-
negativas sdo inactivadas a uma pressao inferior as gram-positivas. Este fenomeno esta
relacionado com o facto de a membrana celular das gram-negativas apresentar uma
estrutura mais complexa (Shigehisa et al., 1991). As diferencas na composigao e estrutura
da membrana celular dos microrganismos s3o determinantes na resisténcia a altas

pressdes (Rendueles er al., 2011). Cocos gram-positivos como FEnterococci e
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Staphylococcus aureus sdo mais resistentes ao calor e a pressdo do que os bacilos gram-

negativos como Campylobacter jejuni e Pseudomonas aeruginosa (Patterson, 1999).

Os fungos que se dividem em unicelulares (leveduras) e hifas (bolores), sdo em geral,
susceptiveis a pressdes relativamente baixas. As leveduras ndo sendo patogénicas sdo um
grupo importante na degradacdo de alimentos, sobretudo ao nivel das frutas (Norton &
Sun, 2008), conseguindo desenvolver-se em meios onde a actividade da agua (Aw) ¢
baixa e tolerando concentragdes relativamente elevadas de acidos orgénicos (Patterson ef
al., 2006). O tratamento com pressdes inferiores a 400MPa, durante alguns minutos pode
ser suficiente para inactivar leveduras, no entanto algumas estirpes podem apresentar uma
taxa lenta de crescimento a pressdes de S00MPa (Norton & Sun, 2008). Ao contrario das
leveduras, certos bolores sdo toxicos, podendo apresentar problemas na segurancga dos
alimentos (Patterson ef al, 2006), e com um papel importante na deterioragdo,
fermentagdo e em processos de biodegradacdo. Pressdes entre 300 e 600 MPa podem
inativar a maioria dos bolores (Norton & Sun, 2008). Em geral, os microrganismos gram-
negativos sdo 0s mais sensiveis as altas pressdes, seguindo-se as leveduras e bolores, os

microrganismos gram-positivos e por fim os esporos (T¢llez-Luis ef al., 2001).
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Figura 7: Diagrama de resisténcia dos diferentes tipos de microrganismos

As viroses possuem uma vasta amplitude de resisténcia a alta pressdo, resultante da sua
diversidade estrutural, no entanto verifica-se que os virus encapsulados normalmente sdo
mais resistentes do que os ndo encapsulados. Estudos realizados sobre a hepatite A
mostraram que melhores amplitudes de inativacdo s@o alcangadas em temperaturas
refrigeradas e, por outro lado, factores externos como a forga idnica do substrato e a
temperatura (Rendueles ef al., 2011) condicionam a eficacia do processo. Alguns estudos
mostram que o virus poliomielite € relativamente resistente a pressao visto que meios de
cultura com este virus em suspensdo, quando submetidos a um ciclo de 450MPa durante
5 minutos a 21°C, ndo mostraram reducdo das unidades formadoras nas placas. Outros

resultados revelam que virus como a hepatite A e retrovirus humano foram mais sensiveis
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a pressdo, sugerindo que os mesmos tratamentos utlizados para inativar bactérias
vegetativas podem ser suficientes para desactivar particulas de virus humanos (Patterson

et al., 2006).

Existe pouca informagdo acerca do efeito da alta pressdo nos parasitas. Os estudos levados
a cabo até agora incidiram sobre protozodarios e nematoides. Odcistos, formas resistentes
de parasitas protozoarios, quando em parasitas como Cryptosporidium parvum ou
Toxoplasma gondii, sdo facilmente inativados entre 340MPa e 550 MPa, num periodo de
tempo ndo superior a 3 minutos. A viabilidade dos odcistos baseia-se na sua capacidade
de libertar esporozoitos e apds a alta pressdo, apesar de os 00cistos ao apresentarem
alteragdes morfolodgicas, a integridade dos esporozoitos € afectada, visto que a sua
morfologia ¢ alterada. Estudos efectuados em nematoides como Ascaris suum ou Anisakis
simplex demostraram que a uma baixa pressdo (200MPa) aplicada ndo mais que 10

minutos, € suficiente para inactivar estes parasitas (Rivalain et al., 2010).

Em geral, quanto maior complexidade de um organismo, maior € a sua sensibilidade ao
tratamento por alta pressdo. Assim podemos definir os microrganismos Eucariotas como

sendo mais susceptiveis a pressdo do que os procariotas (Yuste ef al., 2001).

