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RESUMO

TEIXEIRA, Luciano José Quintdo, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Aplicacdo de campos elétricos pulsados de alta intensidade no
processamento de suco de cenoura. Orientador: Afonso Mota Ramos. Co-
Orientadores: Olga Martin Belloso e Paulo César Stringheta.

Suco de hortalicas € um produto de ato valor nutricional, porém é perecivel e por
ISSO durante seu processamento necessita passar por um processo de estabilizagdo com o
intuito de aumentar a sua vida de prateleira. O tratamento térmico € normamente
empregado com essa finalidade, contudo causa alteracdo de sabor, aroma, aparéncia e
textura, aém de ocasionar consideraveis perdas no valor nutricional do produto. Assim,
nos ultimos anos, alguns tratamentos ndo-térmicos tém sido estudados, dentre eles os
campos elétricos pulsados de alta intensidade (CEPAI). Os CEPAI podem estabilizar os
sucos com minima alteracdo de suas propriedades sensoriais e nutritivas. O trabalho foi
dividido em duas fases. Primeiramente determinaram-se as condi¢des de estabilizacdo via
CEPAI, ou sga, intensidade do campo elétrico, tempo de tatamento, frequiéncia dos
pulsos, comprimento e tipo de pulso (mono ou bipolar) de modo a garantir melhor
estabilizacdo do suco de cenoura, tomando como variavel resposta a inativagéo da enzima
peroxidase e a cor do suco de cenoura. Foi feito ainda caracterizacdo fisico-quimica do
suco de cenoura e foram propostos alguns modelos para explicar a inativagdo enzimética
em funcdo do tempo de tratamento e intensidade dos campos elétricos aplicados. Os
diferentes model os usados se gjustaram adequadamente sendo que o modelo de primeira
ordem fracional apresentou melhor aguste. Em seguida, foi realizado um estudo
comparativo entre a eficiéncia da pasteurizagdo via CEPAI e por meio de dois tratamentos
térmicos distintos comumente empregados na industria de sucos de futas e hortalicas. A
comparacao foi feita logo apos a aplicacdo dos tratamentos e também ao longo do tempo
de armazenamento tendo como variavel resposta alguns compostos bioativos (vitamina C,
b-caroteno e compostos fendlicos), teste de aceitacdo sensorial, inativacdo enzimética e

algumas propriedades fisico-quimicas. O tratamento via CEPAI utilizando 35 kV/cm,
Xiv



aplicando pulsos bipolares a uma freqiiéncia de 200 Hz e 6 ns de comprimento durante
1500 ns foi selecionado como sendo 0 mais eficaz na estabilizagcdo do suco de cenoura. O
suco de cenoura tratado via CEPAI teve melhor aceitacdo sensorial, apresentou maior
estabilidade quanto a turbidez e maior retencdo de vitamina C do que os tratamentos
térmicos. Nao houve diferenca significativa (p < 0,05) entre os tratamentos para o valor de
pH, teor de sdlidos sollveis, viscosidade e capacidade antioxidante. A concentracéo de b-
caroteno aumentou apos os tratamentos e ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre
os tratamentos aplicados. O teor de b-caroteno, vitamina C e a capacidade antioxidante
reduziram exponencialmente com o tempo de armazenamento. O suco de cenoura néo
apresentou atividade enzimatica para a lipoxigenase e a reducdo do pH foi suficiente para
inibir a polifenoloxidase. A pectinesterase foi completamente inativada em todos os
tratamentos e a peroxidase apresentou baixa atividade residual apés aplicacdo dos CEPAI e
do tratamento térmico ndo havendo diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos.
Concluiu-se que a aplicacdo dos CEPAI foram capazes de promover a estabilizagcdo do
suco de cenoura com menos alteracdo de suas propriedades intrinsecas e menor perda

nutricional, sendo, portanto, mais eficiente do que o uso de tratamento térmico.

XV



ABSTRACT

TEIXEIRA, Luciano José Quintdo, D. Sc., Universidade Federa de Vigosa, February,
2008. Application of high intensity pulsed electric field on carrot juice
processing. Adviser: Afonso Mota Ramos. Co-Advisers: Olga Martin Belloso and
Paulo César Stringheta.

Vegetable juice is aproduct of high nutritional value, however it is perishable and
for that during your processing needs to pass for a stabilization process to increase your
shelf life. Therma treatment is usually used with this purpose; however it causes
nutritional loss, flavor, aroma, appearance and texture alteration. Like this, in the last
years, norrthermal treatments have been studied, among them high intensity pulsed
electric fields (HIPEF). HIPEF can stabilize vegetables juiceswith a minimal alteration of
its properties (sensorial and nutritional). This work was divided in two stages In a first
moment it was determined the conditions of HIPEF stabilization (field intensity; width,
frequency and polarity of pulses, and total treatment time) that achieved a better
stabilization of carrot juice taking as answer variable peroxidase inactivation and color
preservation They were still made physical-chemical characterization of carrot juice and it
was proposed some models to explain the enzymatic inactivation as a function of treatment
time or electric field intensity applied. The different models used fit well and the model of
first fractional order presented a better accuracy. In a second moment, it was made a
comparative study among the pasteurization efficiency of HIPEF and two therma
treatments commonly employees by vegetable juices industry. The comparison was made
just after process and also throughout storage time taking as answer variable some
bioactive compound (b-carotene, vitamin C and phenolics compound), sensorial analysis,
enzymatic inactivation and some physical-chemistries properties. The HIPEF treatment
using 35 kV/cmof field intensity, applying 6 s pulse width in bipolar mode at 200 Hz of
frequency during 1500 ns was selected as being more effective on carrot juice
stabilization. The HIPEF treated carrot juice presented a better sensorial acceptance; higher
cloudy stability, and more retention of vitamin C than thet presented by juices thermally
processed. There was no significant difference (p < 0.05) among treatments for pH value,
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solids soluble content, viscosity and antioxidant capacity. The concentration of b-carotene
increased after process for al treated juices and no significant differences (p < 0.05)
among them were observed. The tenor of b-carotene, vitamin C and antioxidant capacity
depleted exponentially as a function of storage time. Carrot juice did not present
lypoxygenase activity and the pH reduction was enough to inhibit polyphenoloxidase.
Pectin methyl esterase was completely inhibit for all treatments applied and peroxidase
presented low residua activity after HIPEF and thermal treatments having no significant
differences (p < 0.05) among them. It was ended that the HIPEF process was capable to
promote carrot juice stabilization with smaller ateration of its properties and smaller
nutritional losses. Therefore, HIPEF is better than thermal trestment to stabilize and to

promote high quality of carrot juices.
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INTRODUCAO GERAL

O mundo globalizado e a vida moderna estéo promovendo mudangas significativas
no estilo de vida e nos habitos de consumo das pessoas. Dessa forma, percebe-se que &
pessoas mantém o enfoque continuo em produtos que sejam saudéveis e oferecam grande

praticidade em seu manuseio e preparo.

Saborosas e benéficas a salde, as frutas, hortalicas e seus derivados estdo
conquistando os consumidores, sendo o consumo destes produtos, recomendado pelos
0rgdos de salde. A OMS recomenda 0 consumo de no minimo 400 g de frutas, legumes e
verduras frescog/dia (excluindo tubérculos de amido). Pesguisas indicam que, em gerd,
consumindo-se quantidades adequadas de vegetais é possivel prevenir doencgas crénicas,

como as doencas do coracdo, diabetes tipo 2, obesidade e cancer (Aquino, 2006).

Em um estudo realizado pela ACNielsen (2004), em 59 paises, constatou-se que as
tendéncias que impulsionam o crescimento do mercado de alimentos e bebidas sio:
enfoque continuo na salide, necessidade de praticidade e impacto das marcas dos produtos.
De acordo com este estudo, o consumo de frutas, hortalicas e seus derivados tiveram
crescimento maior do que a média global quando comparado ao das demais categorias de

aimentos.

De acordo com estudo redlizado por Alves e Garcia (1993), até o ano de 1991
praticamente ndo havia mercado no Brasil para o suco de frutas refrigerado pronto para
beber. Hoje arealidade é outra, pois encontram:-se sucos prontos para beber oferecidos por
diversas marcas e sob diversas formas. Ano apos ano, vé-se maior oferta de sucos prontos
para beber nos supermercados. HA maior oferta tanto referente a quantidade de produtos,
como também de marcas, sabores e tipos de sucos. Dessa forma, abre-se um grande espaco
para a inovacdo deste setor. Portanto, ndo se pode desprezar a possibilidade de um
aumento, nos préximos anos, do consumo para 0S SUCoS vegetais como 0 suco de tomate,

suco de cenoura ou sucos mistos, principa mente o suco de cenoura com laranja.



A cadeia agroindustrial da cenoura situa-se como uma das mais importantes do
agronegocio brasileiro alimentando setores indiretos como a venda de insumos, maquinas
agricolas, equipamentos de irrigacdo e embalagem. Ela gera emprego no campo e nas
agroindustrias de transformacdo. A cenoura € a principal matéria-prima utilizada na
industria de minimamente processados (Lana e Vieira, 2000). Ela também pode ser
utilizada na producéo de sucos, enlatados, congelados e produtos desidratados. No mais,
existe grande interesse comercial para o desenvolvimento de novos produtos que combine
diferentes sabores e composicdo nutricional. Assim, tém sido desenvolvidas misturas de
suco de cenoura com outros sucos tais como, laranja, macs, e liméo (Mawele et al., 1996;
Kimet al., 2001; Rodrigo et a., 2003; FernandezGarciaet a., 2001).

A cenoura € uma das hortalicas mais consumidas no Brasil (Lana e Vieera, 2000).
Além de ser muito apreciada pelo seu sabor, ela € considerada uma excelente fonte de
carotendides, fibras, vitaminas, minerais e outros componentes bioativos, promovendo,
assim, grandes beneficios para a salide do consumidor (Qin et al., 2005). Apesar do alto
consumo da cenoura “in naturd’, ainda ha poucos produtos industrializados derivados dela
sendo comercializados no Brasil. O consumo de suco de cenoura é bem maior em paises da

Europa e dos Estados Unidos do que no Brasil cujo consumo ainda € muito incipiente.

O processamento industrial de suco, tanto de frutas, hortaligas ou misturas destas,
sempre inclui uma etapa de tratamento térmico com a finalidade de estabilizar o produto
final (Servili et a., 2000). O tratamento térmico €, sem davida, um méodo eficiente de
conservagdo dos alimentos. Contudo, uma série de alteracOes indesgjavels ocorre nos
alimertos tratados pelo calor, surgindo assim, vérios subprodutos de reacfes ativadas pela
enorme quantidade de energia transferida ao alimento. Tais alteracGes devemse ao
cozimento do produto e suas consequiéncias nos aspectos fisicos, sensoriais e nutritivos do
alimento tais como alteragbes no sabor, na cor, na textura e a destruigdo de vitaminas e
outros compostos bioativos que sgjam termoldbeis (Mawele et al., 1996; Espachs-Barroso
et al., 2003; Rivaset a., 2006).

O sabor cozido € importante em alguns produtos como os derivados de carne, mas o
mesmo ndo ocorre com os derivados de frutas e hortalicas onde o sabor natural € mais
apreciado. Assim, tem crescido a demanda por derivados de frutas e hortalicas
minimamente processadas que tenham sabor e aroma proximo do produto “in natura’

(Porretta, 1995), ou sgja, 0s consumidores estdo rejeitando o sabor cozido e a perda de
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alguns nutrientes induzidos pelo tratamento térmico. Neste contexto, a estabilizacdo de
alimentos e bebidas, sobretudo sucos, por meio de processos ndo-térmicos, como € 0 caso
da utilizacdo de campos eétricos pulsados de alta intensidade, vem ganhando cada vez

mais destaque.

A aplicagdo de campos elétricos pulsados de alta intensidade (CEPAI) para o
tratamento de aimentos € uma promissora alternativa ndo-térmica aos tratamentos
tradicionais (Martin et a., 1997; Ramos et al., 2006). A tecnologia CEPAI pode
complementar o tratamento térmico ou substitui-1o completamente, sem o inconveniente da
degradagdo das propriedades nutricionais e sensoriais causadas pelo tratamento térmico,
uma vez gue se pode trabalhar com CEPAI a temperatura ambiente ou de refrigeracéo, e
ainda assim conseguir uma eficiente redugdo tanto microbiol6égica quanto a inativacéo

enzimatica (Barbosa-Canovaset al., 1999).

N&o foi encontrado, no Brasil, trabalho algum sobre processamento de alimentos
estabilizados com a aplicacdo de campos elétricos pulsados de dta intensidade. Isto
ressalta o carater inovador do presente trabalho. Primeiramente porque reforca os trabalhos
sobre 0 processamento de suco de cenoura, de grande importancia, dado a relevancia da
cadeia produtiva da cenoura no Brasil e pelo avanco ocorrido nas dtimas décadas no
mercado de sucos prontos para beber. Segundo, porque as tcnologias de processamento
ndo-térmicas, como é o caso dos CEPAI, vem ao encontro dos anseios dos consumidores

gue almejam alimentos de sabor e aroma mais préximo do produto natural.

O presente trabalho teve como objetivo geral estabelecer os valores dos parametros
de pasteurizacdo do suco de cenoura, por meio de aplicagdo de campos elétricos pulsados

de alta intensidade, capazes de estabilizar o produto final.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a) Estabelecer os parametros de pasteurizacéo (intensidade do campo; frequéncia,
polaridade e comprimento do pulso; tempo de tratamento) que garantam a maior
inativacdo da enzima peroxidase no suco de cenourg

b) Verificar o efeito da aplicacdo dos CEPAI em outras enzimas de importancia para o

processamento de sucos de cenoura;
c) Estudar acinética de inativacdo da peroxidase via aplicacdo dos CEPAI;

d) Comparar a qualidade do produto fina do suco de cenoura fresco, tratado com

CEPAI e com dois diferentes tratamentos térmicos.
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CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA

1.1 - CENOURA: CARACTERISTICA DAMATERIA-PRIMA E
PROCESSAMENTO

1.1.1 - HISTORICO E ASPECTOS GERAIS DA MATERIA -PRIMA

O ancestral selvagem da cenoura apareceu provavelmente a cerca de 5.000 anos na
Asia central onde hoje se localiza o Afeganistd que continua sendo o centro de
diversidade da Daucus carota. Ela foi introduzida na Europa no século X. As variedades
ancestrais eram violeta, negra, e branca sendo que a variedade laranja apareceu na Holanda
no século XVII. (Mabey, 1997). Ela foi trazida para o Brasil pelos portugueses e é
cultivada principal mente na regiéo sudeste e no sul do Brasil (CEAGESP, 2007).

