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RESUMO

O caju ¢ de origem brasileira e sua cultura ¢ de grande importancia sdcio-econdmica para a
regido nordeste do pais. O caju ¢ considerado uma importante fonte de vitamina C, também
denominada 4cido ascorbico (AA). Uma das principais caracteristicas da vitamina C ¢ a
instabilidade, podendo ser degradada por calor, oxidagdo, dessecagdo, alcalinidade do meio e
solubilidade em agua. O suco de caju ¢ consumido no mercado interno, porém pouco aceito
no mercado internacional. O aumento do consumo depende da melhoria do processo
tecnologico. Tecnologias vém sendo desenvolvidas em substitui¢do aos processos térmicos,
que podem acarretar perdas nutricionais e desenvolver caracteristicas sensoriais indesejaveis
nos alimentos. A alta pressdo hidrostatica (APH) ¢ um método, ndo térmico, com grande
potencial de uso no processamento de alimentos. Sua aplicagdo aumenta a vida-util dos
alimentos, pela inativagdo microbiana e enzimdtica, sem provocar alteragdes no valor
nutricional e nas caracteristicas sensoriais dos mesmos. Existe uma caréncia de estudos que
avaliem o efeito da APH sobre o suco de caju, tanto no que se refere aos aspectos quimicos
como microbiologicos. Este estudo teve como objetivos: avaliar o efeito da APH e de
diferentes métodos de conservacdo sobre a estabilidade microbiologica e quimica do suco de
caju in natura; avaliar a estabilidade microbiologica e quimica do suco de caju in natura
estocado em diferentes condigdes de tempo e temperatura; e, avaliar a estabilidade do AA e
de parametros quimicos e fisico-quimicos de amostras de sucos de caju industrializados,
prontos para o consumo e concentrados, estocados sob refrigeracdo por 48 horas. Foi avaliado
o efeito da pressdo hidrostatica, em diferentes niveis e tempos de exposi¢do, sobre a
viabilidade de Escherichia coli inoculada e a microbiota natural em suco de caju, bem como a
qualidade microbiologica do suco pressurizado armazenado sob refrigeracao. Para avaliar a
estabilidade quimica e microbioldgica do suco de caju in natura estocado em diferentes
condi¢des de tempo e temperatura, foram determinados os teores de AA, de solidos soluveis
totais, a acidez total titulavel e o pH. As andlises microbioldgicas constaram de pesquisa de
fungos filamentosos e leveduras, bactérias acido laticas e mesofilas totais. Os resultados
indicam que o tratamento de APH foi efetivo na inativagdo de E. coli inoculada e da
microbiota natural do suco de caju in natura. Os fungos filamentosos e leveduras foram mais
sensiveis do que as bactérias e a inativacdo de E. coli obedeceu a uma cinética de primeira
ordem. Nao foi observado crescimento da microbiota natural no suco de caju estocado apos

tratamento por APH. Para a E. coli, houve crescimento nos dois primeiros dias de estocagem
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e, a partir de entdo, ndo foi observada recuperacao celular. O teor de AA do suco de caju in
natura recém-extraido ratifica a importancia deste como fonte desta vitamina (147,29
mg/100mL). A redugdo méaxima do teor de AA nos sucos mantidos em temperatura ambiente
por 24h, estocados sob refrigeracdo por sete dias ou sob congelamento por 120 dias foi de
8,12 %. O teor de sdlidos soluveis totais, a acidez total titulavel e o pH do suco de caju
mantiveram-se constantes. Na avaliacdo da estabilidade microbioldgica do suco, foi
observado aumento na contagem microbiana das amostras mantidas em temperatura
ambiente. Nos sucos estocados sob refrigeragdo houve reducdo da contagem de bactérias
mesofilas totais e aumento na contagem de fungos filamentosos e leveduras. A contagem
destes permaneceu inferior a inicial nos sucos congelados, enquanto a de bactérias mesofilas
totais apresentou variagdo até o trigésimo dia. A partir deste periodo, permaneceu estavel em
menos de um ciclo logaritmico acima da contagem inicial. Os teores médios de AA dos sucos
de caju industrializados variaram de 37,30 a 46,30 mg/100 mL, nos sucos prontos para o
consumo; e, de 75,70 a 152,20 mg/100mL, nos sucos concentrados. A estocagem dos sucos
industrializados resultou numa perda maxima de AA de 8,8% e de 6,4% para os sucos
concentrados e prontos para o consumo, respectivamente. O processamento por APH mostrou
ser uma alternativa ao processamento térmico, tanto no que se refere a qualidade

microbioldgica quanto quimica do suco de caju.
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ABSTRACT

Cashew apple is of Brazilian origin and its culture has a large socioeconomic importance to
the northeast region of the country. The peduncle is considered an important source of vitamin
C, also called ascorbic acid (AA). An important characteristic of vitamin C is instability, as it
can be degraded by heat, oxidation, dehydration, medium alkalinity and solubility in water.
The cashew apple juice is widely consumed in the Brazilian market, however it has low
acceptance in the International market. The increase of consumption depends on the
technological improvement of the process. Technologies are being developed in substitution
to thermal treatments, which can cause nutritional losses and develop undesirable sensory
characteristics in the foods. High hydrostatic pressure (HHP) is a non-thermal method with
great potential for application in the food industry. HHP application extends shelf life of
foods by the inactivation of microorganisms and enzymes, without causing alteration in the
nutritional and sensory characteristics of foods. There is a lack of studies to evaluate the effect
of the HHP on the cashew apple juice, as much as for the chemical aspects as the
microbiological ones. The objectives of this study were: to evaluate the effect of HHP and of
the different storage conditions on microbiological and chemical stability of cashew apple
juice; to evaluate the chemical and microbiological stability of cashew apple juice stored in
different time and temperature conditions; and to analyze the AA, chemical and
physicochemical stability in commercial cashew apple juices samples, ready-to-drink and
concentrated juices, stored under refrigeration during 48 hours. The effect of high pressure
levels in different times, on the survival of inoculated Escherichia coli and natural microflora
in cashew apple juice was evaluated, and, also, to follow the microbiological quality of
pressurized cashew apple juice stored under refrigeration. In order to evaluate the
microbiological and chemical stability of cashew apple juice stored in different time and
temperature conditions, the AA content, total soluble solid, total tritatable acidity and pH
were determined. The microbiological evaluation was done by the research on mould and
yeasts, lactic and total mesophilic bacteria. The results indicated that HHP treatment was
effective on inactivation of inoculated E. coli and natural spoilage flora in cashew apple juice.
Yeasts and moulds were more sensitive to HHP than bacteria and the inactivation of E. coli
favors first-order kinetics. No natural flora growth was observed in the cashew apple juice
storage after HHP processing. Besides, E. coli colony formation increased until 2 days of

storage under refrigeration, and no cellular growth was observed after this period. The AA
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content in the fresh squeezed cashew apple juice confirms the importance of this as source of
this vitamin (147.29 mg/100mL). The juices kept at room temperature during 24 hours, stored
under refrigeration during seven days or under freezing during 120 days resulted in maximum
ascorbic acid losses of 8.12%. The total soluble solid, total tritatable acidity and pH remained
stable. In the juice kept at room temperature, it was observed an increase in the microbiana
count. In the juices stored under refrigeration, the mesophilic bacteria counts decreased and
the yeast and mould counts increased. In the frozen juices, the yeast and mould counts
remained lower than the initial counts, while the mesophilic bacteria showed variation until
the thirtieth day and remained stable in less than one logarithmic cycle above the initial count.
Ascorbic acid content of the commercial cashew apple juice ranged from 37.3 to 46.3
mg/100mL, in ready-to-drink juices; and from 75.7 to 152.2 mg/100mL, in concentrated
juices. Storage of commercial cashew apple juices resulted in maximum ascorbic acid losses
of 8.8% and 6.4% to concentrated and o ready-to-drink juices, respectively. HHP processing
showed to be an alternative to the thermal processing, as regards the microbiological and

chemical quality of the cashew apple juice.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro ¢ uma planta genuinamente brasileira, nativa do litoral nordestino, de onde
se propagou para outras regides tropicais. Ocupa lugar de destaque entre as plantas frutiferas
tropicais, devido a crescente comercializacdo e riqueza nutricional de seus produtos
principais: améndoa, suco e doces diversos (RIBEIRO & RIBEIRO, 2003).

Segundo PARENTE (1991), menos de 6% da producdo de pedunculo de caju ¢
aproveitada comercialmente. Algumas das causas para o baixo aproveitamento estio
relacionadas com a auséncia e/ou deficiéncia de técnicas adequadas de manuseio, transporte e
armazenamento, associadas a alta perecibilidade e adstringéncia (WELTI-CHANES et al.,
1994).

O caju ¢ uma das principais fontes de vitamina C, também denominada &cido
ascorbico (AA), nutriente que participa de processos diversos no organismo, dentre eles,
formagao de colageno e acidos biliares, inativagdo de radicais livres, aumento da absor¢do do
ferro e fortalecimento do sistema imunologico (NAIDU, 2003).

O AA presente em sucos de frutas pode ser oxidado durante a estocagem, dependendo
das condigdes em que esta é realizada (KABASAKALIS et al.,, 2000). Devido a sua
instabilidade, o AA tem sido utilizado como um indicador para predizer a vida de prateleira
de produtos citricos. Da mesma forma, a pesquisa de bactérias mesoéfilas totais e de fungos
filamentosos e leveduras tem sido usada como indicador da qualidade higi€nico-sanitaria dos
alimentos (SILVA et al., 1997; DAVENPORT, 1996). E importante que o consumidor
conhega a melhor forma de armazenamento de sucos de frutas, para que possa aproveitar ao
maximo o conteudo de vitamina C e preservar a qualidade higiénico-sanitaria dos mesmos.
No entanto, ndo foram encontrados estudos que descrevam tanto estabilidade deste nutriente

quanto a estabilidade microbiologica do suco de caju in natura.
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A demanda dos consumidores por alimentos de melhor qualidade tem impulsionado
pesquisas relacionadas a processos de preservacdo, alternativos aos convencionais,
principalmente aos que envolvem tratamento térmico, que ndo causem efeitos adversos nos
produtos (RAMOS et al., 2003).

Tradicionalmente, a industria de alimentos utiliza tratamentos térmicos para preservar
seus produtos, inativando microrganismos patogénicos e deterioradores e reduzindo a
atividade enzimatica nos alimentos. Entretanto, este tipo de tratamento pode produzir
alteracdes indesejaveis que afetam o sabor, o aroma, a textura ¢ a cor de alimentos
processados, além de destruir nutrientes, especialmente as vitaminas (FONTES et al., 2003;
TRUJILLO et al., 2000).

A alta pressdo hidrostatica (APH) ¢ uma técnica inovadora de processamento, com
grande potencial de aplicagdo na industria (TING et al., 2002; BARBOSA-CANOVAS et al.,
1999), que consiste em submeter o produto a pressdes de 100 a 900 MPa por diferentes
periodos de tempo (BARBOSA-CANOVAS et al., 1999). Sua aplica¢io aumenta a vida util
dos alimentos por meio da inativagdo microbiana e enzimatica, sem provocar alteragdes na
qualidade nutricional e sensorial dos alimentos (POTHAKAMURY et al., 1995).

Pelo fato dos sucos de frutas serem sensiveis a deterioragdo microbiana ¢ atividades
enzimaticas (BAYINDIRLI et al.,, 2006), além de serem sensiveis a alteracdo das
caracteristicas sensoriais quando submetidos a tratamento térmico (CAMPOS et al., 2003),
faz com que a tecnologia de APH seja adequada para estes produtos.

Alguns estudos demonstram a eficiéncia de tratamentos por APH na inativagdo de
microrganismos de interesse e na redu¢do da atividade enzimadtica relacionadas com a
qualidade dos sucos (CAMPOS et al., 2003). No entanto, ndo existem trabalhos que avaliem a

potencialidade do uso da APH no tratamento do suco de caju.
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Embora, nos ultimos anos, o tratamento de alimentos por APH tenha apresentado uma
grande evolucdo, seu custo ainda ¢é elevado (COELHO, 2002), mais estudos sdo necessarios
para que se possa empregar esta tecnologia como uma alternativa aos processos

convencionais de esterilizagdo e permitir sua viabilidade econémica (SMELT, 1998).
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2.1. CAJU

2.1.1. ORIGEM E COMPOSICAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae. Sob o
aspecto botanico, a verdadeira fruta do cajueiro ¢ a castanha, uma améndoa envolvida por
uma casca dura, que ¢ um aquénio reniforme constituido pelo pericarpo formado pelo
epicarpo, mesocarpo ¢ endocarpo e pela améndoa (que abriga o embrido) comestivel, de cor
branca, contendo 6leo. A parte carnosa ligada ao fruto ¢ o pedunculo floral hipertrofiado
chamado hipocarpo ou pseudofruto, conhecido como caju, que apresenta estrutura semelhante
a uma fruta, fribosa, suculenta, rica em vitamina C (SEAGRI, 2005).

O caju apresenta uma forma semelhante a péra, ndo é climatérico e é encontrado em
trés cores: amarelo, laranja e vermelho, sendo os amarelos e os vermelhos os mais comumente
comercializados (ASSUNCAO & MERCADANTE, 2003).

O caju ¢ originario das regides Norte e Nordeste do Brasil. O seu nome deve-se aos
indigenas de fala Tupi, que j4 o conheciam e faziam dele um importante alimento.
Atualmente, é cultivado também na India e na Africa devido ao processo de colonizagdo.
Apresenta condi¢des ideais de cultivo no litoral do Nordeste do Brasil. Adapta-se melhor ao
solo seco e clima tropical ou subtropical devendo o plantio ser realizado na estacdo chuvosa.
O processo de amadurecimento dos frutos acontece de setembro a janeiro € um cajueiro com
quatro anos pode produzir de 100 a 150 kg de caju por ano (TASSARA & SILVA, 2002;
PARENTE et al., 1991).

A composicao do caju é bastante complexa e se, por um lado, a presenca de vitaminas,
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taninos, sais minerais, dcidos organicos e carboidratos o torna um alimento importante em
termos nutricionais, por outro, ¢ responsavel por sua alta perecibilidade, exigindo cuidados
especiais para estocagem, transporte, limpeza e processamento (FDA, 1988).

A tabela 1 apresenta a composi¢do nutricional da améndoa e do pedunculo de caju.

Tabela 1. Composi¢ao nutricional da améndoa e do pedunculo de caju.

Componentes Améndoa crua Pedunculo
fresco
Umidade (%) 2,0 86,0
Proteina bruta (%) 20,9 0,7
Fibra bruta (%) 1,2 -
Carboidratos totais (%) 27,2 -
Calcio (mg/100g.) 165,0 14,5
Fosforo (mg/100g) 490,0 33,4
Ferro (mg/100g.) 5,0 0,35
Brix - 10,7
Tanino (%) - 0,37
Acido ascorbico (mg./100g) - 200
Acgucares totais (%) - 8,35
Extrato etéreo (%) 49,0 -
Vitamina A (U.L.) - 10,8

Fonte: SEAGRI, 2005

2.1.2. PRODUCAO E INDUSTRIALIZACAO

A produgdo mundial de frutas foi de 675,1 milhdes de toneladas em 2004. O Brasil
ocupou a terceira colocagdo na classificacdo dos principais paises produtores de frutas em
2004, com 39 milhdes de toneladas, representada principalmente pelas culturas de banana,
laranja, abacaxi, mamao e castanha e pedtinculo de caju (FAO, 2005).

Segundo a FAO (2005), a produ¢dao mundial de pedinculos de caju foi estimada em
1.671.000 toneladas, sendo a producao brasileira de 1.603.000 toneladas.

A cultura do caju ¢ considerada a de maior importancia sdcio-economica do Nordeste
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sendo os estados do Ceara, Piaui, Rio Grande do Norte e Bahia os principais produtores. A
area plantada ¢ superior a 650 mil hectares, o que corresponde a mais de 95% da produgao
nacional (OLIVEIRA, 2003). A agroindustria do caju gera mao-de-obra direta e indireta nos
segmentos agricola, industrial e de servigcos para 1,5 milhdes de pessoas. Deve-se ressaltar
que esta cultura esta se expandindo por todo o Brasil (MAIA et al., 2001).

O caju ¢ consumido como fruta fresca e utilizado como matéria prima para produtos
como sucos, cajuina, vinho, aguardente, geléias, xaropes, farinhas, molhos picantes, entre
outros produtos (SILVA et al., 2000). Entretanto, apenas no Brasil verifica-se o habito de
consumir o pedinculo e seus subprodutos, tornando a busca de novos mercados um desafio
(RAMOS, 1996).

O aproveitamento do pedunculo de caju sob a forma de produtos ¢ de apenas 6% da
producdo nacional (MAIA, 2000). Algumas das causas para este baixo aproveitamento sdo a
adstringéncia e a alta perecibilidade do pedunculo, ocasionando perdas no campo e nas
industrias (MESQUITA et al., 2003). O consumo do suco de caju no mercado interno ¢ de
cerca de 40.000 toneladas/ano, que ¢ considerado baixo quando comparado a quantidade total
de caju produzida (PAIVA et al., 2000). De acordo com PIMENTEL (1992), algumas razdes
para o baixo consumo do suco de caju no mercado internacional sdo os aditivos em niveis
acima dos padroes estabelecidos, usados para preservar suas propriedades, e a alta
adstringéncia caracteristica do suco. Desta forma, o aumento do consumo, tanto no mercado
externo como no mercado interno, depende da melhoria do processo tecnologico (CAMPOS

etal., 2002).
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2.2.VITAMINA C

O caju pode ser recomendado na prevengdo da deficiéncia de vitamina C, por ser
considerado uma importante fonte desta vitamina, também denominada acido ascorbico (AA)
(ASSUNCAO & MERCADANTE, 2003). Muitas plantas e animais sintetizam o AA para
seus proprios requerimentos. No entanto, os humanos ndo podem sintetizd-lo devido a
auséncia da enzima L-gulonolactona oxidase (NELSON & COX, 2000). Esta vitamina deve,
portanto, ser fornecida em quantidade diaria adequada através da dieta (NAIDU, 2003).

A vitamina C, conhecida como vitamina anti-escorbuto, ¢ fundamental para todo o
complexo bioldgico humano e participa de diversos processos metabolicos, como a formagao
de colageno e a sintese de epinefrina, corticoesterdides e acidos biliares. Além de co-fator
enzimatico, participa dos processos de oxido-redu¢do, aumentando a absor¢do de ferro e a
inativagdo de radicais livres (ARANHA et al., 2003). Varios beneficios para a satde tém sido
atribuidos a0 AA, como poder anti-carcinogénico, anti-aterogénico ¢ imunomodulador, além
da prevencdo de gripes (NAIDU, 2003).

Os padrdes dietéticos de ingestdo de vitamina C para adultos variam de 30 mg/dia
(Inglaterra) a 100 mg/dia (Alemanha, Russia, Japao). Nos Estados Unidos, a ‘“National
Academy of Sciences” estabeleceu uma recomendagdo (Recommended Dietary Allowances-
RDA) de 90 mg/dia, para homens adultos. Embora 10 mg ou menos sejam suficientes para
prevenir o escorbuto, esta mesma quantidade, ndo seria suficiente para que a vitamina C
desempenhasse todas as fungdes biologicas nas quais esta envolvida (WEBER et al., 1999).
Recomendacdes adicionais foram feitas para fumantes (até 140 mg/dia), gestantes, nutrizes e
pacientes com doencas cronicas (80 a 120 mg/dia) (GERSHOFF, 1993).

A vitamina C existe na natureza sob duas formas ativas (AA e 4cido desidroascorbico)

e uma inativa (acido dicetogulonico). Uma das principais caracteristicas desta vitamina ¢ a
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instabilidade, ou seja, as formas ativas podem converter-se a forma inativa. Ela ¢ suscetivel a
degradagcdo por calor, oxidagdo, dessecacdo, fracionamento, alcalinidade do meio e
solubilidade em agua (BELITZ & GROSCH, 1997; FENNEMA, 1992). De acordo com a
literatura, os frutos citricos perdem vitamina C devido, principalmente, a dois fatores: tempo e
temperatura de estocagem (OZKAN et al., 2004; NAGY, 1980).

O AA esta naturalmente presente em frutas e hortaligas, que constituem as principais
fontes de vitamina C da dieta; e, em menor quantidade, nos tecidos animais e nos produtos
derivados dos mesmos (AUSMAN, 1999).

A variagao no teor de vitamina C em frutas e hortalicas estd relacionada com a
espécie, a variedade, as condic¢des climdticas, o grau de maturidade, as condicdes de cultivo, o
manuseio e a colheita, o armazenamento pos-colheita e o transporte (VALENTE-MESQUITA
etal., 2002; SEMENSATO & PEREIRA, 2000; HOWARD et al., 1999).

Técnicas de processamento e armazenamento podem tornar o alimento mais saudavel,
seguro, atraente ao paladar e menos perecivel. Porém, podem afetar significativamente os
teores de vitamina C dos alimentos (REDDY & LOVE, 1999). Por isso, ¢ importante que o
consumidor conheca a melhor forma de armazenar os alimentos, para que possa aproveitar ao

maximo o contetdo de vitamina C dos mesmos (KABASAKALIS et al., 2000).

2.3. TECNOLOGIA DE ALTA PRESSAO HIDROSTATICA (Anexo I)

2.3.1. HISTORICO, CONCEITO E FUNDAMENTOS

A exigéncia dos consumidores por produtos de alta qualidade revela a necessidade da

utilizacao de tecnologias que propiciem seguranga microbiologica e aumento de vida util, com
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o minimo de alteracdo na qualidade nutricional e sensorial dos alimentos (COSTA et
al.,1999). Como conseqiiéncia, tecnologias alternativas vém sendo desenvolvidas em
substitui¢do aos processos que envolvem tratamentos térmicos, que podem acarretar perdas
nutricionais e desenvolvimento de caracteristicas sensoriais indesejaveis. Nesse sentido, as
pesquisas t€ém demonstrado que o tratamento por alta pressdo hidrostitica (APH) permite a
obtencdo de produtos de elevada qualidade, com grande capacidade de preservagdo, sem a
utilizacdo de aditivos quimicos (PARK et al., 2002; SGROPPO et al., 2002).

A APH ¢ uma tecnologia ndo térmica, com grande potencial de uso no processamento
de alimentos. Sua aplicagdo pode estender a vida util dos alimentos, promover alteracdes
desejaveis na textura, com a vantagem de manter a cor, o sabor e o valor nutritivo dos
alimentos. Além disto, ¢ reconhecida a eficiéncia desse tratamento sobre os microrganismos
(SANGRONIS et al., 1997).

O primeiro produto processado por APH foi introduzido no mercado Japonés em 1990
e, gradualmente, outros alimentos processados por esta técnica foram inseridos em outros
paises. No mercado americano foi lancada, com sucesso uma pasta de abacate tratada por
pressdo (Guacamole) (CAMPOS et al., 2003). Na Franga, sucos de laranja ¢ uva processados
por APH estdo disponiveis no mercado. De acordo com SAN MARTIN et al (2002) a vida de
prateleira de sucos de frutas ndo tratados foi estendida de 5 a 8 dias para aproximadamente
trés semanas, quando pressurizados e mantidos estocados sob refrigeracdo. Pelo fato de os
sucos de frutas apresentarem baixo pH e caracteristicas sensoriais que sdo alteradas quando
submetidas ao tratamento térmico, estes produtos sdo indicados a preservacao pelo tratamento
de APH (CAMPOS et al., 2003).

Embora, nos ultimos anos, o tratamento por APH em alimentos tenha apresentado
grande evolucdo, constituindo alternativa pratica ao tratamento térmico, seu custo ainda ¢

elevado (COELHO, 2002). Entretanto, com o desenvolvimento tecnologico, a perspectiva €
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de que estes custos tornem-se mais acessiveis, possibilitando o surgimento no mercado de
maior nimero de produtos submetidos a este tratamento (SMELT, 1998). Desta forma, a APH
¢ considerada uma tecnologia com grande potencial de utilizagdo em nivel industrial
(DELIZA et al., 2005).

