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Il Resumo

O uso da alta pressdo no processamento do leite bovino mostra-se
promissor. Esta revisdo aborda os aspectos de processamento da alta pressao
assim como de seus efeitos sobre os constituintes do leite. Adicionalmente, relata
a influéncia desta tecnologia sobre a qualidade microbiolégica, fisico-quimica e
nutricional do leite bovino.

Palavras-chave: Alta pressdo; Qualidade; Leite.

B Summary

The use of high pressure in bovine milk processing has been shown to be
promising. This review covers the aspects involved in high pressure processing
as well as its effects on the components of bovine milk. In addition, it reports on
the influence of this technology on the microbiological, physical-chemical and
nutritional aspects of bovine milk.

Key words: High pressure processing; Quality; Milk.
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Il 1 Introducao

Processos que utilizam o calor como forma de
preservacao, tais como, esterilizacdo, pasteurizacao,
desidratacdo e defumacéo, diminuem o crescimento ou
inativam os microrganismos patogénicos e deteriorantes
de alimentos. Entretanto, podem produzir altera¢ées inde-
sejaveis que afetam o sabor, 0 aroma, a textura e a cor
dos alimentos processados, além de destruir nutrientes,
especialmente as vitaminas (RAMOS et al., 2003).

Dentre as inovacdes tecnoldgicas para preser-
vagdo de alimentos, encontra-se o tratamento por alta
pressdo (AP), também conhecido por alta pressao
hidrostatica (APH) ou alta presséo isostéatica (API). Neste
processo, 0s alimentos liquidos ou sélidos, com ou sem
embalagem, sdo submetidos a pressées entre 100 e
1000 MPa (1000-10000 Atm), sendo que a temperatura
do processo durante o tratamento de pressédo pode ser
controlada, podendo atingir temperaturas abaixo de 0 °C
ou acima de 100 °C. O tempo de exposi¢do ao tratamento
para produtos comerciais pode variar de pulsos de mili-
segundos a até mais que 20 min (FDA, 2000).

A idéia de utilizar alta pressao no processamento
de alimentos n&o é nova. A primeira menc¢é&o de alta
presséo utilizada como um método de preservacédo de
alimento foi feita por Hite (1899), na qual o leite conser-
vOu-se por um longo periodo apos tratamento a 689 MPa
por 1 h em temperatura ambiente, obtendo cerca de
6 reducdes decimais na contagem bacteriana total. Em
1990, no Japao, foi lancado o primeiro alimento tratado
por alta pressao (geléia de frutas). Recentemente, varios
produtos estdo sendo lancados, incluindo ostras nos EUA,
suco de laranja na Franca, guacamole no México e leite
pasteurizado no mercado inglés (MERTENS e DEPLACE,
1993; CAMPOQOS et al., 2003).

Leite pasteurizado € um dos alimentos mais
consumidos no mundo, devido ao alto valor nutricional e
caracteristicas sensoriais agradaveis. Porém sua baixa
vida de prateleira é um obstaculo para a sua comerciali-
zagcdo em grandes regides. A pasteurizacéo do leite para
destruicdo de microrganismos patogénicos e reducéo da
microbiota natural do leite, é tradicionalmente aplicada
com uso do calor (72-75 °C/ 15-20 s). Uma das tecnologias
atualmente estudadas como alternativa para o tratamento
pelo aguecimento € a alta pressédo, uma alternativa que
pode trazer melhores beneficios microbiolégicos e ainda
melhores caracteristicas nutricionais e sensoriais do que
a pasteurizacéo tradicional (HERNANDEZ, 2005).

Il 2 Principios do processo por alta pressao

O processo de alta pressao é livre de aditivos e
pode trabalhar tanto com temperaturas elevadas como
com reduzidas. Esta técnica é baseada em 2 principios
basicos da fisica: o primeiro, teoria de Le Chatelier, se
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traduz pela diminuicdo do volume, quando se eleva a
pressédo do meio ou vice-versa. Exemplo disso é a 4gua,
que diminui seu volume em 15% quando submetida
a uma pressdo igual a 600 MPa em uma temperatura
constante. No segundo principio, presséo isostatica ou
teoria de Pascal, a pressao é transmitida instantanea e
uniformemente, independentemente do tamanho e forma
do produto, diferente da transferéncia de calor em que
o volume do produto interfere no tempo de agquecimento
(HAYASHI et al., 1989; TAUSCHER, 1995). Qutro fato
importante da API € a variacdo de temperatura que ocorre
durante o periodo de compressdo (aquecimento de até
13 °C para cada 100 MPa) e descompresséo (resfria-
mento) do equipamento e do produto que esta sendo
tratado. Este gradiente é chamado de aquecimento ou
resfriamento adiabatico (KNORR, 1993).

A efetividade do tratamento pela alta pressao
€ influenciada por fatores intrinsecos e extrinsecos
ao alimento, como o tempo de tratamento, taxa de
compressao/ descompressao, temperatura, nimero de
pulsos, composi¢cdo do alimento e o estado fisiologico
dos microrganismos a serem inativados, por isso, um
bom conhecimento do processo e do alimento é essen-
cial para a producgé&o de alimentos com alta qualidade
(SMELT et al., 2002).

Independentemente do sistema utilizado para
0 processamento por API, o equipamento béasico é
composto por 4 componentes: recipiente de pressao,
sistema gerador de presséo, dispositivo para controle
da temperatura e sistema operacional. A parte mais
importante € o recipiente, pois é ele que suporta toda
a presséo aplicada no processo. Os recipientes séo
fabricados a partir de um bloco de liga de aco, com
capacidades de suportar diferentes pressées. O sistema
gerador de presséo causa um leve aumento da tempera-
tura do alimento, sendo este um dos motivos pelo qual se
faz necessario o dispositivo de controle da temperatura.
A outra funcéo deste dispositivo é o uso de diferentes
faixas de temperatura para o processo (0-100 °C), o qual
funciona pelo bombeamento de agua fria ou quente ao
redor do recipiente de pressdo (MERTENS e DEPLACE,
1993).