A cenoura (Daucus carota L) é uma hortalica herbacea, da familia Apiacea, de
cultivo anual, cuja parte comestivel é uma raiz aromética, tuberosa, lisa, carnuda, reta e
sem ramificagdes podendo ter formato conico ou cilindrico. As principais variedades se
distinguem ainda pela coloragdo externa, coloragdo darama e época de plantio. Esta € uma
hortalica muito consumida no Brasil e pode ser encontrada em diferentes formas no
comércio, sendo os principais produtos industrializados a cenoura ralada, em cubos,
rodelas, palitos e minicenouras (EMBRAPA, 2003).

De acordo com os dados de producéo mundial de 2005, China, Russia e Estados
Unidos, sdo, nesta ordem, os maiores produtores mundiais de cenoura (FAOSTAT, 2005).
Jano Brasil, Minas gerais e S8o Paulo sd0 os principais produtores de cenoura (Limaet al.,
2004). Portanto, ela é cultivada em larga escala no sudeste e também no sul do Brasil por
serem regifes de clima mais ameno. Contudo, devido ao desenvolvimento de cultivares
tolerantes ao calor, seu cultivo tem se expandido para outros estados como Bahia,
Pernambuco e Distrito Federal. Suas variedades se dividem em dois grupos. as de veréo e
asdeinverno. (Viera, Pessoa e Makishima, 1997).



1.1.2 - CONSUMO DE FRUTAS EHORTALICAS

Em um estudo realizado pela empresa de pesquisa de mercado ACNielsen (2004),
em 59 paises, sobre o crescimento do consumo de 89 categorias de alimentos e bebidas,
revelou que entre os anos de 2003 e 2004 o vaor das vendas de alimentos, nas regides
pesguisadas, aumentou em 4%, sendo que houve acréscimo em algumas categorias e
retracdo em outras. A Tabela 1 ilustra o aumento das vendas dos derivados de frutas e
hortalicas em que se nota o crescimento destes produtos acima da média do setor de
alimentos e bebidas em gera (4%). Dessa forma, constata-se que 0 mercado esta propicio
para acolher o langcamento de novos derivados de frutas e hortalicas, pois a procura por
estes produtos tem crescido em face de uma maior procura por alimentos saudaveis e que

oferecam praticidade em seu armazenamento, manipulagéo e consumo.

Tabela 1 - Crescimento do valor das vendas de frutas, verdur as e seus derivados no
periodo de 2003 a 2004

Produto % de crescimento
Frutas congeladas 9
Salada pronta 8
Vegetais frescos 7
Frutas e castanha nédo perecivel 6

Fonte: Adaptado de ACNielsen Global Service (2004).

Segundo este estudo, o consumo de frutas e verduras entre aquele ano corrente de
2003 a 2004 cresceu 7% na América latina, 3% na Asia-pacifico e na América do norte e
5% na Europa (ACNielsen Global Service, 2004).

1.1.3 - SABOR E AROMA DA CENOURA

As caracteristicas tanto rutricionais como sensoriais dos vegetais dependem de sua
constituicdo fisico-quimica. A composicdo fisico-quimica conferira ao vegetal certos
atributos, que sdo responsaveis pela aceitacdo do produto pelo consumidor ou pela
industria de transformagdo. As caracteristicas sensoriais referemse a sabor, aroma,
aparéncia e textura dos aimentos. Portanto, a qualidade da cenoura dependera de suas

caracterigticas fisicas, que influenciam a sua atratividade por parte do consumidor, assim
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como de suas caracteristicas fisico-quimicas e composicéo nutricional (Barrett Reina,
1990).

O sabor e 0 aroma séo importantes atributos de qualidade de todos os produtos
alimentares. O sabor da cenoura é resultado de uma combinacdo de compostos volateis,
acUcares, compostos amargos e aminoacidos livres (Howard et a., 1995). A composicdo
final de vegetais depende de varios fatores como variedade, tratos culturais e composicéo
do solo (Davies e Hobson, 1991). O ponto de colheita e a manipulagdo pos-colheita
também exercem grande influéncia na qualidade final dos produtos de origem vegetal. O
ponto de colheita depende da variedade cultivada. Para garantir produtos de qualidade, é
preciso tomar cuidados especiais no transporte e armazenamento desta hortalica. A cenoura
ndo deve ser exposta a concentracdo de etileno superior a 0,5 microlitro de etileno por litro
de ar, pois isto induziria a sintese de compostos fendlicos como a isocumaring, que sao
substancias amargas (Chitarra e Chitarra, 2005). Por isso, deve-se evitar 0 armazenamento
da cenoura juntamente com frutas climatéricas. E importante ainda observar a temperatura

e a umidade de armazenamento.

Além das caracteristicas intrinsecas do produto, as condi¢Bes de processamento
também devem ser levadas em conta, pois assim como qualquer outro produto alimenticio,
a adocdo de um método de conservacdo inadequado ird causar modificagdes nas suas
propriedades sensoriais devido a atuacdo de enzimas, reacOes quimicas e crescimento
microbiano. Tacott e Howard (1999) concluiram que cenouras submetidas a estresse na
pré-colheita apresentam mudanca em seus atributos sensoriais de maneira que 0s

provadores atribuiram um sabor amargo mais pronunciado e um gosto doce menos intenso.

O processamento térmico realizado em derivados da cenoura afeta a qualidade
sensorial do produto final reduzindo a intensidade do sabor doce e a concentracdo de
compostos volateis como terpenos (Simon, 1985). Os terpenos sdo encontrados em varias
hortalicas, como o tomate e a cenoura. Eles podem ser originados ainda pela atividade de
enzimas como a lipoxigenase ou resultado da co-oxidagdo dos carotendides ou por reacéo
de Maillard durante o tratamento térmico (Servili et a., 2000). Ainda segundo estes
autores, o tratamento térmico modifica principamente os compostos de carbono Cg
saturados e insaturados, acoois, aldeidos, ésteres, cetonas e os derivados dos carotendides.
Portanto, a forma de estabilizar os derivados vegetais por tratamento térmico pode

modificar a composi¢éo do seu aromafinal.



1.1.4 - COR, TEXTURA E ENZIMAS

Os sentidos sdo responsaveis pela percepcao de tudo agquilo que ocorre a0 NOSso
redor, sendo que o impacto é marcado pelo aspecto, forma e, sobretudo, pela cor dos
objetos. Das percepcdes captadas pelo homem, 87% séo pela visdo, 9% pela audicdo e os
4% restantes, distribuido entre olfato, paladar e tato. A cor e aroma conferem ao homem
uma variada associacdo de idéias que estimulam o apetite. A expressao “comer com 0S
olhos’, neste sentido, define bem a importancia visual, pois os consumidores preferem

produtos com aspecto sadio e de coloragéo caracteristica do produto (Pimentel, 1995).

Dentre as caracteristicas dos derivados de cenoura, principamente do suco de
cenoura, a cor é considerada o atributo de qualidade que mais influencia o consumidor no
momento da compra. Desta maneira, os cientistas e a indistria de alimentos ddo muita
importancia a manutencdo e correta medicdo da cor. A cor laranja, tipica da cenoura e seus
derivados estéo relacionados com 0 seu conteldo de carotendides (Simon, 1985).
Entretanto, quando €ela é processada para obter suco e durante seu armazenamento, podem
ocorrer reacdes indesgiaveis de escurecimento enzimatico e ndo-enzimético. Estas reactes
causam a condensacdo de compostos fendlicos ou formacéo de melanoidinas via reacdo de
Maillard conduzindo a mudanca de cor no produto final (Talcott e Howard, 1999). A
reacdo de Maillard é influenciada pela temperatura de processamento e estocagem, pH e
atividade de &gua do produto (Jaime et al., 1998).

Carotendides sdo pigmentos importantes encontrados em pigmentos fotossi ntéticos,
complexo de proteinas de plantas, bactéria, fungos e alga e sdo responsaveis pela coloragdo
de vérias frutas e hortalicas (Stahl e Sies, 1996). A oxidagdo de carotendides também
contribui para a descoloragdo do produto (Jaime et al., 1998). Ela é influenciada pela
exposicdo a temperaturas de armazenagem, disponibilidade de oxigénio, exposicéo a luz,
atividade de &gua e acidez do produto (Padula, 1983).

Alguns corstituintes da parede celular como substancias pécticas, hemiceluloses,
celuloses e proteinas s80 0s principais responsaveis pela textura dos vegetais. (Chitarra e
Chitarra, 2005).

Assim como as frutas, a cenoura possui diversas enzimas endogenas. A degradacéo
da pectina da parede celular € catalisada pela acdo de dois grupos de enzimas endégenas
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chamadas de pectinametilesterase (PME) e poligalacturonase (PG). A a¢&o destas enzimas
aumenta a solubilidade da parede celular e promove uma diminui¢do da viscosidade dos
derivados dos vegetais (Fachin, 2003).

Polifenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) e peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) sdo
enzimas oxidativas de grande interesse no processamento do suco de cenoura. PPO
catalisa a hidroxilacdo de monofenois conduzindo a formacao de di- fendis g, ou oxidacdo
de di-fendis para formar quinonas. Em seguida, por condensacao de quinonas sdo formadas
as melanoidinas que sdo pigmentos escuros (Witaker, 1995). POD geralmente é
considerada uma das enzimas presentes em vegetais de maior termoresisténcia e por isso €
usada como indicador de qualidade, ou sgja, ap0s o tratamento térmico aplicado, se ela foi
inativada, admite-se que todas as outras também foram (Soysal and SOylemez, 2004;
Morales-Blancas & al., 2002)

1.1.5 - COMPOSICAO QUIMICA

A cenoura, como pode ser observada na Tabela 2, € uma hortalica muito nutritiva
sendo uma excelente fonte de provitamina A que é essencial para a manutencdo da boa
acuidade visual, salde da pele e das mucosas. Ela ainda é boa fonte de minerais e possui
baixo valor calérico podendo, portanto ser um importante complemento aimentar para

pessoas que estdo fazendo dieta para perder peso.

De acordo com a Portaria n © 33, de 13 de janeiro de 1998 daANVISA (Brasil,
1998) a ingestéo diaria recomendada para uma pessoa adulta de vitamina A € de 800 mcg
de retinol equivalente (RE), o que confirma a cenoura como excelente fonte deste

nutriente.

A cenoura e 0 suco de cenoura sdo as maiores fontes de pro-vitamina (Oszmianski e
Gorska, 2002). Além das fungdes benéficas ja amplamente conhecida da vitamina A, sua
presenca na alimentacéo melhora a biodisponibilidade do ferro. De acordo com Layrisse et
al. (1997) avitamina A previne o efeito inibitorio dos polifendis presentes no ché e café os
guais sdo responsaveis pela reducdo de mais de 50% na absorcdo do ferro dos alimentos.
As cenouras sdo as principais fontes de origem vegetal de a e (3-caroteno (Britton, 1992).
Os carotendides com atividade pré-vitaminica (3-caroteno, acaroteno e criptoxantina)
provenientes de diversos vegetais tém sido considerados como o grupo de substancias que
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podem ser transformadas em vitamina A na alimentagdo humana. (Rodrigues e Penteado,
1989).

Tabela 2 — Composicao centesimal, mineral e de vitamina da cenoura por 100 g da
parte comestivel.

Componentes Cenoura crua Cenouracozida
Umidade (%) 90,1 90,7
Energia (kca) 34 30
Proteina (g) 1,3 0,8
Lipideos () 0,2 0,2
Carboidratos (g) 7,7 6,7
Fibra alimentar (Q) 3,2 2,6
Cinzas (g) 0,9 0,6
Cacio (mg) 23 26
Magnésio (mg) 11 14
Manganés (mg) 0,05 0,05
Fésforo (mQ) 28 27
Ferro (mg) 0,2 0,1
Potassio (mg) 315 176
Cobre (mg) 0,05 0,02
Zinco (mg) 0,2 0,2
Vitamina C (mg) 52 Tracos
Vitamina A (mcc-RE)* 602 860

Fonte: Tabela Brasileira de composicdo de alimentos (2007).
* USDA Nutrient Database for Standard Reference, Release 14 (Julho, 2001)

Os carotendides protegem as células contra a acéo fotodindmica, sendo que dentre
eles, 0 licopeno é o que oferece maior protecdo, seguido de astoxantina e b-caroteno
(Tikler et al., 1994). Isto explica o crescente interesse pelo potencial antioxidante dos
carotendides que combate os radicais livres e assim retarda o processo de envelhecimento e

diminui o risco de surgimento de canceres e doencgas coronérias.
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1.1.6 - SUCO DE CENOURA

A tecnologia de producdo industrial de suco de @noura é parecida com a de
producdo de suco de macd ou péra. E necessario escolher uma matéria-prima de boa
gualidade e em bom estado de conservagdo. As etapas comuns a praticamente todos 0s
processo sdo: eliminacdo da matéria-prima impropria para processamento, lavagem,
trituraco, prensagem e pasteurizacdo ou esterilizacdo. Pode haver outras etapas como
clarificacéo, concentragdo, uso de enzimas, branqueamento e acidificagdo. Maiores
detalhes sobre o processamento industrial de suco de cenoura podem ser obtidos em
Suzuki, et a. (2002). Nos domicilios e em laboratorios, 0 suco de cenoura normamente é
obtido com o auxilio de um processador de suco do tipo centrifuga.