A APH como método para processar e conservar alimentos ¢ conhecida desde o século
XIX. Entretanto, somente na década de 80 estudos relacionados a esta tecnologia foram
intensificados (COSTA et al., 1999; ARROYO & PRESTAMO, 1996). O desenvolvimento
da APH para produgdo de cerdmicas, materiais compostos, diamante artificial e plasticos,
aumentou a possibilidade de sua utilizagdo na area de alimentos (CAMPOS et al., 2003).

O processamento por APH consiste em submeter o produto a niveis de pressdo
hidrostatica, de 100 a 1000 MPa (equivalentes a 1000 e 10000 atmosferas, respectivamente),
acima daqueles comumente empregados nos tratamentos convencionais. Esta tecnologia pode,
ainda, ser combinada ao uso de temperatura positiva ou negativa (ZIMMERMAN &
BERGMAN, 1993).

Para compreender os efeitos da APH sobre os alimentos ¢ necessario conhecer dois
principios basicos:

e Principio isostatico, em que a pressdo ¢ transmitida de maneira uniforme e
instantanea por todo o alimento, independente da sua forma, tamanho ou volume, de
modo distinto do que ocorre no tratamento térmico, em que a penetragdo de calor

depende do tempo de exposi¢ao e da geometria do produto (CHEFTEL, 1995).

e Principio de Le Chatelier, que estabelece que modificagdes na pressao podem
acelerar ou retardar reacdes quimicas se forem acompanhadas por diminui¢do ou
aumento de volume, respectivamente (CHEFTEL, 1997).

Existem trés tipos de processos basicos de tratamento de APH, com ou sem variagdo
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de temperatura (SANGRONIS, et al., 1997, MERTENS & DEPLACE, 1993):
e Processos em que se aplicam pressoes de 50-600 MPa e baixas temperaturas,
denominados de pressao isostatica a frio. Técnica essencialmente utilizada na industria
de metal, ceramica, carbono-grafite e plasticos, sendo, atualmente, de maior aplicagao

na industria de alimentos.

e Processos nos quais a pressdo ¢ aplicada em combinagdo com temperaturas que

variam entre 25 e 200°C, denominados de pressdo isostatica a média temperatura.

e Processos em que se aplicam pressdes de 100 a 400 MPa em combinacdo com
temperaturas que podem chegar a 2.200°C, denominados de pressao isostatica a alta

temperatura. Processo aplicado nas industrias de metais e ceramicas.

Os primeiros equipamentos desenvolvidos para a indistria de ceramicas sofreram
modificagdes a fim de se adequarem ao processamento de alimentos. O tempo de
processamento foi aumentado, passando de 10 segundos a 1 minuto para de 5 a 10 minutos,
em pressoes superiores a 400 MPa (SANGRONIS et al., 1997).

O sistema de APH consiste de: vaso de pressao, gerador de pressado, fluido condutor de
pressao, dispositivo de controle de temperatura e recipiente para o acondicionamento do
produto (CALDERON-MIRANDA et al., 1998). O cerne do sistema é o vaso de pressdo que,
em muitos casos, ¢ cilindrico monolitico, construido em ago inoxidavel de alta resisténcia a
tensdo. A espessura da parede deste vaso ¢ determinada pela pressao maxima de trabalho,
pelo diametro do vaso e pelo numero de ciclos para o qual € projetado. Diferentes
mecanismos para o fechamento do vaso podem ser usados, dependendo da aplicagdo a que se

destina (MERTENS, 1995). Uma vez carregado e fechado, o vaso ¢ preenchido com o meio
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de pressurizagdo que, na maioria dos casos, consiste de agua misturada a pequena
percentagem de 6leo solivel para fins de lubrificagdo e anticorrosdo. Apos remogao de todo ar
do vaso, a APH ¢ gerada por compressdo direta, indireta ou aquecimento do meio de
pressurizagdo (MERTENS & DEPLACE, 1993). As figuras 1 e 2 ilustram um exemplo de
equipamento de APH.

Em sistemas de compressao direta, o vaso ¢ preenchido pelo meio pressurizante, que ¢
comprimido por um pistdo de grande didmetro movido por uma bomba de baixa pressdo. Em
sistemas de compressdo indireta, um intensificador de alta pressdo ¢ utilizado para bombear o
meio de pressdo do reservatdrio para o vaso de pressdo, até que se alcance o nivel de pressao
desejado. Estes sistemas sdo os mais empregados em escala industrial e o efeito destes tem
maior intensidade quando se combina alta pressdo com alta temperatura (SANGRONIS et al.,
1997).

No tratamento por APH o produto ¢ embalado em garrafas ou recipientes plasticos,
que sdo selados e colocados no interior do vaso de pressdo. Ao final do processamento, o vaso
¢ descomprimido, o produto tratado € retirado e o equipamento esta pronto para comecar um
novo ciclo (SANGRONIS et al., 1997). Produtos liquidos podem ser submetidos a pressdo
através de um sistema semicontinuo (fora da embalagem), que utiliza trés vasos de pressdo e
um sistema de valvulas automaticas. Apds o processamento, o produto ¢ envasado
assepticamente (CAMPOS et al., 2003).

O uso mais frequente da APH no processamento de alimentos tem sido a esterilizagdo
comercial, com conseqiiente prolongamento de vida-de-prateleira. Entretanto, esta tecnologia
permite uma série de outras aplicagdes para a industria de alimentos, como desnaturacdo de
proteinas e enzimas, extracdo de substincias organicas, redu¢do da temperatura de
congelamento e de descongelamento e controle de reacdes quimicas e sinteses organicas

(VARDAG et al., 1995). Além disso, o processamento a alta pressdo pode induzir mudangas
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relevantes na textura dos alimentos, resultantes da reducao no volume e de mudangas no pH e
na constante de solubilidade de seus componentes (WILLIANS, 1994).

A preservacdo de vitaminas e compostos responsaveis por aroma e sabor se deve ao
fato de a APH destruir ligagdes ionicas, hidrofobicas e de hidrogénio dos alimentos, sem
afetar as ligagdes covalentes. Somente ligagdes responsaveis pela estabilizacdo de estruturas
tridimensionais de moléculas como proteinas e polissacarideos, sdo alteradas (ALPAS &

BOZOGLU, 2003; ROSENTHAL & SILVA, 1997).
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Figura 1. Sistema de alta pressao hidrostatica. (A) visao frontal (B) visdo posterior
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Figura 2. Esquema do sistema de alta pressdo hidrostatica.
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232. EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE OS

MICRORGANISMOS

Os primeiros estudos que avaliaram o efeito da pressdo hidrostatica sobre
microrganismos em alimentos foram realizados na Francga, por Certes, em 1884, e nos Estados
Unidos, por Hite, entre 1899 e 1914. A partir de entdo, outros pesquisadores tém se dedicado
ao estudo da APH em alimentos (CHEFTEL, 1995).

O tratamento de APH pode garantir a destruicdo de até 8§ ciclos logaritmicos de células
bacterianas, sem alterar o sabor e valor nutricional dos alimentos (DOGAN & ERKMEN,
2004; KALCHAYANAND et al., 1998).

A APH produz alteracdes morfoldgicas, bioquimicas e genéticas que ocorrem na
membrana e na parede celular dos microrganismos (SANGRONIS et al., 1997). Além disso,
provoca um aumento na permeabilidade da célula, inibe reacdes energéticas e desnatura
enzimas essenciais ao crescimento e a reproducio de microrganismos (CALDERON-
MIRANDA et al., 1998). Embora muitos estudos abordem o efeito da APH sobre os
microrganismos, as causas da inativacdo microbiana sdo ainda pouco compreendidas
(CHEFTEL, 1995). Varias mudancas morfologicas sdo observadas com o aumento da
pressdo: compressao de vacuolos gasosos, alongamento da célula, separagdo da membrana da
parede celular, contracdo da parede celular com formagdo de poros, modificagdes no
citoesqueleto, modificagdes no nucleo e em organelas intracelulares, coagulagdo de proteinas
citoplasmadticas, liberagdo dos constituintes intracelulares para o meio extracelular, entre
outros (CAMPOS et al., 2003).

Uma hipdtese para inativagdo microbiana por APH esté ligada a reducdo da atividade
da ATPase dependente de sodio e potdssio, localizada na camada de fosfolipidios da

membrana celular e envolvida no transporte ativo através da membrana. Desta forma, a
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ATPase torna-se incapaz de manter o efluxo de prétons, provocando reducao do pH interno e
causando morte celular (CHEFTEL, 1995).

As moléculas de DNA sdo mais estaveis 8 APH do que as proteinas, devido ao fato de
a alta pressdo favorecer as pontes de hidrogénio, principal responsavel pela estrutura dos
acidos nucléicos. Contudo, o processo de replicagdo e transcricdo do DNA ¢ inibido quando
as células sdo submetidas a APH, devido a inativacdo das enzimas envolvidas nestes
processos (BARBOSA-CANOVAS & POTHAKAMURY, 1999).

A tabela 2 apresenta exemplos da inativagdo de varios microrganismos por APH.

Tabela 2. Exemplos de inativagdo de microrganismos por Alta Pressdo Hidrostatica.

Inativacao
Microrganismo Substrato Tratamento (ciclos
logaritmicos)

Staphylococcus aureus Leite de vaca 500 MPa , 15 min, 25°C 3,4

Leite UHT 600 MPa, 30 min., 20°C 3,0

Tampao fosfato 600 MPa, 15 min., 20°C 2,2

Tampao fosfato 400 MPa, 20 min., 20°C 9,0

Carne de vaca 500 MPa, 15 min., 55°C 2,0

Escherichia coli O157:H7 Suco de laranja 550 MPa, 5 min, 30°C 7,0

(pH 3,9)

Carne de ave 700 MPa, 30 min., 20°C 3,0

Escherichia coli MG1655 Leite 500 MPa, 15 min., 20°C 1,4

Listeria monocytogenes Tampao fosfato 375 MPa, 15 min., 20°C 2,0
NCTC 11994

Listeria monocytogenes Tampdo fosfato 375 MPa, 15 min., 20°C 6,0
NCTC 2433

Listeria monocytogenes Geléia de maca 200 MPa, 5 min., 20°C 2.8
NCTC 11994

Listeria monocytogenes Leite UHT 340 MPa, 60 min., 23°C 7,0

Listeria innocua CECT 910 ovo 450 MPa, 10 min., 20°C 6,63

Salmonella typhimurium Tampdo fosfato 400 MPa, 15 min., 20°C 6,2

Salmonella enteriditis Tampao fosfato 500 MPa, 1 min., 20°C 7,0

Saccharomyces cerevisiae Molho de 253 MPa, 10 min., 25°C 3,0

espaguete
Campylobacter jejuni Carne suina 30 MPa, 10 min.; 25°C 6,0

Fonte: SAN MARTIN et al., 2002; PATTERSON et al., 1995
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2.3.2.1. CELULAS VEGETATIVAS

A capacidade de destruicdo ou inativacdo de microrganismos pelo processo de APH
varia com o nivel, tempo e temperatura de pressurizagdo, tipo e fase de crescimento do
microrganismo, bem como, com as caracteristicas do meio ou do alimento (pH e atividade de
agua) (CALDERON-MIRANDA et al., 1998; ROSENTHAL & SILVA, 1997). Os fatores
que influenciam na inativagdo dos microrganismos devem ser conhecidos e otimizados a fim
de se obter um produto de qualidade e seguro do ponto de vista microbiologico

(SANGRONIS et al., 1997).

Nivel e Duracdo do tratamento de Alta Pressdo Hidrostatica

Um nivel de pressdo elevado, geralmente, leva ao aumento na inativagdo dos
microrganismos. Entretanto, um aumento da duracdo do tratamento de alta pressdo, nao
necessariamente potencializa seu efeito letal (PALOU et al., 1999). DOGAN & ERKMEN
(2003) mostraram que a sensibilidade de Escherichia coli inoculada em meio de cultura e
submetida 2 APH foi maior com o aumento do nivel de pressdo do que com o aumento do
tempo de exposicdo ao tratamento. Entretanto, ndo existe uma relacdo proporcional entre o
aumento do nivel de pressdo e a redugdo da populagdo microbiana. KALCHAYANAND et al.
(1998) sugeriram que a pressurizagdo por um longo tempo associada a um baixo nivel de
pressdo, utilizado para minimizar efeitos adversos na textura e cor do alimento, pode ndo ser

vantajosa para inativagdo microbiana.
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Temperatura durante o tratamento de Alta Pressdo Hidrostatica

A temperatura durante o tratamento de APH pode exercer diferentes efeitos sobre a
inativagdo das células microbianas. Alguns autores observaram que a resisténcia de células
microbianas enddgenas ou inoculadas, quando submetidas a pressdo, ¢ maxima em
temperaturas entre 15 e 30°C e decresce, significativamente, fora desta faixa de temperatura
(CHEFTEL, 1995; CARLEZ et al., 1993; SMELT & RIJKE, 1992). ALPAS & BOZOGLU
(2003) demonstraram que um tratamento de 350 MPa a 40°C apresentou grande potencial de
inativagdo de Listeria monocytogenes CA inoculada em diferentes sucos de frutas. TEO et al.
(2001) relataram que um tratamento de 615 MPa /2 minutos al5°C teve um efeito potencial
na inativagdo de estirpes de Escherichia coli O157:H7 e espécies de Salmonella inoculadas
em sucos de uva, laranja, e cenoura.

A menor resisténcia de células vegetativas submetidas a APH em temperaturas
inferiores a 5°C pode ser devida a mudancas na estrutura e fluidez da membrana, pelo
enfraquecimento de intera¢des hidrofobicas e cristalizagcdo dos fosfolipidios. Por outro lado, a
associa¢do com temperaturas de aquecimento entre 40 e 60°C pode, também, garantir a
inativa¢@o de microrganismos em niveis de pressdo mais baixos (PALOU et al., 1999). Neste
sentido, ALPAS et al. (1999) mostraram que a combina¢do de pressio de 345 MPa ¢
temperatura de 50°C pode ser usada na inativagdo de algumas estirpes de Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 e Salmonella, com a
reducdo de mais de 6 ciclos logaritmicos. CHEN & HOOVER (2003) relataram uma
inativagdo de 8 ciclos logaritmicos de Listeria monocytogenes Scott A inoculada em leite
UHT, submetido a 500 MPa, por 5 minutos, a 50°C. Para alcancar este mesmo grau de
inativacdo a 22°C sob mesmo nivel de pressdo, foram necessarios 35 minutos de tratamento.

BAYMDIRLI et al. (2006), estudando a eficiéncia da APH na inativa¢do de Staphylococcus
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aureus 485, Escherichia coli O157:H7 933 e Salmonella enteritidis FDA inoculados em sucos
de maga, laranja, damasco e cereja acida, mostraram que a combinagdo do tratamento de 350
MPa, por 5 minutos, a 40°C, reduziu mais de 8 ciclos logaritmicos de todos os
microrganismos. IWAHASHI et al. (1991) observaram que um choque térmico de 51°C, por
10 minutos, protegeu células de Saccharomyces cerevisiae em um posterior tratamento por
pressdo a 150 MPa.

A aplicagdo de tratamentos com niveis de pressdo mais baixos e/ou por curto periodo
de tempo torna possivel o uso de equipamentos mais baratos, com consideravel diminuicao do

custo de operacdo (CHEFTEL,1995).

Tipo e Idade dos microrganismos

Em geral, células bacterianas vegetativas podem ser inativadas em pressdes entre 400
e 600 MPa, enquanto que os esporos, formas mais resistentes, podem suportar at¢ 1000 MPa,
a temperatura ambiente (PALOU et al., 1999). Segundo alguns autores, o efeito letal da APH
sobre as células vegetativas ¢ provocado pela ionizacdo e concomitante precipitagdo de
complexos protéicos (SANGRONIS et al., 1997).

As bactérias Gram positivas sdo mais resistentes aos efeitos da APH do que as Gram
negativas; fungos filamentosos e leveduras sdao muito sensiveis, enquanto que os virus sao
bastante resistentes (CHEFTEL, 1995). A parede celular das bactérias Gram positivas ¢ mais
fina (possuem membrana externa), se comparada com a estrutura de uma Gram negativa. A
rigidez da parede celular confere uma fragilidade a estrutura em funcao da pouca flexibilidade
frente a aplicagdo da APH (CAMPOS et al., 2003). EARNSHAW (1995) relatou que o

Staphylococcus aureus é o microrganismo mais resistente entre as bactérias Gram positivas, e
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pode sobreviver a tratamentos de 500 MPa por mais de 60 minutos. Outro patdgeno resistente
a pressdo ¢ a Escherichia coli O157:H7. TAKAHASHI et al. (1993) demonstraram que, para
reduzir 6 ciclos logaritmicos deste microrganismo, ¢ necessario um tratamento de 700 MPa
por 13 minutos.

Algumas estirpes de microrganismos patogénicos sdo mais resistentes a APH do que
outras da mesma espécie (ALPAS et al., 2000). ALPAS et al. (1999), estudando a resisténcia
de estirpes de quatro patogenos veiculados por alimentos (Staphylococcus aureus 485 e 765,
Listeria monocytogenes CA e OH,, Escherichia coli O157:H7 933 e 931 ¢ Salmonella
enteritidis FDA e Salmonella typhimurium E21274), mostraram que S. aureus 484, L.
monocytogenes CA, E. coli O157:H7 933 e S. tenteritidis FDA foram mais resistentes a
pressdo do que as outras estirpes da mesma espécie. ALPAS & BOZOGLU (2003) mostraram
que a perda de viabilidade variou, de 0,92 a 3,53 ciclos logaritmicos, entre nove estirpes de
Listeria monocytogenes inoculadas em agua peptonada a 1%, quando submetidas ao
tratamento de 350 MPa, a 25°C, por 5 minutos.

Embora Cheftel (1995) mencione que a flora endogena ¢ mais resistente a APH do que
microrganismos inoculados no alimento, MUSSA et al. (1999) mostraram que Listeria
monocytogenes Scott A, inoculada em leite cru, apresentou uma maior resisténcia a pressao
do que a flora natural do leite.

A idade dos microrganismos influencia sua taxa de inativagdo por APH (SAN-
MARTIN et al., 2002). Microrganismos em fase de crescimento logaritmico sdo mais
sensiveis a APH. De acordo com PALOU et al. (1998), isto provavelmente se deve ao fato de
0os microrganismos na fase estaciondria apresentarem tamanho pequeno e esférico, em
compara¢do com a forma alongada que apresentam durante o crescimento logaritmico. Estes
autores observaram um aumento na resisténcia ao tratamento de APH de células de

Zygosaccharomyces bailii na fase estacionaria, quando comparada a células na fase
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exponencial. MACKEY et al. (1995) relataram que células de Listeria monocytogenes,
inoculadas em meio de cultura e expostas a 200 MPa de pressao, foram mais sensiveis quando
em fase de crescimento exponencial do que em fase estacionaria. Apds 10 minutos a 400
MPa, o ntimero de células vidveis na fase exponencial foi reduzido em 7 ciclos logaritmicos,
enquanto que o nimero de células vidveis na fase estaciondria foi reduzido em 1,3 ciclos

logaritmicos.

Composicdo do Meio ou Alimento

A sensibilidade dos microrganismos a alta pressdo ¢ dependente do meio em que se
encontram. Microrganismos classificados como sensiveis a alta pressdo, com base em estudos
com tampdes, podem ser resistentes a este tratamento, quando presentes em alimentos
(GARCIA-GRAELLS & MICHIELS, 1999). Os constituintes dos alimentos e de meios
enriquecidos parecem proteger os microrganismos do efeito da APH, enquanto que solugdes
ndo nutritivas parecem reduzir a barotolerdncia dos microrganismos (DOGAN & ERKMEN,
2003; PALOU et al., 1999). PATTERSON et al. (1995) sugeriram que proteinas, vitaminas e
carboidratos fornecem protecgdo as células microbianas. STYLES et al. (1991) mostraram que
a inativag@o de Listeria monocytogenes foi mais eficaz em meio de cultura do que em leite.
Entretanto, PRESTAMO et al. (1999) relataram que o nivel de pressdo necessario para
inativar este microrganismo inoculado em geléia de mag¢a ou ameixa, ndo foi maior do que em
meio de cultura. De acordo com o trabalho de DOGAN & ERKMEN (2004), o tratamento de
APH foi menos efetivo sobre a Listeria monocytogenes e bactérias aerobicas em leite do que
em meio de cultura e sucos de frutas, sugerindo que o teor de proteinas e lipidios presente no

leite aumenta a resisténcia das bactérias ao tratamento. SOLOMON & HOOVER (2004),
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investigaram a resposta de Campylobacter jejuni ATCC 35919 e 35921 inoculados em meio
de cultura, tampao fosfato e em alguns alimentos (leite de vaca, extrato solavel de soja, puré
de galinha) ao processamento de APH. Estes autores observaram que os alimentos ofereceram
efeito protetor aos microrganismos e que foi necessario um nivel de pressao adicional de 50 a
75 MPa para atingir inativacdo similar a obtida em meio de cultura e tampao fosfato.
SMIDDY et al. (2005), comparando a resisténcia de bactérias Gram negativas (Vibrio
mimicus 9583 e Escherichia coli O157:H45) e Gram positivas (Listeria innocua MP2418 ¢
Listeria monocytogenes LO28) inoculadas em ostras e tampao fosfato salino, observaram que
com nivel de pressdo maior do que 400 MPa, a inativacdo de todas as bactérias estudadas foi
menor nas ostras do que na solu¢do. Desta forma, ¢ importante ressaltar que nem todos os
resultados obtidos em tampdes ou meios laboratoriais podem ser extrapolados para
tratamentos em alimentos.

Em baixo pH os microrganismos geralmente tornam-se mais sensiveis a inativagao por
APH enquanto a recupera¢do de células injuriadas por este tratamento ¢ dificultada (FDA,
2000). Além dos efeitos do pH, efeitos ndo especificos de 4cidos organicos tém sido
observados e podem ser justificados pelo favorecimento da ionizacdo causada pela pressao,
bem como pelo fato de os 4cidos organicos serem inibidores na forma ndo dissociada
(SMELT, 1998). MACKEY et al. (1995) observaram que a redugdo do pH de um meio
inoculado com Listeria monocytogenes causou aumento na sensibilidade das células a APH.
De acordo com estes autores, em pH 7,1 ndo foi observada inativacdo apos aplicacao de 300
MPa, por 10 minutos; enquanto em pH 5,3, o mesmo tratamento reduziu o nimero de células
vidveis em torno de 1,8 ciclos logaritmicos. Contudo, JORDAN et al. (2001) observaram,
apos tratamento a 500 MPa, redugdo de 5 ciclos logaritmicos em estirpes de Escherichia coli
O157:H7 e Listeria monocytogenes inoculadas em suco de maga (pH= 3,5) e suco de tomate

(pH= 4,1) e de apenas 1 a 2 ciclos logaritmicos em suco de laranja (pH= 3,8). Estes autores
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concluiram que diferencas na sobrevivéncia dos microrganismos inoculados em sucos nao
devem ser atribuidas somente as diferencgas no pH, e que a maior inativagdo obtida em suco de
tomate, comparada ao suco de laranja, pode ser atribuida a presenga de 0,7% de NaCl no
primeiro.

OXEN & KNORR (1993) relataram que a baixa atividade de agua (ay) geralmente
proporciona um efeito protetor nas células, tornando-as mais resistentes ao tratamento de
APH. Estes autores observaram que a 400 MPa, por 15 minutos e em temperatura ambiente,
um maior nimero de células de Rhodotorula rubra foi inativado em a,, maior do que 0,96,
quando comparado a uma menor a,, Segundo Knorr citado por PALOU et al. (1999) o
aumento da baroresisténcia de microrganismos em baixa a, pode ser atribuido a parcial
desidratacdo da célula devido o gradiente de pressdo osmdtica entre os fluidos internos e
externos, que pode resultar em células pequenas e membranas espessas. O desenvolvimento
de tratamentos de APH que garantam estabilidade microbioldgica dos alimentos depende da
compreensdo da relagdo entre microrganismos e componentes dos alimentos (DOGAN &

ERKMEN, 2003).