Quanto aos modos de operagéo, a alta pressao
pode ser dividida em 3 categorias: batelada, semicon-
tinuo e continuo. O processo por batelada é o mais
simples: uma quantidade de produto é pressurizada por
vez. Esta pressurizacédo pode ser direta ou indireta. No
processo direto (bulk processing), o proprio alimento é o
meio pressurizante. Exemplos s&o os alimentos liquidos,
COMO 0S Sucos € o leite, que sdo embalados apoés o
processamento por alta pressdo em sistema asséptico
(FAO, 2001).

A pressurizacéo indireta, também chamada
in-container, é aquela em que existe um meio pressu-
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rizante (ex. 4gua ou agua/oleo) que é responsavel por
transferir a pressdo gerada pelo gerador de presséo
para o alimento; este processo é aplicado para alimentos
previamente embalados. As embalagens indicadas para
0 processo indireto sdo EVOH (Ethylene-Vinyl Alcohol
Copolymere) e PVOH (PolyVinyl Alcohol Copolymere),
pois ndo sofrem deformagéo (HAYASHI et al., 1989). Uma
vantagem deste processo é a possibilidade de utilizar
o sistema para vérios alimentos, sem o risco de conta-
minagdo cruzada ou a necessidade de limpeza entre
um processamento e outro, pois os alimentos ja foram
previamente embalados.

Quando se deseja aumentar a producao do sistema
por batelada, emprega-se o processo semicontinuo, no
qual varios recipientes de pressao s&o colocados em
sequUéncia, engquanto alguns estdo em pressédo cons-
tante, outros estdo sendo pressurizados, carregados ou
descarregados, reduzindo o tempo entre 0s processos
e permitindo recuperacéo de energia. No equipamento
do processo semicontinuo, o pistdo que gera a pressao
fica livre, podendo atuar sobre varios recipientes (FDA,
2000). O processo por batelada e o semicontinuo podem
ser utilizados tanto para alimentos liquidos quanto para
solidos.

O processo continuo pode apenas ser utilizado
para alimentos liquidos, pois 0 equipamento é composto
por tubos ou recipientes de retencdo que promovem
um tempo de tratamento especifico para o processo.
Apds o0 processamento, o alimento é acondicionado em
tanques estéreis para posterior embalagem (MERTENS
e DEPLACE, 1993).

De forma geral, podemos resumir as seguintes
vantagens para o uso do processamento em alta pressao
(RASTOG! et al., 2008): a) torna possivel o processamento
do alimento a temperatura ambiente, ou mesmo a tempe-
ratura mais baixa; b) possibilita a uniforme transmisséo
de presséao sobre o alimento, independentemente da sua
forma e tamanho, o que dispensa operacdes preliminares
neste; c) proporciona morte microbiana sem o uso de
aditivos quimicos; e d) pode ser utilizado para o desen-
volvimento de produtos com propriedades funcionais.

Il 3 Efeito da alta pressao sobre os
microrganismos

O efeito da alta press&o na sobrevivéncia micro-
biana é influenciado por um grande nimero de interacdes,
como o nivel e a duracéo do tratamento, a temperatura
do processo, a espécie bacteriana e a fase de desenvol-
vimento microbiano. A resisténcia dos microrganismos a
presséo pode ser relacionada a resisténcia intrinseca de
suas macromoléculas (4cido ribonucléico; ribossomos;
acidos nucléicos, proteinas celulares, membrana celular
e, em alguns casos, a parede celular) (SMELT et al.,
2002).
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Quanto mais complexo é o organismo, maior é
a sensibilidade mostrada frente ao tratamento por alta
pressédo, de modo que as células eucariotas s&o mais
sensiveis que as procariotas. Os bolores e as leveduras
sd0 mais sensiveis que as formas vegetativas bacterianas,
enquanto que 0s esporos bacterianos séo as formas
mais resistentes. Os bolores e as leveduras mostram-se
sensiveis a pressdes de 200 a 300 MPa, as espécies
bacterianas na forma vegetativa, na maioria, s&o inati-
vadas a pressdes de 400 a 600 MPa, enguanto os esporos
podem resistir a pressdes de até 1000 MPa (FDA, 2000).
Microrganismos Gram-positivos precisam de uma apli-
cacao de 500-600 MPa por 10 min para inativacao total,
enquanto Gram-negativos s&o inativados com tratamentos
de 300-400 MPa também por 10 min (SMELT, 1998). As
bactérias na forma de cocos s&o mais resistentes que o0s
bacilos e as células bacterianas em fase exponencial de
crescimento sdo mais sensiveis que as células em fase
estacionaria (FDA, 2000; SMELT, 1998).

A inativacdo bacteriana causada pela alta presséo
se deve a modificacdes (por desnaturacéo) de enzimas
chaves, assim como modificacdes na parede e membrana
celular. Este processamento também provoca mudancas
na morfologia e nos mecanismos genéticos dos micror-
ganismos. A membrana citoplasmatica € o principal local
afetado pelo tratamento, alterando a permeabilidade
celular e, consequentemente, a troca ibnica. A crista-
lizacdo de fosfolipideos da membrana produzida pela
pressao também contribui para a inativacdo microbiana
(FDA, 2000).