No Brasil, praticamente ainda ndo ha venda de suco de cenoura industrial pronto
para beber. Nos Estados Unidos, Europa e China este € um produto comercializado
juntamente com sucos de frutas nos supermercados e em outros pontos de venda. A
Figural ilustra alguns exemplos de suco de cenoura encontrados a venda no mercado local
da cidade de Lleida, Espanha em agosto de 2007. O volume das embalagens variade 0,5 a
1L eospregos de 0,90 Euros para os néctares e 2,45 Euros para 0 suco puro de cenoura.

—— i
M |H.i-'|._ Y i
INAHORIA o,

e

Figura 1 — Néctar de cenoura, néctar de cenoura com laranja e lim&o, suco de
cenoura tradicional, suco de cenoura organico encontrado a venda no
mer cado local da cidade de L leida/Espanha.
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O rendimento da extracéo do suco de cenoura pode chegar a quase 75% (Sharma et
d., 2005) e o suco concentrado de cenoura é negociado, no mercado Europeu, a valores
superiores a0 suco concentrado de maga (Figura 2). A demanda por suco de cenoura
concentrado vem aumentando rapidamente nos Ultimos anos na China (Wang et al., 2006).
A producéo de suco de cenoura ou da mistura de suco de cenoura com suco de laranja
poderia ser uma alternativa para propiciar uma maior diversificacdo da producdo e venda
de sucos no Brasil. No caso de mistura, Torregrosa et al. (2006) sugerem a seguinte
proporcéo: 20% de suco de cenoura e 80% de suco de laranja. Ainda segundo estes
autores, a combinac&o de suco de cenoura com laranja melhora a aceitagéo do produto em

relacdo ao suco de cenoura puro e se torna muito nutritivo, pois a cenoura € rica em

betacaroteno e alaranja em vitamina C.

—O—Magca ——Cenoura

2,57

0,5 1

Euro/kg

0 T T T T T T T T T T T 1

ago/06  set/06 out/06 nov/06 dez/06 jan/07  fev/07 mar/07 abr/07 mai/07 jun/07  jul/07

meses

Figura 2 — M édia do preco (€/kg) do suco concentrado de cenoura (65°Brix) e suco
concentrado de magca (70 °Brix) vendido a granel no mercado Europeu.

Fonte: Adaptado de Andnimo, 2007.
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O suco de cenoura € um produto de baixa acidez exigindo assim muita atencdo em
Seu processamento e comercializacdo, pois como tal, ele é um produto susceptivel ao

desenvolvimento do Clostridium botulinum. A ocorréncia de botulismo é rara, mas € uma

doenca grave podendo ser fatal. Ela € causada pela toxina botulinica. Entre os meses de
setembro e outubro de 2006 houve quatro casos de intoxicacdo botulinica nos EUA e duas
no Canada, todas relacionadas ao consumo de suco de cenoura refrigerado e enlatado.
Estes sucos foram pasteurizados e rotulados com: manter refrigerado. FDA suspeita que
estes produtos foram mantidos, durante o transporte ou pelos consumidores, em
temperaturas superiores as de refrigeracdo. O regulamento do FDA para sucos de baixa

acidez recomenda um maior controle do Clostridium botulinum inclusive para sucos de

cenoura. Isto pode ser obtido reduzindo o valor do pH paravaloresigual ou inferiores a4,5
(FDA, 2007).
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1.2 - APLICACAO DE CAMPOS ELETRICOS PULSADOS DE ALTA
INTENSIDADE NA CONSERVACAO DE ALIMENTOS
(ARTIGO DE REVISAQ)?

1.2.1 - RESUMO

Nas ultimas décadas, os tratamentos ndo térmicos dos alimentos vém ganhando
grande destagque por conseguir estabilizar os produtos processados via estes métodos, sem
0 emprego de caor e ainda preservar suas caracteristicas sensoriais e nutritivas. A
aplicacéo de campos elétricos pulsados de ata intensidade (CEPAI) se destaca como uma
promissora tecnologia para substituir o tratamento térmico convencional. Este trabaho
discorre sobre a aplicacdo dos CEPAI na industria de alimentos. Foi readlizado um
levantamento bibliografico sobre o tema abordando, desde aspectos histéricos,
equipamentos utilizados, efeito dos CEPAI nos microorganismos, efeito dos CEPAI na
inativagdo enzimatica, efeito dos CEPAI nas caracteristicas sensoriais dos aimentos,
emprego de métodos combinados até aspectos como as eventuais dificuldades e limitagdes
deste método. Conclui-se que este é um método promissor, pois para alguns produtos,
principalmente os liquidos, ele pode minimizar ou até substituir completamente o emprego
de tratamento térmico. Embora j& exista um grande nimero de patentes e trabalhos nesta
area, ainda é necessario mais pesquisas para elucidar e estabelecer os parémetros de
tratamento para cada produto, bem como estabelecer normas de legislacéo especificas para

permitir o uso desta tecnologia em escala industrial.

Palavras-chave: pulsos elétricos, tratamento ndo térmico, equipamentos.

! Publicado narevista CERES, v. 53, n. 308, p. 425-438. 2006
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1.2.2 - ABSTRACT

HIGH INTENSITY PULSED ELECTRIC FIELD APPLICATION IN THE FOOD
INDUSTRY

In the last decades, nonthermal food processing is becoming increasingly
prominent for promoting stabilization of the processed products without heating, therefore
preserving their flavor, aroma, texture, appearance and nutrient content. The application of
pulsed electric field (PEF) technology represents a promising alternative to traditional
thermal processing. This review deals with the application of pulsed eectric field (PEF) in
the food industry in substitution to conventional thermal processing, including historical
aspects, equipment, PEF effect on microorganisms, on enzymatic inactivation and on food
sensory characteristics, combined methods and the difficulties and limitations of the
method. For some products, particularly liquid foods, PEF can minimize or completely
substitute the use of thermal trestment, and is therefore a promising stabilizing method.
Although a great deal of research and a large number of patents already exist in this area,
further research is sill necessary to elucidate and establish treatment parameters for
specific products, as well as to establish specific regulations to allow the use of this

technology on an industrial scale.

Keywords: electric field, nonthermal treatment, equipment

1.2.3 - INTRODUCAO

No inicio dos tempos o homem cacava e coletava seu proprio aimento, no
momento em que este se esgotava el e se mudava para outra regido. Quando ele comecou a
cultivar seu préprio aimento, ele pdde se fixar em certa regi&o. Contudo, a colheita ocorre
em um periodo curto de tempo e em datas especificas para cada tipo alimento. Logo, houve
necessidade de desenvolver formas de conservar seus alimentos para garantir seu sustento
em época de escassez. O desenvolvimento de métodos de conservacdo de alimentos foi
fundamental para garantir o desenvolvimento da sociedade moderna. Desde os tempos
primérdios 0 homem vem desenvolvendo e aperfeicoando novos métodos de conservacéo.
O dominio do fogo revolucionou a forma como o homem preparava seu aimento, mais

tarde, foi 0 emprego do calor que representou grande avanco neste setor. Agora o dominio
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de técnicas ndo térmicas empregadas com o intuito de conservar os alimentos representa

um novo salto qualitativo na relagdo do homem com o aimento.

A utilizacBo do sal e da secagem foram os primeiros métodos utilizados na
conservacdo de aimentos. A esterilizagdo, desenvolvida por Nicolas Appert, e a
pasteurizacdo, em 1860, por Louis Pasteur representaram grande avango. Os métodos
térmicos foram aprimorados, congtituindo em uma forma eficiente de se promover a
estabilizacdo de um aimento. Porém, este método transfere grande quantidade de calor,
aumentando a agitacdo molecular e atuando em todos os componentes. Dentre as principais
desvantagens do emprego do tratamento térmico ressalta-se o longo tempo de tratamento
devido a curva de penetracéo de calor, a necessidade de resfriamento, o grande aporte de
energia e recursos requeridos para obté-lo. Apesar dos grandes avangos, o0 homem continua
com o desafio de produzir, processar e conservar os alimentos por longo periodo de tempo
com o minimo de perdas possiveis. Assim ele segue em busca de novos métodos ou pelo
aperfeicoamento dagueles que ja sGo empregados atualmente de forma que ele atue

especificamente em microorganismos e enzimas sem causar danos aos demai's compostos.

Dentro deste contexto, os métodos ndo térmicos de processamento de alimentos
ganharam enorme impulso a partir da década de 90 com o langamento no Japéo, e logo em
seguida por outros paises, de varios produtos processados por ata pressdo hidrostética.
Dentre os processamentos ndo térmicos podemos citar: alta pressdo hidrostética (Cheftel,
1995; Sangronis et a., 1997), campos magnéticos oscilatérios (Hileman, 1994), pulsos
luminosos (Dunn et al., 1995), radiacdo ionizante (Loaharanu, 1995), agentes quimicos e
bioquimicos (Barbosa-Canovas et al., 1999) e campos elétricos pulsados (Bendicho et al.,
2002).

A demanda por produtos minimamente processados de alta qualidade tem
aumentado nas ultimas décadas. Este fato tem estimulado o desenvolvimento de métodos
ndo térmicos de processamento (Manas et al., 2001). Dentre estes métodos, 0 emprego de
campos elétricos pulsados (CEPAI) se mostra como uma das alternativas mais promissoras
para substituir o tratamento térmico convencional tais como a pasteurizacdo e a
esterilizagdo comercial. Os tratamentos ndo Ermicos apresentam como vantagens uma
melhor manutencéo do sabor, da cor, do aroma, datextura e dos nutrientes dos alimentos

processados quando comparados aos mesmos alimentos processados com emprego de calor
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(Zhong et al., 2005) e ainda apresentam gasto energético menor (Barbosa-Cénovas et al.,
1999).

Existem vérios trabalhos citados na literatura sobre a inativacdo microbiana em
vérios produtos liquidos, como leite e sucos de frutas via utilizacdo de CEPAI (Barsotti et
al., 1999; Grah & Markl, 1996; Loaharanu, 1995; Mertens & Knorr, 1992). Por outro lado,
os trabalhos sobre os efeitos dos CEPAI na inativacdo enzimatica sGo em menor nimero
(Yeom & Zhang, 2002).

O maior potencial para utilizacdo dos CEPAI é em substituicdo ao tratamento
térmico para aimentos liquidos homogéneos que podem ser bombeados facilmente e sdo
menos propensos ao fendmeno de ruptura dielétrica no produto que € indesgavel. Muito
embora, haja alguns trabal hos sobre aplicacéo de CEPAI em produtos sdlidos como maga,
cenoura e batata a fim de melhorar a textura dos mesmos ou aumentar o rendimento da
extragdo de suco (Lebovka et al., 2004). A ruptura dielétrica consiste numa descarga
elétrica entre os dois eletrodos da camara, um fenémeno andogo a um reldampago. Esta
descarga de energia pode catalisar reacOes indesgéveis no alimento ou em casos mais
graves, a explosdo da camara de tratamento. A ocorréncia desse fendmeno esté relacionada
com a condutividade elétrica do alimento, assim alimentos solidos que contém ar em seu
interior ou réo séo homogéneos apresentam maior probabilidade de ocorréncia da ruptura
dielétrica. Por isso liquidos homogéneos, além de serem facilmente bombeados permitindo
assm um tratamento em fluxo continuo, apresentam menor probabilidade de ocorréncia
desse fendmeno. Os equipamentos utilizados em laboratério possuem um sistema de
seguranca que dispara um alarme e desativa o sistema gerador de pulsos sempre que ocorre
este fendbmeno, sendo necessario reiniciar todo o processo. Este fenémeno € um dos fatores
limitantes da intensidade de campo elétrico a ser utilizado e ocorre sempre que por algum
motivo haja incorporagdo de bolhas de ar no alimento a ser tratado. Isto se deve ao fato da
maior condutividade elétrica do ar em relacéo aos alimentos liquidos homogéneos e ocorre
com maior intensidade no final da vida (til da cémara de tratamento. Vale ressaltar que,
conforme observado nos trabalhos de Lebovka et al. (2004), os experimentos com
alimentos sdlidos utilizam campos elétricos de menor intensidade a fim de se evitar o

fendbmeno de ruptura dielétrica no alimento.

Este trabalho baseou-se em uma revisdo de literatura e visa discorrer sobre os

principais pontos desta tecnologia ressaltando desde aspectos historicos, equipamentos,
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acdo dos CEPAI nos microorganismos, nas enzimas, has caracteristicas sensoriais e
nutricionais de produtos bem como de seus principais desafios e limitagdes.

1.2.4 - DEFINICAO E EVOLUCAO HISTORICA

O processamento de alimentos via aplicacdo de campos el étricos pulsados (CEPAI)
consiste em submeter o produto a campos el étricos de alta intensidade (da ordem de 5 a 55
kV/cm) repetidos muitas vezes (constituindo o nimero de pulsos) durante intervalos de
tempo muito pegquenos (da ordem de ns) com afinalidade de inativar enzimas e destruir
microorganismos (Pettit et al., 2002). Portanto, ele visa substituir o processamento térmico

empregado com a mesma finalidade.

O interesse pelo uso de campos elétricos como tecnologia de conservacdo de
alimentos teve seu inicio no inicio do século XX. Quando o aimento € submetido a uma
diferenca de potencia elétrico (V), produz aguecimento devido a sua resisténcia elétrica
intrinseca (Fryer, 1995). Este processo é conhecido como aquecimento 6hmico. Fetterman
(1928) desenvolveu um processo de pasteurizacdo de leite por aguecimento 6hmico. De
1928 a 1938, mais de 200 milhdes de litros de leite foram pasteurizados nos EUA mediante
este processo (Moses, 1938). Contudo, os efeitos sobre microorganismos e enzimas neste
processo € devido ao calor produzido. O efeito do campo elétrico nos aimentos em s,
comegou a ser estudado somente a partir dos anos 60 (Bendicho et al., 2002). Foi a partir
dai ent&o, que se desenvolveu o tratamento via campos el étricos pul sados que utiliza pulsos
elétricos de peguena duracdo para minimizar o efeito Joule e, portanto diminuir o
aguecimento do produto. Assim, utilizamse os efeitos elétricos e ndo o0s térmicos para
estabilizar os alimentos. Atualmente fazse a distingdo entre uso de campo elétrico com
finalidade de aquecer os alimentos (tratamento 6hmico) e uso de campos el étricos pul sados

(CEPAI) usados para submeter 0 alimento a uma “pasteurizacao” néo térmica.