Estudos demostram que as células de FLscherichia coli, em fase exponencial,
desenvolvidas a baixa temperaturas (Psicrofilas) foram mais resistentes a alta pressdo do
que as desenvolvidas a alta temperatura. Ainda foi possivel verificar que as células
microbianas aumentaram a propor¢do de acidos gordos insaturados nas membranas, em
resposta a descida de temperatura, sendo possivel concluir que existe ligagdo entre a
fluidez da membrana e a resisténcia a pressdo (Casadei & Mackey, 1999), de onde se
conclui que quanto mais rigida for a membrana, menor € a resisténcia a pressao (Cheftel,
1995). Microrganismos que possuam menor propor¢do de acidos gordos apresentam

maior resisténcia a pressdo, devido ao menor grau de cristalizagdo (Cheftel, 1995).

As células em fase estacionaria de crescimento sdo geralmente mais resistentes a pressao
do que o da fase exponencial. Quando as bactérias entram na fase estaciondria ndo
conseguem sintetizar novas proteinas para proteger as células contra uma variedade de

condi¢gdes adversas (Patterson, 1999).
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2.3.3. Factores intrinsecos relacionados com o alimento que influenciam a

eficacia da aplicacio de alta pressao

A composigdo do substrato tem efeito significativo na resposta que os microrganismos
tém relativamente a pressdo, podendo existir diferengas significativas no nivel de

inativag@o de um mesmo organismo, em substratos diferentes (Patterson ef al., 2006).

O pH do alimento € um dos principais fatores que afetam o crescimento e sobrevivéncia,
uma vez que todos os microrganismos tém uma gama de pH dentro do qual conseguem
crescer, correspondendo o pH Optimo ao valor mais favoravel ao seu desenvolvimento

(Norton & Sun, 2008).

Leveduras e bolores s@o resistentes ao pH baixo, especialmente para valores inferiores a
pH=4, onde dificilmente se verificam altera¢cdes provocadas pela pressdo. Em
comparagdo, a bactéria vegetativa ¢ bastante sensivel a pressdo, ao calor e a pH baixo.
Por outro lado, os esporos bacterianos sdo mais resistentes ao tratamento de alta pressao
a pH neutro, mas quando inactivados indirectamente, durante a germinagdo entre 50-
300MPa, tornam-se mais sensiveis a pressdo a pH neutro. J4 a bactéria € mais sensivel
quando o pH se encontra abaixo do 6ptimo, apos tratamento de calor ou pressdo. Ou seja,
o pH pode melhorar a inactivagio durante o tratamento e inibir a recuperacio e

crescimento de células ja lesadas pela pressdo ou calor (Smelt, 1998).

Nao sdo observados efeitos especificos nos acidos organicos, excepto pH. Isto pode
dever-se ao facto da pressdo favorecer a ionizagdo e de os acidos organicos serem
particularmente inibitorios na forma indissociada (Hugas et al., 2002). De facto, o acido
lactico na forma dissociada, penetra no interior das células e diminui o pH intracelular.

(Diez et al., 2008).

A redugdo da actividade da agua (Aw) aumenta a resisténcia microbiana. De fato, a
eficacia da alta pressdo diminui com actividade da 4gua reduzida, sendo visivelmente
observada para valores abaixo de 0,9. Este fenomeno também se verifica em esporos,
como de Bacillus cereus, podendo ser atribuido para a germinac¢do incompleta, em
condigdes de baixa disponibilidade de agua (Rendueles ef al, 2011). A reduzida
actividade agua provoca atrofia celular e aumento da espessura da membrana celular,

diminuindo o tamanho da célula, que se reflecte no aumento da resisténcia (Wells-Bennik
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et al., 2008). Contudo, microrganismos ja lesados tornam-se mais sensiveis com baixa

actividade da agua, pelo que a sua recuperagio ¢ impedida (Norton & Sun, 2008).

Ainda, ingredientes alimentares como cloreto de sodio, glicose, frutose, sacarose, xilitol
e glicerol podem conferir resisténcia dos microrganismos, relativamente a pressao (Yuste

etal.,2001).

2.3.4. Factores relacionados com o processo tecnoldgico

O efeito inibitorio da pressdo sobre os microrganismos, além de depender de uma série
de factores intrinsecos, relacionados com os proprios microrganismos € com a natureza
do substracto, também ¢ influenciado por varidveis extrinsecas, associadas ao processo
tecnologico, ou seja, ao nivel de pressdo, a duragdo e a temperatura do tratamento (Lopez-

Caballero et al., 2002).

Para compreender e antever o efeito do tratamento torna-se importante fazer uma previsao
das temperaturas de incubag@o dos microrganismos especificos do alimento em causa
(Rendueles ef al, 2011), de forma a ajustar a temperatura adequada durante a
pressurizagdo, ja que influencia o intervalo de inactivagdo de células microbianas

(Yordanov & Angelova, 2010).