3.1 Efeito da API sobre as formas vegetativas

A presenca e o crescimento das bactérias no leite
afetam sua qualidade. Componentes quimicos do leite
podem ser degradados pelo metabolismo microbiano ou
por suas enzimas. A lactose presente no leite é rapida-
mente fermentada por bactérias acido-laticas, resultando
em odor ruim e, se o pH atingir 4,6, pode ocorrer preci-
pitagdo da caseina. Proteinas também séo sujeitas a
degradacédo por bactérias e suas enzimas. A digestéo
de proteinas por proteases pode levar ao aparecimento
de sabor amargo e até mesmo a gelificacdo do leite.
Lecitinases hidrolisam a lecitina presente na membrana
do glébulo de gordura do leite, causando agregacao dos
glébulos com posterior floculacdo da gordura. Lipases
quebram os triglicerideos, formando acidos graxos de
cadeia curta, resultando no ranco do leite. Crescimento
de bolores, leveduras, coliformes, Pseudomonas spp.,
Actinomices spp. € Lactobacillus lactis spp., L. lactis
biovar e L. maltigenes podem desenvolver odor mofado,
frutado, de vaca, peixe, terra, ou maltado, respectiva-
mente (HYES e BORR, 2001).

O tratamento térmico € o processo mais comumente
utilizado para a inativacdo de bactérias patogénicas ou
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deteriorantes do leite cru e, embora €ficiente, o aqueci-
mento pode, além de destruir os microrganismos, afetar
a aparéncia, gosto e valores nutricionais do leite (SMELT,
1998).

Hite (1899) foi o primeiro pesquisador a estudar o
efeito da alta pressdo sobre os microrganismos no leite;
neste estudo, foram verificadas 6 redugdes decimais na
carga microbiana do leite, quando submetido a 689 MPa
por 10 min, tendo estendido a vida de prateleira em até
4 dias apds processo.

Estudos sobre a inativacdo de microrganismos
patogénicos e deteriorantes (naturalmente presentes
ou inoculados) por alta pressao, em associacdo com
diferentes temperaturas e/ou agentes antimicrobianos,
tém sido realizados em leite nos Ultimos anos e tém
demonstrado que € possivel obter um leite ultrapressuri-
zado com qualidade microbiolégica comparavel ao leite
pasteurizado (72 °C, 15 s) (BUFFA et al., 2001).

Mussa e Ramaswamy (1997), em um estudo sobre
a cinética de destruicdo microbiana e de enzimas em
leite cru integral, encontraram uma inativagéo de 3 ciclos
logaritmicos nas amostras tratadas a 350 MPa/20 min/4 °C
e conseguiram uma vida de prateleira de 18 dias quando
armazenadas a 5 °C. Quando analisaram a fosfatase
alcalina, que é o indicador de pasteurizagéo do leite, foi
verificado que nas mesmas condicdes a enzima mantinha
uma alta atividade, ndo sendo possivel utiliza-la como
parémetro para pasteurizagéo por alta presséo.

Dentre os microrganismos deteriorantes do leite e
derivados, as Pseudomonas spp. s&o consideradas as
mais importantes. Sao bactérias psicrotroficas, ou seja,
mantém sua atividade metabdlica mesmo em condicdes
de refrigeracdo, sendo que a Pseudomonas fluorescens

organismo Condicoes de

tratamento?

B. cereus INRAAV 74222 500 MPa/15 min/60 °C
B. cereus INRAAV 24222 200 MPa/15 min/45 °C e
200 MPa/10 min/60 °C
B. cereus NCFB 1031 400 MPa/18 min/8 °C
E. coliMC1061 500 MPa/5 min/20 °C
E. coli0157:H7 NCTC 12079 700 MPa/15 min/40 °C
E. coli0157:H7 NCTC 12079 200 MPa/15 min/60 °C
L. monocytogenes Scott A 600 MPa/10 min/20 °C
L. monocytogenes Scott A 400 MPa/24 min/8 °C

—

500 MPa/5 min/20 °C
600 MPa/30 min/20 °C
330 MPa/15 min/34 °C
250 MPa/18 min/8 °C
250 MPa/18 min/8 °C
300 MPa/5 min/20 °C

. Innocua 4202

S. aureus NCTC 10652

S. aureus As 1.2465

P. fluorescens ANA11

P, fluorescens NCDO 1524
P. fluorescens M114

Tabela 1. Inativac&do bacteriana induzida por alta pressao isostatica em leite.
i Inativacao
(log UFC.mL™")

€ a espécie mais comumente encontrada (DEETH, 2002).
Trujillo et al. (2002) relataram cinéticas de destruicédo de
vérias bactérias, entre elas, a P. fluorescens possuia valor
de D igual a 4,58 min para pressdo de 250 MPa/25 °C,
sendo maior que para E. coli, L. innocua, L. helveticus e
S. aureus. Resultados semelhantes foram encontrados por
McClements (2001), sendo 5,5 log CFU.mL™" a pressao
de 250 MPa/8 °C/18 min.

De acordo com Deeth (2002), as principais
bactérias patogénicas encontradas em leite fluido
séo: Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria spp., fato
que levou a inUmeras pesquisas para avaliar a eficiéncia
do processo de alta presséo. Na Tabela 1, estdo citados
alguns trabalhos referentes a inativagao microbiana indu-
zida por alta presséo em leite.

Bozoglu et al. (2004) estudaram a injuria causada
aos microrganismos patogénicos comumente encon-
trados no leite, entre eles o Staphylococcus aureus. Foi
verificada uma inativagao maior que 7 ciclos logaritmicos
quando o leite foi tratado a 350 MPa/45 °C/10 min, tendo
sido encontradas células viaveis apenas apés 15 dias de
estocagem a 4 °C.