Recuperacdo Microbiana apés Tratamento sob Alta Pressdo Hidrostatica

Tem sido relatado na literatura que, dependendo do tipo de microrganismo e do nivel
de pressdo aplicado, algumas células bacterianas sobrevivem ao processamento, enquanto
outras sdo inativadas ou sofrem diferentes niveis de injuria (BOZOGLU et al., 2004). A
incompleta inativacdo dos microrganismos por APH pode resultar em células injuriadas, com
capacidade de recuperacdo quando expostas as condi¢des Otimas de crescimento durante o

armazenamento (FDA, 2000). A recuperacao dos microrganismos ¢ importante para alimentos
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de baixa acidez tratados por APH, uma vez que pode ocorrer subestimacdo da seguranca
destes durante a estocagem. Por outro lado, em alimentos muito 4cidos a injuria pode ndo ser
reparada (BOZOGLU et al., 2004). RUSSELL (2002) mostrou completa recuperacdo de
Listeria monocytogenes durante a estocagem a 4°C, com aplicagdo de niveis de pressdo entre
450 e 550 MPa. Nesse caso, a recuperagdo da bactéria em temperatura de refrigeragcdo foi

associada a sua natureza psicrotrofica.

2.3.2.2. CINETICA DE INATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

A cinética de inativacdo de microrganismos pelo calor tem sido extensivamente
estudada. Entretanto, estudos relacionados a cinética de inativagdo por APH, especialmente
em condi¢des de aplicagcdo simultanea de alta pressdo e outras técnicas de processamento, sao
limitados (BUZRUL & ALPAS, 2004). PALOU et al. (1999) observaram, em estudos com
diferentes microrganismos, que a cinética de inativagdo por APH foi bastante variavel. Alguns
autores sugerem que esta seja de primeira ordem, onde log (N/Ng) = - kt, em que N= nimero
de microrganismos sobreviventes apds o tratamento de APH por um tempo t (minutos); No=
namero inicial de microrganismos ¢ k= taxa constante de inativagdo (minuto™) (PALOU et
al., 1999). DOGMAN & ERKMEN (2004), analisando a cinética de inativagdo por APH de
Listeria monocytogenes inoculada em meio de cultura, leite fresco, suco de laranja e de
péssego, mostraram que o logaritmo do niimero de células reduziu linearmente com o tempo
do tratamento, indicando uma cinética de primeira ordem. A bactéria foi inativada mais
rapidamente com o aumento do nivel de pressdo. Estes mesmos autores mostraram que a
inativagdo de Escherichia coli inoculada em meio de cultura € nos mesmos alimentos,

também, obedeceu a cinética de primeira ordem, em niveis de pressao entre 300 e 700 MPa.
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Outros autores sugerem um padrdo de inativagdo com ocorréncia de duas fases, em que na
primeira a populacdo de microrganismos ¢ inativada mais rapidamente, enquanto que na
segunda, os microrganismos apresentam uma alta resisténcia a pressio (SOLOMON &
HOOVER, 2004). AOYAMA et al. (1995), estudando a cinética de inativagdo por APH de
leveduras inoculadas em tampdo fosfato, mostraram que a curva de sobrevivéncia foi
sigmoide entre 300 e 350 MPa e tendeu a linearidade quando o nivel de pressdo aumentou.
Alguns trabalhos indicam que o modelo linear ndo ¢ apropriado para a descri¢do dos dados
(CHEN & HOOVER, 2003; CHEFTEL, 1995).

Na industria de alimentos, os valores D (taxa decimal de inativagdo), Z (constante de
resisténcia), sdo freqiientemente usados como constantes na cinética de inativagdo (DOGAN
& ERKMEN, 2004). Estes parametros de inativagdo microbioldgica por APH sdo analogos
aqueles utilizados em termobacteriologia, onde D ¢ o tempo de tratamento, a uma
determinada pressdo, necessdrio para reduzir em um ciclo logaritmico uma populacdo de
microrganismos; enquanto que o valor Z, ¢ o aumento na pressdo de tratamento necessario

para reduzir em um ciclo logaritmico o valor de D (PARISH, 1998).

2.3.3. Escherichia coli E ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriacea, ¢ Gram negativa, em forma
de haste e anaerdbica facultativa e faz parte da microbiota intestinal de humanos e animais de
sangue quente (RAMASWAMY et al, 2003). Devido a este tipico habitat, a E. coli ¢
considerada um indicador direto ou indireto de contaminacdo de origem fecal (GERVILLA et
al., 1997).

Fisiologicamente, a E. coli é versatil e bem adaptada as caracteristicas do ambiente.
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Pode crescer em meio com glicose como Unico constituinte organico. Algumas estirpes de E.
coli ndo requerem meio rico em nutrientes para o crescimento e metabolicamente podem
transformar glicose em todos os componentes macromoleculares que constituem a célula. Esta
bactéria pode crescer em presenga ou auséncia de oxigénio (RAMASWAMY et al., 2003).

A E. coli patogénica ¢ capaz de causar diferentes doengas intestinais. As infecgdes
causadas por este microrganismo estdo associadas ao consumo de produtos como carne de
vaca, leite cru e dgua contaminada. Geralmente, ¢ reconhecido que os sucos de frutas sdo
seguros, sob o ponto de vista microbioldgico, por apresentarem baixo pH (RAMASWAMY et
al., 2003). Entretanto, GARCIA-GRAELLS et al. (1998) documentaram que a E. coli
O157:H7 esteve envolvida na deflagracdo de infecgdes causadas pelo consumo de suco de
maca nao pasteurizado e cidra. DOGAN & ERKMEN (2003), estudaram o efeito da APH
sobre a inativagdo de E. coli inoculada em sucos de frutas e leite e verificaram que foi
necessaria a aplicacdo de 600 MPa por 30 minutos para a completa esterilizacdo do leite
enquanto que, para os sucos de frutas, foram necessarios apenas 10 a 12 minutos.

Devido a importancia da E. coli no desenvolvimento de tratamentos de APH eficientes
(FDA, 2000), a eliminacdo deste microrganismo deve ser um requerimento primario para o

processamento de sucos de frutas, por esta tecnologia (GARCIA-GRAELLS, 1998).
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2.3.4. EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE A VITAMINA C

O processamento de APH ndo afeta ligagdes covalentes e moléculas pequenas, de
forma que vitaminas e compostos que conferem sabor e cor ndo sdo atingidos apds o
tratamento (SAN MARTIN et al., 2002).

Em geral, as substincias responsaveis pelos atributos de aroma e sabor presentes nos
sucos de frutas sdo bastante volateis e grande parte das caracteristicas nutricionais dos sucos ¢
conferida por vitaminas termo-sensiveis. Desta forma, os processos ndo térmicos, como a
APH, apresentam diversas vantagens sobre os métodos convencionais de tratamento térmico,
pois possibilitam o acesso a alimentos seguros ao consumo, retendo suas qualidades
nutricionais e sensoriais (CALDERON-MIRANDA et al., 1998).

Dados publicados na literatura a respeito do efeito da APH sobre o teor AA tém sido
avaliados em varios alimentos. Estudos da cinética de inativa¢ao da vitamina C durante o
processamento por APH também tém sido bem reportados. A aplicagdo de APH de forma
isolada ndo ¢ capaz de mudar significativamente a concentracdo de vitamina C em suco de
laranja. Porém, quando associada a temperaturas superiores a 60° C ¢ observada a degradacgao
de AA (POLYDERA et al., 2003).

SANCHO et al. (1999), estudando o efeito da alta pressdo sobre as vitaminas
hidrossoltveis, mostraram que a reducdo destas vitaminas ndo depende da pressdo aplicada, e
concluiram que o tratamento de APH contribui para preservagdo da qualidade nutricional dos
alimentos, estendendo sua vida de prateleira.

KREBBERS et al. (2002), analisando o efeito da APH sobre a estabilidade do AA em
ervilhas, observaram que o tratamento a 600 MPa por 60 segundos em temperatura ambiente,
ndo afetou significativamente a teor de AA. Resultados similares foram encontrados em

estudos prévios, onde o tratamento de APH em purés e sucos, a temperatura ambiente ou em
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baixas temperaturas, também mostraram ter um pequeno efeito sobre o teor de AA (SANCHO
et al., 1999). Alguns autores t€ém demonstrado que a APH ndo leva a perdas importantes de
vitamina C em frutas e hortalicas. Contudo, os resultados mostram apenas valores
determinados logo apods o tratamento de APH e ndo fornecem informagdes das possiveis
mudangas durante a estocagem em diferentes condi¢des (BUTZ, et al., 2003; FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2001; BUTZ et al., 1997).

Desta forma, ¢ importante o desenvolvimento de estudos que avaliem o efeito da APH,
bem como que estabelecam uma comparacdo entre este processo € o tratamento térmico de
pasteurizacdo tradicional, sobre os pardmetros de qualidade de sucos de frutas durante a

estocagem (POLYDERA et al., 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da aplicacdo do tratamento de alta pressdo hidrostatica e de diferentes

condi¢des de estocagem sobre a estabilidade microbiologica e quimica do suco de caju

(Anacardium occidentale L.).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do tempo e da temperatura de estocagem sobre as caracteristicas

quimicas, fisico-quimicas ¢ microbioldgicas do suco de caju in natura.

e Estudar a estabilidade quimica e fisico-quimica de sucos de caju industrializados

concentrados e prontos para o consumo.

e Analisar o efeito da alta pressdo hidrostatica sobre a inativa¢do da Escherichia coli e
da microbiota natural em suco de caju, e, também, avaliar a qualidade microbiolégica

do suco de caju pressurizado armazenado sob refrigeragao.

e Avaliar o efeito de diferentes niveis e tempos de exposicdo a APH sobre o acido

ascorbico e os parametros quimicos e fisico-quimicos em suco de caju.
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RESUMO

O caju, rico em nutrientes, apresenta alta perecibilidade. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a estabilidade quimica, fisico-quimica e microbiologica do suco de caju in natura
mantido em temperatura ambiente por 24 horas, estocado sob refrigeracao por sete dias e sob
congelamento por 120 dias. O teor de acido ascérbico no suco recém-extraido foi de 147,29
mg/100 mL e reduziu em 6,57% em temperatura ambiente. Durante estocagem sob

refrigeracdo e congelamento as taxas de redug@o desta vitamina foram de 1,16% ao dia e de
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0,05% ao dia, respectivamente. Foi observado aumento na contagem de bactérias mesofilas
totais e fungos filamentosos e leveduras no suco mantido em temperatura ambiente. Nos
sucos estocados sob refrigeracdo durante sete dias houve reducdo da contagem de bactérias
mesofilas totais e aumento na contagem de fungos filamentosos e leveduras. Nos sucos
congelados a contagem de fungos filamentosos e leveduras permaneceu inferior a inicial,
enquanto a de bactérias mesoéfilas totais apresentou variacdo até o trigésimo dia. A partir deste
periodo, esta permaneceu estavel em menos de um ciclo logaritmico acima da contagem
inicial. Nos periodos estudados, refrigeracdo e congelamento mostraram-se eficazes na

preservagdo da vitamina C e da qualidade microbioldgica do suco de caju in natura.

Palavras-chave: suco de caju in natura, acido ascorbico, qualidade microbioldgica,

estocagem.

SUMMARY

Cashew apple, rich nutrients, presents highly perishable. The objective of the present study
was to evaluate the chemical, physicochemical and microbiological stability of cashew apple
juice, kept at room temperature during 24 hours, under refrigeration during seven days or
under freezing during 120 days. The ascorbic acid content in fresh cashew apple juice was
147.29 mg/ 100mL and decreased 6.57% when kept under room temperature. In the juices
stored under refrigeration and under freezing, a reduction rate of ascorbic acid was 1.16
%/day and 0.05 %/day, respectively. The chemical and physicochemical parameters remained
stable. In the juice kept at room temperature, it was observed an increase in the count of
mesophiles bacteria and yeasts and moulds. In the juices stored under refrigeration during

seven days, mesophiles bacteria counts decreased and yeasts and moulds counts increased. In
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the frozen juices, the yeasts and moulds counts remained lower than initial counts, while
mesophiles bacteria showed variation until the thirtieth day and remained stable in less than
one logarithmic cycle above the initial count. During the study period, refrigeration and
freezing were efficient for vitamin C and microbiological quality preservation of the cashew

apple juice.

Key words: cashew apple juice, ascorbic acid, microbiological quality, storage

1 - INTRODUCAO

A cultura do caju (Anacardium occidentale, L) ¢ considerada a de maior importancia
socio-econdmica da regido Nordeste do Brasil, em decorréncia dos produtos industrializados
oriundos do fruto e do pseudofruto [28].

Botanicamente, a verdadeira fruta do cajueiro ¢ a castanha, uma améndoa envolvida
por uma casca dura; enquanto o pediunculo (pseudofruto ou "maga"), conhecido como caju,
apresenta estrutura semelhante a uma fruta, fibrosa, suculenta, rica em vitamina C [17, 37].

O caju apresenta em sua composi¢do vitaminas, taninos, sais minerais, acidos
organicos ¢ carboidratos, constituindo-se como uma importante fonte nutricional. Entretanto,
estes componentes contribuem também para sua elevada perecibilidade, sendo, necessarios
cuidados especiais na estocagem, transporte e processamento [38].

O caju ¢ uma importante fonte de vitamina C, também denominada acido ascorbico
(AA), nutriente que participa de varios processos metabolicos no organismo, dentre eles,
formagao de colageno e acidos biliares, inativagdo de radicais livres, aumento da absor¢do do

ferro da dieta e fortalecimento do sistema imunolégico [3].
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O AA presente em sucos de frutas pode ser oxidado durante a estocagem, dependendo
das condi¢des em que esta é realizada [24]. Devido a sua instabilidade, o AA tem sido
utilizado como indicador da qualidade nutricional de frutas e vegetais [35]. E importante que
o consumidor conheg¢a a melhor forma de armazenar sucos de frutas, para que possa
aproveitar ao maximo seu contetido de vitamina C [24].

A escassez de estudos sobre a estabilidade microbiologica de produtos de origem
vegetal pode ser atribuida ao fato de estes serem considerados menos propicios a acao
microbiana do que os alimentos de origem animal [50]. A acidez dos frutos citricos inibe o
crescimento da maioria dos microrganismos patogénicos, permitindo, porém, o
desenvolvimento de bactérias laticas, leveduras e fungos filamentosos, cujo metabolismo
produz substancias indesejaveis [14].

A refrigeracdo e o congelamento representam métodos adequados a conservacao de
sucos de frutas, que contribuem, tanto sob o aspecto microbioldgico quanto nutricional, para a
manuten¢do de alimentos seguros ¢ estaveis [18, 46].

Alguns trabalhos avaliam o teor de AA em polpa de caju e sucos de caju in natura e
industrializados [2, 7, 28, 34]. No entanto, ndo foram encontrados estudos que avaliem tanto a
estabilidade deste nutriente quanto a estabilidade microbioldgica no suco de caju in natura.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade quimica, fisico-quimica e

microbioldgica do suco de caju in natura, submetido a diferentes condi¢des de estocagem.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - MATERIAIS

Trinta quilos de caju in natura foram obtidos no mercado atacadista da cidade do Rio
de Janeiro e transportadas para o Laboratério de Analise e Processamento de Alimentos -
Universidade Federal do Rio de Janeiro/UFRJ. Os cajus foram selecionados, descastanhados,
lavados e imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a 100ppm por 15 minutos. O suco foi
extraido em despolpadeira (Tomasi), previamente higienizada por vapor d’agua, e subdividido
em aliquotas e subaliquotas para as diferentes analises e tempos de analises, respectivamente.
Uma aliquota foi analisada imediatamente ap6s a extracao do suco, enquanto as demais foram
acondicionadas em garrafas de vidro esterilizadas envolvidas com papel aluminio, para
impedir a incidéncia de luz, e estocadas da seguinte forma: durante 24 horas, em temperatura
ambiente (23°C); durante sete dias, sob refrigeracdo (4°C); e, durante 120 dias, sob
congelamento (-22°C). As aliquotas foram submetidas a analises quimicas, fisico-quimicas e

microbioldgicas.

2.2 - METODOS

2.2.1 - Andlises Quimicas e Fisico-quimicas

O teor de AA foi determinado, em triplicata, por titulagdo com 2,6

diclorofenolindofenol [6], modificado por BENASSI & ANTUNES [9]. Os resultados foram



37

expressos em mg de AA por 100 mL de amostra. As amostras foram centrifugadas por 10
minutos, a 3000 rpm, antes das analises para facilitar a visualizagao do ponto de viragem.
Foram realizadas anélises, em triplicata, para determinagdo da acidez total titulavel
(ATT), expressa em acido citrico anidro %, por titulagdo com NaOH a 0,IN; do teor de
solidos soluveis totais (SST), expressos em °Brix, em refratdmetro Eppendorf 2763; e do pH,
em potenciometro digital Micronal, de acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolf

Lutz [21].

2.2.2 - Andlises Microbioldgicas

Aliquotas de 10 mL de suco de caju in natura foram diluidas serialmente em agua
peptonada estéril (0,1%) para pesquisa, em duplicata, de bactérias mesofilas totais, em agar
padrdo para contagem (APC); de bactérias laticas, em agar Man, Rogosa, Sharpe (MRS); de
fungos filamentosos e leveduras, em agar batata dextrose (ABD) pH 3,5, acidificado com
acido tartarico 10%, todos semeados em superficie [10]. Os resultados foram expressos em

logaritmo (Log) de unidades formadoras de colonias (UFC) por mL.

2.2.3 - Analises Estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de regressdo [25]. O software

estatistico utilizado foi o Excel 2000 (Microsoft Corporation).
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2.2.4 — Reagentes

Todos os meios de cultura e reagentes utilizados para a realiza¢do das analises foram

procedentes da Merck.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Validacao do método titulométrico para suco de caju in natura

A determinagdo de AA em sucos de frutas por titulagdo com 2,6-diclorofenolindofenol
¢ a metodologia recomendada pela Associacdo Oficial de Andlises Quimicas [6] e existem
varios trabalhos publicados que empregam esta metodologia para determinar o teor desta
vitamina em sucos de frutas [4, 7, 12, 20, 28, 31, 33, 43].

Com o objetivo de verificar a exatiddo e a precisdo deste método na determinagdo do
AA, foram realizadas andlises de solugdes padrao de AA, preparadas pela dilui¢do seriada de
uma solugdo estoque contendo 60mg de AA /100mL. Os resultados da analise de correlagio
entre as concentragdes determinadas por analise e as concentragdes reais sdo apresentadas na
figura 1. O coeficiente de correlagdo foi 0,9999, significativo ao nivel de 0,1%. A equagdo da
regressdo linear apresentou valores de intercep¢do e de declividade iguais a 0,028 e 1,
respectivamente. Os resultados indicaram boa correlacdo entre as concentragdes de AA
determinadas por andlise e reais.

Quantidades conhecidas de solu¢do padrdao de AA (10 a 50mg/100mL de suco) foram

adicionadas ao suco de caju in natura ¢ a recuperagdo foi testada utilizando o método
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titulométrico em seis replicatas. Os dados, apresentados na tabela 1, mostraram boa
reprodutibilidade e recuperagdo do AA.

Estes resultados, de ambos os experimentos, ratificam a precisdo e eficacia do método
titulométrico na determinagdo de AA em suco de caju in natura, bem como comprovam a

qualidade dos reagentes utilizados.

(mg/100mL)

Y=0,02847 +0,988767X
R2=0,9999

Concentracao de AA determinada

0 2 4 6 8
Concentragao de AA real (mg/100 mL)

Figura 1. Correlagdo entre as concentragdes de acido ascorbico reais (x) ¢ as determinadas
pelo método titulométrico de Tillmans (y).

Tabela 1. Reprodutibilidade e recuperagio de acido ascorbico em suco de caju in natura.

Suco de caju in natura Acido Ascorbico (AA)

Determinado por

Teor médio de AA Adicionado analise Percentual de
inicial (mg/100mL)* (mg/100mL) (mg/100mL)* recuperacao (%)
0 133,75 100,00
10 145,00 100,90
133,75 20 156,25 101,90
30 166,25 101,90
40 176,25 101,90
50 185,42 101,20

* Média de 6 repetigdes
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3.2 - Variacédo do teor de AA em suco de caju armazenado em diferentes tempos e

condicdes de estocagem

Neste experimento, o teor médio de AA no suco de caju recém extraido foi de 147,29
mg/100mL.

Dados da literatura mostram grande variagao no teor de AA em suco de caju [1, 7, 22,
29, 45, 46, 48]. Tal variagdo pode ser atribuida a diversos fatores, tais como tipo de solo,
época da colheita, forma de cultivo, clima, tipo de caju e procedimento de armazenagem.
Alguns estudos mostram diferengas na composi¢do de nutrientes entre frutas cultivadas em
diferentes regiodes [7, 36].

De acordo com MAIA & SOARES [29], o caju apresenta grande variabilidade quanto
ao conteudo de vitamina C, tendo sido encontrado o valor maximo de 387,0 mg/100g e
minimo de 156,0 mg/100g, para cajus colhidos em um mesmo pomar. OLIVEIRA et al. [34]
observaram que o teor de AA em polpa de caju também variou consideravelmente, entre
76,95 ¢ 228,02 mg/100g.

Os resultados de teor de AA em sucos de diferentes frutas demonstram que,
comparativamente, o suco de caju apresenta teor mais elevado desta vitamina [1, 30, 41, 43,
49]. Desta forma, ¢ possivel confirmar que o suco de caju € uma importante fonte de vitamina
C e apresenta teores de AA superiores aos dos outros sucos considerados como fontes desta
vitamina, como os de laranja e lim3o.

Com base nos resultados do presente estudo e com o objetivo de verificar o volume de
suco de caju in natura necessario para suprir os valores de referéncia de ingestdo diaria [16]

de vitamina C por faixa etaria, sexo e estado fisiologico, foi elaborada a tabela 2.
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Tabela 2. Volume de suco de caju in natura diluido necessario para atingir a RDI por faixa
etaria, sexo e estado fisiologico.

Faixa etaria/ RDI Volume de suco  Volume de refresco
sexo/estado mg/dia necessario para de caju (diluicdo
fisiologico atingir a RDI (mL) 1:3) necessario

para atingir a RDI
(mL)
Criancas
0-6 meses 40 27,16 81,47
7-12 meses 50 33,95 101,84
1-3 anos 15 10,18 30,55
4-8 anos 25 16,97 50,92
Mulheres
9-13 anos 45 30,55 91,66
14-18 anos 75 50,92 152,76
19->70 anos 90 61,10 183,31
Homens
9-13 anos 45 30,55 91,66
14-18 anos 65 44,13 132,39
19->70 anos 75 50,92 152,76
Gestantes
< 18 anos 80 54,31 162,94
19-50 anos 85 57,71 173,13
Lactantes
< 18 anos 115 78,08 234,23
19-50 anos 120 81,47 244 42

O volume de suco caju necessario para atingir a RDI em diferentes faixas etérias,
estados fisioldgicos e sexos variou de 10 a 81 mL. Para ser consumido, o suco de caju,
normalmente, ¢ diluido, sendo oferecido sob a forma de refresco. Considerando a diluigao de
1:3 (uma parte de suco mais duas partes de dgua), o volume necessario de refresco seria de,
aproximadamente, 30 a 240 mL. Para o grupo etario de 4 a 8 anos um volume de 51 mL de
refresco € suficiente para atender o valor de referéncia. Em termos nutricionais, este fato ¢
importante, uma vez que nesta faixa de idade ¢ comum o consumo de bebidas industrializadas

de baixo valor nutricional, que fornecem calorias vazias e contém conservantes quimicos.
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A necessidade de ingestdao de vitamina C € mais elevada na fase de aleitamento e pode
ser suprida pela ingestao diaria de aproximadamente um copo de refresco de caju.

Estes dados comprovam que o caju ¢ uma importante fonte de vitamina C e pode ser
recomendado na prevengao da deficiéncia desta vitamina.

A figura 2 apresenta a variagdo do teor AA em suco de caju mantido em temperatura
ambiente (23°C) por 24 horas e armazenado sob refrigeragdo (2°C) durante sete dias e sob
congelamento (-22°C) por até 120 dias. Os simbolos representam os dados experimentais e as
linhas, as equagdes obtidas por analise de regressao.