Os efeitos de eletroporacéo e de eetrofusdo que a aplicacdo de campos el étricos
causa nas células sdo conhecidos desde 1940. Eles ocorrem quando a célula € submetida a
um campo elétrico e sdo usados em engenharia genética para manipulacdo de material
intracelular (Tsong, 1990). Se a intensidade do campo eétrico ultrapassar certo valor,
ocorre arupturadielétrica da célula. Este fendmeno é que tem sido estudado desde os anos
60 para serem utilizados em métodos de conservacdo de alimentos. O marco inicial desta
tecnologia pode ser tomado como sendo a partir do registro, na Alemanha, da patente de

Dovenspeck em 1960 para 0s primeiros equipamentos utilizados e possiveis efeitos de sua
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aplicacdo (Dunn, 2002). Posteriormente vieram os trabalhos de Sale & Hamilton (1967)
que foram os primeiros estudos sobre 0 mecanismo de acdo dos CEPAI sobre as células
dos microorganismos. Nas ultimas décadas inimeros estudos tem sido desenvolvidos para
aperfeicoar os equipamentos, esclarecer 0os mecanismos de atuagdo em microorganismos e

enzimas e para estabelecer os parametros de tratamento para cada produto.

Deste modo, pode-se afirmar que o interesse para aplicacéo de campos el étricos em
alimentos teve inicio no século XX. Ele pode ser usado para aquecer produtos devido ao
efeito Joule e gustando-se os parametros de freqiéncia e tempo dos pulsos durante o
tratamento, pode-se eliminar ou minimizar esse efeito, e dependendo da intensidade do
campo aplicado, usar os efeitos elétricos para manipulagdo genética ou para inativar

microorgani Smos e enzimas.

1.2.5 - EQUIPAMENTO PARA APLICACAO DE CEPAI

A linha para processamento de aimentos via aplicacdo de campos elétricos
pulsados CEPAI) é composta por um sistema de geracdo de CEPAI, uma céamara de
tratamento e um sistema de envase asséptico (Barbosa-Canovas et al., 1999). O sistema
gerador de pulsos elétricos € um sistema simples composto por uma fonte de alta voltagem,
um banco de capacitores, resisténcias elétricas, um osciloscopio para medir a intensidade
dos pulsos elétricos gerados e outros componentes eletrénicos comuns a varios sistemas
elétricos. Ja a cAmara de tratamento possui dois eletrodos entre 0s quais passa 0 alimento a
ser tratado (Pettit et al., 2002). As camaras possuem sondas de voltagem e de medicdo de
temperatura, um dispositivo pararetirada de ar afim de evitar a ruptura dielétrica durante o
tratamento e podem ainda, possuir ou ndo, um sistema de refrigeragdo para evitar ou
diminuir o aquecimento do produto durante o tratamento (Barbosa-Cénovas et al., 1999).
As primeiras camaras eram estéticas, ou sSgja, tratavam os aimentos em bateladas.
Posteriormente surgiram as camaras continuas. As camaras estaticas atendem a contento as
necessidades inerentes a atividade de pesquisas. Contudo, para processos industriais, as
camaras continuas sd0 mais adequadas por propiciarem um fluxo continuo. A Figura 3

ilustra um sistema de processamento via CEPAL.
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Figura3 - Sistema de processamento por meio de aplicacdo de CEPAI

As camaras de tratamento sdo 0s componentes mais importantes do sistema CEPAI,
e os de projeto mais complicado. S&o projetadas para conter o alimento a ser tratado e
alojar os eletrodos de descarga (Martin et al., 1994; Zhang et al., 1995). Uma camara de
tratamento consiste de dois eletrodos sustentados por material isolante, localizados de
modo a formarem um recinto para conter o alimento e outros materiais. Gs eletrodos
podem ser placas paralelas, fios paralelos, cilindros concéntricos ou varetas sendo que as
placas paraelas se mostram mais adequadas, por produzirem maior uniformidade na
distribuicdo da intensidade do campo elétrico em uma grande area (Martin et d., 1994). JA
as camaras cujos eletrodos sdo cilindros concéntricos propiciam um escoamento mais
suave e uniforme do produto, sendo por isso mais atrativo para aplicacbes industriais
(Zhang et al., 1994). Diversos projetos de camaras estéticas e continuas foram sugeridos e

uma revisao sobre elas pode ser encontrada em Barbosa- Canovas (1999).

Com a intensificacdo dos estudos nesta &rea surgiram vé&rias camaras nas Ultimas
décadas com a finalidade de maximizar a eficiéncia destes equipamentos. As principais
caracteristicas que ela deve possuir sdo: possibilitar um tratamento homogéneo, ter maxima
eficiéncia tanto na inativagcao de enzimas quanto de microorganismos, minimizar possiveis
reacOes eletroquimicas e minimizar a possibilidade de ocorrer ruptura dielétrica no
alimento enquanto este estiver submetido aos campos elétricos pulsados (Dunn et al.,

1995).
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A maioria das camaras de tratamento possui um sistema de refrigeracéo para evitar
0 aquecimento do produto enquanto este é submetido aos CEPAIL. O aguecimento do
produto ocorre devido ao efeito 6hmico (Samaranayake et al., 2005) e depende da
condutividade elétrica do aimento, e das condi¢des de operacdo tais como intensidade,

numero e frequiéncias dos pulsos €l étricos aplicados (Esplugas et al., 2002).

Para dimensionar e maximizar as condic¢des de operacdo em cada tratamento deve-
Se ter em conta que a inativagdo de enzimas e microorganismos depende, ndo somente da
natureza destes, mas também das propriedades fisicas de cada alimento (Ruhlman et a.,
2002). As propriedades fisicas dos alimentos que sdo criticas neste processo Sdo:
condutividade elétrica, densidade, calor especifico e viscosidade. Estas propriedades
podem se alterar com \ariagdes de temperatura, por isso elas devem ser consideradas na
temperatura em que ocorrera o processamento (Ruhlman et al., 2002). Assim, mais uma

vez, ressalta-se a importancia do controle de temperatura durante este processo.

Alimentos liquidos possuem Vvérios ions que conduzem corrente elétrica sendo esta
corrente diretamente proporcional a condutividade elétrica do meio (Zhang et al., 1995).
Quanto maior for a condutividade elétrica do aimento maior ser4 a geragdo de calor
durante o tratamento provocando mudancas na temperatura caso ndo haja um sistema
eficiente de retirada de calor (Ruhlman et al., 2002).

Assim, é necessério conhecer a quantidade de calor Q (kJ/nt) que é fornecida
durante o tratamento. Sendo que para pulsos elétricos com decaimento exponencial, este
valor pode ser calculado conforme equacéo 1 (Giner et al., 2000).

D)

Em que U, € o pico de voltagem (V); C é a capacitancia do capacitor (F); ev €ovolume

(m?).

A viscosidade do produto determina as caracteristicas do escoamento em camaras

continuas. Estas caracteristicas podem ser calculadas pelo nimero de Reynolds. Deve-se
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conseguir um escoamento com velocidade uniforme para garantir a uniformidade do
tratamento (Ruhlman et al., 2002).

Ruhlman et al. (2002) estudaram a influencia das propriedades fisicas dos
alimentos liquidos para tratamento via CEPAI e concluiram que é mais facil processar
alimentos liquidos que possuam baixa condutividade elétrica, baixa viscosidade e ata
densidade. Para esses alimentos é relativamente fécil controlar a temperatura interna da
camara de processamento utilizando trocadores de calores internos para resfriar o produto e

manter a temperatura nos valores estabel ecidos.

Em um tratamento com CEPAII, o produto a ser tratado é submetido a varios pulsos
elétricos sucessivos e é de fundamental importancia garantir que o potencial elétrico nos
eletrodos retorne ao valor zero nos intervalos entre os pulsos a fim de minimizar possiveis
reacOes eletroquimicas. Estas reacfes eletroquimicas sdo indesgjaveis e quando ocorrem,
ocorrem somente na regid muito proxima dos eletrodos (aproximadamente 10 A). O
material que compde o eletrodo também exerce influencia sobre estas possivels reagoes,
sendo que agueles fabricados com grafite, por exemplo, podem minimizélas (Dunn,
2002).

Os laboratorios que hoje trabalham com CEPAI possuem equipamentos diferentes
no que se refere ao tipo de cmara, tipo de pulso, sistema continuo ou em batelada,
material utilizado dentre outros. Isto faz com que sejam obtidos resultados diferentes, pois
todos esses fatores afetam os pardmetros do tratamento via CEPAI. Contudo, é possivel
encontrar muitos pontos em comuns entre os trabalhos. Dentre eles, um de fundamental
importancia € o impacto que um tratamento ndo uniforme pode causar na cinética da
inativacdo microbiana. Portanto, garantir a uniformidade do tratamento € de extrema
importancia para obtencéo de resultados satisfatérios com a aplicacdo de CEPAI (Dunn,
2002).

Vimos que é grande 0 numero de variaveis que influenciam a eficiéncia do
processamento via CEPAIL. A Tabela 3 resume o nimero de informagdes que devem ser
observados para que se possa compreender e poder comparar os resultados encontrados na
literatura. Assim, a intensidade do campo utilizado, a duracdo, a forma, 0 nimero e a

freqiiéncia dos pulsos, o tipo de camara, o tipo de material de que é feito os eletrodos e 0
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meio que foi utilizado para fazer os ensaios exerce grande influencia e podem explicar

possiveis resultados conflitantes encontrados na literatura.

Tabela 3 - Caracteristicas dos sistemas aplicacdo de CEPAI

Alta voltagem e geracao de pulsos Forca do campo elétrico (kV/cm)
Duragdo dos pulsos (msegundos)
Fregtiéncia dos pulsos (Hz)

Forma da onda (quadrada, exponencial)

Cémara de tratamento Material do eletrodo
Distancia entre os eletrodos
Configuracao dos eletrodos
Contato ou nd% com o a durante O

processamento

Tipo de sistema Continuo
Batelada

Com ou sem refrigeracéo

Inativacdo de microorganismo e enzima Em solucdo aquosa
Em solucdo tampéo
Em alimentos simulados

Em alimentos reais

Fonte: Yeom & Zhang (2002)

1.2.6 - INFLUENCIA DA FORMA DOS PULSOS ELETRICOS
APLICADOS

Utilizando capacitores, resisténcia e induténcia em diferentes disposi¢des é possivel
produzir pulsos elétricos cuja forma sgjam diferentes. Os alimentos podem ser submetidos
a pulsos elétricos de ata intensidade de forma quadrada, exponencial, oscilatérios e
bipolares (Barbosa-Cénovas et al., 1999). E possivel observar a forma do pulso plotando-
se um gréfico de intensidade do campo elétrico versus tempo. No pulso exponencial, o
campo elétrico atinge um valor méximo e depois decal de forma exponencia com o tempo.
No pulso quadrado o campo elétrico se nantém em um valor maximo por certo periodo

para depois cair abruptamente formando um quadrado no gréfico. Ja os pulsos oscilantes e
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bipolares sdo obtidos por circuitos particulares capazes de produzir estas formas de pulsos
(Pettit et al., 2002).

Estudos indicam que a forma do pulso elétrico empregado produz resultados
diferentes. Pothakamury et al. (1996) obtiveram melhores resultados na inativacéo de E.
Coli com pulsos de forma quadrada do que com pulsos exponenciais. Nos pulsos el étricos
de forma quadrada, 91% da energia se situam acima do campo elétrico critico, enquanto
gue nos pulsos elétricos exponenciais temos em torno de 64% da energia superior ao valor

critico. Isto explicariaamelhor eficiéncia dos pulsos quadrados (Zhang et al., 1994).

Os pulsos bipolares sdo mais eficazes do que os monopolares. A inversdo brusca da
orientacdo seria responsavel por causar maior stress celular e, portanto, conferir maior
eficiéncia (Jeyamkondan et al., 1999).

1.2.7 - RUPTURA DIELETRICA DO ALIMENTO

Na construgdo da camara de tratamento é preciso minimizar as possibilidades de
ocorréncia de ruptura dielétrica. A ruptura dielétrica ocorre quando o campo elétrico
ultrapassa a forga dielétrica do aimento e se caracteriza por: correntes elétricas elevadas
fluindo em canais estreitos, evolugdo de bolhas de gés; formacdo de incrustagcbes nos
eletrodos; aumento da pressédo acompanhado por um som explosivo (Zhang et al., 1995). O
risco de ocorréncia de ruptura dielétrica limita o processamento de alimentos via aplicacéo
de campos el étricos pulsados primordialmente a alimentos liquidos, embora se possam
tratar alimentos liquidos que contenha particulas pequenas. Alimentos solidos que tenham
bolhas de ar ndo sdo adequados para este tipo de processamento. Além disso, a camara de
tratamento deve possuir um sistema de retirada de bolhas de ar para evitar a ruptura
dielétrica (Barbosa-Canovas et al., 1999).

1.2.8 - FATORES QUE AFETAM A EFICIENCIA DA APLICACAO DE
CEPAI

Além do tipo de camara e pulsos, ha outros parametros que afetam a eficiéncia do
tratamento via CEPAI. Os fatores de maior relevancia sdo: caracteristicas elétricas do
alimento, intensidade do campo elétrico aplicado, duragdo do tratamento, temperatura de
tratamento (Pettit et al., 2002), tipo e forma de microorganismo ou enzima (Bendicho et
al., 2002) e pH do meio (Garcia et al., 1995). Portanto, devem se realizar estudos para
cada tipo de alimento e para cada tipo de microorganismo e enzima de interesse. No que se
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refere a intensidade do campo elétrico, os limites sdo dados por dois pontos importantes. se
ele for muito baixo ndo sera capaz de inativar 0os microorganismos, se for muito ato pode
causar ruptura dielétrica no alimento. No que se refere a temperatura de tratamento, quanto
maior for sua magnitude, mais efetivo sera o tratamento, porém o objetivo principal do
estudo desta tecnologia tem sido substituir o tratamento térmico, por isso as camaras
normalmente possuem um sistema de resfriamento e a temperatura € mantida, na maioria
das vezes, abaixo de 40°C. Para o vaor de pH arelacdo € inversa, ou sgja, quanto menor

for o valor do pH do alimento, mais efetivo serd o tratamento (Garcia et al., 1995).