Yersinia enterocolitica tem sido associada a
doengas gastrointestinais humanas, chamadas Yersiniosis
e diferentes cepas destas bactérias tém sido incriminadas
por estas doengas. Sua natureza psicrotréfica tem uma
importancia significante em leite e produtos lacteos,
que sédo normalmente estocados em temperaturas de
refrigeracdo (LARKIN et al., 1999). Com o objetivo de
conhecer a injUria causada pela alta pressdo nesta
bactéria, Castellvi et al. (2005) realizaram uma pesquisa e
concluiram que diferentes cepas de Yersinia enterocolitica

Referéncia

5,6 Cru OPSTAL et al. (2004)
6,1 Cru OPSTAL et al. (2004)
55 UAT desnatado = MCCLEMENTS et al. (2001)
6,5 Reconstituido BLACK et al. (2005)
8.0 UAT HUPPERTZ et al. (2006a)
8,0 UAT HUPPERTZ et al. (2006a)
7,5 UAT integral HUPPERTZ et al. (2006a)
6,0 UAT desnatado  MCCLEMENTS et al. (2001)
3,8 Recosntituido BLACK et al. (2005)
5,0 UAT HUPPERTZ et al. (2006a)
6,0 UAT integral HUPPERTZ et al. (2006a)
5.5 UAT desnatado  MCCLEMENTS et al. (2001)
6,0 UAT desnatado  MCCLEMENTS et al. (2001)
8,2 10% RSM-A BLACK et al. (2005)

@ Dados correspondentes a condicoes minimas de processamento para maxima inativacao.
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sdo inativadas por completo (8 reducdes logaritmicas)
quando amostras de leite desnatado foram tratadas a
400 MPa/20 °C/10 min.

Guan et al. (2005) demonstraram a inativacao de
apenas 5 ciclos logaritmicos de Salmonella typhimurium DT
104 em leite UAT integral, utilizando 450 MPa/21 °C/30 min.
Este sorotipo € documentado como multirresistente a anti-
bidticos e 0 segundo maior responsavel por salmoneloses
nos EUA.

Escherichia coli ¢ o maior indicador sanitario em
producdo de alimentos, sendo que varios sorotipos sé&o
causadores de toxiinfeccbes alimentares, entre eles a
E. coli O157:H7, responsavel por vérios surtos alimen-
tares, sendo mais patogénicos para criancas (LAW, 2000).
Usajewicz e Nalepa (2006) realizaram um trabalho para
verificar a sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em leite e
em caldo nutriente. Eles verificaram que pressdes de
550-600 MPa/20 °C/20 min ndo foram suficientes para
inativar 5 ciclos logaritmicos em leite, mas sim em caldo
nutriente, mostrando um efeito protetor do leite.

3.2 Efeito da API sobre os esporos bacterianos

Uma das operacdes mais dificeis na preservacéo
de alimentos é a inativagédo de esporos bacterianos, uma
vez que estes, em contraste com as células vegetativas,
S&0 muito mais resistentes ao calor, a radiacdo, a homo-
geneizacao e a pressao. Enquanto o processamento
com pressédo de 100 MPa pode inativar muitas bactérias
vegetativas, esporos bacterianos podem sobreviver a
pressdes acima de 1200 MPa (FONTES et al., 2003).

A alta resisténcia dos esporos a presséo é credi-
tada a estrutura e espessura da capa protetora, uma
vez que suas proteinas estdo protegidas por &cido
dipicolinico, que impede sua solvatacdo, excessiva
ionizacao e consequente precipitacao. Por esta razao, a
aplicagcéo somente de alta pressédo pode, as vezes, ndo
ser suficiente para inativar os esporos. Desta forma, o uso
combinado de temperaturas mais elevadas com a APl tem
sido empregado para se obter uma reducéo efetiva da
contagem de esporos viaveis (FONTES et al., 2003).

Knorr (1993) relatou que baixas pressdes (200 MPa)
podiam causar a germinagao dos esporos. Isto sugeriu
que esporos poderiam ser mortos pela aplicacédo de
pressdo em dois estagios. O primeiro tratamento por
API causaria a germinacdo dos esporos, enquanto o
segundo tratamento, com maior pressao, poderia inativar
0S esporos germinados.

Wultack et al. (1998), em estudo com inducéo da
germinacao de esporos bacterianos por API, demons-
traram que a inativacao de esporos a 600 MPa foi maior
guando havia pré-tratamentos em pressoes até 200 MPa
do que em pré-tratamentos com 500 MPa, sugerindo
que baixas pressdes ativam um sistema enziméatico
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responsavel pela germinacdo, o que nao ocorre em altas
pressoes.

De acordo com Opstal et al. (2004), o Bacillus
cereus é uma bactéria esporogénica e patogénica, causa-
dora de inUmeros casos de intoxicacdes alimentares em
todo o mundo. Nesta pesquisa, foi avaliado o compor-
tamento de esporos de Bacillus cereus (germinacéo e
inativagcao) em diferentes niveis de presséo, associados
a diferentes temperaturas, em leite e em tamp&o. Como
conclusao, foi verificado que a germinacdo apds os
tratamentos foi sempre maior no leite do que no tampé&o,
certamente devido a presenca de aminoacidos que
induzem a germinacdo e crescimento do B. cereus. Os
autores concluiram ainda que o0 melhor tratamento encon-
trado foi capaz de reduzir mais que 6 ciclos logaritmicos
de 4 cepas de B. cereus, utilizando 2 fases: a primeira
a 200 MPa/45 °C/10 min e a segunda a 200 MPa/60 °C,
também por 10 min. Os resultados deste tratamento foram
melhores que tratamentos com 500 MPa/45 °C/10 min.

Il 4 Efeito da alta pressao sobre os
constituintes do leite

O processamento utilizando alta presséo afeta de
forma desigual os constituintes do leite, que podem ter
influéncia direta na producéo de produtos lacteos, como
queijos, iogurtes e manteiga.

4.1 Agua

As transformacgdes sofridas pela agua, prin-
cipal constituinte do leite, no processamento por API,
podem, de forma geral, ser explicadas pela ineréncia do
processo, que obedece ao Principio de Le Chatelier, no
qual presséo e volume se comportam de maneira inversa.
Nesse contexto, estudos relatam um maior aumento da
formacao de gelo quando altas pressdes séo aplicadas,
bem como um decréscimo do ponto de congelamento
(BALCI e WIBEY, 1999; HINRICHS et al., 1996 citado por
HUPPERTZ et al., 2002). Isto ressalta a necessidade de
estabelecimento de critérios para esse parametro em
leite bovino tratado por API para prevenir praticas frau-
dulentas, como adicéo de agua.