Houve reducao no teor médio de AA de 6,57%, 4,44% e 2,70%, respectivamente, nos
sucos armazenados em temperatura ambiente, sob refrigeracdo ou sob congelamento durante
24 horas. Este resultado estd de acordo com aqueles obtidos por outros pesquisadores com
diferentes frutas. ZERDIN et al. [51], avaliando a estabilidade do AA em suco de laranja
concentrado, observaram que a perda deste nutriente foi significativamente maior no suco
armazenado a 25°C do que naquele mantido a 4°C. Da mesma forma, NAGY & SMOOT [32]
verificaram um aumento significativo na taxa de degradagdo de AA em sucos de laranja
estocados durante 84 dias entre 22 a 26°C quando comparado ao suco armazenado a 4°C.
SASTRY et al., citado por TELLES [47], estudando o teor de AA em sucos de caju
clarificado e pasteurizado, observaram uma perda de 29 a 53% a temperatura ambiente ao fim
de 32 semanas, respectivamente. VEIGA et al. [49], analisando a estabilidade do AA em suco
de limao galego por 24 horas, observaram perda de 24,56% para o suco armazenado a 23°C e
de 0,66% para o suco armazenado a 2°C.

No suco de caju mantido sob refrigeragdo por sete dias, o percentual de perda foi de
8,12%, com taxa de redugdo de 1,16 % ao dia. JOHNSTON & BOWLING [23] relataram
perda de AA de aproximadamente 2% por dia em suco de laranja armazenado sob

refrigeracdo, enquanto OLIVEIRA et al. [33] observaram perda de 0,5% de AA em suco de
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laranja Péra armazenado sob refrigeracdo por 25 dias. Resultados diferentes foram
encontrados por SILVA [43] para suco de laranja Péra, onde o AA manteve-se estavel durante
sete dias sob refrigeracao.

O suco de caju armazenado sob congelamento por 120 dias apresentou uma taxa de
reducdo de AA de 0,05 % ao dia. CAMPELO et al. [12] avaliaram a estabilidade quimica do
AA em polpa congelada de acerola e observaram redugdo de 38,04% desta vitamina apds 365
dias de armazenamento. LEE & COATES [26], observaram uma perda de 0,34% ao més deste
nutriente em amostras de suco de laranja natural congelado, enquanto PEDRAO et al. [39]
ndo observaram redugdo significativa no teor de AA em suco de limdo armazenado sob
congelamento por 60 dias. De acordo com CORREA NETO & FARIA [14] a temperatura de
estocagem ¢ considerada o fator mais importante na estabilidade e qualidade dos sucos
citricos.

A reducdo do teor de AA em sucos pode ser de natureza oxidativa e pode alterar
sensivelmente as caracteristicas nutricionais do produto. Estas alteragdes dependem das
condi¢des de processamento utilizadas, da presenca de O,, da embalagem utilizada, da relagao

tempo/temperatura de estocagem, além da incidéncia da luz [14].
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Figura 2. Variagao do teor médio de acido ascorbico (AA) em suco de caju in natura mantido
em temperatura ambiente (23°C) durante 24 horas (A) e armazenado sob
refrigeracdo (2°C) por sete dias (B) e sob congelamento (-22°C) por 120 dias (C).
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3.3 — Parémetros quimicos e fisico-quimicos

Os resultados das analises dos pardmetros quimicos e fisico-quimicos (ATT, pH e
SST) do suco de caju in natura armazenado em diferentes condigdes de estocagem estdo
apresentados na tabela 3.

A acidez ¢ um importante parametro na avaliagdo do estado de conserva¢do de um
alimento. Geralmente, o processo de decomposicdo de um alimento, seja por hidrolise,
oxidacdo ou fermentagdo, altera a concentracdo dos ions de hidrogénio e, por conseqiiéncia,
sua acidez [21]. A acidez inicial do suco de caju foi de 0,46%. Este valor ¢ semelhante ao
encontrado por SOUZA FILHO et al [46] (0,47 a 0,49%), superior ao encontrado por
INYANG & ABAH [22], (0,29%) e inferior aos relatados por MAIA [27] e AKINWALE,
OLUBAMIWA & AJAV [2], ambos de 0,67%. OLIVEIRA et al. [34], avaliando os
parametros de qualidade de polpas de frutas, mostrou que a polpa que apresentou menor valor
de acidez, foi a que teve menor teor de AA. Contudo, mesmo que esta variagdo seja direta,
ndo ¢ linear, o que indica a presenga de outros acidos.

A determinagdo do pH em um alimento ¢ importante devido a sua influéncia na
palatabilidade, no desenvolvimento de microrganismos, na escolha da temperatura do
tratamento térmico, na sele¢ao dos produtos de higienizacdo e de aditivos, entre outros [13].

O valor inicial de pH (4,27), encontrado no suco de caju in natura, coincidiu com os
relatados por MAIA [27], INYANG & ABAH [22], SOUZA FILHO et al. [46], ASSUNCAO
& MERCADANTE [7] e AKINWALE, OLUBAMIWA & AJAV [2], que variaram de 3,80 a
4,50. BELITZ E GROSCH [8] relataram a maior suscetibilidade do AA ao meio alcalino.

O teor de SST ¢ utilizado como indicador de maturidade para alguns frutos e indica a
quantidade de substancias, na maior parte agucares, que se encontram dissolvidas no suco [5].

De acordo com GOMES, FIGUEIREDO & QUEIROZ [19], os principais aglicares presentes
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em frutas sdo a glicose, a frutose e a sacarose em propor¢des variadas, de acordo com a
espécie. O teor de agucares aumenta com a maturagdo do fruto.

O teor inicial de SST do suco de caju foi de 11,17 °Brix e esta de acordo com dados da
literatura que mostram uma variagao de 8,0 °Brix a 12,6 °Brix [2, 7, 22, 27, 46].

Os valores médios de ATT, SST e pH do suco de caju permaneceram estaveis durante

todo o periodo de armazenamento, nas diferentes condigdes de estocagem.

Tabela 3. Valores médios de ATT, pH e SST de suco de caju in natura mantido em
temperatura ambiente (TA) por 24h e armazenado sob refrigeragdo (R) por sete
dias e sob congelamento (C) por 120 dias.

ATT
(acido citrico %)* pH* SST (°Brix)*
Tempo TA R C TA R C TA R C
Ohora 046 0,46 0,46 427 4,27 4,27 11,17 11,17 11,17
3horas 0,48 0,48 4,28 4,29 11,17 11,17
6 horas 0,50 0,53 431 4,30 11,17 11,17
10 horas 0,45 0,54 4,40 4,32 11,33 11,50
1 dia 0,39 0,50 0,51 428 430 4,28 11,17 11,17 11,00
1,5 dias 0,49 4,31 11,17
2 dias 0,52 0,51 424 426 11,33 10,33
2,5 dias 0,52 4,30 11,00
3 dias 0,48 4,34 11,00
3,5 dias 0,48 4,31 11,17
4 dias 0,49 0,51 4,31 4,33 11,17 11,00
4,5 dias 0,51 4,31 11,17
7 dias 0,49 0,51 430 4,35 10,50 10,5
14 dias 0,49 4,31 11,00
30 dias 0,49 4,30 11,00
60 dias 0,54 4,29 11,33
90 dias 0,52 4,25 11,00
120 dias 0,51 4,32 11,67

*Média de 3 repetigdes
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3.4 - Andlises microbioldgicas

A legislagdo brasileira em vigor [11] ndo estabelece padrdes para a contagem de
bactérias mesofilas totais e fungos filamentosos e leveduras para sucos de frutas. No entanto,
a pesquisa de bactérias mesoéfilas totais tem sido usada como indicador da qualidade
higiénico-sanitaria dos alimentos [42]. A presenca destes microrganismos em grande nimero
indica matéria-prima excessivamente contaminada, limpeza e desinfec¢do de superficies
inadequadas, higiene insuficiente na produg¢ao e condigdes improprias de tempo e temperatura
durante a conservacdo dos alimentos [44]. Os fungos filamentosos e leveduras sao
contaminantes comuns em sucos de frutas e representam uma grande preocupagdo para a
industria [15].

A contagem inicial de bactérias mesofilas totais e fungos filamentosos e leveduras no
suco recém-extraido foi de 2,04 ¢ 2,82 Log UFC/mL, respectivamente. Nao foi detectada a
presenca de bactérias acido-laticas no suco de caju in natura. A baixa contagem microbiana
pode ser atribuida a eficacia do processo de higienizagdo dos pedunculos, uma vez que esse
processo pode reduzir a carga microbiana presente na casca, considerada o principal veiculo
de contaminacgdo do suco.

A Figura 3 apresenta os resultados da contagem microbiana nas amostras de suco de
caju mantidas por 24 horas em diferentes temperaturas. Durante o armazenamento em
temperatura ambiente houve um aumento de 3,5 e 3,4 Log UFC/mL da populacio de bactérias
mesofilas totais e de fungos filamentosos e leveduras, respectivamente. Nas amostras
refrigeradas as contagens permaneceram constantes. Para as amostras congeladas, foi
observada uma redugdo de 0,46 Log UFC/mL na contagem de fungos filamentos e leveduras e

um aumento de 0,44 Log UFC/mL na contagem de bactérias mesofilas totais.
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Figura 3. Contagem de bactérias mesofilas totais e de fungos filamentos e leveduras em suco

de caju in natura mantido em temperatura ambiente e armazenado sob refrigeragao e
sob congelamento por 24 horas.

A figura 4 apresenta os resultados da contagem microbiana em amostras de suco de
caju mantidas sob refrigera¢do durante sete dias. Foi observado aumento na contagem de
fungos filamentosos e leveduras de, aproximadamente, 1,5 ciclos logaritmicos, enquanto a
contagem de bactérias mesofilas totais reduziu aproximadamente 1,0 Log UFC/mL. SADLER
et al. [40] observaram estabilidade na contagem de fungos filamentosos e leveduras em suco

de laranja durante sete dias de armazenamento a 4°C.
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Figura 4. Contagem de bactérias mesofilas totais e de fungos filamentosos e leveduras em
suco de caju in natura armazenado sob refrigeragdo durante sete dias.

A figura 5 apresenta os resultados da contagem microbiana em suco de caju in natura
mantido sob congelamento durante 120 dias. Nestas amostras, houve uma reducdo progressiva
da contagem de fungos filamentosos e leveduras de aproximadamente um ciclo logaritmico
até o trigésimo dia, mantendo-se estavel at¢ 120 dias. Houve reducdo na contagem de
bactérias mesofilas totais até sete dias. A partir de entdo, o numero de células aumentou até o
trigésimo dia, permanecendo estavel em 0,61 ciclos logaritmicos acima da contagem inicial
até o final do periodo de andlise. A redugdo microbiana observada inicialmente no suco
congelado pode ser justificada pela baixa temperatura, que torna as reagdes quimicas e
enzimaticas € o crescimento bacteriano mais lentos. O aumento de mesofilos totais apos sete
dias de congelamento provavelmente se deve a presenca de microrganismos selecionados e

adaptados a baixa temperatura.
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Figura 5. Contagem de bactérias mesofilas totais e de fungos filamentosos e leveduras em
suco de caju in natura armazenado sob congelamento (-22°C) durante 120 dias.

Analisando os parametros fisico-quimicos, observa-se que o crescimento microbiano
ndo foi suficiente para promover mudangas nos valores de pH e de acidez do suco de caju
armazenado em diferentes tempos e condi¢des de estocagem.

E importante ressaltar que existe uma caréncia de trabalhos que estudem tanto o perfil
quanto a estabilidade microbioldgica do suco de caju in natura em diferentes formas e
periodos de estocagem. Este fato dificultou a comparacdo de nossos resultados com a

literatura disponivel.

4 — CONCLUSOES

- O suco de caju in natura apresentou alto teor de AA, sendo uma porgdo do mesmo suficiente
para suprir os valores de referéncia de ingestdo didria para diferentes faixas etarias, estados

fisiologicos e sexos.
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- A reducgdo do teor de AA nos sucos mantidos em temperatura ambiente por 24h e estocados
sob refrigeracdo por sete dias ou sob congelamento por 120 dias foi de, no maximo, 8,12 %.
A taxa de redugdo do teor de AA foi menor para o suco congelado do que para o refrigerado.

- O teor de s6lidos soluveis totais, a acidez total titulavel e o pH do suco de caju mantiveram-
se estaveis durante todo periodo estudado.

- Foi observado aumento superior a trés ciclos logaritmicos na contagem de bactérias
mesofilas totais e fungos filamentosos e leveduras no suco mantido em temperatura ambiente
por 24 horas.

- Nos sucos estocados sob refrigeragdo por sete dias houve redugdo de aproximadamente 1,0
ciclo logaritmico na contagem de bactérias mesofilas totais e aumento de 1,5 ciclos
logaritmicos na contagem de fungos filamentosos e leveduras.

- Em sucos congelados por 120 dias, a contagem de fungos filamentosos e leveduras
permaneceu inferior aquela observada imediatamente apds a extracdo dos mesmos. A
contagem de bactérias mesoéfilas totais permaneceu constante a partir do trigésimo dia de

armazenamento.
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SUCOS DE CAJU INDUSTRIALIZADOS: VARIACAO NO TEOR DE ACIDO

ASCORBICO E EM OUTROS PARAMETROS FISICO-QUIMICOS

O suco de caju industrializado ¢ amplamente aceito no mercado brasileiro. O caju € rico em
acido ascorbico, que ¢ um importante nutriente para o complexo bioldégico humano. O teor de
acido ascorbico nos alimentos pode ser afetado pelas condigdes de processamento e
estocagem. Foram analisadas 11 amostras de sucos de caju industrializados, prontos para o
consumo ¢ concentrados. Apos a abertura, as embalagens de suco foram estocadas sob
refrigeracdo por 48 horas. Durante este periodo, o teor de &cido ascorbico, a acidez total
titulavel, o teor de sélidos soluveis totais € o pH dos sucos foram determinados. O teor de
acido ascorbico variou de 37,3 a 46,3 mg/100mL nos sucos prontos para o consumo e de 75,7
a 152,2 mg/100mL nos sucos concentrados. A estocagem dos sucos industrializados sob
refrigerag¢do resultou em uma perda de acido ascérbico de até 8,8% nos sucos concentrados e
de até 6,4% nos sucos prontos para o consumo. Os demais parametros analisados
permaneceram estaveis durante 48 horas sob refrigeragdo. Os resultados deste estudo
ressaltam a importancia de se considerar as perdas de AA que ocorrem nos sucos de caju

industrializados apds a abertura da embalagem.
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EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE ESCHERICHIA COLI EM

SUCO DE CAJU (Anacardium occidentale L.)

A alta pressao hidrostatica (APH) ¢ um método alternativo ao tratamento térmico que tem
despertado crescente interesse para aplicagdo na industria de alimentos visando a inativagao
de microrganismos deteriorantes e patogénicos. Nao foram encontrados estudos que avaliem o
efeito da APH sobre os microrganismos em suco de caju. Este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da APH sobre a inativa¢do de Escherichia coli e da microbiota natural em
suco de caju, bem como sobre a estabilidade microbioldgica do suco processado durante
estocagem sob refrigeragdo. Foram aplicados tratamentos de APH entre 250 e 400 MPa por
periodos de 0,5 a 7,5 minutos em temperatura ambiente. A populagdo de E. coli inoculada
(10° UFC/mL) foi destruida apés o tratamento de 400 MPa por 3 minutos. Nos diferentes
tratamentos, a inativa¢ao da E. coli seguiu uma cinética de primeira ordem ¢ o tempo de
reducdo decimal (Valor D) variou de 1,21 a 16,43 minutos, reduzindo com o aumento do
nivel de pressdo, enquanto o valor de resisténcia a pressdo (valor z) foi de 123,46 MPa. Em
relacdo a microbiota natural do suco, foi observada redugdo de bactérias aerdbicas mesofilas
totais de 1,84 e 2,00 log UFC/mL apdés 3 e 7 minutos a 250 MPa, respectivamente, e
inativagdo destas bactérias a 400 MPa. Todos os tratamentos de APH aplicados resultaram na
inativagdo de fungos filamentosos e leveduras. Durante oito semanas de estocagem sob
refrigera¢do do suco processado a 400 MPa por 3 minutos, ndo houve aumento na contagem
microbiana. Ndo foi observada, também, recuperacdo da E. coli durante o periodo de
estocagem sob refrigerag@o. Os resultados deste estudo mostraram que E. coli ¢ a microbiota

natural do suco de caju foram mais sensiveis ao tratamento de APH.



7. DADOS COMPLEMENTARES

RETENCAO DE ACIDO ASCORBICO EM SUCO DE CAJU SUBMETIDO A

TRATAMENTOS DE ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

60



61

RETENCAO DE ACIDO ASCORBICO EM SUCO DE CAJU SUBMETIDO A

TRATAMENTOS DE ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

LAVINAS, F. C.; LOPES, M. LM.; VALENTE-MESQUITA, V. L.

1. INTRODUCAO

O caju apresenta em sua composi¢do taninos, sais minerais, acidos organicos,
carboidratos e vitaminas, principalmente a vitamina C (FDA, 1988). Esta vitamina, também
denominada &acido ascorbico (AA), desempenha importantes fun¢des no organismo, sendo
fundamental ao complexo biolégico humano (NAIDU, 2004). Além disso, o AA ¢ usado
como um importante indicador da qualidade nutricional de frutas e hortalicas, uma vez que ¢
sensivel a degradacdo durante o processamento e a estocagem dos alimentos (OZKAN et al.,
2004).

Em geral, as substancias responsaveis pelos atributos de aroma e sabor presentes nos
sucos de frutas sdo volateis; além disso, grande parte das caracteristicas nutricionais dos sucos
sdo conferidas por vitaminas termo-sensiveis. Desta forma, os processos nao térmicos, como a
alta pressdo hidrostatica (APH), apresentam vantagens sobre os métodos convencionais de
tratamento térmico de alimentos, uma vez que possibilitam a obtencao de alimentos seguros,
preservando suas qualidades nutricionais e sensoriais (CALDERON — MIRANDA et al.,
1998).

Estudos sobre reten¢do de vitaminas, realizados com objetivo de avaliar os efeitos do
processamento sobre o valor nutricional dos alimentos sdo necessarios e de grande
importancia para a industria de alimentos e para os consumidores (JANDHYALA et al.,

2002).
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Alguns estudos abordam o efeito da APH sobre o valor nutritivo de alimentos.
Contudo, nao foram encontrados estudos que avaliem o efeito deste tipo de processamento
sobre o teor de AA em suco de caju in natura.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da APH sobre o teor de AA e

outros parametros fisico-quimicos em suco de caju ¢ em uma solugdo padrdo de AA.

2. MATERIAS E METODOS

2.1. PREPARO DA AMOSTRA

Amostras de caju foram obtidas no mercado varejista da cidade do Rio de Janeiro e
transportadas para o Complexo Laboratorial do Instituto de Nutricdo (CLIN)/UFRIJ. Os cajus
foram selecionados, descastanhados, lavados e imersos em uma solu¢do de hipoclorito de
sodio a 100 ppm por 15 minutos. O suco foi extraido em despolpadeira (Tomasi), previamente

higienizada por vapor d’agua.

2.2. PREPARO DA SOLUCAO PADRAO DE ACIDO ASCORBICO

A solucdo padrao foi preparada adicionando-se AA na concentracdio de 130
mg/100mL a uma solugdo de acido oxalico a 1%. Esta solu¢do foi mantida sob refrigeracao

em ambiente escuro até o momento das analises.
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2.3. TRATAMENTO DE APH

O tratamento de APH foi realizado utilizando um gerador de pressdo isostatico,
composto por um vaso de pressdo cilindrico com capacidade interna de 100 mL, um
intensificador ¢ uma bomba hidraulica externa. A capacidade maxima de operacdo do
equipamento é de 700 MPa. O liquido condutor de pressao utilizado foi uma mistura de agua
destilada com etilenoglicol. O tempo necessario para atingir o nivel de pressdo varioude 1 a 2
minutos, dependendo do nivel de pressao utilizado, que foi de 250 a 400 MPa. O tempo de
despressurizacao foi inferior a 1 segundo. O tempo necessario para atingir o nivel de pressao
desejado e para despressurizar a amostra nao foi computado no tempo de processamento.

Aliquotas de suco (50 mL) foram transferidas para embalagens nylon/poly cinco
camadas com barreira de oxigénio, que foram seladas apos a eliminagdo do ar. Em seguida, as
amostras foram submetidas a niveis de pressdo de 250 a 400 MPa, por periodos de tempo que
variaram de 3 a 7 minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apds o tratamento, as
amostras foram submetidas as andlises quimicas e fisico-quimicas. Aliquotas de suco nao
pressurizado também foram analisadas e utilizadas como controle.

Aliquotas da solugdo padrio estoque de AA (20 mL) foram transferidas para
embalagens de nylon/poly, que foram seladas apds a eliminagdao do ar. As amostras foram
submetidas aos tratamentos de 250 e 400 MPa por 7 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foi determinado o teor de AA. Amostras ndo pressurizadas foram utilizadas como

controle.
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2.4. ANALISES QUIMICAS E FISICO-QUIMICAS

O teor de AA das amostras foi determinado, em triplicata, por titulagio com 2,6
diclorofenolindofenol (AOAC, 1984), modificado por BENASSI & ANTUNES (1988). Os
resultados foram expressos em mg de AA por 100 mL de amostra. Antes das analises as
amostras de suco de caju foram centrifugadas por 10 minutos, a 3000 rpm, para facilitar a
visualiza¢ao do ponto de viragem.

O teor de solidos soluveis totais (SST) das amostras foi determinado em refratdmetro
Eppendorf 2763 e expresso em °Brix. O pH das amostras foi determinado em potencidometro
digital Micronal. A determinacdo da acidez total titulavel (ATT) foi realizada por titulagao
com NaOH a 0,1N e expressa em acido citrico anidro %, de acordo com as Normas Analiticas

do Instituto Adolf Lutz (IAL, 1985).

2.5. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA e Teste de

Tukey a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. EFEITO DA APH SOBRE O TEOR DE AA EM SUCO DE CAJU IN NATURA

A Tabela 1 apresenta os teores médios de AA em suco de caju em funcdo dos
tratamentos de APH aplicados. O teor médio de AA ndo variou significativamente quando
submetido a 250 MPa, independente do tempo de pressurizagdo. No entanto, a 400 MPa, por
7 minutos, houve reducdo significativa no teor de AA em relagdo ao controle. Cabe ressaltar,
que neste tratamento, o percentual maximo de perda de AA foi de 0,9 %. Este percentual
coincide com os relatados por alguns autores que tém demonstrado que a APH nao leva a
perdas importantes de AA em legumes ¢ outras frutas (POLYDERA et al., 2003; BUTZ et al.,

2003; KREBBERS et al., 2002; SANCHO et al., 1999).

Tabela 1. Teor médio de acido ascorbico em suco de caju em fungao dos tratamentos de APH

aplicados.
Nivel de pressao Nivel de pressao
Tempo 250 MPa 400 Mpa
(minutos)
Teor de AA médio Teor de AA médio
(mg/100 mL) (mg/100 mL)

0 (controle) 128,95 a 128,95 a

3 127,78 a 128,66 ab

5 128,95 a 127,78 ab

7 128,36 a 127,48 b

CVv=04%
*Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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3.2. EFEITO DA APH SOBRE PARAMENTROS QUIMICOS E FiSICO-QUIMICOS
EM SUCO DE CAJU IN NATURA
A tabela 2 apresenta parametros quimicos e fisico-quimicos do suco de caju in natura

em fun¢do dos tratamentos de APH aplicados. A APH nao alterou os teores de SST, a ATT e

o pH.

Tabela 2. Parametros quimicos e fisico-quimicos em suco de caju em fung¢do dos tratamentos
de alta pressao hidrostatica.

Nivel de pH ATT SST (°Brix)
pressao (&cido citrico %)
(MPa)
3 5 7 3 5 7 3 5 7
min. min. min. min.  min.  min. min.  min. min.
0 (controle) 4,08 4,08 4,08 032 032 0,32 10,00 10,00 10,00
250 4,08 4,09 4,10 032 033 0,31 10,00 10,00 10,00
400 4,07 4,10 4,10 034 032 0,34 10,50 10,00 10,00

Nao foram encontrados estudos que avaliem o efeito do processamento de APH sobre

estes parametros.