As taxas de inactivag@o obtidas sdo maiores quando o processo se realiza a temperaturas
acima ou abaixo da temperatura ambiente (Yuste ef al., 2001). Estudos relataram que a
inativagdo por pressao de S. bareilly, V. parahaemolyticus e S. aureus foi superior a -20°C
do que a 20°C. Outros autores mostraram que a resisténcia microbiana ¢ maxima a
temperaturas entre 15°C e 30°C (Wells-Bennik ef al.,, 2008). A baixas temperaturas
ocorrem alteragdes na estrutura e fluidez da membrana celular, devido ao
enfraquecimento de interagdes hidrofobicas e de cristalizagdo de fosfolipidos (Rendueles
et al., 2011), sendo que quanto menor for a fluidez das membranas, maior ¢ a sua

sensibilidade a pressdo (Wells-Bennik ez al., 2008).

A aplicacdo de temperaturas moderadas (entre 40°C e 60°C) pode melhorar a inativagdo
microbiana por pressdo, permitindo em alguns casos aplicar niveis de press@o inferiores

(Rendueles er al., 2011). Uma vantagem da aplicacdo da alta pressdo a uma temperatura
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baixa ou moderada € permitir inactivar certas enzimas e destruir microrganismos, sem

provocar alteragdes no produto, sobretudo a nivel sensorial (Garriga et al., 2004).

Temperaturas no intervalo de 50°C e 70°C permitem melhorar consideravelmente a
inativag@o microbiana induzida por alta pressdo (Yuste ez al., 2001). De facto, o processo
realizado a temperaturas elevadas tem sido considerado como a forma mais pratica de
conseguir vencer a resisténcia a pressdo demostrada por algumas algumas estirpes

(Patterson, 2005).

Estudos levados a cabo em leite de ovelha, mostraram que o ciclo a 450MPa, a 2°C
durante 15 minutos obteve resultados mais eficazes na inativagdo de L. innocua que o

mesmo tratamento a 25°C, mas menos eficaz que o tratamento a 50°C (Patterson, 2005).

A eficacia do tratamento depende também do nivel de pressdo atingida e da duragdo do
tratamento (Garriga et al., 2004). Geralmente, de forma nio linear, pressdes mais elevadas
e tempos de tratamento mais longos conduzem a letalidades mais elevadas (Lopez-
Caballero et al., 2002). Uma taxa de pequenas alteragdes pode induzir uma resposta de
stress e assim tornar o processo menos efectivo € como tal normalmente uma taxa de
pressurizacgdo rapida pode contribuir para uma inativagdo mais veloz (Smelt, 1998). Do
mesmo modo, tratamentos em que o processo ¢ dividido em varios ciclos, constituidos
por altas pressdes ou alternancia entre pressdes moderadas e elevadas, sdo referidos como
sendo mais eficazes do que tratamentos continuos, relativamente a inibi¢do de células

vegetativas bacterianas e esporos (Yuste et 1., 2001).

Ainda se verificou que a aplica¢do simultanea de pressdo (até 700MPa) e aquecimento
suave (acima de 60°C) foi mais letal que cada um dos tratamentos isolados, em £. coli

0157:H7 e §S. aureus, em leite e carne de aves de capoeira (Patterson et al., 2000).

No tratamento por pressdo, a alteragdo de temperatura, quase sempre representam um
papel importante, devido ao aquecimento adiabatico. Em adi¢do hd muito interesse no
efeito combinado da temperatura e pressdo, como método efectivo na inativagdo de

microrganismos.

Assim, sendo a pressdo semelhante ao calor, existe um limiar, que varia consoante o

microrganismo, abaixo do qual ndo ocorre qualquer inactivagdo. Acima deste limiar, o
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efeito letal do processo tende a aumentar a medida que a pressdo aumenta, mas ndo

necessariamente com o tempo (Patterson ez al., 2000).

2.4. Trabalhos com alta pressao desenvolvidos em Portugal

Em Portugal, j& foram publicados varios trabalhos onde foram estudados os efeitos do
tratamento de alta pressdo em diversos produtos. Madeira (2013) estudou a agdo
conjugada de pectinases, da tecnologia de alta presso no tratamento de sumos e
pasteurizagdo, de modo a obter um sumo clarificado e isento de microrganismos. Foram
selecionadas pectinases de Aspergillus aculeatus e Aspergillus niger, tendo sida avaliada
a atividade destas através do método DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) que consiste na
determinagdo da concentragdo de glucose a partir da degradacdo da pectina. As enzimas
foram imobilizadas pelo método de inclusdo, usando quitosano como suporte. A
imobilizagdo e o processamento a alta pressdo mostraram ser eficazes na protegdo destas
enzimas a temperaturas elevadas. No entanto, no sumo, a temperatura elevada provocou
uma diminui¢do da atividade das enzimas, impedindo a realiza¢do da pasteurizagdo em
simultaneo. Deste modo, os melhores resultados no sumo foram obtidos a 45°C e a
pressdo de 200 MPa. A pectinase de Aspergillus aculeatus mostrou ser mais eficaz na
clarificag@o do sumo, apresentando uma atividade superior a pectinase de Aspergillus

niger.