4.2 Lactose

Modificacdes no teor de lactose do leite causadas
pela APl sdo de grande interesse, pois esta é matéria-
prima primordial na produgéo de produtos fermentados,
como o iogurte. No entanto, poucos trabalhos relacionam
a influéncia da APl sobre este componente. Lopes-
Fandifio et al. (1996) relatam auséncia de alteracdes
no conteddo quantitativo e qualitativo de lactose apdés
tratamento do leite a 100-400 MPA em 10-60 min. Esse
dado é relevante, pois mostra a aptidao do leite APl para
producdo de iogurtes e bebidas lacteas fermentadas.
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4.3 Proteinas

O tratamento do leite por alta pressao e as
mudanc¢as provocadas em suas proteinas tém se
tornado de maior interesse apenas nos ultimos 15 anos
(HUPPERTZ et al., 2006¢).

A aplicacao de alta presséo induz a mudancas
na estrutura de proteina que podem levar a desnatu-
racdo (HUPPERTZ et al., 2004a; MOZHAEV et al., 1996;
LOPEZ-FANDINO et al., 1996). O efeito da alta presséo
hidrostatica nas estruturas das proteinas depende
de fatores extrinsecos, como o pH, a temperatura e o
meio ibnico, mas também depende das propriedades
intrinsecas da proteina, como por exemplo, as pontes
de dissulfito que séo responsaveis pela flexibilidade e
estabilidade molecular (BOUAOUINA et al., 2006).

A desnaturacdo que ocorre nas proteinas, quando
sdo submetidas a alta presséo, é devido ao desdobra-
mento de sua estrutura conformacional que resulta em
uma reducao do volume molar. Estas rea¢des e mudancas
que sdo responsaveis por diminuir volume sao favore-
cidas pelo tratamento por pressdo (NEEDS et al., 2000;
MOZHAEV et al., 1996).

O desdobramento da proteina sob alta presséao
ocorre principalmente devido ao rompimento de intera-
¢cbes hidrofdbicas e eletroestaticas, sendo que as ligacoes
covalentes e as pontes de hidrogénio, geralmente, néo
sédo afetadas pela alta pressado (NEEDS et al., 2000;
BOUAOUINA et al., 2006). Isto significa que a pressao é
capaz de romper as ligacdes que mantém as estruturas
terciarias e quaternarias das proteinas globulares, porém
possui pouca influéncia na estrutura primaria e secundaria
(BOUAOUINA et al., 2006).

O tratamento por alta pressdo também provoca a
desestabilizac&o na micela de caseina. A duracéo e o
tratamento a alta presséo, assim como a temperatura, o
pH e o tempo de armazenamento, apds o tratamento, sdo
fatores que possuem uma consideravel influéncia sobre
o tamanho da micela de caseina e, consequentemente,
sobre sua desnaturagdo (HUPPERTZ et al., 2004a).

O rompimento das micelas de caseina é maior e
mais rapido sob altas pressodes. PressGes menores que
200 MPa possuem pouco efeito no tamanho da micela
de caseina em leite cru desnatado. Em pressdes entre
300-800 MPa ocorre uma reducéo de aproximadamente
50% no tamanho das micelas, sendo estas mudancas de
tamanho irreversiveis durante a estocagem por 24 e 48 h
ab5e 20 °C. (HUPPERTZ et al., 2004a).

O diametro da micela de caseina estimado para
o leite desnatado que ndo sofreu tratamento de alta
presséo € de aproximadamente 150-200 nm, enquanto
que as particulas de uma amostra tratada a uma pressao
de 600 MPa, eram de aproximadamente 40 nm (NEEDS
et al., 2000). Ja o tamanho das micelas de caseina
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tratadas com pressdes de 100-200 MPa € semelhante
ao da caseina que nao sofreu pressurizacado (HUPPERTZ
et al., 2004b).

Huppertz et al. (2006a) submeteram o leite isento
de proteina do soro a um tratamento de 400 MPa. Os
autores observaram o rompimento total das micelas
de caseina, enquanto que em pressGes mais baixas
(200-350 MPa) houve um rompimento menos extenso.
Um resultado semelhante foi encontrado em um estudo
realizado por Needs et al. (2000) com leite cru desnatado:
o tratamento com presséo de 200 MPa por 15 min resultou
em uma desintegrac&o parcial das micelas de caseina e
um aumento na densidade das micelas remanescentes.
Ja o tratamento a 400 e 600 MPa resultou na desinte-
gracéo completa da grande maioria das micelas.

Huppertz et al. (2004a) observaram que existem
dois mecanismos contrapostos que influenciam o compor-
tamento da micela de caseina sob alta pressédo: o rapido
rompimento das micelas de caseina e, comparativamente,
a formacéo lenta de agregados de caseina micelar, que
ocorre primeiramente em pressdes de 250 e 300 MPa.

Em leite isento de proteina de soro submetido a
uma presséo de 250 e 300 MPa, foi constatado 0 aumento
no tamanho das particulas de caseina durante o trata-
mento prolongado, provavelmente devido a agregacéo
das particulas de caseina, que pode ser resultado de um
aumento nas interac8es intermoleculares hidrofébicas
(HUPPERTZ et al., 2006a).

Huppertz et al. (2006b) também afirmam que a
associacao das proteinas do soro as micelas de caseina
possuem pouca influéncia no aumento do tamanho das
micelas durante o processo de alta pressao, sendo mais
provavel que grandes agregados de caseina sejam
responsaveis por tal aumento.