3.2. EFEITO DA APH SOBRE O TEOR DE AA EM UMA SOLUCAO PADRAO

Tratamentos por APH a 250 e 400 MPa, por 7 minutos, causaram reducao significativa
no teor de AA de uma solugdo padrdo em relacdo ao controle (Tabela 3). Esta reducao,
entretanto, foi no maximo de 1,89 %. A diferenca entre efeito do processamento por APH nos

teores de AA na solucdo padrao e no suco de caju provavelmente se deve ao efeito protetor da

matriz alimentar.
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Tabela 3. Teor médio de acido ascorbico em solugdo em funcgdo de diferentes niveis de
pressdo e tempos de exposi¢ao.

Teor médio de AA

Tempo (mg/100 mL)*
(minutos)
Nivel de pressao Nivel de pressao
250 MPa 400 MPa
0 (controle) 143,54 a 143,54a
7 141,74 b 140,83b

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

4. CONCLUSAO

Apo6s processamento de suco de caju por APH houve retencdo igual ou superior a
99,10 % do teor de AA, enquanto os outros parametros quimicos e fisico-quimicos analisados

permaneceram constantes.
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8. CONCLUSOES

- O suco de caju in natura apresentou alto teor de AA, sendo uma porgdo do mesmo suficiente
para suprir os valores de referéncia de ingestdo didria para diferentes faixas etarias, estados

fisiologicos e sexos.

- A reducdo maxima do teor de AA nos sucos mantidos em temperatura ambiente por 24h e
estocados sob refrigeragdo por sete dias ou sob congelamento por 120 dias foi de no maximo,

8,12 %. A taxa de reducao do teor de AA foi menor no suco congelado do que no refrigerado.

- O teor de solidos soluveis totais, a acidez total titulavel e o pH do suco de caju in natura

mantiveram-se estaveis nas condigoes estudadas.

- A contagem de bactérias mesofilas totais no suco de caju in natura apresentou aumento
superior a 3,0 ciclos logaritmicos em temperatura ambiente por 24 horas; reducdo de
aproximadamente 1,0 ciclo logaritmico nos sucos estocados sob refrigeragao por sete dias; e,
permaneceu constante e inferior a 1,0 ciclo logaritmico, a partir do trigésimo dia de

congelamento.

- A contagem de fungos filamentosos e leveduras no suco de caju in natura apresentou
aumento superior a 3,0 ciclos logaritmicos em temperatura ambiente por 24 horas; aumento
de 1,5 ciclos logaritmicos nos sucos estocados sob refrigeracao por sete dias; e, permaneceu

inferior aquela observada imediatamente apods a extracao, nos sucos congelados por 120 dias.
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CONCLUSOES

- Os teores de AA dos sucos de caju industrializados, concentrados e prontos para o consumo,
variaram significativamente entre as amostras analisadas, enquanto que a estabilidade desta
vitamina variou apenas em algumas delas. Os sucos concentrados, diluidos de acordo as

instrugdes dos fabricantes, apresentaram teores de AA inferiores aos prontos para o consumo.

- O teor de solidos soluveis totais, a acidez total tituldvel e o pH permaneceram estaveis nos

sucos industrializados armazenados sob refrigeracao por 48 horas.

- Os tratamentos de APH avaliados foram eficazes na inativagao da microbiota natural do
suco de caju e da E. coli inoculada no mesmo. Fungos filamentosos e leveduras foram mais

sensiveis do que as bactérias a APH.

- A inativagdo da E. coli por APH obedeceu a uma cinética de primeira ordem e a redugédo da

contagem microbiana foi diretamente relacionada ao nivel de pressao aplicado.

- Nao foi observado aumento na contagem da microbiota natural do suco de caju pressurizado,
mantido sob refrigeracdo por oito semanas. Houve aumento na contagem de E. coli nos dois
primeiros dias de estocagem sob refrigeracao do suco pressurizado. Apds este periodo, ndo foi

detectada a presenga de E. coli.

- Os resultados deste estudo mostraram que a APH ¢ uma promissora alternativa ao
processamento térmico com potencial para aplicacdo em suco de caju, uma vez que foi efetivo
na inativacdo microbiana, preservando o teor de AA e outros pardmetros fisico-quimicos deste

Suco.
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CONCLUSOES

- Sdo necessarios estudos para avaliar o efeito da APH sobre a sobrevivéncia de outros

microrganismos, bem como sobre as caracteristicas sensoriais do suco de caju.
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EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE A INATIVACAO DE
MICRORGANISMOS

Flavia Conde Lavinas*
Maria Lucia Mendes Lopes**
Vera Lacia Valente Mesquita***

RESUMO

A alta pressdo hidrostatica (APH) é uma tecnologia ndo térmica, com grande
potencial de uso no processamento de alimentos. Uma das principais vantagens
desta tecnologia é permitir a obtencdo de produtos de elevada qualidade
microbiolégica, com preservacao de suas caracteristicas nutricionais e sensoriais,
buscando atender as exigéncias do consumidor por alimentos com caracteristicas
proximas as do alimento in natura. O processamento por APH apresenta eficiéncia
comprovada na inativacao de enzimas e microrganismos de interesse em alimentos.
Porém, alguns esporos bacterianos sao resistentes a esse tratamento. Os fatores
que exercem influéncia sobre a inativagdo dos microrganismos por alta pressao sao
idade e tipo de microrganismo, nivel, duracdo e temperatura de tratamento, além da
composicdo do meio ou do alimento. A APH é uma tecnologia de conservacao
promissora, que vem se destacando em nivel mundial, mas que ainda apresenta
custo elevado. Este trabalho apresenta uma revisao da literatura sobre a tecnologia
de APH, enfatizando os efeitos sobre os microrganismos em alimentos, a fim de
contribuir com a divulgacdo e com o melhor entendimento desta tecnologia
emergente.

Palavras-Chave: alta pressdo hidrostatica, tratamento ndo térmico, tecnologias
emergentes, conservacao de alimentos, inativacdo microbiana.
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1- INTRODUCAO

A exigéncia dos consumidores por produtos de alta qualidade revela a
necessidade da utilizacdo de tecnologias que propiciem seguranga microbioldgica e
aumento de vida util, com o minimo de alteracdo na qualidade nutricional e sensorial
dos alimentos (COSTA, DELIZA e ROSENTHAL, 1999). Como consequéncia,
tecnologias alternativas vém sendo desenvolvidas em substituicio aos processos
gue envolvem tratamentos térmicos, que podem acarretar perdas nutricionais e
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais indesejaveis. Nesse sentido, as
pesquisas tém demonstrado que o tratamento por alta pressao hidrostatica (APH)
permite a obtencdo de produtos de elevada qualidade, com grande capacidade de
preservacdo, sem a utilizacdo de aditivos quimicos (PARK, LEE e PARK, 2002;
SGROPPO, ANCOS e CANO, 2002).

A APH é uma tecnologia ndo térmica, com grande potencial de uso no
processamento de alimentos. Sua aplicacdo pode estender a vida util dos alimentos,
promover alteracfes desejaveis na textura, com a vantagem de manter a cor, 0
sabor e o valor nutritivo dos alimentos. Além disto, € reconhecida a eficiéncia desse
tratamento sobre os microrganismos (SANGRONIS, et al., 1997).

O primeiro produto processado por APH foi introduzido no mercado Japonés
em 1990 e, gradualmente, outros alimentos processados por esta técnica foram
inseridos em outros paises. No mercado americano foi langcada, com sucesso uma
pasta de abacate tratada por pressdo (Guacamole) (CAMPOS, DOUSUALDO e
CRISTIANINI, 2003). Na Franca, sucos de laranja e uva processados por APH estao
disponiveis no mercado. De acordo com SAN MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e
SWANSON (2002) a vida de prateleira de sucos de frutas néo tratados foi estendida
de 5 a 8 dias para aproximadamente trés semanas, quando pressurizados e
mantidos estocados sob refrigeracéo. Pelo fato de os sucos de frutas apresentarem
baixo pH e caracteristicas sensoriais que sdo degradadas quando submetidas ao
tratamento térmico, estes produtos séo indicados a preservacao pelo tratamento de
APH (CAMPOS, DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003).

Embora, nos dltimos anos, o tratamento por APH em alimentos tenha
apresentado grande evolucéo, constituindo alternativa pratica ao tratamento térmico,
seu custo ainda € elevado (COELHO, 2002). Entretanto, com o desenvolvimento
tecnologico, a perspectiva é de que estes custos tornem-se mais acessiveis,
possibilitando o surgimento no mercado de maior nimero de produtos submetidos a
este tratamento (SMELT, 1998). Desta forma, a APH é considerada uma tecnologia
com grande potencial de utilizacdo em nivel industrial (DELIZA et al., 2005).

2- TECNOLOGIA DE ALTA PRESSAO HIDROSTATICA

A APH como método para processar e conservar alimentos € conhecida
desde o século XIX. Entretanto, somente na década de 80 estudos relacionados a
esta tecnologia foram intensificados (COSTA, DELIZA e ROSENTHAL, 1999;
ARROYO & PRESTAMO, 1996). O desenvolvimento da APH para producdo de
ceramicas, materiais compostos, diamante artificial e plasticos, aumentou a
possibilidade de sua utilizacdo na area de alimentos (CAMPOS, DOUSUALDO e
CRISTIANINI, 2003).

O processamento por APH consiste em submeter o produto a niveis de
presséao hidrostatica, de 100 a 1000 MPa (equivalentes a 1000 e 10000 atmosferas,
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respectivamente), acima daqueles comumente empregados nos tratamentos
convencionais. Esta tecnologia pode, ainda, ser combinada ao uso de temperatura
positiva ou negativa (ZIMMERMAN & BERGMAN, 1993).

Para compreender os efeitos da APH sobre os alimentos € necessario
conhecer dois principios basicos:

e Principio isostético, em que a pressao é transmitida de maneira uniforme e
instantanea por todo o alimento, independente da sua forma, tamanho ou
volume, de modo distinto do que ocorre no tratamento térmico, em que a
penetracdo de calor depende do tempo de exposicdo e da geometria do
produto (CHEFTEL, 1995).

e Principio de Le Chatelier, que estabelece que modificagbes na pressao
podem acelerar ou retardar reacdes quimicas se forem acompanhadas por
diminuicdo ou aumento de volume, respectivamente (CHEFTEL, 1997).

Existem trés tipos de processos basicos de tratamento de APH, com ou sem
variacado de temperatura (SANGRONIS, et al., 1997; MERTENS & DEPLACE, 1993):

e Processos em que se aplicam pressbes de 50-600 MPa e baixas
temperaturas, denominados de pressdo isostatica a frio. Técnica
essencialmente utilizada na industria de metal, ceramica, carbono-grafite e
plasticos, sendo, atualmente, de maior aplicacdo na industria de alimentos.

e Processos nos quais a pressao € aplicada em combinagdo com temperaturas
gue variam entre 25 e 200°C, denominados de pressao isostatica a média
temperatura.

e Processos em que se aplicam pressdes de 100 a 400 MPa em combinagao
com temperaturas que podem chegar a 2.200°C, denominados de presséo
isostatica a alta temperatura. Processo aplicado nas industrias de metais e
ceramicas.

Os primeiros equipamentos desenvolvidos para a industria de ceramicas
sofreram modificacdes a fim de se adequarem ao processamento de alimentos. O
tempo de processamento foi aumentado, passando de 10 segundos a 1 minuto para
de 5 a 10 minutos, em pressdes superiores a 400 MPa (SANGRONIS, et al., 1997).

O sistema de APH consiste de: vaso de pressao, gerador de pressao, fluido
condutor de pressédo, dispositivo de controle de temperatura e recipiente para o
acondicionamento do produto (CALDERON-MIRANDA et al., 1998). O cerne do
sistema € o0 vaso de pressdo que, em muitos casos, € cilindrico monolitico,
construido em aco inoxidavel de alta resisténcia a tensdo. A espessura da parede
deste vaso € determinada pela pressdo maxima de trabalho, pelo diametro do vaso
e pelo nimero de ciclos para o qual é projetado. Diferentes mecanismos para o
fechamento do vaso podem ser usados, dependendo da aplicacdo a que se destina
(MERTENS, 1995). Uma vez carregado e fechado, o vaso é preenchido com o meio
de pressurizacdo que, na maioria dos casos, consiste de agua misturada a pequena
percentagem de 6Oleo soluvel para fins de lubrificacdo e anticorrosdo. Apos remocgao
de todo do vaso, a APH é gerada por compresséo direta, indireta ou aquecimento do
meio de pressurizagdo (MERTENS & DEPLACE, 1993).

No sistema de compressdo direta, o vaso é preenchido pelo meio
pressurizante, que é comprimido por um pistdo de grande diametro movido por uma
bomba de baixa pressdo. No sistema de compressao indireta, um intensificador de
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alta presséo ¢é utilizado para bombear o meio de pressao do reservatério para o vaso
de presséo, até que se alcance o nivel pressdo desejado. Este € o método mais
empregado em escala industrial e o seu efeito tem maior intensidade quando se
combina alta presséo com alta temperatura (SANGRONIS, et al., 1997).

No tratamento por APH o produto € embalado em garrafas ou recipientes
plasticos, que sdo selados e colocados no interior do vaso de pressao. Ao final do
processamento, o0 vaso € descomprimido, o produto tratado € retirado e o
equipamento esta pronto para comecar um novo ciclo (SANGRONIS, et al., 1997).
Produtos liquidos podem ser submetidos a pressdo através de um sistema
semicontinuo (fora da embalagem), que utiliza trés vasos de pressao e um sistema
de valvulas automaticas. ApOs o0 processamento, o0 produto € envasado
assepticamente (CAMPOS, DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003).

O uso mais frequente da APH no processamento de alimentos tem sido a
esterilizagcdo comercial, com consequente prolongamento de vida-de-prateleira.
Entretanto, esta tecnologia permite uma série de outras aplicacdes para a industria
de alimentos, como desnaturacdo de proteinas e enzimas, extracdo de substancias
organicas, reducdo da temperatura de congelamento e de descongelamento e
controle de reacdes quimicas e sinteses organicas (VARDAG, DIERKES e
KORNER, 1995). Além disso, o processamento a alta pressdo pode induzir
mudancas relevantes na textura dos alimentos, resultantes da redugéo no volume e
de mudancas no pH e na constante de solubilidade de seus componentes
(WILLIANS, 1994).

A preservacdo de vitaminas e compostos responsaveis por aroma e sabor se
deve ao fato de a APH destruir ligagBes idnicas, hidrofobicas e de hidrogénio dos
alimentos, sem afetar as ligacdes covalentes. Somente ligacdes responsaveis pela
estabilizacdo de estruturas tridimensionais de moléculas como proteinas e
polissacarideos, séo alteradas (ALPAS & BOZOGLU, 2003; ROSENTHAL & SILVA,
1997).

3- EFEITO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA SOBRE OS MICRORGANISMOS

Os primeiros estudos que avaliaram o efeito da pressao hidrostatica sobre
microrganismos em alimentos foram realizados na Francga, por Certes, em 1884, e
nos Estados Unidos, por Hite, entre 1899 e 1914. A partir de entdo, outros
pesquisadores tém se dedicado ao estudo da APH em alimentos (CHEFTEL, 1995).

O tratamento de APH pode garantir a destruicdo de até 8 ciclos logaritmicos
de células bacterianas, sem alterar o sabor e valor nutricional dos alimentos
(DOGAN & ERKMEN, 2004; KALCHAYANAND et al., 1998).

A APH produz alteracdes morfolégicas, bioquimicas e genéticas que ocorrem
na membrana e na parede celular dos microrganismos (SANGRONIS et al., 1997).
Além disso, provoca um aumento na permeabilidade da célula, inibe reacdes
energéticas e desnatura enzimas essenciais ao crescimento e a reproducao de
microrganismos (CALDERON-MIRANDA et al., 1998). Embora muitos estudos
abordem o efeito da APH sobre os microrganismos, as causas da inativacao
microbiana sdo ainda pouco compreendidas (CHEFTEL, 1995). Véarias mudancas
morfologicas sdo observadas com o aumento da pressédo: compressao de vacuolos
gasosos, alongamento da célula, separacdo da membrana da parede celular,
contracdo da parede celular com formacéo de poros, modificacfes no citoesqueleto,
modificacdes no ndcleo e em organelas intracelulares, coagulacdo de proteinas



87

citoplasmaticas, liberacdo dos constituintes intracelulares para o meio extracelular,
entre outros (CAMPOS, DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003).

Uma hipdtese para inativacdo microbiana por APH esta ligada a reducéo da
atividade da ATPase dependente de sodio e potassio, localizada na capa de
fosfolipidios da membrana celular e envolvida no transporte ativo através da
membrana. Desta forma, a ATPase torna-se incapaz de manter o efluxo de prétons,
provocando reducao do pH interno e causando morte celular (CHEFTEL, 1995).

As moléculas de DNA sdo mais estaveis a APH do que as proteinas, devido
ao fato de a alta presséo favorecer as pontes de hidrogénio, principal responsavel
pela estrutura dos acidos nucléicos. Contudo, o processo de replicacdo e transcrigcdo
do DNA é inibido quando as células sado submetidas a APH, devido a inativacao das
enzimas envolvidas nestes processos (BARBOSA-CANOVAS & POTHAKAMURY,
1999).

A tabela 1 apresenta exemplos da inativacdo de varios microrganismos por
APH.

Tabela 1. Exemplos de
Hidrostatica.

inativacdo de microrganismos por Alta Pressao

Inativacéo

Microrganismo

Substrato

Tratamento

(ciclos

logaritmicos)

Staphylococcus aureus Leite de vaca 500 MPa, 15 min, 25°C 34
Leite UHT 600 MPa, 30 min., 20°C 3,0
Tampao 600 MPa, 15 min., 20°C 2,2
fosfato
Tampao 400 MPa, 20 min., 20°C 9,0
fosfato
Carne devaca 500 MPa, 15 min., 55°C 2,0
Escherichia coli O157:H7 Suco de 550 MPa, 5 min, 30°C
laranja (pH 7,0
3,9)
Carne de ave 700 MPa, 30 min., 20°C 3,0
Escherichia coli MG1655 Leite 500 MPa, 15 min., 20°C 1,4
Listeria monocytogenes Tampao 375 MPa, 15 min., 20°C 2,0
NCTC 11994 fosfato
Listeria monocytogenes Tampao 375 MPa, 15 min., 20°C 6,0
NCTC 2433 fosfato
Listeria monocytogenes Geléia de 200 MPa, 5 min., 20°C 2,8
NCTC 11994 maga
Listeria monocytogenes Leite UHT 340 MPa, 60 min., 23°C 7,0
Listeria innocua CECT ovo 450 MPa, 10 min., 20°C 6,63
910
Salmonella typhimurlum Tampao 400 MPa, 15 min., 20°C 6,2
fosfato
Salmonella enteriditis Tampéao 500 MPa, 1 min., 20°C 7,0
fosfato
Saccharomyces Molho de 253 MPa, 10 min., 25°C 3,0
cerevisiae espaguete
Campylobacter jejuni Carne suina 30 MPa, 10 min.; 25°C 6,0

Fonte: SAN MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e SWANSON, 2002; PATTERSON et al., 1995
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3.1 — CELULAS VEGETATIVAS

A capacidade de destruicdo ou inativacdo de microrganismos pelo processo
de APH varia com o nivel, tempo e temperatura de pressurizacao, tipo e fase de
crescimento do microrganismo, bem como, com a composicdo do meio ou do
alimento (pH e atividade de &agua) (CALDERON-MIRANDA et al., 1998;
ROSENTHAL & SILVA, 1997). Os fatores que influenciam na inativacdo dos
microrganismos devem ser conhecidos e otimizados a fim de se obter um produto
com qualidade e seguro do ponto de vista microbiologico (SANGRONIS et al., 1997).

Nivel e Duracéo do tratamento de Alta Pressédo Hidrostatica

Um nivel de presséo elevado, geralmente, leva ao aumento na inativacdo dos
microrganismos. Entretanto, um aumento da duracao do tratamento de alta pressao,
nao necessariamente potencializa seu efeito letal (PALOU et al., 1999). DOGAN &
ERKMEN (2003) mostraram que a sensibilidade de Escherichia coli inoculada em
meio de cultura e submetida a APH foi maior com o aumento do nivel de presséo do
que com o0 aumento do tempo de exposi¢cdo ao tratamento. Entretanto, ndo existe
uma relacdo proporcional entre o aumento do nivel de pressdo e a reducdo da
populacdo microbiana. KALCHAYANAND et al. (1998) sugeriram que a
pressurizacdo por um longo tempo associada a um baixo nivel de pressao, utilizado
para minimizar efeitos adversos na textura e cor do alimento, pode ndo ser vantajosa
para inativacdo microbiana.

Temperatura durante o tratamento de Alta Presséo Hidrostética

A temperatura durante o tratamento de APH pode exercer diferentes efeitos
sobre a inativacdo das células microbianas. Alguns autores observaram que a
resisténcia de células microbianas enddgenas ou inoculadas, quando submetidas a
presséo, € maxima em temperaturas entre 15 e 30°C e decresce, significativamente,
fora desta faixa de temperatura (CHEFTEL, 1995; CARLEZ, ROSEC e CHEFTEL,
1993; SMELT & RIJKE, 1992). ALPAS & BOZOGLU (2003) demonstraram que um
tratamento de 350 MPa a 40°C apresentou grande potencial de inativacdo de
Listeria. monocytogenes CA inoculada em diferentes sucos de frutas. TEO,
RAVISHANKAR e SIZER (2001) relataram que um tratamento de 615 MPa /2
minutos a 15°C teve um efeito potencial na inativagdo de estirpes de Escherichia
coli O157:H7 e espécies de Salmonella inoculadas em sucos de uva, laranja, e
cenoura.

A menor resisténcia de células vegetativas submetidas a APH em
temperaturas inferiores a 5°C pode ser devida a mudangas na estrutura e fluidez da
membrana, pelo enfraquecimento de interacdes hidrofobicas e cristalizacdo dos
fosfolipidios. Por outro lado, a associacdo com temperaturas de aquecimento entre
40 e 60°C pode, também, garantir a inativacdo de microrganismos em niveis de
pressdo mais baixos (PALOU et al.,, 1999). Neste sentido, ALPAS et al. (1999)
mostraram que a combinacdo de pressado de 345 MPa e temperatura de 50°C pode
ser usada na inativacdo de algumas estirpes de Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7 e Salmonella, com a reducéo de
mais de 6 ciclos logaritmicos. CHEN & HOOVER (2003) relataram uma inativacéo de
8 ciclos logaritmicos de Listeria monocytogenes Scott A inoculada em leite UHT,
submetido a 500 MPa, por 5 minutos, a 50°C. Para alcancar este mesmo grau de
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inativacdo a 22°C sob mesmo nivel de pressao, foram necessarios 35 minutos de
tratamento. BAYMDIRLI et al. (2006), estudando a eficiéncia da APH na inativacéo
de Staphylococcus aureus 485, Escherichia coli O157:H7 933 e Salmonella
enteritidis FDA inoculados em sucos de macd, laranja, damasco e cereja acida,
mostraram que a combinacdo do tratamento de 350 MPa, por 5 minutos, a 40°C,
reduziu mais de 8 ciclos logaritmicos de todos os microrganismos. IWAHASHI et al.
(1991) observaram que um choque térmico de 51°C, por 10 minutos, protegeu
células de Saccharomyces cerevisiae em um posterior tratamento por pressédo a 150
MPa.

A aplicacdo de tratamentos com niveis de pressdo mais baixos e/ou por curto
periodo de tempo torna possivel o uso de equipamentos mais baratos, com
consideravel diminuicédo do custo de operacédo (CHEFTEL,1995).

Tipo e Idade dos microrganismos

Em geral, células bacterianas vegetativas podem ser inativadas em pressées
entre 400 e 600 MPa, enquanto que o0s esporos, formas mais resistentes, podem
suportar até 1000 MPa, a temperatura ambiente (PALOU et al., 1999). Segundo
alguns autores, o efeito letal da APH sobre as células vegetativas € provocado pela
ionizacdo e concomitante precipitacdo de complexos protéicos (SANGRONIS et al.,
1997).