Ferreira (2011) analisou o efeito do tratamento de alta pressdo ao nivel da ligagdo da agua
ao amido e nas isotérmicas de adsor¢do e desor¢do de amido, com objecivo de verificar a
diferenga de comportamentos entre o amido pressurizado e o amido ndo pressurizado em
relacdo a sor¢do de agua, que podera ter implicagdes em alimentos que contenham amido.
Processaram-se suspensdes de amido de milho comercial na presenga de dgua, a uma
pressdo de 300 MPa em diferentes tempos de pressurizagdo (5, 15, 30 e 60 minutos).
Concluiu-se que o aumento do tempo de pressurizagio influenciou a quantidade de dgua
ndo centrifugéavel ligada ao amido (4,9% de agua retida na pressurizagdo a 60 minutos).
Martins (2014) avaliou o efeito do tratamento de alta pressdo, de acordo com diversos
niveis de pressdo e tempo, sobre as caracteristicas microbiologicas fisicas da tripa de
suino, por meio de analises microbiologicas, testes de resisténcia mecanica, medigdes de

cor, andlises histologicas e medi¢des de angulo de contato de superficie. Verificou-se
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eficacia na elimina¢do de contaminantes microbiologicos do proprio produto, sendo que
no tratamento a 400MPa durante 1800segundos, as contagens de microrganismos
apresentaram valores inferiores a 1 log ufc/g.Por outro lado, foram verificadas altera¢des

nos parametros L*a*b* de cor nas tripas submetidas a alta pressdo.

Também Mendonga (2012) comprovou a eficacia do processo de alta pressdo, como
inibidor de microrganismos, submetendo enchidos, inoculados com Staphylococcus
xylosus (primeiro modelo) e com Listeria monocytogenes (segundo modelo), a pressdes
de 50-250MPa, sendo que no primeiro modelo a temperatura do processo foi controlada
(1-30°C), durante 30 minutos e no segundo modelo a temperatura manteve-se fixa (15°C),

durante 5 a 60 minutos.

Rosendo (2014) estudou o tratamento de alta pressdo isoladamente e em conjunto com
solugdo de acido citrico (1%), como alternativa as convencionais técnicas de preservacao,
em cogumelos Pleurotus ostreatus apds e durante o armazenamento (21 dias a 4°C). Os
cogumelos frescos foram submetidos a um tratamento de 600MPa durante 10 minutos,
tendo sido usado como controlo amostras ndo pressurizadas, embaladas de forma
convencional (bandejas de poliestireno envoltos em pelicula de policloreto de vinil). Em
todas as amostras foram efectuadas ensaios fisico-quimicos e determinagdes
microbiologicas. Concluiu-se que a utilizagdo de 4cido citrico ndo trouxe beneficios
relevantes e que a utilizagdo de alta pressio mostrou ser promissora para aumentar o

periodo de vida util do produto em causa.

Rodrigues (2014) analisou a influéncia do tratamento de alta pressao (400MPa, Sminutos)
no embalamento a vacuo de carapau seco e estabilidade do produto, apds trinta dias de
processamento, através de analises fisico-quimicas (cor, textura, pH, azoto basico volatil
total, cinza total, cloreto de sodio e humidade), determinag¢des microbioldgicas (contagem
de microrganismos a 30°C) e analise sensorial. Os carapaus ndo processados obtiveram
melhores resultados, tendo sido os preferidos, apesar dos valores do ABVT e da contagem
de microrganismos a 30°C indicarem que o processo de alta pressdo retardou a degradacao

microbiologica.
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3. Metodologias
3.1. Obtencao das amostras

Os bombons recheados foram produzidos nas instalagdes da empresa Sugar Bloom (Beja,
Portugal), tendo sido utilizado chocolate temperado com 51% de cacau para a cobertura
(CHD-R515-565, Sicao) e chocolate branco (CDW-U2630-557, Sicao) com natas (33%

de gordura), numa proporgdo de 2: 1, no recheio.

Como ¢ possivel visualizar na figura 8, comecou por se colocar chocolate preto em
moldes de policarbonato (30mm x 30mm x 26mm altura), tendo-se retirado o excesso
para formagdo da camada sup<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>