1.2.9 - EFEITO SOBRE OS MICROORGANISMOS

A exposicdo de uma céula biolégica a um campo elétrico pulsado de ata
intensidade conduz a um fendémeno de permeabilizagdo da membrana. Isto leva a formacéo
de poros que é reversivel se o campo eétrico for abaixo de certo valor critico e por um
periodo de tempo curto. Este fendmeno € chamado de eletroporacdo e é usado em
engenharia genética. Porém se for ultrapassado certos valores de intensidade de campo e de
tempo de tratamento, este processo se torna irreversivel, ocorre perda de materia celular e
inativacéo dacélula (Knorr et al., 1994).

A detroporacdo (Figura 4) é o fenbmeno segundo o qual uma célula exposta a um
campo elétrico de alta voltagem sofre desestabilizacdo da bicamada lipidica e das proteinas
de sua membrana, levando a formacdo de poros na membrana e por consequéncia, sua

danificacéo parcial ou total.
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Figura 4 — Mecanismo de ruptura celular reversivel eirreversivel:

a) membrana celular com potencial V', sem danos na parede; b) Compressdo da membrana devido ao
aumento do potencial até V (maior que V' ) e carga da membrana; c) formagdo de poros (reversivel) por
novo aumento do potencial até \; d) formacdo de poros grandes (irreversivel) por aplicagdo de um campo
elétrico muito alto.

Fonte: Zimmermann (1986)

29



Ha um mecanismo de dois passos para a formacdo dos poros, a perfuragdo inicial
seria uma resposta a superacdo do potencial limite da membrana, seguido de seu aumento
com o tempo. A formagdo de poros é facilitada pela forca do campo elétrico e baixa forca

iGnica do meio, sendo relativamente independente da temperatura (Martin et al., 1994).

Muitas hipoteses tém sido estabel ecidas para tentar elucidar se ainiciagdo dos poros
se d& na parte protéica ou na parte lipidica da bicamada da membrana. Angersbach et al.
(2000) afirmam que este processo, devido a imediata formacdo de canais condutivos na
membrana e a répida formacéo de uma membrana de alta condutancia, deve ocorrer na
parte lipidica da membrana. Eles argumentam que o aumento de comprimento dos poros na
parte lipidica da membrana ocorre na faixa de microssegundos, enquanto que a
desnaturacéo protéica (por efeito Joule ou modificagdo elétrica), que € apresentada como
outra alternativa, ocorre na faixa de milissegundos a segundos. Mas o0 ponto de consenso
entre os cientistas € de que o mecanismo de acdo dos CEPAI nos microorganismos esta
relaciorado a mudancas na membrana citoplasmatica. A divergéncia € que para alguns
autores, os poros se formam na camada lipidica e para outros ocorrem na parte protéica.
N&o foram encontrados na literatura trabalhos conclusivos a este respeito. Portanto, o
colapso da membrana no processo de inativagdo microbiana € um consenso entre varios

autores, a discussdo se situa em qual seria a cinética exata desta inativacao.

Zimmerman (1986) sugeriu um efeito de perfuracdo idnica da membrana, devido a
exposicdo a CEPAI. Este efeito é caracterizado por um aumento rapido da condutancia da
membrana em associagdo com 0 movimento iénico. As mudangas estruturais e a
permeabilizacdo desenvolvidas na voltagem critica de ruptura caracterizam a ruptura
dielétrica da célula. Esta ruptura € produzida quando da polarizacdo dos fosfolipidios da
membrana pela passagem de ions ao longo das linhas de campo elétrico. Devido a baixa
condutividade el étrica da bicamada lipidica, ha acimulo de ions em sua superficie, gerando
um potencial transmembrana, que ao superar o valor do potencial natural da célula (cerca

de 1V) causa o rompimento da membrana.

Nas ultimas décadas diversos estudos tém sido conduzidos para determinar a

eficacia do tratamento com CEPAI na inativacdo microbiana (Tabela 4). Jayaram et al.
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(1992) obtiveram 9 reducbes decimais na populacdo de Lactobacillus brevis apés um

tratamento a 25 kV/cm, & 60°C utilizando como meio um tampéo fosfato.

Tabela 4 — Efeitos da aplicacdo de campos elétricos pulsados em diferentes
micr oorganismos

mi croorgani smo Meo Campo Tempo* Reducdes
(kV/em) () decimais
S Cerevisiae Suco de maca 12 55,40 4
Suco de maca 35 25 >6
Suco de laranja 6,7 100 5
logurte 25-38 2000 2
Salmonella L eite desnatado 28 100 25a>5
dublin
E. coli LSU 25 n.e 2,8
LSU 70 160 9
Ovo liquido 26 n.e. 5a6
Bacillus subtilis  Sopa de ervilha 33 60 5
Lactobacillus Leite 22 400 4,6
brevis
S aureus LSU 60 n.e >5

* tempo total de tratamento = nimero de pulsos vezes a duragcdo de cada pulso; n.e = ndo especificado; LSU
= leite ssimulado ultrafiltrado.
Fonte: adaptado de Petit et al. (2002).

Pothakamury et al. (1996) conseguiram reduzir a populacdo de Bacillus subtilis e
Lactobacillus delbrueckii em 4 e 5 ciclos logaritmicos respectivamente, a temperatura
ambiente (inferior a 30 °C). Foi utilizado um simulado de leite submetido a 40 ou 50 pulsos

com decaimento exponencial e um campo elétrico de 16 kV/cm.

Para cada microorganismo especifico a curva de sobrevivéncia dependerd da

intensidade do campo el étrico aplicado e do tempo de tratamento conforme as equacoes (2)
e (3) (Hulsheger et al., 1981).
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INS=-be(E-E) (2

Em que S é o nimero de microorganismos sobreviventes; b= € uma constante de gjuste de
regressao; E é o campo elétrico aplicado (kV/cm); e & € o valor extrapolado do campo

elétrico critico.
& 0
InS=- bcg—i (3)
t. g

Em que S é o nimero de microorganismos sobreviventes; b; € uma constante de regressao;

t € o tempo de tratamento e t; € o tempo critico extrapolado para 100% de sobrevivéncia.

1.2.10 - EFEITO SOBRE OS ESPOROS

Apesar do crescente interesse pelos CEPAI, ainda ha poucos trabalhos sobre a
inativacdo de esporos bacterianos mediante esta tecnologia. Esporos bacterianos parecem
resistir bem a acdo de campos €elétricos pulsados, embora sgjam mais sensiveis apds sua
germinagdo. Os pulsos elétricos ndo induzem a germinagdo, sendo, portanto ineficazes na
inativacéo de esporos. No entanto, a grminacdo pode ser induzida por outros meios, de
forma que os pulsos el étricos podem ser usados em seguida parainativar as células recém
geminadas. Simpson et al. (1995) obtiveram uma reducdo de cerca de cinco ciclos
logaritmicos de esporos de Bacillus subtillis utilizando uma combinagdo de lisozima e
CEPAI. E provavel que a lisozima dissolva o revestimento dos esporos, tornando a célula
passivel de tratamento por CEPAI. Desta forma, mesmo ndo sendo possivel inativar
esporos com a acdo isolada de CEPAL, € possivel usar esta tecnologia em combinagdo com

outras para a inativagéo de esporos.
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Pagén et al. (1998) relatou a grande resisténcia dos esporos ao tratamento com
CEPAI. Eles estudaram a inativagcdo de esporos de B. subtilis em simulado artificial de
leite ultrafiltrado. Os esporos ndo foram inativados apos 75 pulsos a 60 kV/cm. A
combinacdo de CEPAI com temperatura moderada (60°C aproximadamente) e/ou ativacédo
prévia dos esporos usando temperatura de 80°C por 10 minutos e€/ou combinacdo de
CEPAI com lisosima (5000 1U/mL) também ndo foram capazes de promover a inativacdo
dos esporos. Somente uma combinacdo de alta pressdo hidrostética (150 MPa, 30 min a
40°C) com CEPAI produziu bons resultados. A ata pressdo promoveu a germinacdo dos

esporos que foram inativados em seguida via aplicagéo de CEPAI.

Jin et al. (2002) conseguiram inativar 95% de esporos de B. subitilis utilizando

campos el étricos de 30 a 40 kV/cm e um tempo de tratamento de 2 a3 ms.

Como visto, os resultados sdo contraditérios, isto se deve ao fato de os parametros
serem diferentes (meio de estudo, intensidade do campo, tempo de tratamento, etc.) e,
portanto, € dificil comparar os estudos realizados. Fica claro, ho entanto, que 0S esporos

s80 bastante resistentes a este tratamento e que novos estudos devem ser realizados.

1.2.11 - EFEITO SOBRE AS ENZIMAS

Para que o CEPAI possa ser usado em substituicdo a0 emprego de calor, é
necessario que ele sga eficiente tanto na inativacdo de microorganismos como também na
inativacdo enzimética. Parece haver consenso entre 0s pesquisadores sobre 0 mecanismo
de inativagdo microbiana. Contudo, o nimero de estudos sobre inativaco enzimética via
emprego do CEPAI é relativamente pequeno e seu mecanismo de acdo ainda ndo foi

completamente el ucidado.

De forma geral, para se obter éxito na inativacdo de enzimas, S0 necessarios
tratamentos mais severos do que aqueles utilizados para inativar microorganismos (Ho et
al., 1997). Se estas informacdes se confirmarem, a inativacéo enzimética podera se tornar
um importante indicador de eficiéncia do tratamento via aplicacdo de CEPAI, pois ao
serem inativadas, estariamos seguros de que 0s microorganismos também estariam. Porém,
S80 necessarios mais estudos para corroborar esta informagdo e provavelmente os
indicadores de eficiéncia devem ser estabelecidos para cada produto.
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Os primeiros trabalhos citados na literatura sobre o efeito da aplicacdo de CEPAI
na inativagcdo de enzimas datam do final dos anos 60 com os trabalhos de Hamilton & Sale
(1967). Depois de alguns amos sem novos trabalhos, a partir de meados dos anos 90, o
interesse pelo efeito dos CEPAI sobre atividade enzimética se intensificou novamente
(Yeom & Zhang, 2002).

Ainda ndo h&a um consenso sobre qual € o mecanismo de atuagdo dos CEPAI nas
enzimas. Para dguns autores a inativacdo pode ocorrer devido a oxidagcdo de alguns

componentes da enzima como grupos sulfidrilas (Ruhiman et al., 2002).

Para outros autores a inativacdo enzimatica ocorre devido a mudangas na estrutura
tercidria e ou secundaria da proteina (Zhong et al., 2005). Quando uma enzima esta
submetida a um campo elétrico ela é submetida a uma forca elétrica devido a grupos
carregados que ela possui em posicoes diferentes, por causa destes grupos, surgem forcas
elétricas perturbadoras que podem levar a mudanca em sua conformagdo estrutura
provocando a sua desnaturagcdo. A maior ou menor resisténcia da enzima aos CEPAI
dependera do nimero de pontes de hidrogénio que ela possui, da sua composicdo em
amino&cidos que Ihe conferira maior ou menor hidrofobicidade, da presenca de metais em

sua estrutura e do seu volume (Bendicho et al., 2002).

1.2.12 - MODELO MATEMATICO PARA A CINETICA DE
INATIVACAO ENZIMATICA

A inativagdo enzimatica com o emprego de tratamento térmico foi extensamente
estudada e um modelo de primeira ordem (equacdo 4) € geralmente utilizado para
descrever a cinética de inativacdo enzimatica via utilizagdo de tratamento térmico e

também via utilizag8o de alta pressdo hidrostética (Basak & Ramawamy, 1996).

logg——=x=- = (4)

Em que A é aatividade residual enzimética ap0s o tratamento; A, € a média da atividade
enzimatica no tempo zero, ou sga, antes do tratamento térmico; t € o tempo de tratamento

térmico e D € o tempo necessario para reduzir 90% da atividade enzimatica.
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Zhong et al. (2006) empregaram modelo de primeira ordem (Equagdo 4) para
determinar os valores de D e Zg para as enzimas polifenoloxidase e peroxidase via
aplicacdo de campos elétricos pulsados. Z corresponde ao aumento da forca do campo
elétrico (E) capaz de reduzir o valor de D em 90%. Ze é calculado conforme a equagao 5.

@l O (EZ - El) (5)

D2 B ZE

Os autores encontraram os valores de Zg = 16,2 kV/cm para a polifenol oxidase e

Ze = 36,9 kV/cm para a peroxidase conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Efeito da aplicacdo do CEPAI no valor D nas enzimas polifenoloxidase (9
eda peroxidase (?).
Fonte: Zong et al. (2006)

Alguns autores propdem gue a inativagdo de enzimas via aplicacdo de campos
elétricos pulsados segue a mesma cinética de inativagdo enzimética encontrada nos
tratamentos térmicos e também para os tratamentos ndo térmicos via aplicacéo de ata
pressdo hidrostética. Contudo, ha outros trabalhos propondo modelos diferentes. Vae
ressaltar ainda que os estudos dos efeitos dos CEPAI em inativacdo enziméticas sdo

35



melhor este fenbmeno. Assim, novos estudos sd0 necessarios para confirmar ou ndo a
validade dos modelos de primeira ordem e neste caso, estabelecerem os diferentes valores
de D e Zt para cada enzima de interesse e para cada tipo de produto, ou ainda, propor um
novo modelo.

Diversos estudos tém sido conduzidos para quantificar a inativagcdo enzimatica via
aplicacéo de CEPAI. Giner et al. (2000) obtiveram 93,8% de inativagdo da enzima
pectinametilesterase com 400 pulsos de 0,02 ms a 24 kV/cm. Zhong et al. (2006)
utilizando uma solucéo tampdo como meio e tempo de tratamento total de 744 ns a
25 kV/cm conseguiram reduzir a atividade da peroxidase em 32,3% e da polifenoloxidase

em 76,2%. A Tabela 5 ilustra outros resultados obtidos para diferentes enzimas.