Huppertz et al. (2004a) verificaram que o trata-
mento a 250 MPa aumentou o tamanho das micelas de
caseina em aproximadamente 20%, porém, 0 mesmo
resultado n&o foi encontrado por Gaucheron et al. (1997).
De acordo com Huppertz et al. (2004a), este fato pode
ser resultado da estocagem das amostras no trabalho
de Gaucheron et al. (1997) antes de realizar as analises,
uma vez que as micelas da amostra tratadas a 250 MPa
por Huppertz et al. (2004a) também tiveram seu tamanho
ligeiramente reduzido durante a estocagem. A diminuig&o
do tamanho da micela de caseina, depois do tratamento
a 250 MPa e subsequente armazenamento, pode ser
resultado da formacdo de um grande numero de parti-
culas com um tamanho menor do que esses agregados,
através de ligagdes hidrofébicas.

O rompimento das micelas de caseina, no estagio
inicial do tratamento por alta presséo, é provavelmente
resultado da solubilizacao do fosfato de calcio coloidal,
que é favorecido pela alta pressdo e rompimento das
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interacdes eletroestaticas intermoleculares (HUPPERTZ
et al., 2006¢).

O fosfato de calcio coloidal possui um papel
importante na estabilidade da micela de caseina. Existe
uma correlacao direta entre o pH e o fosfato de calcio
coloidal, que pode estar relacionada ao efeito do pH
sobre o tamanho das micelas no tratamento sob alta
pressdo. A reducao do pH e, consequentemente, do
teor de fosfato de célcio coloidal, pode tornar as micelas
mais susceptiveis ao rompimento pelo tratamento de alta
presséo, enquanto que o aumento no pH pode estabilizar
as micelas (HUPPERTZ et al., 2004a). Altuner et al. (2006)
registraram um pequeno aumento no pH em tratamentos
com pressdes de 110 a 440 MPa, porém esta mudanca
ndo foi considerada estatisticamente (p < 0,01) signifi-
cativa.

Um aumento na temperatura reduz a solubilidade
do fosfato de calcio, o que reduziria, entdo, a solubili-
zagéo do fosfato de calcio coloidal induzida pela alta
presséo, proporcionando maior estabilidade das micelas
de caseina contra o rompimento pela alta presséo. Da
mesma forma, as ligacGes hidrofébicas que s&o consi-
deradas responsaveis pela reestruturacédo das micelas
sao promovidas em altas temperaturas (HUPPERTZ et al.,
2006a).

Huppertz et al. (2006a) verificaram que logo apdés a
descompresséo, ao término do tratamento, ha a formagéo
de um agregado de micelas de caseina. Entretanto a
reassociacdo das micelas de caseina nao ocorre em
grande extensdo em pressdes de 300 e 400 MPa, o que
indica que, provavelmente, um nucleo seja requerido para
aformacgéo dos agregados de caseina submetidos a alta
pressao; tais nucleos podem ser fragmentos micelares
remanescentes. Uma solubilizacdo completa dos agru-
pamentos de fosfato de célcio leva a um rompimento
completo da estrutura micelar, o que previne a agregagao
das caseinas a 350 e 400 MPa.

Em leites submetidos a pressdes de 300 a
800 MPa, a formagdo das micelas pode ser impedida
pela associacdo das caseinas com as B-lactoglobulinas
desnaturadas. Porém, este possivel papel assumido pela
proteina do soro desnaturada, de inibir a formagao das
micelas, talvez seja apenas uma parte de um mecanismo
complexo do rompimento da micela de caseina pela alta
presséo, incluindo rompimentos irreversiveis de outros
elementos estruturais (HUPPERTZ et al., 2004b).

Needs et al. (2000) também sugeriram a asso-
ciacdo da PB-lactoglobulina as micelas de caseina, em
leite desnatado tratado com pressées de 300-600 MPa.
Muitos outros estudos também demonstraram que a
maioria da B-lactoglobulina desnaturada em leite desna-
tado submetido a alta pressao esta associada a micela
de caseina, e apenas uma pequena porgao esta na forma
ndo sedimentavel (HUPPERTZ et al., 2004b). Ja em leite
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integral tratado com alta presséao, a o-lactoalbumina
e B-lactoglobulina também podem estar associadas a
membrana do glébulo de gordura (YE et al., 2004). A
distribuicao das proteinas do soro no leite desnatado é
afetada pelo tratamento de alta presséo, principalmente a
B-lactoglobulina, incorporando-se a rede de gel formada
na coagulacéo pela renina. Isso resulta numa reducéo
na concentragéo de proteina soluvel no drenado de soro
(NEEDS et al., 2000).

No tratamento por alta press&o, ha uma desnatu-
racédo consideravel de B-lactoglobulina, sendo a maior
parte capaz de sedimentar. Para que ocorra a sedi-
mentacado da B-lactoglobulina desnaturada, ela deve ou
estar associada a micelas de casefna ou formar grandes
agregados homogéneos. J& a B-lactoglobulina n&o
sedimentavel pode ocorrer na forma monomérica, em
pequenos agregados de B-lactoglobulina, ou estar asso-
ciada a moléculas individuais de caseina ou a fragmentos
n&o sedimentaveis (HUPPERTZ et al., 2004b).

O efeito da alta pressdo sobre as proteinas esta
relacionado a ruptura das interaces ndo covalentes das
moléculas, e a subsequente reformacao de ligagdes intra
ou intermoleculares com outras proteinas e nelas mesmas
(BOUAQUINA et al., 2006). Um possivel mecanismo de
desnaturacéo da o-lactoalbumina e da B-lactoglobulina
por alta presséo foi sugerido por Huppertz et al. (2004b):
sob alta presséo, a B-lactoglobulina se desdobra e expde
o grupo sulfidril que entdo pode interagir com a k-caseina,
o-lactoalbumina ou B-lactoglobulina, e, possivelmente,
com o ,-caseina, através da interagé&o sulfidril-dissulfito.
Na descompressao, as moléculas de a-lactoalbumina e
B-lactoglobulina que ndo interagiram com outra proteina,
podem adquirir novamente sua conformacao original.
O célcio pode facilitar a aproximacgao das proteinas do
soro desnaturadas a outras proteinas. Logo, a extensao
da desnaturacéo da a-lactoalbumina e B-lactoglobulina
depende dos grupos sulfidril ndo modificados, assim
como do teor de caélcio disponivel no meio.