As bactérias Gram positivas sdo mais resistentes aos efeitos da APH do que
as Gram negativas; fungos filamentosos e leveduras sdo muito sensiveis, enquanto
gue os virus sdo bastante resistentes (CHEFTEL, 1995). A parede celular das
bactérias Gram positivas € mais fina (possuem membrana externa), se comparada
com a estrutura de uma Gram negativa. A rigidez da parede celular confere uma
fragilidade a estrutura em funcéo da pouca flexibilidade frente a aplicacdo da APH
(CAMPOS, DOUSUALDO e CRISTIANINI, 2003). EARNSHAW (1995) relataram que
o Staphylococcus aureus € 0 microrganismo mais resistente entre as bactérias Gram
positivas, e pode sobreviver a tratamentos de 500 MPa por mais de 60 minutos.
Outro patdgeno resistente a pressao € a Escherichia coli O157:H7. TAKAHASHI et
al. (1993) demonstraram que, para reduzir 6 ciclos logaritmicos deste
microrganismo, € necessario um tratamento de 700 MPa por 13 minutos.

Algumas estirpes de microrganismos patogénicos sdo mais resistentes a APH
do que outras da mesma espécie (ALPAS et al., 2000). ALPAS et al. (1999),
estudando a resisténcia de estirpes de quatro patdgenos veiculados por alimentos
(Staphylococcus. aureus 485 e 765, Listeria monocytogenes CA e OH,, Escherichia.
coli O157:H7 933 e 931 e Salmonella enteritidis FDA e Salmonella typhimurium
E21274), mostraram que S. aureus 484, L. monocytogenes CA, E. coli O157:H7 933
e S. tenteritidis FDA foram mais resistentes a pressdo do que as outras estirpes da
mesma espécie. ALPAS & BOZOGLU (2003) mostraram que a perda de viabilidade
variou, de 0,92 a 3,53 ciclos logaritmicos, entre nove estirpes de Listeria
monocytogenes inoculadas em agua peptonada a 1%, quando submetidas ao
tratamento de 350 MPa, a 25°C, por 5 minutos.

Embora Cheftel (1995) mencione que a flora endégena € mais resistente a
APH do que microrganismos inoculados no alimento, MUSSA, RAMASWAMY e
SMITH (1999) mostraram que Listeria monocytogenes Scott A, inoculada em leite
cru, apresentou uma maior resisténcia a pressao do que a flora natural do leite.

A idade dos microrganismos influencia sua taxa de inativacdo por APH (SAN-
MARTIN, BARBOSA-CANOVAS e SWANSON, 2002). Microrganismos em fase de
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crescimento logaritmico sdo mais sensiveis a APH. De acordo com PALOU et al.
(1998), isto provavelmente se deve ao fato de os microrganismos na fase
estacionaria apresentarem tamanho pequeno e esférico, em comparacdo com a
forma alongada que apresentam durante o crescimento logaritmico. Estes autores
observaram um aumento na resisténcia ao tratamento de APH de células de
Zygosaccharomyces bailii na fase de crescimento estacionéria, quando comparada a
células na fase exponencial. MACKEY, FORESTIERE e ISSACS (1995) relataram
gue células de Listeria monocytogenes, inoculadas em meio de cultura e expostas a
200 MPa de pressao, foram mais sensiveis quando em fase de crescimento
exponencial do que em fase estacionaria. Apds 10 minutos a 400 MPa, o numero de
células viaveis na fase exponencial foi reduzido em 7 ciclos logaritmicos, enquanto
gue o numero de células viadveis na fase estacionaria foi reduzido em 1,3 ciclos
logaritmicos.

Composicao do Meio ou Alimento

A sensibilidade dos microrganismos a alta presséo € dependente do meio em
gue se encontram. Microrganismos classificados como sensiveis a alta presséo, com
base em estudos com tampdes, podem ser resistentes a este tratamento, quando
presentes em alimentos (GARCIA-GRAELLS e MICHIELS, 1999). Os constituintes
dos alimentos e de meios enriquecidos parecem proteger 0s microrganismos do
efeito da APH, enquanto que solu¢cbes n&do nutritivas parecem reduzir a
barotolerancia dos microrganismos (DOGAN & ERKMEN, 2003; PALOU et al.,
1999). PATTERSON et al. (1995) sugeriram que proteinas, vitaminas e carboidratos
fornecem protecdo as células microbianas. STYLES et al. (1991) mostraram que a
inativacao de Listeria monocytogenes foi mais eficaz em meio de cultura do que em
leite. Entretanto, PRESTAMO et al. (1999) relataram que o nivel de presséo
necessario para inativar este microrganismo inoculado em geléia de maca ou
ameixa, ndo foi maior do que em meio de cultura. De acordo com o trabalho de
DOGAN & ERKMEN (2004), o tratamento de APH foi menos efetivo sobre a Listeria
monocytogenes e bactérias aerdbicas em leite do que em meio de cultura e sucos
de frutas, sugerindo que o teor de proteinas e lipidios presente no leite aumenta a
resisténcia das bactérias ao tratamento. SOLOMON & HOOVER (2004),
investigaram a resposta de Campylobacter jejuni ATCC 35919 e 35921 inoculados
em meio de cultura, tampéao fosfato e em alguns alimentos (leite de vaca, extrato
solivel de soja, puré de galinha) ao processamento de APH. Estes autores
observaram que os alimentos ofereceram efeito protetor aos microrganismos e que
foi necessario um nivel de presséo adicional de 50 a 75 MPa para atingir inativacdo
similar a obtida em meio de cultura e tampao fosfato. SMIDDY et al. (2005),
comparando a resisténcia de bactérias Gram negativas (Vibrio mimicus 9583 e
Escherichia coli O157:H45) e Gram positivas (Listeria innocua MP2418 e Listeria
monocytogenes LO28) inoculadas em ostras e tampéao fosfato salino, observaram
que com nivel de pressdo maior do que 400 MPa, a inativacdo de todas as
bactérias estudadas foi menor nas ostras do que na solu¢do. Desta forma, é
importante ressaltar que nem todos os resultados obtidos em tampdes ou meios
laboratoriais podem ser extrapolados para tratamentos em alimentos.

Em baixo pH os microrganismos geralmente tornam-se mais sensiveis a
inativacdo por APH enquanto a recuperacdo de células injuriadas por este
tratamento é dificultada (FDA, 2000). Alem dos efeitos do pH, efeitos ndo especificos
de acidos organicos tém sido observados e podem ser justificados pelo
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favorecimento da ionizac&o causada pela pressdo, bem como pelo fato de os acidos
organicos serem inibidores na forma nao dissociada (SMELT, 1998). MACKEY,
FORESTIERE e ISSACS (1995) observaram que a reducdo do pH de um meio
inoculado com Listeria monocytogenes causou aumento na sensibilidade das células
a APH. De acordo com estes autores, em pH 7,1 ndo foi observada inativacado apés
aplicacado de 300 MPa, por 10 minutos; enquanto em pH 5,3, 0 mesmo tratamento
reduziu o numero de células viaveis em torno de 1,8 ciclos logaritmicos. Contudo,
JORDAN et al. (2001) observaram, apos tratamento a 500 MPa, reducéo de 5 ciclos
logaritmicos em estirpes de Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes
inoculadas em suco de maca (pH= 3,5) e suco de tomate (pH=4,1) e de apenas 1 a
2 ciclos logaritmicos em suco de laranja (pH= 3,8). Estes autores concluiram que
diferengas na sobrevivéncia dos microrganismos inoculados em sucos ndo devem
ser atribuidas somente as diferencas no pH, e que a maior inativacdo obtida em
suco de tomate, comparada ao suco de laranja, pode ser atribuida a presenca de
0,7% de NaCl no primeiro.

OXEN & KNORR (1993) relataram que a baixa atividade de agua (aw)
geralmente proporciona um efeito protetor nas células, tornando-as mais resistentes
ao tratamento de APH. Estes autores observaram que a 400 MPa, por 15 minutos e
em temperatura ambiente, um maior numero de células de Rhodotorula rubra foi
inativado em a,, maior do que 0,96, quando comparado a uma menor a, Segundo
Knorr citado por PALOU et al. (1999) o aumento da baroresisténcia de
microrganismos em baixa a, pode ser atribuido a parcial desidratacdo da célula
devido o gradiente de pressdo osmatica entre os fluidos internos e externos, que
pode resultar em células pequenas e membranas espessas. O desenvolvimento de
tratamentos de APH que garantam estabilidade microbiolégica dos alimentos
depende da compreensdo da relagdo entre microrganismos e componentes dos
alimentos (DOGAN & ERKMEN, 2003).

Recuperacdo Microbiana apés Tratamento sob Alta Presséo Hidrostatica

Tem sido relatado na literatura que, dependendo do tipo de microrganismo e
do nivel de pressdo aplicado, algumas células bacterianas sobrevivem ao
processamento, enquanto outras sao inativadas ou sofrem diferentes niveis de
injuria (BOZOGLU, ALPAS e KALETUNGC, 2004). A incompleta inativacdo dos
microrganismos por APH pode resultar em células injuriadas, com capacidade de
recuperacdo quando expostas as condigcbes Otimas de crescimento durante o
armazenamento (FDA, 2000). A recuperacdo dos microrganismos é importante para
alimentos de baixa acidez tratados por APH, uma vez que pode ocorrer
subestimacdo da seguranca destes durante a estocagem. Por outro lado, em
alimentos muito acidos a injuria pode ndo ser reparada (BOZOGLU, ALPAS e
KALETUNC, 2004). RUSSELL (2002) mostrou completa recuperacdo de Listeria
monocytogenes durante a estocagem a 4°C, aplicacdo de niveis de pressao entre
450 e 550 MPa. Nesse caso, a recuperacdo da bactéria em temperatura de
refrigeraco foi associada a sua natureza psicrotrofica.

3.2 - ESPOROS BACTERIANOS

Um dos desafios na preservacdo de alimentos por APH é a inativacdo de
esporos bacterianos, uma vez que sdo muito resistentes (LECHOWICH, 1993). Esta
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resisténcia é creditada a estrutura e espessura da capa protetora dos esporos,
considerando que suas proteinas estdo protegidas por acido dipicolinico, que
impede a solvatacdo, a excessiva ionizacdo e a consequente precipitacdo das
mesmas. De acordo com SANGRONIS et al. (1997), a aplicagédo de alta pressao
pode nao ser suficiente para inativar os esporos; por isso, tem sido empregado 0 uso
combinado de temperaturas mais elevadas com o processamento de APH. A
inativacao de esporos requer germinacao previa, que é obtida mediante aplicacédo de
niveis de pressdao menores do que aqueles utilizados no processamento
propriamente dito. Posteriormente, o alimento € submetido a niveis de pressdo mais
elevados, para inativacao das células vegetativas (COSTA, DELIZA e ROSENTHAL,
1999). BUTZ et al. (1990) investigaram os efeitos de niveis de presséo entre 150-
400 MPa e temperaturas entre 25 e 40°C sobre 0s esporos e mostraram que 0 pré-
tratamento, a um nivel de pressao relativamente baixo (60-100 MPa), foi eficaz na
inativagcao dos esporos.

Varios autores tém relatado o efeito da combinacéo de pressao e temperatura
elevadas sobre a inativagdo de esporos. REDDY et al. (1999) demonstraram uma
reducao de 5 ciclos logaritmicos de esporos de Clostridium botulinum tipo E apés o
processamento a 827 MPa, por 5 minutos, a 55°C. LEE, DOUGHERTY e KANG
(2002) relataram que esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris, inoculados em suco
de maca, foram inativados pela combinacéo de alta pressao (207 a 621 MPa) com
temperaturas elevadas ou moderadas (45, 71, ou 90°C), enquanto que somente a
APH néo foi suficiente para reduzir o nimero destes esporos. BARRAUD et al.
(2004) relataram uma associa¢ao sinergistica entre a APH e o calor e verificaram
gue a combinagéo de temperatura elevada e alta pressao resultou na inativacado dos
esporos de Bacillus antracis com um valor D de aproximadamente 4 minutos, na
pressurizacdo a 500 MPa e 75°C, comparado a 160 minutos a 500 MPa e 20°C, e
348 minutos a pressao atmosférica (0,1 MPa), com temperatura de 75°C. A
inativagao foi maior com tratamento de 280 MPa a 45°C do que com tratamento de
500 MPa a 20°C.

O pH, a atividade de agua e a presenca de nutrientes, afetam a resisténcia
dos esporos a altas pressfes. A inativacdo dos esporos € maior proxima a
neutralidade, uma vez que a germinagdo destes induzida pela pressdo é maior nesta
faixa de pH (BARBOSA-CANOVAS et al., 1999). A presenca de solutos como NaCl
e, mais efetivamente, CaCl,, diminuem a inativacdo de esporos por APH (SALE,
GOULD e HAMILTON, 1970).

3.3 - CINETICA DE INATIVACAO DOS MICRORGANISMOS

A cinética de inativacdo de microrganismos pelo calor tem sido
extensivamente estudada. Entretanto, estudos relacionados a cinética de inativacao
por APH, especialmente em condi¢bes de aplicacdo simultdnea de alta pressao e
outras técnicas de processamento, sao limitados (BUZRUL & ALPAS, 2004). PALOU
et al. (1999) observaram, em estudos com diferentes microrganismos, que a cinética
de inativacdo por APH foi bastante variavel. Alguns autores sugerem que esta seja
de primeira ordem, onde log (N/No) = - kt, em que N= nimero de microrganismos
sobreviventes apés o tratamento de APH por um tempo t (minutos); No= numero
inicial de microrganismos e k= taxa constante de inativacéo (minuto™) (PALOU et al.,
1999). DOGMAN & ERKMEN (2004), analisando a cinética de inativacdo por APH
de Listeria monocytogenes inoculada em meio de cultura, leite fresco, suco de
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laranja e de péssego, mostraram que o logaritmo do niumero do nimero de células
reduziu linearmente com o tempo do tratamento, indicando uma cinética de primeira
ordem. A bactéria foi inativada mais rapidamente com o aumento do nivel de
pressédo. Estes mesmos autores mostraram que a inativacdo de Escherichia coli
inoculada em meio de cultura e nos mesmos alimentos, também, obedeceu a
cinética de primeira ordem, em niveis de pressao entre 300 e 700 MPa. Outros
autores sugerem um padrdo de inativagcdo com ocorréncia de duas fases, em que na
primeira a populacdo de microrganismos € inativada mais rapidamente, enquanto
gue na segunda, 0s microrganismos apresentam uma alta resisténcia a pressao
(SOLOMON & HOOVER, 2004). AOYAMA et al. (1995), estudando a cinética de
inativacdo por APH de leveduras inoculadas em tampéao fosfato, mostraram que a
curva de sobrevivéncia foi sigméide entre 300 e 350 MPa e tendeu a linearidade
quando o nivel de pressdo aumentou. Alguns trabalhos indicam que o modelo linear
ndo é apropriado para a descricdo dos dados (CHEN & HOOVER, 2003; CHEFTEL,
1995).

Na industria de alimentos, os valores D (taxa decimal de inativacdo), Z
(constante de resisténcia), sao frequentemente usados como constantes na cinética
de inativacdo (DOGAN & ERKMEN, 2004). Estes parametros de inativacao
microbiolégica por APH sdo analogos aqueles utilizados em termobacteriologia,
onde D é o tempo de tratamento, a uma determinada presséo, necessario para
reduzir em um ciclo logaritmico uma populacdo de microrganismos; enquanto que o
valor Z, € o aumento na presséo de tratamento necessério para reduzir em um ciclo
logaritmico o valor de D (PARISH, 1998).

4- CONCLUSAO

A tecnologia de APH apresenta reconhecido potencial de aplicagdo no
processamento de alimentos, ndo apenas com objetivo de conservacdo, mas,
também, de modificar a funcionalidade e melhorar as propriedades nutricionais e
sensoriais dos alimentos. Esta tecnologia apresenta comprovada eficiéncia na
inativacao de importantes microrganismos em alimentos, bem como na atividade de
enzimas relacionadas com a qualidade destes.

As perspectivas de aplicacdo da tecnologia de APH no processamento de
alimentos sdo dependentes de estudos futuros, em niveis académico e industrial. O
desenvolvimento de pesquisas nesta area pode levar ao aprimoramento tecnol6gico
que, consequentemente, levara a reducao dos custos do processo e ao aumento da
variedade de alimentos preservados pela aplicacdo desta nova tecnologia.

ABSTRACT

EFFECT OF HIGH HYDROSTATIC PRESSURE ON MICROORGANISMS
INACTIVATION

High hydrostatic pressure (HHP) is an emerging non-thermal technology with great
potential in the food industry. One of the main advantages of this process is to offer
food with high microbiology quality and preservation of their nutritional and sensorial
characteristics satisfying the consumer’s demands, always looking for fresh products.
HHP processing has the ability to inactivate many types of microorganisms and
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denaturation of several enzymes while minimally affecting quality and nutritional
characteristics. Bacterial spores represent a challenge for high pressure technology
because some spores forms are pressure resistant The factors that affect
inactivation of microorganisms by HHP are type and age of microorganisms, level
and duration of high pressure treatment, temperature and composition of the
suspension media or food. The HHP is the preservation technology with the most
promising perspective of industrial utilization, but the capital cost is an important
obstacle for its commercial use. This article presents a review of the scientific
literature on the high pressure technology, emphasizing the effects on the
microorganisms in foods, in order to contribute to a better understanding of this
emergent technology.

Key words: high pressure processing; non-thermal food treatment; emergent
techonology; food preservation; microbial inactivation.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALPAS, H., KALCHAYANAND, N.; BOZOGLU, F.; RAY, B. Interactions of high
pressure, pressurization temperature and pH on death and injury of pressure-
resistant and pressure-sensitive strains of foodborne pathogens. International
Journal of Food Microbiology, v.60, p.33-42, 2000.

ALPAS, H.; BOZOGLU, F. Efficiency of high pressure treatment for destruction of
Listeria monocytogenes in fruit juice. Immunology and Medical Microbiology, v.35,
p.269-273, 2003.

ALPAS, H.; KALCHAYANAND, N.; BOZOGLU, F.; SIKES, A.; DUNNE, C.P.; RAY,
B. Variation in resistance to hydrostatic pressure among strains of food-borne
pathogens. Applied and Environmental Microbiology, v.65, n.9, p.4248-4251,
1999.

AOYAMA, Y.; ASAKA, M.; NAKANISHI, R.; MURAI, K. Sterilization of yeast by
pressure treatment. In Progress in Biotechnology 13 High Pressure Bioscience and
Biotechnology, Hayashi and Balny, Elsevier, 1995.

ARROYO, G.; PRESTAMO, G. Respuesta de los microorganismos contaminantes de
productos vegetales a la accion de las altas presiones. Alimentaria, p.103-107,
1996.

BARBOSA-CANOVAS, G.V.; POTHAKAMURY, U.R.; PALOU, E.; SWANSON, B.G.
Conservacion no térmica de alimentos. Zaragoza: Acribia, 1999.

BARRUD, C.C.; GAUBERT, A.; MASSON, P.; VIDAL, D. Combined effects of high
hydrostatic pressure and temperature for inactivation of Bacillus anthracis spores.
Applied and Environmental Microbiology, v.70, n.1, p.635-637, 2004.



95

BAYMDIRLI, A.; ALPAS, H.; BOZOGLU, F.; HIZAL, M. Efficiency of high pressure
treatment on inactivation of pathogenic microorganisms and enzymes in apple,
orange, apricot and sour cherry juices. Food control, v.17, p.17, 52-58, 2006.

BOZOGLU, F.; ALPAS, H.; KALETUNGC, G. Injury recovery of foodborne pathogens
in high hydrostatic pressure treated milk during storage. Immunology and Medical
Microbiology, v.40, p.243-247, 2004.

BUTZS, P.; TRANGOTT, V.; LUDWING, H.; WEBER, H. The high pressure
inactivation of bacteria and bacterial spores. Die Pharmacology Industrial, v.52,
p.487-491, 1990.

BUZRUL, S.; ALPAS, H. Modeling the synergistic effect of high pressure and heat on
inactivation kinetics of Listeria innocua: a preliminary study. FEMS Microbiology
Letter, v.238, p.29-36, 2004.

CALDERON-MIRANDA, M.L.; GONZALEZ, M.F.S.M.; BARBOSA-CANOVAS, G.V.;
SWANSON, B.G. Métodos no térmicos para procesamiento de alimentos: variables e
inactivacion microbiana. Brazilian Journal of Food and Technology, v.1, p.3-11,
1998.

CAMPOS, F.P.; DOUSUALDO, G.L.; CRISTIANINI, M. Utilizacdo da tecnologia de
Alta Pressdo Hidrostatica de alimentos. Brazilian Journal of Food and
Technology, v.6, n.2, p.351-357, 2003.

CARLEZ, A.; ROSEC, J.P.; CHEFTEL, J.C. High pressure inactivation of Citrobacter
freundii, Pseudomonas fluorescens and Listeria innocua in inoculated minced beef
muscle. Lebensm.-Wiss. Techonology, v.26, p.357-363, 1993.

CHEFTEL, J.C. Review: high pressure, microbial inactivation and food preservation.
Food Science and Technology, v.1, p.75-90, 1995.

CHEFTEL, J.C.; CULIOLI, J. Effects of right pressure on meat: a review. Meat
Science, v.46, p.211-236, 1997.

CHEN, H.; HOOVER, D.G. Modeling the combined effect of high hydrostatic pressure
and mild heat on the inactivation kinetics of Listeria monocytogenes Scott A in Whole
milk. Innovative Food Science and Emerging Technologies, v.4, p.25-34, 2003.

COELHO, G.L.V. Efeitos da alta pressao hidrostatica em alimentos: aspectos fisico-
quimicos. Revista Universidade Rural, Série Ciéncias Exatas e da Terra, v.21,
n.1, p.105-110, 2002.

COSTA, M.C.; DELIZA, R.; ROSENTHAL A. Revisao: tecnologias ndo convencionais
e 0 impacto no comportamento do consumidor. Boletim CEPPA, v.17, n.2, p.187-
210, 1999.

DELIZA, R.; ROSENTHAL, A.; ABADIO, F.B.D.; SILVA, C.H.O.; CASTILHO, C.
Application of high pressure techonology in the fruit juice processing: benefits
perceived by consumers. Journal of Food Engineering, v.67, p.241-246, 2005.



96

DOGAN, C.; ERKMEN, O. High pressure inactivation kinetics of Listeria
monocytogenes inactivation in broth, milk, and peach and orange juice. Journal of
Food Engineering, v.62, p.47-52, 2004.

DOGAN, C.; ERKMEN, O. Ultra high hydrostatic pressure inactivation of Escherichia
coli in milk, and orange and peach juices. Food Science and Technology
International, v.9, n.6, p.403-405, 2003.

EARNSHAW, R.G. Kinetics of high pressure inactivation of microorganism. High
Pressure Processing of foods, 1995.

FDA. High pressure processing In: Kinetics of microbial inactivation for alternative
food processing technologies U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. FDA
Center for Food Safety and Applied Nutrition report, June 2, Summit- Argo, Ill. 2000.

GARCIA-GRAELLS, C.; MASSEHALEK, B.; MICHIELS, C.W. Inactivation of
Escherichia coli in milk by high-pressure treatment in combination with antimicrobial
peptides. Journal of Food Protection, v.62, p.1248-1254, 1999.

IWAHASI, H.; KAUL, S.C.; OBUCHI, K.; KOMATSU, Y. Induction of barotolerance
by heat shock treatment in yeast. FEMS Microbiology Letter, v.30, p.325-328,
1991.

JORDAN, S.L.; PASCUAL, C.; BRACEY, E.; MACKEY, B.M. Inactivation and injury
of pressure-resistant strains of Escherichia coli O157 and Listeria monocytogenes in
fruit juice. Journal of Applied Microbiology, n.91, p.463-469, 2001.

KALCHAYANAND, N.; SIKES, A.; DUNNE, C.P.; RAY, B. Factors influencing death
and injury of foodborne pathogens by hydrostatic pressure-pasteurization. Food
Microbiology, v.15, p.207-214, 1998.

LECHOWICH, R.V. Food safety implications of high hydrostatic pressure as food
processing method. Food Technology, v.47, n.6, p.170-172, 1993.