Tabela 5 — Efeito da aplicacdo de campos elétricos pulsados em diver sas enzimas

Enzima Meio utilizado E NuUmero Reducdo da
(kV/cm)  depulsos atividade
Fosfatase LAU 22 70 65%
acalina Leite (1,5% de gordura) 21,5 20 <10%
Leite (3% de gordura) 21,5 20 < 10%
Tamp3o (pH 9,8) 40-80 30 € 5%
L eite integral 6,7-20 200 0% (Ta)
74% (T = 70°C)
plasmina  LAU 15/45 10-5C Até 90 %
Peroxidase Leite 21,5 20 € 30%
Tampéo fosfato 40-73,3 30-10C € 30%
Leite integral 13-19 200 > 3%
Protease LAU 14-15 98 60%
Lipase Leite 21,5 20 60%

LAU = leiteartificial (simulado) ultrafiltrado; Ta = temperatura ambiente.
Fonte: adaptado De BENDICHO et al. (2002).
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1.2.13 - EFEITO SOBRE AS CARACTERISTICAS SENSORIAIS
DOS ALIMENTOS

A maioria dos trabalhos sobre o emprego de CEPAI refere-se a sua capacidade de
inativar microorganismos e de preservar os nutrientes dos alimentos, havendo poucos
trabalhos referentes aos seus efeitos nas caracteristicas sensoriais dos produtos assim

processados.

Min et al. (2003) encontraram diferenca significativa, ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, entre o suco de tomate processado via tratamento
térmico (TT) e aquele processado via CEPAI, sendo que os provadores atribuiram
melhores notas para 0 suco processado pelo sistema CEPAI conforme Tabela 6. Ainda
segundo estes autores, varios outros indicadores sensoriais (aparéncia, cor e textura)

denotam a melhor aceitacéo do suco processado via sistema CEPAL.

Tabela 6 — M édia dos escor es obtidos para aceitacéo do suco de tomate processado via
tratamento térmico e via CEPAL.

Tratamento térmico CEPAI
Sabor 47 6,2
Impressdo global 4,8 6,2

Fonte: Min et al. (2003)

Sucos citricos tratados com CEPAI a temperatura inferior a 34°C, ndo apresentaram
mudancas significativas na sua acidez, sabor e cor apés o tratamento (Cserhalmi et al.,
2005), o que corrobora a informagéo de que este método € mais eficiente para se preservar
as caracteristicas sensoriais dos alimentos do que agueles estabilizados mediante emprego
decaor.

Jiaet al. (1999) também obtiveram melhor retencdo de compostos aromaticos com
utilizacdo de CEPAI em sucos de laranja do que com tratamento térmico. Eles utilizaram
um campo elétrico de 30 kV/cm e obtiveram 3% de perda de compostos volateis para um
tempo total de tratamento de 240 ns e 9% de perda quando o tempo foi de 480 ns. As
perdas de compostos volateis com emprego de tratamento térmico (90°C/1 min) foram de
22%. O tratamento de 480 s foi equivalente ao tratamento térmico no que se refere a

inativacdo de fungos filamentosos e leveduras e promoveu nenor perda de compostos
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volateis (9%). A perda de compostos voléteis via aplicacéo de CEPAI foi atribuida ao
sistema de vacuo feito na camara de tratamento cujo objetivo é evitar o fenbmeno de

ruptura dielétrica no alimento.

1.2.14 - CONCLUSAO

A aplicacdo de campos elétricos pulsados € um método promissor para substituir o
tratamento térmico, com as vantagens de garantir melhor conservacdo da cor, da textura,
do sabor, da aparéncia e do aroma dos alimentos. Suas principais limitagdes devemse a
restricdo da sua aplicagdo em produtos liquidos homogéneos e pelo fato de ser pouco
efetivo na inativacdo de enzimas e esporos. Contudo, o emprego de CEPAI combinado
com outros métodos tais como emprego de temperatura moderada, alta pressdo
hidrostética, utilizacdo de agentes antimicrobianos, reducdo do valor do pH do meio,
dentre outros, pode produzir excelentes resultados na conservagdo de alimentos. Constata-
se também que ha necessidade de novos estudos no desenvolvimento e aperfeicoamento
dos equipamentos; na elucidagdo precisa da cinética e mecanismos de inativacdo de
microorganismos, enzimas e esporos; na definicdo dos parametros de tratamento adequado
para cada tipo de produto; estudos toxicol6gicos para garantir a inocuidade do processo;

elaboracdo de legislacdo especifica para processamento via CEPAL.

1.2.15 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Angersbach A, Heinz V, Knorr, D (2000) Effect of Pulsed Electric Fields on Cell

Membranes in Real Food Systems. Innovative Food Science & Emerging Technologies
1:135-149.

Barbosa-Cénovas GV, Pothakamury UR, Palou E, Swanson BG (1999) Conservacion no
Térmica de Alimentos, Zaragoza, Acribia. 280p.

Barsotti L, Merle P, Cheftel JC (1999) Food Processing by Pulsed Electric Fields. 11
Biological Aspects. Food Review International 15:(2)181-213.

Basak, S., E Ramawamy, H. S. Ultra High Pressure Treatment of Orange Juice: a Kinetic

Study on Inactivation of Pectin Methyl Esterase. Food Research International, 7:601-607,
1996.

38



Bendicho S, Barbosa-Canovas G V, Martin O (2002) Milk Processing by High Intensity
Pulsed Electric Fields. Food Science & Technology 13:195-204.

Cheftel JC (1995) High-Pressure, Microbial Inactivation and Food Preservation (Review).
Food Science Technologyy Internacional 1:75-90.

Cserhalmi Zs, Sass-Kiss A, TéthhrMarkus M, Lechner N (2005) Study of Pulsed Electric
Field Treated Citrus Juices. Innovative Food Science & Emerging Technologies. Articlein
press 6p.

Dunn J (1995) Pulsed Electric Field Processing: An Overview. In: Barbosa-Canovas GV,
Zhan QH Pulsed Electric Fields in Food Processing: Fundamental Aspects and
Applications. Technomic Publishing Company inc. USA. p. 17-47.

Dunn J, Ott T, Clark W (1995) Pulsed Light Treatment of Food and Packaging. Food
Technology 49:(9)95-98.

Esplugas S, Pagan R, Barbosa Cénovas GV, Swanson BG (2002) Engineering Aspects of
the Continuous Treatment of Fluid Foods by Pulsed Electric Fields. In Barbosa- Canovas
GV, Zhan QH (Eds.) Pulsed Electric Fields in Food Processing: Fundamental Aspects and
Applications. Technomic Publishing Company inc. USA. p. 48-60.

Fetterman JC (1928) The Electrical Conductivity Method of Processing Milk. Agricultural
Engineering 4.407-408.

Fryer P (1995) Electrica Resistance Heating of Foods. In: Gould GW (Eds) New
Methods of Food Preservation. Chepman & Hall USA, New Y ork. p. 204-236.

Garcia D, Gébmez N, Raso J, Pagan R (2005) Bacteria Resistance after Pulsed Electric
Fields Depending on the Treatment Medium pH. Innovative food science & emerging
technol ogies 6:388-395.

Giner J, Gimeno V, Espachs A, Elez P, Barbosa-Canovas GV, Martin O (2000) Inhibition
of Tomato (Licopersicon esculentum Mill.) Pectin Methylesterase by Pulsed Electric
Fields. Innovative Food Science & Emerging Technologies, 1:57-67.

Grah T & Markl H (1996) Killing of Micro-organism by Pulsed Electric Fields. Applied
Microbiology and Biotechnology 45:148-157.

Hamilton WA & Sde AJH (1967) Effects of High Electric Fields on Microorganisms I1.
Mechanism of Action of the Lethal Effect. Biochim. Biophys. Acta 148:789-800.

Hileman B (1994) Findings Point to Complexity of Health Effects of Electric and
Magnetic Fields. Chemica Engineering News 72:(29)27-33.

Ho SY, Mittal GS, Cross JD (1997) Effects of High Electric Pulses on the Activity of
Selected Enzymes. Journal of Food Engineering 31:69-84.

Hulsheger H, Potel J, Niemann EG (1981) Killing of Bacteria with Electric Pulsed of High
Field Strength. Radiation Environmental Biophysics 20:53-65.

39



Jayaram S, Castle GSP, Margaritis A (1992). Kinetics of Sterilization of Lactobacillus
brevis Cells by the Application of High Voltage Pulses. Biotechnology Bioengineering
40:1412-1420.

Jeyamkondan S, Jayas DS, Holley R (1999) Pulsed Electric Field Processing of Foods.
Journal of Food Protect 62:10088-1096.

Ja M, Zhang QH, Min DB (1999) Pulsed Electric Field Processing Effects on Flavor
Compounds and Microorganisms of Orange Juice. Food Chemistry 65:445-451.

Jn ZT, Su'Y, Tuhela L, Zhang QH, Sastry SK, Yousef AE (2002) Inactivation of Bacillus
subtilis Spores Using High Voltage Pulsed Electric Fields. In: Barbosa-Céanovas GV &
Zhan QH (Eds.) Pulsed Electric Fields in Food Processing: Fundamental Aspects and
Applications. Technomic Publishing Company inc. USA. p. 183-190

Knorr D, Geulen M, Grahl T, Sitzmann W (1994) Food Application of High Electric Field
Pulses. Trends in Food Science and Technology 5:71-75.

Lebovka NI, Praporscic |, Vorobiev E (2004) Effect of Moderate Therma and Pulsed
Electric Field Treatments on Textura Properties of Carrots, Potatoes and Apples.
Innovative Food Science and Emerging Technology 5:9-16.

Loaharanu P (1995) Food Irradiation: Current Status and Future. In: Gould GW (ed.) New
Methods of Food Preservation. Chapman & Hall USA, New Y ork. p. 90-109.

Manas P, Barsotti L, Cheftel JC (2001) Microbia Inactivation by Pulsed Electric Fields in
a Batch Treatment Chamber: Effects of Some Electrical Parameters and Food Constituents.
Innovative Food Science and Emerging Technologies 2:239-249.

Martin O, Zhang Q, Castro AJ, Barbosa-Canovas GV, Swanson BG (1994) Empleo de
Pulsos Eléctricos de Alto Voltage Para la Conservacion de Alimentos. Revista Espariola
de Ciencia e Tecnologia de Alimentos 34:(1)1-34.

Mertens B & Knorr D (1992) Development of Nonthermal Processes for Food
Preservation. Food Technology 46:124-136.

Min Z, Jin T, Zang QH (2003) Commercial Scale Pulsed Electric Field Processing of
Tomato Juice. Journal of Agricultural and Food Chemistry 51:3338-3344.

Moses BD (1938). Electric Pasteurization of Milk. Agricultural Engineering 12:525-526.

Pagén R, Esplugas S, Gongora-Nieto MM, Barbosa-Canovas GV, Swanson BG (1998)
Inactivation of Bacillus Subtilis Spores Using High Intensity Pulsed Electric Fields in
Combination With Other Food Conservation Technologies. Food Science Technology
International 4:33-44.

Pettit B, Ritz M, Federighi M (2002) Nouveaux Treatments Physiques de Conservation des
Aliments. Revue Bibliographique. Revue de Médecine V étérinaire 53:547-556.

Pothakamury UR, Vega H, Zhang Q, Barbosa Canovas GV, Swanson BG (1996) Effect of
Growth Stage and Processing Tenperature on the Inactivation of E. coli by Pulsed Electric
Fields. Journal Food Protection 59:1167-1171.

40



Ruhlman KT, Jin ZT, Zhang QH (2002) Physical Properties of Liquid Foods for Pulsed
Electric Field Treatment. In: Barbosa-Canovas GV & Zhan QH (Eds.) Pulsed Electric
Fields in Food Processing: Fundamental Aspects and Applications. Technomic Publishing
Company inc. USA. p. 61-73

Samaranayake CP, Sastry SK, Zhang H (2005) Pulsed Ohmic Heating - A Novel
Technique for Minimizations of Electrochemical Reactions During Processing. Journal of
Food Science 70:(8) 460-465.

Sale AJH, Hamilton WA (1967). Effects of High Electric Fields on Microorganisms 1.
kicking of Bacteriaand Y easts. Biochemica Biophysica Acta. 148:781-788.

Sangronis E, Pothakamury U, Ramos AM, |barz A, Barbosa-Céanovas GV (1997) La Alta
Presion Hidrostdticaa Una Alternativa en e Procesamiento no Témico de Alimentos.
Alimentéria 33-43.

Simpson MV, Barbosa-Canovas GV, Swanson BG (1995). Combined Inhibitory Effect of
Lysozyme and High Voltage Pused Electric Field on the Growth of Bacillu subtilis
Spores. Annual IFT Meeting, session 89, paper 2.

Tsong TY (1990) On Electroporation of Cell Membranes and Some Related Phenomena.
Bioelectrochemistry and Bioenergetics 24:271-295.

Yeom HW, Zhang QH (2002) Enzymatic Inactivation by Electric Fields. A Review. In:
Barbosa-Canovas GV & Zhan QH (Eds.) Pulsed Electric Fields in Food Processing:
Fundamental Aspects and Applications. Technomic Publishing Company inc. USA. p. 74-
81

Zhang QH, BarbosaCénovas GV, Swanson BG (1995) Engineering Aspects of Pulsed
Electric Field Pasteurization. J. Food Engennering 25: 261-291.

Zhang Q, Barbosa-Canovas GV, Swanson BG (1994) Engennering Aspects of PEF
Pasteurization. Journal of Food Engeneering 25:261-268.

Zhong K, Hu X, Zhao G, Fang Chen X (2005) Inactivation and Conformational Change of
Horseradish Peroxidase Induced by Pulsed Electric Field. Food Chemistry 92:473-479.