A sensibilidade da a-lactoalbumina a alta presséo
€ menor do que a da B-lactoglobulina que se desnatura
rapidamente a baixas pressdes (>100 MPa), enquanto
que a o-lactoalbumina sofre alteracdo a pressées
superiores a 400 MPa (LOPEZ-FANDINO et al., 1996).
Esta estabilidade esta relacionada a uma estrutura
molecular mais rigida da o-lactoalbumina que possui
quatro grupos dissulfito, contra duas ligacées dissulfito
e ao grupo sulfidrila livre que a B-lactoglobulina apre-
senta, tornando-a mais susceptivel (HUPPERTZ et al.,
2002; LOPEZ-FANDINO et al., 1996). A resisténcia a alta
presséo da a-lactoalbumina também é maior na presenca
de fons de calcio, que reforcam sua estrutura terciaria
(BOUAQUINA et al., 2006). A extensdo com que ocorre
a desnaturacdo das proteinas do soro pelo tratamento de
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alta presséo, também é reduzida pela remocgéao de fosfato
de célcio coloidal (LOPEZ-FANDINO et al., 1996).

Temperaturas mais altas conferem um aumento
na desnaturacao pela alta pressdo da a-lactoalbumina
e B-lactoglobulina, indicando um efeito de sinergia entre
temperatura e pressdo (HUPPERTZ et al., 2004a). Recente
trabalho indica que o0 uso de pressbes até 400 MPa,
embora tenha proporcionado mudancas na estrutura e
aumentado a digestibilidade in vitro da B-lactoglobulina,
nao afetou seu potencial alergénico (CHICON et al.,
2008), o que sugere que devem ser realizados experi-
mentos buscando otimizar os parametros operacionais
que podem contribuir para elucidar a contribuicdo da HPP
na questéo da alergenicidade das proteinas do leite.

4.4 Enzimas

Inativac&o de enzimas enddgenas no leite proces-
sado por APl é de grande interesse devido a sua influéncia
na qualidade de produtos lacteos (maturacéo de queijos)
e devido a seu uso como indicador de severidade do
processo (TRUJILO et al., 2002). De forma geral, estudos
indicam que a grande maioria das enzimas enddgenas
no leite sdo baroestaveis, como fosfohexoseimerase,
lipase e &-glutamiltransferase, exceto fosfatase acida
que teve sua atividade reduzida de forma significativa
em pressdes maiores que 200 MPa (RADEMACHER
et al., 1998; PANDEY et al., 2004; BALCI et al., 2002
citados por HUPPERTZ et al., 2006a; RADEMACHER e
HINRICHS, 2006).

Ludikhuge et al. (2001) reportam a resisténcia da
enzima lactoperoxidase em leite bovino tratado a pres-
sbes de até 700 MPa a 20-65 °C, mesmo apds 140 min
de tratamento.

Olsen et al. (2004) investigaram a inativagcdo de
xantino-oxidase por tratamento do leite em alta presséo.
Aplicacédo de presséo abaixo de 400 MPa abaixo de
120 min ndo afetou Xantino-oxidase no leite, enquanto
em periodos maiores, perda de 17% de sua atividade foi
relatada. Entretanto, a 500 MPa/60 min e 600 MPa/12 min
estes valores alcancaram 46 e 83%, respectivamente.
Em contrapartida, a enzima purificada permaneceu ativa
mesmo a 700 MPa/ 6 min, com reducédo de 84% de sua
atividade, o0 que a torna um candidato promissor para
verificar a eficiéncia do processo. Verificou-se ainda
que a gordura presente no leite ndo teve influéncia no
processo, sendo irrelevante para a atividade da enzima,
e 0s dados gerados no experimento seguem uma reacao
de primeira ordem.

Scollard et al. (2001) efetuaram o processamento
de leite entre 50 e 800 MPa em intervalos de tempo
de 1, 10 e 20 min e mediram a inativagéo de plasmina
bem como a protedlise do leite. Pressdes menores que
600 MPa resultaram em apenas 50% de inativacao desta
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enzima imediatamente apds o processamento por API,
enguanto que para plasminogénio, observou-se uma
inativacdo de 20% a pressdes menores que 500 MPa,
indicando a baroestabilidade dessas substancias que sé
foram significativamente inativadas em pressdes acima
deste valor. Ap6s o processamento, nao foi relatado
aumento da atividade da plasmina durante o periodo
de estocagem, demonstrando que a APl n&o resulta
em ativacao de plasminogénio. Contudo, a 300 MPa foi
observado aumento de protedlise, provavelmente devido
a alta desintegracéo das micelas que resultaram em um
aumento de éarea superficial para protedlise combinado
com uma alta atividade residual da plasmina. Esses dados
sdo importantes, pois mostram que produtos tratados por
API, podem estar sujeitos a um aumento de protedlise
durante sua estocagem, dependendo das condi¢bes
operacionais utilizadas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Borda et al. (2004) que processaram leite
na faixa de 300-800 MPa, com temperaturas de 25-65 °C,
e notaram uma potencial baroestabilidade da plasmina.

Mussa e Ramaswamy (1997) encontraram valores
superiores de tempo de reducdo decimal para fosfatase
alcalina em relag&o aos microorganismos com aplicagao
de pressodes na faixa de 200-400 MPa durante 120 min,
ou seja, ainda havia enzimas integras quando os micro-
organismos alvos ja haviam sido destrufdos. Os autores
sugerem que, ao contrario do estabelecido na legislacao
brasileira para leite pasteurizado, fosfatase-negativo, uma
proporgéo de inativagdo desta enzima seja proposta como
critério indicador do processo por API.