LEE, S.Y.; DOUGHERTY, R.H.; KANG, D.H. Inhibitory effects of high pressure and
heat on Alicyclobacillus acidoterrestris spores in apple juice. Applied and
Environmental Microbiology, v.68, n.8, p.4158-4161, 2002.

MACKEY, B.M.; FORESTIERE, K.; ISSACS, N. Factors affecting the resistance of
Listeria monocytogenes to high hydrostatic pressure. Food Biotechnology, v.9, p.1-
11, 1995.

MERTENS, B. Hydrostatic pressure treatment of food: equipment and processing. In:
GOULD, G.W. (Ed.). New methods of food preservation. Glasgow: Chapman &
Hall; 1995. p. 135-158.

MERTENS, B.; DEPLACE, G. Engineering aspects of high-pressure technology in
the food industry. Food Technology, v.47, n.6, p.164-169, 1993.



97

MUSSA, D.M.; RAMASWAMY, H.S.; SMITH, J.P. High pressure (HP) destruction
kinectics of Listeria monocytogenes Scott A in raw milk. Food Research
International, v.31, v.5, p.343-350, 1999.

OXEN, P.; KNORR, D. Baroprotective effects of high solute concentrations against
inactivation of Rhodotorula rubra. Lebensm.-Wiss.Techonology, v.23, p.220-223,
1993.

PALOU, E.; LOPEZ-MALO, A.; BARBOSA-CANOVAS, G.V.; SWANSON, B.G. High-
pressure treatment in food preservation. Handbook of Food Preservation, 1999.

PALOU, E.; LOPEZ-MALO, A.; BARBOSA-CANOVAS, G.V.; WELTI-CHANES, J.;
SWANSON, B.G. Oscillatory high hydrostatic pressure inactivation of
Zygosaccharomyces bailli. Journal of Food Protection, v.61, n.9, p.1213-1215,
1998.

PARISH, M.E. High pressure inactivation of Saccharomyces cerevisae, endogenous
microflora and pectinmethylesterase in orange juice. Journal of Food Safety, v.18,
n.1, p.57-65, 1998.

PARK, S.L.; LEE, J.I.; PARK, J. Effects of combined process of high-pressure carbon
dioxide and high hydrostatic pressure on the quality of carrot juice. Journal of Food
Science, v.67, n.5, p. 1827-1834, 2002.

PATTERSON, M.F.; QUINN, M.; SIMPSON, R.; GILMOUR, A. Sensitivity of
vegetative pathogens to high hydrostatic pressure treatment in phosphate buffered
saline and foods. Journal of Food Protection, v.58, n.5, p.524-529, 1995.

PRESTAMO, G.; SANZ, P.D.; FONBERG-BROCZEK, M.; ARROYO, G. High
Pressure response of fruit jams contaminated with Listeria monocytogenes. Letters
in Applied Microbiology, v.28, p.313-316, 1999.

REDDY, N.R.; SOLOMON, H.M.; FINGERHUT, G.A. Rhodehamel E.J,
Balasubramaniam V.M, Palaniappan S. Inactivation of Clostridium boltulinum type E
spores by high pressure processing. Journal of Food Safety, v.19, p.277-88, 1999.

ROSENTHAL, A.; SILVA, J.L. Alimentos sob pressdo. Engenharia de alimentos,
v.14, p.37-39, 1997.

RUSSELL, N.J. Bactericidal menbranes: the effects of chill storage and food
processing. An overeview. International Journal of Food Microbiology, v.69, p.27-
34, 2002.

SALE, AJ.H.; GOULD, G.W. Hamilton WA. Inactivation of bacterial spores by
hydrostatic pressure. Journal Genetically Microbiology, v.60, n.3, p323-334, 1970.

SAN MARTIN, M.F.; BARBOSA-CANOVAS, G.V.; SWANSON, B.G. Food
processing by hydrostatic pressure. Critical Reviews in food Science and
Nutrition, v.42, n.6, p.627-645, 2002.



98

SANGRONIS, E.; POTHAKAMURY, U.; RAMOS, A.M.; IBARZ, A.; BARBOSA-
CANOVAS, G.V.; SWANSON, B.G. La alta presion hidrostatica: uma alternativa em
el processamento no térmico de alimentos. Alimentaria, n.283, p.33-43, 1997.

SGROPPO, S.; ANCOS, B.; CANO, M.P. Possible nutritional and health-related
value promotion in orange juice preserved by high-pressure treatment. Journal of
Science Food Agricultural, v.82, n.8, p.90 — 96, 2002.

SMELT, J.; RIJKE, G. High pressure treatment as tool for pasteurization of foods.
High Pressure Biotechnology, v.224, p.361- 364, 1992.

SMELT, J.P.P.M. Recent advances in the microbiology of high pressure processing.
Trends Food Science and Technology, v.9, p.152-158, 1998.

SMIDDY, M.; O'GORMAN, L.; SLEATOR, R.D.; KERRY, J.P.; PATTERSON, M.F.;
KELLY, A.L.; HILL, C. Greater high-pressure resistance of bacteria in oysters than in
buffer. Food Science Emergent Technology, v.6, n.1, p.83-90, 2005.

SOLOMON, E.B.; HOOVER, D.G. Inactivation of Campylobacter jejuni by high
hydrostatic pressure. Letter in Applied Microbiology, v.38, p.505-509, 2004.

STYLES, M.F.; HOOVER, D.G.; FARFAS, D.F. Response of Listeria monocytogenes
and Vibrio paraharmolyticus to high pressure. Journal of Food Science, v.56, n.5,
p.1404-1407,1991.

TAKAHASHI, Y.; OHTA, H.; YONEI, H.; IFUKU, Y. Microbicida effect of hydrostatic
pressure on satsuma mandarin juice. International Journal of Food Science and
Technology, v. 28, n. 95, 1993.

TEO, A.Y.; RAVISHANKAR, S.; SIZER, C.E. Effect of low-temperature, high-
pressure treatment on the survival of Escherichia coli 157:H7 and Salmonella in
unpasteurized fruit juices. Journal of Food Protection, v.64, n.8, p.1122-1127,
2001.

VARDAG, T.; DIERKES, H.; KORNER, P. High pressure food processing. Food
Technology Europe, v.3,n.2, p. 106-110, 1995.

WILLIAMS, A. A new technology in food preservation and processing: part 11.
Nutrition and Food Science, v.1, p.20-23, 1994.

ZIMMERMAN, F.; BERGMAN, C, Isostatic high-pressure equipment for food
preservation. Food Technology, v.47, n.6, p.162-163, 1993.



99

ANEXO 11

Cashew apple commercial juices: ascorbic acid and other physicochemical parameters

variation

C. Q. Pereira, F. C. Lavinas, M. L. M. Lopes, V. L.Valente-Mesquita
Departamento de Nutri¢do Basica e Experimental, Instituto de Nutri¢cao, Universidade Federal

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ 21941-590, Brazil

Abstract

Commercial cashew apple juice is widely accepted in the Brazilian market. Cashew
apple is very rich in ascorbic acid, which is an important nutrient to human beings. Ascorbic
acid content in food can be affected by processing and storage conditions. Eleven samples of
commercial cashew apple juice, ready-to-drink and concentrated were analyzed. Ascorbic
acid content, total titratable acidity, total soluble solids and pH of the juices were determined
during 48 hours of storage at 4°C. Ascorbic acid content ranged from 37.3 to 46.3 mg/100mL
in ready-to-drink juices and from 75.7 to 152.2 mg/100mL in concentrated juices. Storage of
commercial cashew apple juices resulted in maximum ascorbic acid losses of 8.8% to
concentrated, and 6.4% to ready-to-drink juices. The results showed the stability of
commercial cashew apple juices (ready-to-drink and concentrated), stored for 48 hours for all
analyzed parameters. The results of this study point to the importance of considering AA
losses in commercial cashew apple juices which occurs during validity period after opening.

Keywords: Ascorbic acid, fruit juice, cashew apple, storage
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1. Introduction

Consumer demand for safer, functional and fresh-like products has been increasing
continuously, which contributes to the increasing consumption of fruit juice and fruit juice-
based drinks. These products are also appreciated due to their sensory properties and wide

flavor and taste varieties (Kabasakalis et al., 2000; Campos et al., 2002).

Cashew culture has a large socioeconomic importance to Brazilian Northeast because
of commercial products of nut and pseudo fruit (EMBRAPA, 1992; Maia et al., 2001;
Falvela, 2004). The fruit of the cashew tree is in fact the nut whereas the peduncle (pseudo
fruit) is also called cashew apple. The most important cashew apple products are the
commercial juices, which are widely accepted in the Brazilian market (Valim et al., 2003).

Cashew apple composition is very complex. If the presence of vitamins, tannins,
minerals, organic acids and carbohydrates makes it an important food, on the other hand, it
makes the fruit highly perishable, requiring especial care with storage, transportation,
cleaning and processing (FDA, 1988; European Parliament and Council, 1995). Ascorbic acid
and phenolic compounds are highly present in cashew juice and their oxidation results in the

development of off-flavor and browning.

The vitamin C content in cashew apple is approximately five times higher than in
orange and it can be considered a good source of this nutrient (Inyang and Abah, 1997;
Cavalcanti, 1998; Akinwale, 2000). This nutrient is important to the absorption of iron, amino
acid metabolism, hormones and cell oxidoreduction processes (Marin et al., 2002). Processing
and storage conditions applied for juice preservation have to be evaluated because they can

significantly affect its vitamin C contents (Reddy and Love, 1999; Kabasakalis et al., 2000).

Nutritional information is necessary to guide consumers who must know how to
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balance diets toward beverage intakes, in order to get the maximum benefit from their vitamin
C content (Kabasakalis et al., 2000; Soares et al., 2004). There are many studies to determine
the ascorbic acid (AA) content in fruit juices but only a few aiming to determine the amount
of AA lost from different fruit juices under different storage conditions (Kabasakalis et al.,
2000; Lavinas et al., 2003).

The purpose of this study was to evaluate ascorbic acid (AA), total soluble solids
(TSS), total titratable acidity (TTA), and pH stability in commercial cashew juice samples,

during storage under refrigeration (4°C).

2. Materials and methods

2.1. Reagents

The reagents were L-ascorbic acid, 2.6 dichlorophenolindophenol 0.025% aqueous

solution, oxalic acid 1% and sodium hydroxide 0,1N. All reagents were of analytical grade.

2.2. Samples

Eleven samples of commercial cashew apple juices were bought in Rio de Janeiro,
Brazil, in the validity period. The products consisted of 3 brands of ready-to-drink juice (RDJ)
and 8 brands of concentrated juice (CJ) that were numbered from 1 to 11. For all the products,
3 lots were analyzed. All samples were kept at 4°C during 48 hours, which corresponds to the

validity period after opening, according to producers’ recommendations.
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2.3. Chemical analyses

The AA content was determined, in triplicate, by titrimetric method with 2.6
dichlorophenol-indophenol at 0, 2, 4, 6, 24, 30 and 48 hours of storage of opened bottles. The
content of total soluble solids (TSS), expressed in °Brix, was obtained by refractometer
Eppendorf 2763, pH by pH-meter Micronal and total titratable acidity (TTA) by titration with
sodium hydroxide 0.1N and expressed as g of citric acid/100mL. All the analyses were
performed according to AOAC (1984). The TSS and TTA contents and pH were determined

at 0 and 48 hours after storage.

2.4. Statistical analyses

Data were subjected to analyses of variance, regression and Tuckey’s test.

Significancy was accepted at p < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. Method validation

A standard solution was analyzed to evaluate the accuracy and precision of the
titration method for ascorbic acid determination. The results, shown in Figure 1, indicated
good correlation between measured and actual ascorbic acid concentration, and provide strong
evidence that the titration method is accurate and reliable for the routine determination of

ascorbic acid.
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4.2. Juices analyses

AA average initial content, reduction rate per hour and percent loss of the brands are
shown in Table 1. AA contents of the juices were statistically different, except for samples 9
and 10. The initial content of AA ranged from 37.3 to 46.3 mg/100mL, with an average of
42.2 mg/100mL in RDJ group and from 75.7 to 152.2 mg/100mL, with an average of 122.9
mg/100mL in CJ group.

Assuncao and Mercadante (2003), determining the AA initial content of commercial
cashew apple juices, obtained an average content of 33.2 and 121.4 mg/100mL, in RDJ and
CJ, respectively. Valente-Mesquita et al. (2002), evaluating seven brands of commercial
ready-to-drink orange juices, reported AA content ranging from 28.1 to 53.2 mg/100mL. The
results in the present study are in contradiction to the described by several authors who
reported a value of AA in cashew apple higher than in orange (Inyang and Abah, 1997;
Cavalcanti, 1998; Akinwale, 2000). Previous studies carried out by this same research group
obtained AA initial content of 181.2 mg/100mL to fresh cashew apple juice (data not shown).
The AA means values of RDJ and CJ were 76.7 and 37.2% lower, respectively, than that
found for fresh juice. It is important to consider that the available amount of AA in
industrialized food can be significantly affected in consequence of heat treatment. It should be
also considered as a probable AA addition to the product.

Figure 2 shows AA content variation of commercial cashew apple juices as a function
of storage time under refrigeration (4°C). Symbols represent experimental data, and lines the
linear models.

In this work, some CJ had higher reduction rate than in RDJ. The highest percent
losses were 8.9 and 6.4% to CJ and RDJ, respectively. Although there are no data on cashew

apple juice stability, some authors had reported the stability of vitamin C in industrialized and
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fresh juices of other fruits. Kabasakalis et al. (2000), studying long-life commercial fruit
juices, in different concentrations (orange 100%, grapefruit 100%, lemon 17%, cocktail A
100% and cocktail B 50%), found higher AA losses in diluted lemon juice than in more
concentrated juices. These authors related AA percent loss of 5.7 and 0.6% to commercial and
fresh orange juices, respectively, stored for 3 days under refrigeration, while Pereira et al.
(2003) did not find any variation in AA values of commercial orange juices under the same
storage conditions. Lavinas et al. (2003) reported an average percent loss of 26% to several
commercial lemon juices stored at 4°C for 2 days.

After AA analysis in CJ, the AA content in the product was calculated, diluted
according to producer recommendation (1 part juice: 9 parts water). This calculation was
based on previous studies carried out by this same research group, when the proportionality of
AA content in seven different dilutions of juice was tested and confirmed (data not shown).
Table 2 shows AA content in 100 mL of ready-to-drink and concentrated juice after dilution,
AA content described on label, and necessary volume to achieve Dietary Reference Intakes
(DRI, 2001).

Only five samples (1, 3, 4, 7 and 11) had AA content expressed on labels and there
was a great difference in some of them. The content mentioned on sample labels 1, 4 and 11
were, respectively, 25.3, 1078.8 and 471.4% higher than that obtained in these analyses. AA
content described on labels of brands 3 and 7 were, respectively, 19.0 and 30.1% lower than
the one found in this study.

Higher contents of AA were observed in the RDJ group and on account of that,
considering the juice as the single source of this vitamin, the necessary volume in order to
supply the nutritional requirements is lower than that in CJ after dilution.

A portion of 200 mL of RDJ and diluted CJ contributes, on average, with 93.8 and

25.6%, respectively, of DRI for men (Table 2). The same volume of RDJ and CJ provides,
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respectively, on average, 112.6 and 30.7% of DRI for women. Thus, the necessary volume to
achieve DRI ranged from 194 to 1.188 mL for men and from 162 to 990 mL for women.

The results found in this study were compared to some chemical composition tables
(IBGE, 1981; Franco, 1999; Pinheiro et al., 2000). Only one of them (Franco, 1999) had
mentioned AA content in commercial bottled cashew apple juice (48.5 mg/100mL) but it did
not specify what kind of juice (RDJ or CJ) it was, neither its dilution. In the others, the data
found were only about commercial fruit juices and commercial fruit beverages, without
mentioning which fruit (IBGE, 1981) it was, or commercial cashew apple beverages without
mentioning dilution conditions (Pinheiro et al., 2000), which makes it impossible to establish
any comparison.

Table 3 shows the physicochemical properties of the analyzed cashew apple juices.
Attributes of juice quality as ascorbic acid content, total soluble solids, and total titratable
acidity are determinants to market requirement.

Acidity is an important parameter to verify food conservation. In general,
decomposition process, by hydrolysis, oxidation or fermentation, modifies hydrogen ion
concentration, and consequently food acidity (IAL, 1985). RDJ initial acidity ranged from 0.2
to 0.4 g/100mL, with an average of 0.3 g/100mL, while to CJ it ranged from 0.4 to 1
g/100mL, with an average of 0.7 g/100mL. According to Asenjo (1959), juice acidity ranges
proportionality to AA content. In the present study, samples 3 and 5 showed the highest AA
values in RDJ and CJ groups, respectively (Table 2); also showing the highest TTA values
(Table 3). Oliveira et al. (1999), studying cashew apple, acerola and caja frozen pulps,
reported the same relationship between AA contents and acidity.

The pH values and TSS content of the samples remained constant during the period of
analysis. Sample 4 presented the highest pH value and percent loss of AA. These results are in

accordance with Belitz and Grosch (1997), who reported the susceptibility of the AA to
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alkaline medium. The data of TSS of CJ were lower than RDJ, probably due to the sugar
addition to the latter group.

The results obtained were compared to Brazilian legislation (BRASIL, 2003), which
establishes quality and identity patterns to tropical juices. All physicochemical parameters

analyzed were in accordance to legislation.

5. Conclusions

There was a large variation in AA content among the samples analyzed, while AA
stability varied only in some of them. Concentrated juices, diluted according to producer
recommendation, showed lower contents than ready-to-drink juices. Nevertheless, the juice
most consumed by population is the concentrated one, due to its variety and low prices
associated with higher yield.

The results showed that TTA, TSS and pH remained stable in both commercial cashew
apple ready-to-drink and concentrated juices, stored for 48 hours under refrigeration.

The results of this study point to the importance of considering AA losses in

commercial cashew apple juices which occurs during validity period after opening.
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Fig. 1. Correlation of actual ascorbic acid vs. measured concentration, determined by the

titration method.
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Table 1. AA initial content, reduction rate and percent loss of commercial cashew apple juice,

ready-to-drink and concentrated.

AA average initial AA reduction rate AA percent
content (mg/100mL/h)’

loss™*
(mg/100mL)"?
Ready-to-drink juices
1 43.1 +0.68* 0.04 6.4
2 37.3 +0.68° 0 0
3 46.3 +0.68° 0.04 2.1
Concentrated juices
4 97.7 +0.0* 0.14 8.8
5 152.2 +0.68"% 0.14 4.4
6 147.1 +0.0° 0.02 0.5
7 142.7 + 0.68° 0 0
8 75.7 +0.68" 0 0
9 113.7 £ 0.68" 0 0
10 114.1 £0.68" 0.01 0.7
11 139.1 £ 0.68° 0.01 1.4

'Means with same letters are not significantly different at 5% probability level.
2 The values are expressed as an average + standard deviation (n=9).
*In juice stored under refrigeration during 48 hours.

*Calculated by the difference between final and initial content.
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apple juices stored under refrigeration during 48 hours.
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Table 2. Initial content of ascorbic acid (AA) analyzed and described on label, and necessary

volume of commercial cashew apple juices to achieve DRI.

AA content AA content
analyzed described on  Necessary volume to achieve
label DRI* (mL)
(mg/100mL) (mg/100mL)
Ready-to-drink juices Women Men
1 43.1 54 173.9 208.6
2 373 - 201.3 241.6
3 46.3 37.5 162.1 194.5
Concentrated juices
(after dilution)
4 9.8 115.5 767.7 921.2
5 15.2 - 492.8 591.3
6 15.7 - 477.4 572.9
7 14.3 10.0 525.6 630.7
8 7.56 - 990.8 1188.9
9 11.4 - 659.6 791.6
10 11.5 - 655.0 786.0
11 14.0 80.0 536.9 644.2

* DRI (2001) for women (75mg/day) and men (90mg/day).
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Table 3. Total soluble solids (TSS), total titratable acidity (TTA), and pH values of

industrialized cashew apple juices as a function of storage time under refrigeration.

Commercial Ty (Initial time) T4sn (Final time)

cashew apple

juices TSS (°Brix) TTA*  pH TSS (°Brix) TTA*  pH
1 125 024002 3.7 125 02+001 3.6
2 12.5 02+00 3.7 125 02£0.02 3.7
3 11.5 04+00 3.1 11.0 04+00 32
4 9.0 04+0.02 4.1 9.0 044001 4.0
5 9.0 1.0£0.05 3.7 9.0 09+001 3.7
6 100 0.6+003 3.8 10.0 0.6+0.0 3.8
7 1.0 1.0+£0.02 3.4 11.5 1.0£00 3.4
8 105 0.7+£0.02 32 105 074002 3.2
9 105 084003 3.6 105  0.8+0.02 3.8
10 10.5 0800 3.5 10.0 0.8+0.0 3.5
1 105  0.6+002 3.8 10.0 0.6+0.0 3.8

" The values are expressed as an average + standard deviation (n=9).
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Abstract

High hydrostatic pressure is an alternative to thermal processing recently applied in the food
industry to inactivate spoilage and pathogenic microorganisms. Studies to determine the effect
of high pressure on microorganisms in cashew apple juice are still lacking. The inactivation of
Escherichia coli and natural flora by high pressure was determined in fresh cashew apple
juice. Post processing storage conditions were, also, evaluated. High pressure levels ranged
from 250 to 400 MPa at room temperature for different times. Reduction of total aerobic
mesophilic bacteria was 1.84 and 2.00 log CFU/ml after 3 and 7 min at 250 MPa,
respectively, while all bacteria cells were inactivated at 400 MPa. High pressure treatments
resulted in inactivation of yeasts and moulds in cashew apple juice to a level below the

detection limit. The entire population of E. coli (10° CFU/ml) was destroyed after a pressure
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treatment of 400 MPa for 3 min. E. coli inactivation followed a first-order reaction kinetics.
Decimal reduction time (D values) of E. coli ranged from 1.21 to 16.43 min and decreased
with an increase in pressure, while pressure resistance value (z value) was 123.46 MPa. No
natural flora growth was observed on post processed (400 MPa for 3 min) cashew apple juice
stored under refrigeration. E. coli repair was not observed during the storage period under
refrigeration. The results of this study showed that E. coli (ATCC 25922) and natural flora in
cashew apple juice were sensitive to HHP treatment.

Keywords: Escherichia coli, cashew apple juice, high hydrostatic pressure, inactivation
kinetics, storage.

1. Introduction

Cashew culture has a large socioeconomic importance to Brazilian northeast because
of commercial products of nut and pseudofruit or cashew apple (Maia et al., 2001; Falvela,
2004). However, the cashew apple is almost neglected in commercial terms, as compared to
the nut, and its industrialization represents not even 10% of the annual Brazilian production,
which is ten times the nut tonnage. For this reason, new products and processes have been
investigated in order to reduce this high wastage (Garruit et al., 2005).

Cashew apple composition is very complex. If the presence of vitamins, tannins,
minerals, organic acids and carbohydrates makes it an important food, on the other hand, it
makes the pseudofruit highly perishable, requiring special care with storage, transportation,
cleaning and processing (FDA, 1988).

Today’s consumers demand for freshly fruit juices, while retaining safety and high
quality, is increasing. Such products are, however, susceptible to spoilage and thus have

limited shelf life. To extend shelf life, commercially fruit juices are generally pasteurized and
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may contain preservatives (Jordan et al., 2001). Although conventional thermal treatment of
fruit juices has been widely and efficiently used, thermal process has a negative effect on the
sensory and nutritional characteristics of the juices. This occurs because the compounds
responsible for aroma and flavor are volatile, and some vitamins are thermo sensitive
(Calderon-Miranda et al., 1998; Polydera et al., 2003).

Alternative technologies to conventional thermal processes such as pasteurization and
sterilization are being widely investigated (Jordan et al., 2001). High hydrostatic pressure
(HHP) processing has been introduced as an alternative non-thermal technology that causes
inactivation of microorganisms and denaturation of several enzymes while minimally
affecting quality and sensory characteristics (Polydera et al., 2003).

HHP processing is the technology by which a food product is treated between 100 and
900 MPa. Pressure is transmitted uniformly and instantaneously throughout the food,
independent of its size or shape, which results in homogeneous treatment of the product
(Ramaswamy et al., 2003). In several countries, high pressurized food is produced and
commercialized, including fruit juices, guacamole and Mexican sauces (Butz & Taucher,
2002).