Zhong K, Wu J, Wang Z, Chen F, Liao X, Hu X, Zhang Z (2006) Inactivation Kinetics and
Secondary Structural Change of PEF-treated POD and PPO. Food Chemistry: Article in
Press 8p.

Zimmermann U (1986) Electrica Breakdown, Electropermeabilization and Electrofusion.
Rev Physiol Biochem Pharmacol 105:175-256.

41



CAPITULO 2-METODOLOGIA GERAL

A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Laboratério de “Nuevas
Tecnologias” e na planta-piloto do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universitat de Lleida, situada na cidade de Lleida, na Espanha.

Para cumprir com o0s objetivos propostos, foram realizados alguns ensaios
preliminares que juntamente com a revisao de literatura propiciaram o estabel ecimento dos
parémetros e seus vaores a serem utilizados. Apds o estabelecimento de quais seriam a
variaveis fixas e quais seriam as variaveis respostas, trés experimentos foram planejados e
conduzidos, sendo que os dois primeiros tiveram a finalidade de estabelecer o melhor
tratamento para estabilizacdo do suco de cenoura via aplicacdo de campos elétricos
pulsados de alta intensidade (CEPAI), e o terceiro experimento teve como propésito
comparar o melhor tratamento estabilizado via aplicacdo dos CEPAI com dois tratamentos
térmicos, tendo como referéncia o suco fresco de cenoura Antes dos experimentos serem
realizados, foram feitos ensaios adicionais para aferir a metodologia e também para
propiciar o treinamento do correto manuseio de todos os equipamentos envolvidos no
trabal ho.

2.1 - OBTENCAO DO SUCO DE CENOURA

Para elaboracéo do suco, foram utilizadas cenouras (Daucus carrota.) da variedade
Nanteza, compradas no comércio local da cidade de LLeida/Espanha. O suco de cenoura,
utilizado em todos os tratamentos, foi processado de acordo com o descrito ra Figura 1,
sendo que na etapa de estabilizagdo, alguns tratamentos foram submetidos a tratamento

térmico convencional e outros a aplicacdo de campos el étricos pulsados.

As cenouras foram selecionadas eliminando aguelas que possuiam algum tipo de
defeito, tais como: danos fisicos, podriddo etc. Em seguida, elas foram cuidadosamente

lavadas em &gua corrente com auxilio de uma escova. Com 0 auxilio de uma faca de aco
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inoxidavel foram feitos cortes transversais e longitudinais a fim de adequar o tamanho da

cenoura ao equipamento utilizado na extracéo do suco de cenoura.

A extracdo do suco de cenoura foi realizada em uma centrifuga extratora de sucos
vegetais doméstica (Bifinett, KompernaB GmbH, Bochum, Germany), obtendo um

rendimento de aproximadamente 50% (p/p) de suco em relagéo ao peso de cenoura.

Imediatamente apOs a extracdo, o pH do suco de cenoura foi determinado por
leitura em pHmetro (2001 pH meter, Crison Instruments SA, Alella, Barcelona, Spain). O
valor de pH = 6,20 + 0,02, obtido no suco, foi gustado pela adicdo de acido citrico
concentrado (50% m/m), segundo prética industria, para valor de pH = 3,8. Ap6s a
acidificacdo, o suco de cenoura foi filtrado por meio de um aparato provido de filtro de

tecido fino, quitasato e uma bomba de vacuo.
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Figura 1 — Fluxograma do processamento do suco de cenoura



A Utima etapa de obtencéo do suco de cenoura foi a desaeracéo realizada com a
finalidade de se retirar todas as bolhas de ar presente no suco para minimizar a ocorréncia
do fendmeno de ruptura dielétrica na camara de aplicacéo de campos el étricos pulsados de
dta intensidade durante o processamento. A desaeracéo foi realizada por meio de uma
bomba de vacuo (Diaphagm vacuum pump, Wertheim, Germany) e, a0 mesmo tempo,
submetendo o suco a uma agitacdo com o auxilio de um agitador magnético, durante

aproximadamente 5 minutos.

O suco assim obtido foi mantido refrigerado (4°C) por um periodo maximo de 2
horas até sua utilizagdo posterior (aplicacdo dos tratamentos térmicos ou aplicagdo dos
CEPAL).

2.2 - APLICACAO DOS CAMPOS ELETRICOS PUL SADOS

A aplicacdo de campos €l étricos pulsados de alta intensidade (CEPALI) foi realizada
em um equipamento OSU-4F HIPEF unit (The Ohio State University, Columbus, Ohio) de
fluxo continuo (Figura 2). O sistema de aplicagdo dos CEPAI inclui gerador de alta
voltagem, camara de tratamerto (Figura 3), uma bomba peristaltica (model 75210-25 Cole
Palmer, Vernon Hills, 11l), banho de agua e gelo para manter o produto tratado em
temperaturas inferiores a 40°C, quatro termostatos para indicacdo correta da temperatura
na entrada e sida da camara de tratamento, painel de controle para introducdo s
parémetros de tratamento e osciloscopio para controle das propriedades elétricas do
tratamento tais como: freqliéncia, intensidade do campo elétrico aplicado e comprimento

dos pulsos el étricos.
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Bomba
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Painel/entrada de parametros

Figura 2 — Sistema de ger acdo de campos elétricos pulsados de alta intensidade

Figura 3 — Detalhes da camar a de tratamento

O sistema possui 8 camaras de tratamentos em série que descarregam pulsos
elétricos quadrados (Figura 4). Cada camara possui um “gap” de distancia de 0,29 cm e
volume de 0,012 cn?.
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Este equipamento é bastante flexivel, com ele é possivel variar a frequéncia de
aplicacdo dos pulsos, o comprimento e a polaridade (mono e bipolar) dos pulsos elétricos,

assim como a intensidade do campo el étrico que pode chegar a 35 kV/cm.

-00.02 vpq

P = S

w2 Ampl
8.72KkV

w2 Max
8.611kV

w2 +Width
3.414ps

=i

L]
1 +
i
v
|
} i
T o SV VRN SN AU I . ....!

ul Ampl
35.6 A

I |

o TR T i i i

Y] 10A ;2

W

2Ky TRs Ch2 /7 2ky

Figura 4 — Foto do monitor do osciloscopio onde se pode verificar a forma e o
comprimento do pulso elétrico aplicado.

Apbs a utilizacdo do sistema de aplicacdo dos CEPAI, o equipamento era
submetido a uma limpeza e esterilizacdo fazendo circular nele e de forma alternada, dgua
destilada, solucdo de hidréxido de sodio, solucdo de hipoclorito de sodio, e solugdo
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2.3 - TRATAMENTO TERMICO

O tratamento térmico foi utilizado para comparar a eficiéncia entre este e a
aplicacdo dos CEPAI. O suco de cenoura foi submetido a dois tratamentos térmicos
distintos. 90°C por 30 segundos e 90°C por 60 segundos. As amostras foram processadas
em um trocador de calor tubular. Todos os detalhes estédo descritos na metodologia dos

capitulos5 e 6.

2.4 - ANALISES LABORATORIAIS

Foram realizadas as seguintes analises laboratoriais:

Atividade enzimética: polifenoloxidase, peroxidase, lipoxigenase e pectinesterase;
Caracterizacdo fisico-quimica: pH, atividade de agua, condutividade el étrica,
acidez, solidos soluveis;

Compostos bioativos: vitamina C, b-caroteno e fenais;

Capacidade antioxidante;

Viscosidade;

Cor: sistema CIELAB, Browning index;

Estabilidade quanto a turbidez do suco;

Teste de aceitacao.

A metodologia das andlises, bem como o delineamento experimental estdo descritos

com detal hes nos artigos apresentados nos capitul os seguintes (3, 4, 5 e 6).

2.5 - DEFINICAO DOS PARAMETROS ESTUDADOS

O Equipamento utilizado para aplicacéo dos CEPAI é bastante flexivel e permite
trabalhar com vérios par@metros que influenciam a eficiéncia dos CEPAI, quais sgjam:
comprimento do pulso aplicado (ns); frequéncia dos pulsos aplicados (Hz); polaridade do
pulso (mono ou bipolar); intensidade do campo elétrico (kV/cm) e tempo de tratamento
(rrs). O estabelecimento dos valores a serem utilizados para cada um desses parametros foi

baseado na revisdo de literatura e nos limites de trabalho do equipamento.
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Intensidade do campo elétrico aplicado: 20 kV/cm a 35 kV/cm, sendo que
35kV/cm é o limite superior do equipamento e valores abaixo de 20 kV/cm foram
pouco eficientes em outros trabalhos (Giner et al., 2005; Soliva-Fortuny et al.,
2006; ).

Comprimento do pulso: 1 nsa 7 ns. Estes valores foram baseados nos trabalhos de
(Elez-Martinez et al., 2006; Quintdo-Teixeiraet a., 2007).

Freguéncia de aplicacdo dos pulsos. 50 Hz a 250 Hz. Valores abaixo de 50 Hz sdo
pouco eficientes na inativagdo enzimdtica (ElezMartinez & al., 2007; Quintéo-
Teixeira et a., 2007). Para determinar o limite superior (250 Hz), foram feitos
ensaios preliminares. Nestes ensaios utilizando os valores mais atos de intensidade
do campo détrico (35 kV/cm) e comprimento maximo dos pulsos elétricos
previamente estabelecidos (7 ns), aumentou-se a freqliéncia a partir de 50 Hz até
valores limites, acima do qual ocorria o fendmeno indesgjado de ruptura diel étrica.

O vaor maximo, com o qual se poderiatrabalhar com seguranca, foi de 250 Hz
Polaridade: foram utilizadas as duas existentes, mono e bipolar.

Tempo de tratamento: 300 ns a 2.000 ns. Foram baseados nos trabahos de Soliva-
Fortuny et al., 2006; ElezMartinez et al., 2006).

Na Tabela 1 estéo apresentados os parametros e valores estabelecidos para serem
utilizados nos dois primeiros experimentos com o objetivo de assegurar melhor

estabilizag&o do suco de cenoura.

Tabela 1 — Parametros utilizados nos experimentos relacionados a aplicacéo de
campo elétrico pulsado de alta intensidade para escolha do tratamento
de melhor eficiéncia.

Parametros Otimizag&o" Cinética de inativacdo”
Intensidade do campo 35 kV/cm 20-35kV/cm
Freguéncia de aplicacéo dos pulsos 50 - 250 Hz 200 Hz
Comprimento dos pulsos 1-7ns 6ns
Polaridade Mono e bipolar Bipolar

Tempo de tratamento 1.000 ns 300 ns—2.000 ns

1— primeiro experimento descrito no item 2.6
2 —segundo experimento descrito no item 2.7
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2.6 - OTIMIZACAO

Montou-se um experimento para estabelecer a freqiéncia de aplicacdo dos pulsos
elétricos, o comprimento e a polaridade destes pulsos que garantam melhor eficiéncia na
estabilizacdo do suco de cenoura. Foram adotados como variaveis respostas, a cor e a
inativacdo da enzima peroxidase. Realizouse também a caracterizacdo fisico-quimica do
suco de cenoura, a avaliacdo da atividade da polifenoloxidase e 0 estudo da condutividade
elétrica do suco de cenoura em fungdo da temperatura. Todos os detal hes e resultados deste
experimento estdo publicados no artigo intitulado “Inactivation of Oxidative Enzymes by
High-Intensity Pulsed Electric Field for Retention of Color in Carrot Juice” e descrito em
detalhes no Capitulo 3. Neste experimento foi mantido constante a intensidade do campo
eétrico (35 kV/cm), bem como o tempo de tratamento (1.000 ns). Os resultados
(frequéncia, comprimento e polaridade do pulso que garantam melhor eficiéncia) deste

experimento foram utilizados no experimento seguinte, conforme descrito no item 2.7.

2.7 - CINETICA DE INATIVACAO ENZIMATICA
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suco de cenoura via aplicacdo dos CEPAI. Assim, ficou estabelecido que o tratamento de
melhor eficiéncia na inativacdo da peroxidase e manutencdo da cor é aguele cujos
parametros sdo: Intensidade do campo elétrico de 35 kV/cm; freqiéncia de 200 Hz;

comprimento do pulso de 6 ns aplicados no modo bipolar. A partir destas definicoes,
montouse um experimento para comparar a eficiéncia deste tratamento com dois
tratamentos térmicos escolhidos com base na literatura e um tratamento ‘controle” (suco
de cenoura fresco). A comparacdo foi feita no tempo zero, ou sgja, logo apds os
tratamentos serem realizados e ao longo do tempo de estocagem do produto. As variaveis
respostas foram: Inativagdo das enzimas peroxidase e pectinestarese; vitamina C; b-
caroteno; capacidade antioxidante; cor; aroma; pH; solidos sollvels; Viscosidade, fendis
totais; e estabilidade quanto a turbidez Todos os detalhes e resultados deste experimento
estdo relatados nos artigos intitulados “ Comparative Study on Cold Storage of Carrot Juice
processed by High-Intensity Pulsed Electric Field or Heat Treatment” e “Comparagéo entre
tratamento térmico e aplicacéo dos CEPAI em suco de Cenoura’. Ambos estdo descritos

em detalhes nos capitulos 5 e 6.
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CAPITULO 3—INACTIVATION OF OXIDATIVE ENZYMESBY HIGH-
INTENSITY PULSED ELECTRIC FIELD FOR RETENTION OF COLOR IN
CARROT JUICE?

3.1 - ABSTRACT

The effects of high-intensity pulsed electric fields (HIPEF) on oxidative enzymes
and color of fresh carrot juice were studied. A response surface methodology (RSM) was
used to evaluate the effect of pulse polarity (mono or bipolar mode), pulse width (from 1 to
7 us), and pulse frequency (from 50 to 250 Hz) on color and peroxidase (POD) inactivation
of carrot juice treated by HIPEF. The total treatment time and the electric field strength
were set at 1000 ps and 35 kV/cm respectively, at a temperature below 35°C. The
physicochemical characteristics of carrot juice were measured. There was a linear
relationship between electrical conductivity and temperature of the carrot juice. The results
showed that HIPEF-treated carrot juice at 35 kV/cm for 1000 ps applying 6 ps pulse width
a 200 Hz in bipolar mode led to 73.0% inactivation of POD. The color coordinates did
not change significantly. Therefore, HIPEF was effective in POD inactivation and carrot

juice color preservation.