4.5 Gordura

De forma geral, poucos estudos estéo relacionados
a mudancas sofridas pela fracéo lipidica de produtos
lacteos durante o processamento por alta presséo
(HUPPERTZ et al., 2006a), sendo as principais varia-
¢oes observadas a manutengdo do tamanho do glébulo
de gordura, a alteracdo da temperatura de transicéo
do processo de fases e a extensédo de ocorréncia do
cremeamento.

Ye et al. (2004) n&do constataram uma mudanca
significativa do tamanho de glébulo de gordura durante
o leite tratado por API, embora fosse constatado aumento
da quantidade de proteinas séricas sobre este durante
0 processo.

Kanno et al. (1998), entretanto, relatam que pres-
s6es entre 400-800 MPa podem ter efeito contrario sobre
esses parametros, ja que a aplicacdo dessa faixa de
valores proporcionaram um aumento do didmetro médio
do glébulo de gordura, além de um aumento de sua
membrana.

Hupertz et al. (2003) investigaram a influéncia
da API sobre a formagdo de cremeamento (floculagéo)
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no leite. Em valores de 100-250 MPa, observou-se um
aumento da taxa do cremeamento, devido a formacéo
de agregados de imunoglobulinas efou lipoproteinas ou
formacao de clusters dos glébulos de gordura, enquanto
na faixa de 400-600 MPa, houve uma variacao inversa-
mente proporcional, devido a uma provavel desnaturagéo
destas altas pressdes. Os autores relatam também que
n&o houve influéncia significativa no tamanho do globulo
de gordura durante o processo.

Frede e Buccheim (2000) observaram a influéncia
de varias pressdes (50-500 MPa) no comportamento
térmico e na distribuicdo de fases na fase lipidica do leite,
observando um aumento da velocidade de cristalizacdo
proporcional ao aumento da pressao aplicada. Buccheim et
al. (1996), citados por Huppertz et al. (2002), relatam que o
aumento da proporcao da fracao solida na fase lipidica do
leite tratado por APl ocorre devido a aumento da tempera-
tura de transic&o de fases induzido pelo processo.

Il 5 Alteracoes nutricionais

Como o processo por alta pressédo tem influéncia
direta nas ligagdes covalentes, normalmente n&o ha alte-
rac&o no valor nutricional de produtos lacteos tratados por
este processo, havendo, desta forma, poucos trabalhos
relacionados a esse assunto (MESSENS et al., 2003).

Lépes-Fandifio et al. (1996) relatam auséncia de
furosina e lactulose e perda insignificante no teor de lisina
apos tratamento do leite em alta presséo, sugerindo que
n&o houve ocorréncia da Reacéo de Mailard e, ainda, que
a provavel ocorréncia desta acontece apds o tratamento
sob API.

O teor de vitaminas em alimentos ndo é afetado por
tratamento de API, havendo igualmente poucos trabalhos
relacionados no que diz respeito a produtos lacteos. Sierra
et al. (2000) relatam 100% de retenc&o do conteudo de
vitamina B, e B, em leite cru apos tratamento a 400 MPA
em temperatura ambiente, constatando a potencialidade
deste processo para retencdo de micronutrientes, ao
contrario dos tratamentos térmicos convencionais.

Il 6 Alta pressao e embalagens

A embalagem representa parte inerente do proces-
samento de alimentos, na medida em que deve exercer
uma fun¢ao protetora contra as altera¢des de ordem micro-
bioldgica, fisico-quimica e mecéanica que o alimento pode
sofrer ao longo do seu periodo de estocagem, que podem
ter impacto na sua seguranca e no seu valor nutricional.

Em geral, alimentos tratados sobre alta presséo séo
previamente embalados, para depois serem submetidos a
diversas condicdes do processo. Os materiais utilizados
na constituicdo das embalagens devem ser capazes de
operar as altas pressoées utilizadas no processamento e
ter boa propriedade de selagem e, no minimo, possuir
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flexibilidade em um dos lados para transmisséo de
pressdo; desta forma, materiais rigidos,como metais e
vidros ndo podem ser utilizados (RASTOGI et al.,2008).
Adicionalmente, devem minimizar a perda de qualidade
do alimento durante a aplicac&o do processo.

Canner et al. (2000), citados por Ozen e Floros
(2001), testaram diversos tipos de embalagens laminadas
feitos com diversos materiais (PET/EVA, PP; PET/ SIOx/
PU, PE, Nylon/ EvOH/ PE; entre outros) apds proces-
samento a 600-8000 MPa, constatando mudancas na
permeabilidade ao vapor d agua e ao oxigénio apenas em
polietileno metalizado (PET), sendo todos os outros mate-
riais usados adequados as condi¢cbes operacionais.

Lambert et al. (2000) constataram perda de 25%
e 16% de alteragdo na permeabilidade ao oxigénio apds
processamento a 500 MPa/ 30 min em alimentos embalados
em polyamida/ polietileno (PA/PE) e filmes de PA/surlyn,
além de auséncia de mudanca de estrutura nos materiais
e insignificante absorcao de compostos de aroma a partir
da embalagem e valor global de migracdo de compostos
de embalagem para o alimento. Isso ressalta que as emba-
lagens foram adequadas para o processo.

Il 7 Perspectivas

O uso da alta pressao hidrostatica € uma técnica
de processamento n&o térmico eficiente para a conser-
vagéo do leite, com um aumento da vida de prateleira
devido a boa inativagao microbiana na forma vegetativa,
como também de esporos microbianos quando utilizados
processos de pressurizagdo em duas fases. Os consti-
tuintes do leite mostram-se resistentes a alta pressédo, com
excec¢do das proteinas que sofrem alteragdes conforma-
cionais importantes. A implantac&o do processamento por
alta presséo na industria lactea é de grande interesse, mas
ainda possui um alto custo inicial de investimento.
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