The effectiveness of several variables on HHP inducing death of microbial cells has
been reported. These include: magnitude of pressure, pressurization time and temperature,
microbial types, cell growth phase and suspending media (Styles et al., 1991; Benito et al.,
1998; Kalchayanand et al., 1998). The combined application of these variables to processing
or preservation of food often allows the development of foods with less product damage and
greater consumer appeal (Alpas et al., 2000).

The mechanism of inactivation of microorganisms by HHP is not clearly understood,
but it almost always includes perturbation of the cell membrane and loss of cell membrane

function (Smelt, 1998). HHP causes a number of morphological changes in microbial cells,
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such as compression of gas vacuoles, cell lengthening, separation of the cell membrane from
the cell wall, formation of pores in the cell wall (Cheftel, 1995) and the destruction of
ribosomes, which would lead to widespread impairment of cell functions (Earnshaw et al.,
1995). High pressure inactivation is thought to be the result of a combination of these factors
(Linton et al., 2001).

Smelt (1998) suggests that the pressure resistance of bacteria varies among foods.
Dogan & Erkmen (2003) also reported that the chemical composition of foods affected
significantly the response of bacteria to pressure. Certain food components like proteins,
carbohydrates, lipids, amino acids and vitamins exert a protective effect on microbial
inactivation (Patterson et al., 1995). Therefore, it is important to evaluate the process
conditions in every kind of food rather than to extrapolate by using data from other substrates.

Injured bacteria may be repaired during post processing storage which could affect the
microbiological quality of foods (Bozoglu et al., 2004). Hence, it is imperative that studies
must be conducted immediately after processing, as well as during storage of processed food.
This is important in order to establish optimum processing conditions by applying HHP so
that the microbiological safety of the foods and the extension of their shelf life are ensured
(Linton et al., 2000).

E. coli belongs to the family Enterobacteriaceae and is gram-negative, rod-shaped,
facultative anaerobe, and part of the flora of both the intestine of humans and of warm-
blooded animals. Because of its typical habitat, E. coli is considered a good index of direct or
indirect contamination of fecal origin. Physiologically, E. coli is versatile and well adapted to
its characteristic habitats. Most E. coli strains are harmless commensals; however, some
strains are pathogenic and cause diarrheal disease (Doyle et al., 1997). The efficient
inactivation of E. coli will be a primary and nonnegotiable requirement for HHP processes for

the production of high-quality and safe juice fruits (Garcia-Graells et al., 1998).
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HHP is considered a technology with the most promising perspective of industrial
utilization (Farkas & Hoover, 2000). However, the exploration of HHP processing on fruits,
especially tropical fruits, has not received much attention (Boynton et al., 2002).

HP destruction of E. coli has been studied by different researches in different types of
foods and conditions, but detailed studies in order to determine the effect of HHP on this
microorganism in cashew apple juice are still lacking.

The objective of this study was to evaluate the effect of high hydrostatic pressure
treatments on the inactivation of E. coli (ATCC 25922) and natural flora in cashew apple
juice, and also, to follow the microbiological quality of pressurized cashew apple juice stored

under refrigeration.

2. Material and methods

2.1. Preparation of cashew apple juice

Samples of cashew apple were purchased from local market and carried out to the
Laboratory of Analysis and Food Processing/ Universidade Federal do Rio de Janeiro, in the
state of Rio de Janeiro, Brazil, where the nuts were removed, and the pseudofruits were
washed and disinfected in 100 mg/1 solution of sodium hypochlorite during 15 min. The juice
was extracted in an appropriate juice extractor (Tomasi, Brazil) that was previously washed
and disinfected. The pH of the samples was measured using a pH meter (Micronal, Brazil)

before each experiment and ranged from 4.08 to 4.36.
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2.2. Preparation of inoculum

E. coli (25922) obtained from American Type Culture Collection (ATCC) was
cultivated in nutrient agar (Merck Co., USA) and incubated overnight at 37°C to allow
multiplication of cells. A stock culture of E. coli with 10® colony-forming units (CFU)/ml in

sterile peptone water was prepared (0.1% w/v).

2.3. High pressure treatment

HHP treatments were conducted using a laboratory pilot scale HHP equipment, in the
Institute of Nutrition/Federal University of Rio de Janeiro, with a maximum operating
pressure of 700 MPa. It consists of an operation of high pressure unit with a piston-type
intensifier, a cylindrical high pressure vessel of 150 ml and an external hydraulic pump. The
pressure transmission fluid used was a mixture of distilled water and ethylene glycol. The
time needed to achieve the treatment pressure was dependent on the pressure level, ranging
from 1 to 2 min. The pressure level increased from 250 to 400 MPa and the depressurization
time was less than 1 sec. Pressurization time reported in this study did not include the

pressure increase and release times.

2.4. Pressure treatments of cashew apple juice

For the pressure experiments, aliquots (50 ml) of juice were placed into sterile 5 layer

nylon/poly bags which were sealed after eliminating the air inside and placed into the

hydrostatic pressure vessel.
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2.4.1._E_va|uation of the effect of high hydrostatic pressure on natural flora of cashew apple
juice
Samples of juice were exposed to 250, 350 and 400 MPa at room temperature for
different times (3 and 7 min). Immediately after processing, the bags were removed, cooled in
an ice bath and used for the enumeration of the following cells: total aerobic mesophilic
bacteria, yeasts and moulds and lactic acid bacteria. One aliquot of untreated juice was used

for enumeration of microorganisms as a control.

2.4.2. Evaluation of the effect of high hydrostatic pressure on E. coli (ATCC 25922) in
cashew apple juice

One ml of suspension, prepared as described in item 2.2., was transferred to 100 ml of
cashew apple juice. The final number of E. coli in preparation of test samples was
approximately 10° CFU/ml.

Aliquots (50 ml) of inoculated juice were exposed to 250, 300, 350 and 400 MPa at
room temperature for different times (0.5 to 7.5 min). Immediately after processing, the bags
were removed, cooled in an ice bath and used for enumeration of cells. One aliquot of

inoculated untreated juice was used for enumeration of E. coli as a control.

2.4.3. Storage study

In order to evaluate the effect of the storage conditions on HP post processed juice in
natural microflora; samples were processed and stored under refrigeration (4°C). Samples
were evaluated at time zero (immediately after processing) and at different time intervals for

eight weeks. The applied HHP level and time were based on previous experiments.
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Aliquots of untreated juice were also placed into sterile polyethylene bags and stored
to be used as a control.

For evaluating the effect of the storage conditions on HP post processed juice in E.
coli inoculated juice, aliquots of inoculated juice were prepared (item 2.2) and received the

same treatment described previously for the natural flora.

2.5. Microbial counts

For enumeration of viable cells of the natural flora, pressurized and untreated (control)
juice samples were aseptically opened and serially diluted in 0.1% sterile peptone water. Total
colony counts of aerobic mesophilic bacteria were determined by surface plated in duplicate
plates on the standard plate count agar (SPC) (Merck Co., USA). Plates were incubated at
30°C for 48 h. Yeast and mould counts were conducted by surface plated in duplicate plates
on the potato dextrose agar (PDA) (Merck Co., USA) which were adjusted to pH 3.5 with
10% tartaric acid. Plates were incubated at 23°C for 3 days. Man, Rogosa, Sharpe agar (MRS)
(Merck Co., USA) was used to determine the number of lactic acid bacteria. Plates were
inoculated in duplicate and incubated microaerophilically for 7 days. Results were reported as
log CFU/ml of cashew apple juice for each treatment.

To determine the number of E. coli treated and control samples were aseptically
opened and serially diluted in 0.1% sterile peptone water. From the selected dilutions, 0.1
portions were surface plated in duplicate plates on the non-selective agar medium
Bromothymol-Blue Lactose Cystine Agar (CLED) (Merck Co., USA), and also on the
selective agar medium Eosin Methylene-blue Lactose Sucrose Agar (EMB) (Merck Co.,
USA). The plates were incubated for 24 to 48 h at 37°C. Bacterial inactivation was expressed

as log (N/No), the colony counts in the non-pressurized sample and after pressure treatment,
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No and N, respectively. The difference between the viable counts (log CFU in CLED) and

non-injured cells (corresponding log CFU in EMB) was used to estimate injured cells.

2.6. Statistical analysis

The kinetic parameters (K, D and z) were calculated using a linear regression approach
on the linearized (logarithmic) data. Linear regression procedures were performed in the

statistical software Microsoft Excel.

3. Results and discussion

3.1. Effect of HHP processing on natural flora

The effect of HHP processing on cashew apple juice natural flora was investigated
(Table 1). No lactic acid bacteria growth was observed in untreated and pressurized juice. At
250 MPa for 3 and 7 min, the reduction in population of total aerobic mesophilic bacteria was
about 1.84 and 2.00 log CFU/ml, respectively. An increase in pressure level to 350 MPa
resulted in a reduction of 4.06 and 5.90 log CFU/ml in 3 and 7 min, respectively. At 400 MPa
an inactivation of total bacteria count to a level below the detection limit was observed. Sohn
& Lee (1998) reported that in kimchi (pH= 4.0) the total number of viable cells was reduced
by around 4.00 log CFU/ml after treatment at 400 MPa for 10 min. Arroyo et al. (1997) found
that the initial population of viable mesophiles in lettuce and tomato decreased by 1 log
CFU/mL at pressure of 350 MPa for 10 min. However, Krebbers et al. (2003) showed that a

higher pressure treatment (700 MPa/2 min) was needed to reduce natural flora in tomato
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puree to a level below the detection limit. Studies are still lacking regarding the effect of HHP
on natural microflora in fruit juices.

HHP treatments resulted in inactivation of yeasts and moulds in cashew apple juice to
a level below the detection limit. The results indicate that these microorganisms were more
sensitive to high pressure than total aerobic mesophilic bacteria. Hoover (1993) stated that
yeasts generally exhibit lower resistance to high pressure than bacteria. Yeasts are generally
not associated with food-borne disease but are important in spoilage, especially in acidic
foods (with pH lower than 4.5). They are relatively sensitive to pressure and this is one reason
why pressure treatment of fruit products to extend shelf life is particularly successful
(Patterson, 2005). According to Fernandes (2005), yeasts viability during hydrostatic pressure
treatment decreases with increasing pressure, and this effect is more pronounced when cells
are submitted to pressure above 100 MPa, while at 200 MPa all wild-type cells are killed.
There is little information on the pressure sensitivity of moulds, but it has been shown that

vegetative forms are also sensitive to pressure (Voldrich et al., 2004).

3.2. Effect of HHP on injury and viability of E. coli (ATCC 25922)

Table 2 shows the enumerated mean values of total survivors, including injured cells
(CLED count) and survivors without injured cells (EMB count) under different test conditions
from which the number of injured cells were computed as the difference between them.

CLED is a nonselective media and has enrichment nutrients to support the recovery
and growth of injured cells. Hence, the surviving population enumerated on CLED medium
was treated to include both injured and healthy cells (total survivors). On the other hand,
EMB medium is a more selective medium and it is not expected to support the growth of

injured cells; hence, this count would only represent the survivors of healthy cells.



125

The results indicate that a proportion of cells may be injured and not totally killed by
the application of pressure. The damage caused by HHP may be repairable and the cells can
potentially grow after repairing the site of injury during the storage period (Bozoglu et al.,
2004). The injury data are applicable to the food industry as it considers the use of hydrostatic
pressure as an industrial method of food processing (Alpas et al., 2000).

Compared with the total count on the CLED medium, the colonies on the EMB
medium were lower, due to the fact that only healthy cells can grow on the EMB medium. It
is also interesting to see that the EMB medium counts (healthy cells) decrease more rapidly
than CLED medium counts. This is important when designing a pressure treatment process.
Ramaswamy et al. (2003) reported that if a selective medium was to be used for enumeration,
the survivors might be underestimated because the growth of injured cells is not likely to be
supported, and if the injured cells are present in the system, they may subsequently recover

and cause problems. Hence, the preferred medium appears to be CLED medium.

3.3. Effect of HHP destruction on E. coli (ATCC 25922)

Figure 1 shows destruction curves of the E. coli after pressure treatment at various
levels as a function of time. This figure also demonstrates that the destruction of E. coli
follows a first-order kinetic model with good R? value (>0.9).

Pressure inactivation of E. coli during the treatment time, assumed to follow the first-
order rate kinetics, was expressed as: Log (N/No) = - k t, where N = number of surviving
microorganisms after a pressure treatment time t (min), No = initial number of microorganisms

and k = inactivation rate constant (min -!).
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The time parameters, decimal reduction time (D value), and first-order rate constant
(k) were calculated based on the log reduction of the microbial population at a constant
pressure.

Pressure destruction of microorganisms by first order rate has been reported in some
studies for various vegetative bacteria: Listeria monocytogenes Scott A inoculated in raw milk
(Mussa et al., 1999); Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis in buffer (Mallidis et
al., 2003); E. coli in broth and foods (Erkmen & Dogan, 2004); E. coli inoculated in carrot
juice (Opstal et al., 2005). According to Buzrul & Alpas (2004), E. coli secemed to obey a
first-order kinetics in the range of 300-700 MPa.

The patterns of HHP inactivation kinetics observed with different microorganisms are
quite variable (Palou et al., 1997) and they are influenced by pressure, temperature and
composition of the medium (Zook et al., 1999).

At 250 MPa, the reduction of the population of E. coli in cashew apple juice was about
0.12 log CFU/ml after 1.5 min of pressurization, while it was 0.29, 0.63, 0.71 and 1.05 log
CFU/ml after 3.0, 4.5, 6.0 and 7.5 min, respectively. The reduction of E. coli ranged from
1.31 to 6.23 log CFU/ml after HHP treatment of 350 MPa for 1.5 to 7.5 min. No survivor
cells were detected for E. coli when pressurized at 400 MPa for 3.0 min (Figure 1). The
results showed that E. coli was inactivated more rapidly with an increasing pressure. These
findings are in agreement with the results reported by Dogan & Erkemen (2003) for E. coli in
raw milk, peach juice and orange juice, and by Styles et al. (1991) for Listeria
monocytogenes. The pressure-time relationship makes it clear that a given destruction can be
achieved by high pressure short time or low pressure higher time treatment.

The calculation of D value from the inactivation curve can be used to compare the

resistance of microorganisms in the comparison of the effectiveness of pressure treatments. D
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value is the time in minutes required to reduce the microbial population present in the sample
by 90% at a described pressure, and can be calculated as:

D =2.303/k )

D values in cashew apple juice were about 16.43, 2.42 and 1.21 min for E. coli at 250,
350 and 400 MPa, respectively (Table 3). The results indicated that higher the pressure the
smaller the D value. Erkmen & Dogan (2004) reported first-order kinetics for HHP
inactivation of E. coli, with D value of 3.85, 3.38 and 1.57 min at 400 MPa in milk, peach and
orange juices, respectively. Furukama et al. (2002) reported that the D value of E. coli was
about 143 min at 100 MPa in tryptic soy broth. Ramaswamy et al. (2003) showed that
calculated D values of the same microorganisms in apple juice were 9.22, 0.80 and 0.13 min
at 250, 350 and 400 MPa, respectively. O’Reilly et al. (2000) observed the effect of pressure
on E. coli in cheddar cheese and showed that the D values were 22 and 19 min at 300 and 350
MPa, respectively.

The death velocity constant or inactivation rates (K) of E. coli in cashew apple juice
were calculated from the reciprocal of the slope of the survival curves following a traditional
kinetic analysis. The k values ranged from 0.14 to 1.91 min™'(Table 3). These values increased
as the pressure increased, while the D values showed a decreasing trend. Mussa et al. (1999)
reported similar results for Listeria monocytogenes Scott A in raw milk.

A ‘pressure z value’ or pressure resistance value (z) can be defined as the pressure
required for a tenfold (1 log) decrease in the D value, and was determined from the regression
of logarithm of D versus pressure as the negative reciprocal of the slope (Figure 2), or
mathematically:

Zp = [P2—P1] / [log Dp;1 — log Dp;] (ID)

where P, and P, (MPa) are pressures corresponding to D; and D, (min).
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The pressure death time curve was used to evaluate the pressure sensitivity of the D
value for E. coli destruction. It is clear that E. coli in cashew apple juice is sensitive to
pressure treatment as shown by the slope D value vs. pressures curve. The z value was 123.46
MPa for E. coli in cashew apple juice. This value is similar to 126 Mpa, reported by
Ramaswamy et al. (2003) in apple juice (126 MPa) and differs from those reported by
Erkmen & Dogan (2004) in peach juice and orange juice, which were 450.1 and 558.4 MPa,
respectively.

Our results demonstrated that HHP was effective on E. coli and natural flora in the
cashew apple juice. Dogan & Erkmen (2004) observed that HHP was more effective on
bacteria in fruit juices than in milk, since synergism is an additional inhibitory factor between
the low pH and HHP on bacteria in juice.

The results of this study indicated that HHP can be an effective method for the control
of microorganisms in cashew apple juice, which is of great relevance for food industry.

The microbiological inactivation, the economic feasibility of pressure processing
requires that treatment conditions be optimized to achieve the lowest pressure/shortest time
combinations needed to eliminate microorganisms of concern from the food that will be

treated (Alpas & Bozoglu, 2003).

3.4. Storage study

According to Jordan et al. (2001), pressures should be no greater than about 350 MPa
to reduce capital equipment cost. Nevertheless, successful commercial applications have used
higher pressures than this. In this study HHP treatment of 400 MPa for 3 min at room
temperature was used. This treatment was selected based on results of the experiments which

evaluated the effect of HHP destruction on E. coli and natural flora in cashew apple juice.
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In the untreated juice the natural flora count was 4.32 log CFU/ml and 3.1 log CFU/ml
to total aerobic mesophiles, and yeasts and moulds, respectively. The pressure processing
(400 MPa for 3 min) resulted in inactivation of natural flora to a level below the detection
limit (Table 4).

During storage for 8 weeks under refrigeration no outgrowth of the total aerobic
mesophiles and yeasts and moulds occurred in the pressurized cashew apple juice. The treated
juice appeared stable during storage at 4°C for at least 8 weeks. However, the untreated
control sample at 5 week storage had a 2.64 and 3.03 log CFU/ml increase as regards total
mesophiles and yeast and mould counts, respectively. The microbial count was not possible to
be continued until the completion of the 8 week period, due to the great growth of the
microorganisms (Table 4).

After pressure treatment at 400 MPa for 3 min, initial colony formation of E. coli was
1.40 Log CFU/ml in selective and in non-selective agar. After 2 days of storage, cell repair
was not observed in selective or non-selective agar indicating deactivation of all cells (Table

5).

4 - Conclusions

The results of this study indicated that high pressure treatment has the potential to
inactivate E. coli (ATCC 25922) and natural spoilage flora in cashew apple juice. Yeasts and
moulds were more sensitive to HHP than bacteria.

The inactivation of E. coli (ATCC 25922) under high pressure treatment favors first-

order kinetics. The level of reduction was directly related to the level of the applied pressure.
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With the increase of pressure and treatment time, an increase of the number of injured
and dead cells was observed until all of them died.

No natural flora growth was observed during storage under refrigeration of high
pressure treated cashew apple juice until the end of the storage study. Besides, E. coli colony
formation increased until 2 days of storage under refrigeration, and no cellular growth was
observed after this period.

More work should be done to determine the possibility of survival and growth of other
microorganisms in cashew apple juice, as well as to study the shelf life of processed products

in relation to their physicochemical and sensorial characteristics.
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Table 1. High pressure processing conditions and their effect on the destruction of the natural
flora in cashew apple juice at room temperature.

Nonpressurized Pressurized  Viability

(Control) loss
Pressure  Treatment (Log (Log (Log
Microorganisms (MPa) time CFU/ml) CFU/mlI) CFU/ml)
(min)
Total aerobic
mesophilic
bacteria count 250 3 5.85 4.01 1.84
250 7 4.76 2.76 2.00
350 3 5.76 1.70 4.06
350 7 5.90 ND 5.90
400 3 5.77 ND 5.77
400 7 4.62 ND 4.62
Yeasts and
moulds 250 3 4.68 ND 4.68
250 7 4.53 ND 4.53
350 3 4.98 ND 4.98
350 7 4.84 ND 4.84
400 3 4.86 ND 4.86
400 7 4.06 ND 4.06

ND= Not detectable

Lavinas et al., 2006
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Table 2. Pressure processing conditions and their effect on the destruction of Escherichia coli
(ATCC 25922) in cashew apple juice at room temperature.

Control Total Control Healthy Injured
CLED survivors EMB cells cells
count CLED count EMB
count count
Pressure  Treatment Log Log Log Log Log
(MPa) time CFU/mlI CFU/ml CFU/mlI CFU/mlI CFU/ml

(min) (A) (B) (A-B)

250 1.5 6.39 6.27 6.39 5.83 0.44
250 3.0 6.57 6.28 6.61 6.01 0.27
250 4.5 6.98 6.35 6.61 6.21 0.14
250 6.0 6.11 5.40 6.20 5.38 0.02
250 7.5 6.79 5.74 6.75 4.19 1.55
300 1.5 6.28 6.10 6.12 5.71 0.39
300 3.0 6.41 593 6.36 5.69 0.24
300 4.5 6.50 5.91 6.11 5.60 0.31
300 6.0 6.43 5.44 6.22 4.03 1.41
300 7.5 6.23 4.61 6.00 3.45 1.16
350 1.5 6.01 4.70 6.01 4.18 0.52
350 3.0 6.31 3.90 6.24 3.48 0.42
350 4.5 6.39 2.86 6.46 1.18 1.68
350 6.0 6.02 ND 6.24 ND ND
350 7.5 6.23 ND 6.45 ND ND
400 0.5 6.31 4.12 6.40 3.60 0.52
400 1.0 6.42 3.47 6.34 3.11 0.36
400 1.5 6.45 2.95 6.28 ND 2.95
400 2.0 6.20 2.00 6.27 1.70 0.30
400 3.0 6.36 ND 6.46 ND ND

ND= Not detectable

Lavinas et al., 2006
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Figure 1. Effect of pressure treatment on the survival of Escherichia coli (ATCC 25922) in

cashew apple juice (CLED medium)
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Figure 2. Pressure death time curve for Escherichia coli (ATCC 25922) in cashew apple
juice.
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Table 3. Effect of high hydrostatic pressure on the inactivation rates (k) and decimal
reduction times (D) of Escherichia coli (ATCC 25922) in cashew apple juice.

Pressure K D
(MPa) (min™) (min)
250 0.14 16.43
300 0.20 11.52
350 0.95 2.42
400 1.91 1.21

Lavinas et al., 2006
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Table 4. Microflora count of pressure treated and untreated cashew apple juice stored at 4°C

for 8 weeks.
Control 400 MPa/ 3
Microorganisms Storage Count min
time
(log CFU/ml)  (log CFU/ ml)
Total aerobic mesophilic
bacteria count 0 4.32 ND
2 days 4.44 ND
1 week 4.09 ND
2 weeks 5.09 ND
3 weeks 6.33 ND
4 weeks 6.70 ND
5 weeks 6.96 ND
6 weeks - ND
7 weeks - ND
8 weeks - ND
Yeasts and moulds
0 3.31 ND
2 days 4.02 ND
1 week 3.98 ND
2 weeks 4.97 ND
3 weeks 6.03 ND
4 weeks 6.31 ND
5 weeks 6.34 ND
6 weeks - ND
7 weeks - ND
8 weeks - ND

ND= Not detectable

Lavinas et al., 2006
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Table 5. Pressure inactivation of Escherichia coli (ATCC 25922) in cashew apple juice stored

at 4°C for 8 weeks.
Storage Untreated juice 400 MPa for 3 400 MPa for 3
time min min
EMB count CLED
EMB count CLED count (log CFU/mI) count
(Iog CFU/mI) (Iog CFU/mI) (Iog CFU/mI)
0 6.12 6.22 1.40 1.40
2 days 2.51 2.20
1 week ND ND
2 weeks ND ND
3 weeks ND ND
4 weeks ND ND
5 weeks ND ND
6 weeks ND ND
7 weeks ND ND
8 weeks ND ND

ND= Not detectable

Lavinas et al., 2006
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