Keywords: Color, Enzymatic inactivation, POD, PPO, HIPEF

3.2 - INTRODUCTION

2 Publicado em 22/08/2007 na revista Food Bioprocess Technology.
DOI 10.1007/s11947-007-0018-x
Link parao artigo: http://www.springerlink.com/content/92g32p312840455g/ful ltext. pdf
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Nowadays, consumers look for foods with high nutritional value and low caloric
content. Carrots are considered as a good source of carotenoids, fiber, vitamins, minerals,
and bioactive compounds, and thus provide many benefits for the human health (Qin et al.,
2005).

Carrots are processed as juice but also as canned, frozen and dehydrated
derivatives. Moreover, the commercial interest for the development of new products that
combine different flavors and nutritional compositions lead to blending carrot juice with
others, such as orange, apple, or lemon juice (Mawele et a., 1996; Lee and Yong 2001;
Kim et a., 2001; Rodrigo et al., 2003; FernandezGarciaet al., 2001).

Traditionally, thermal treatments are used to stabilize and preserve vegetable juices.
When the pH is lower than 4.6, juices are thermally processed for a few seconds at
temperatures between 60 and 100 °C (Chen et al., 1993; Rivas et. al, 2006). However, this
conventional treatment causes color alterations, flavor damages and nutrient losses
(Mawele et d., 1996; Espachs-Barroso et al., 2003; Rivas et a., 2006). High-intensity
pulsed eectric field (HIPEF) technology has gained interest as an aternative to thermal
processing. It offers advantages over heat application because it inactivates
microorganisms and enzymes without changes to flavor and nutrients (Martin et al., 1997,
Barsotti et. al, 2002; Ramos et a., 2006). Moreover, HIPEF is an adequate technology for
liquid food, with a relevant potential to increase the shelf-life of fresh juices (Rodrigo et
al., 2003; Selmaet al., 2004; Rivas et al., 2006).

Among the characteristics of carrot juice, color is considered the major quality
attribute that influences the consumer’s choice. Thus, food scientists and industry pay
much attention to color measurement. The typical orange color in carrots is related to its
carotenoids content (Simon, 1985). Nevertheless, when it is processed to obtain juice and
stored, undesirable browning reactions take place because of the enzymatic and
nonenzymatic reactions that cause the condensation of phenolic acids, resulting in the
discoloration of the product or melanoidins formation by maillard reaction (Talcott and
Howard, 1999).

Polyphenoloxidase (PPO, EC 1.14.18.1) and peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) are
oxidative enzymes related to the browning of juices. PPO catalyses the hydroxylation of

monophenoals, leading to the formation of di-phenols, or oxidation of diphenols to form

53



guinones. Next, the condensation of quinones generates melanines, that are dark substances
(Witaker, 1995). POD is generaly considered as one of the most heat-stable enzymes and
thus, long heat treatment times are needed to ensure POD inactivation. Hence, FOD is
commonly used as an indicator for the inactivation of endogenous enzymes and
microorganism during heating (Soysal and SOylemez, 2005; Morales-Blancas et al., 2002;
Ling and Lund, 1978). In fact, POD inactivation has been also used as a quality index of
vegetable product when submitted to a nontherma preservation process as high
hydrostatic pressure or HIPEF (Soysal et al., 2004; Zhong et a., 2005a; Ele~Martinez et
al., 2006). Nevertheless, there is no report available on the effects of HIPEF on peroxidase
activity and color of carrot juice. Thus, the aim of this work was to establish HIPEF
treatment conditions (pulse width, pulse polarity and pulse frequency) that assure greater

POD inactivation and minimize color change in carrot juice.

3.3 -MATERIALS AND METHODS

3.3.1- Juice Processing

Carrots (Daucus carota) were purchased in alocal market (Lleida, Spain) washed
with tap water and weighed. The carrot juice was extracted by a juice extractor (Bifinett,
KompernaB GmbH, Bochum, Germany) and filtered through a muslin cloth by means of a
vacuum pump (Diaphagm vacuum pump, Wertheim, Germany). The natural pH of carrot
juice, determined with a pH meter (2001 pH meter, Crison Instruments SA, Aldla,
Barcelona, Spain), was 6.20 = 0.02 and it was adjusted, according to the general
commercia practice for carrot juice, to 3.8 with the addition of citric acid. Finally, carrot
juice was degassed using a vacuum pump (Diaphagm vacuum pump, Wertheim, Germany)
under agitation for 5 min and stored at 4 °C until treatment, which was carried out before 2
h as a maximum. The analysis of untreated and treated samples was made immediately

after HIPEF processing.

3.3.2 - HIPEF Equipment

A continuous-flow HIPEF system was used to carry out this study. The system
includes a high-voltage pulse generator, a treatment chamber, a peristaltic pump, a cooled
water bath, a thermocouple attached in the treatment chamber for temperature control, and
an oscilloscope for the control of the electrical properties such as voltage, frequency, and
pulse width. The treatment device was an OSU-4F HIPEF unit (The Ohio State University,

Columbus, Ohio) that discharges square-shaped pulses within eight collinear chambers.
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Gap distance and volume in each chamber were 0.29 cm and 0.012 cn?, respectively. The
carrot juice was cooled through a cooling water bath in such a way that the juice
temperature never exceeded 35°C during the treatment. The flow rate of the process was
adjusted to 60 mi/min and controlled by a variable speed pump (model 75210-25, Cole
Palmer, Vernon Hills, 111). The treatments consisted of applying an electric field strength
(E) of 35 kV/cm for 1000 us in monopolar or bipolar mode, at different pulse frequencies
(from 50 to 250 Hz) and pulse widths (from 1 to 7 ps).

3.3.3 - Experimental Design and Statistical Analysis

A regression analysis was conducted to evaluate the electrical conductivity and
temperature dependence using Statgraphics plus version 5.1 for Windows package
(Statistical Graphics Co., Rockkille, MD, USA). All determinations were performed in
triplicate.

Response surface methodology (RSM) was performed to observe the effect of
differert HIPEF processing parameters on the color and residual POD activity of carrot
juice and to determine a region of the factor space in which operating HIPEF condition is
optimum or satisfactory. A central composite design (CCD) with two numerical and one
categorical factors, and faced-centered was proposed as experimental design (Myers and
Montgomery, 2002). The numerical independent variables were pulse width (from 1 to 7
us) and pulse frequency (from 50 to 250 Hz). The categorical variable was the polarity
mode (monopolar or bipolar pulses). Vaues for each variable were chosen according to
previous studies. In this experimental design, there were three coded factor levels. -1, 0
and +1, where -1 corresponds to the lowest level of each factor, +1 to the highest level, and
0 to the middle level. In the experimental design, 3 variables and 5 replicates at the center
point for a total of 26 experiments was used. Each anaysis was performed in duplicate,

and the order of assays was randomized.

The effect of the variables was modeled using a second-order response function (Eg. 1).

y:bo+ébixi+ébiixi2+ébij+xixj 1)
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wherey isthe estimated response, [y is the constant, (3, (3, and [3; represent the coefficients
of the linear, quadratic, and interactive effects, respectively; X, X%, and X; represent the
linear, quadratic, and interactive effects of the independent variables, respectively. The non
significant terms (P = 0.05) were deleted from the second-order polynomial model after
caculating an analysis of variance (ANOVA), and then anew ANOV A was recalculated to

obtain the coefficients for the final equation.

To perform the central composite analysis, Design Expert 6.0.1 software (Stat Ease
Inc., Minneapolis, MN) was used in all analyses and generated plots. A 95% confidence
interval was used for all procedures.

3.3.4 - Physicochemical Analysis

Physicochemical properties of norprocessed carrot juice were determined to
characterize the fresh juice.

The electrical conductivity of the carrot juice was measured with a conductivity
meter (240 conductivimeter, Tesco GmBh & Co., Lenzkirch, Germany). These
measurements were done in duplicate as a function of the temperature (from 5 to 65 °C)
before and after lowering the pH. The soluble solids content was measured with a
refractometer at 25°C (Atajo RX-100 refractometer, Atago Co. Ltd., Tokyo, Japan).

Total acidity was determined by means of a 0.1-N NaOH solution up to apH of 8.1.

The results were expressed as grams per 100 mL of citric acid.

3.3.5- Color Evaluation

The color of carrot juice was measured at room temperature using a Macbeth
Color-Eye 3,000 colorimeter controlled by a computer that calculated color coordinates
from reflectance spectrum (Macbeth-Kollmorgen Inst Corp, Newburgh,NY, USA). This
eguipment was set up for illuminant D75 and 10° observer angle. The samples were placed
in an optical glass tray, using the white plate of the colorimeter. L* (lightness), & (green-
red tonality) and b* (blue-yelow tonadlity) values were recorded and hue angle [h* =

tart }(b*/a*)] and chroma [Ch* = (a*2+b*?)Y?] were calculated.
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3.3.6 - Browning Index

A Browning Index (Bl) was measured following the method proposed by Meydav
et a. (1997) with some modifications. Bl is a way to look at the overall changes in the
browning color. A portion of 10 mL of carrot juice was diluted 1:1 with ethyl alcohol and
centrifuged at 5000 RPM for 20 min, following a filtration through whatman N° 42 filter
paper, to obtain afully clear extract. Bl is expressed as absorbance at 420 nm.

3.3.7 - POD Activity Measurement

POD activity in carrot juice was measured using the method described by Elez
Martinez et a. (2006) with some modifications. All chemicals were purchased from
Scharlab Chemie, SA (Barcelona, Spain). The enzyme extracts for the determination of
POD activity were obtained by homogenization of 10 mL carrot juice with 10 mL 0.2 M
sodium phosphate buffer (pH = 6.5). The homogenate was centrifuged (12500 RPM, 15
min) at 4°C (Centrifuge AVANTI™ J-25, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA).
The supernatant was filtered through a Whatman n° 1 paper and the resulting liquid
constituted the enzymatic extract, which was used for the POD activity determination.

POD activity was assayed spectrophotometrically by placing 2.7 mL 0.05 M sodium
phosphate buffer (pH = 6.5), 0.2 mL p-phenylenediamine of 0.25% (w/v) as H-donor, 0.1
mL hydrogen peroxide of 1.5% (v/v) as oxidant and 0.1 mL of enzymatic extract in a 1-cm
path cuvette. The oxidation of p-phenylenediamine was measured at 509 nm at room
temperature using a CECIL CE 2021 spectrophotometer (Cecil Instruments Ltd,
Cambridge, UK). POD activity was determined by measuring the initial rate of the
reaction, which was computed from the linear portion of the plotted curve.

One unit of POD activity was defined as an increase of 0.001 unit of absorbance at 509 nm
per minute and per milliliter of enzymatic extract.

As a control, the POD activity was measured in the fresh carrot juice. This analytical

measurement was done at the same time than the treated carrot juice. The percentage of
residual POD activity (RA) was defined as indicated by Eq. 2.

RA =100 )
A,
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where A; and A were the enzyme activities of the treated and untreated samples,

respectively.

3.3.8 - PPO Activity M easurement

PPO activity in carrot juice was measured using the method described by Zhang et
al. (2005) and Giner et al. (2002) with some modificatiors. All chemicals were purchased
from Scharlab Chemie, SA (Barcelona, Spain). PPO assays were performed by a
spectrophotometric procedure measuring the increase in absorbance at 410 nm at room
temperature and determining the initial rate of quinone formation. The enzyme extracts
were obtained by homogenizationof 10 mL of carrot juice with 10 mL of Mcllvaine buffer
(pH = 6.5). This buffer contained 1 M NaCl (Riedel-de-Haén AG, Seelze, Germany) and
5% polyvinylpolypyrrolidone (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany). The
homogenate was centrifuged (12500 RPM, 15 min) at 4°C. The supernatant was filtered
through a Whatman n° 1 paper and the resulting liquid constituted the enzymatic extract,
which was used for the PPO activity determination.

The sample cuvette contained 3 mL of 0.05 M catechol (Sigma-Aldrich) and 0.1
mL of enzymatic extract. The change in absorbance were recorded every 5 s to 2 min and
PPO activity was determined by measuring the rate of the reaction, which was computed
from the linear portion of the plotted curve. One unit of PPO activity was defined as an
increase of 0.001 unit of absorbance at 410 nm per minute and per milliliter of enzymatic

extract.

3.4 - RESULTS AND DISCUSSION

3.4.1 - Characterization and Electrical Conductivity Study

A physicochemical characterization was carried out to offer detailed information
about the carrot juice used in this study, such as pH, soluble solids content, titrable acidity,

browning index and color parameters (Table 1).
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Table 1 - Physicochemical characteristic of the non-processed carrot juice?

Parameter value
Soluble solids (°Brix) 8.21+£0.37
Natural pH 6.20 £ 0.02
Acidified pH 3.80+0.02
Total acidity (g citric acid / 100 mL)® 0.99 + 0.17
Color parameters
L* 35.02+ 0.95
ar 1554 + 0.64
b* 15.07 £ 0.64
h 39.1+ 3.6
ch* 216+ 13
Bl 0.16 +0.01

#Mean + standard deviation of five independent measurements
P For acidified carrot juice
Bl = Browning index

Liquid foods are mainly composed of water and nutrients like proteins, vitamins,
fatty acids and minerals. These nutrients are, in general, electrical conductors. (Martin et
a., 1994). The eectrica conductivity is an important parameter that limits the HIPEF
treatment conditions such as maximum electric field strength, pulse frequency, and pulse
width that could be used without occurrence of a dielectric breakdown in the HIPEF
treatment chamber (Martin et al., 1994).

Figure 1 shows the electrical conductivity of the carrot juice as a function of the
temperature (from 5 to 65°C) at natural pH (6.20) and adjusted pH (3.8). The electrical
carrot juice conductivity increased with the temperature. The results were modeled leading
to Eq. 3 for natural pH and Eq. 4 for adjusted pH.

Cn =477 +0.24*T RZ =0.984 (3)

Ca=434+0.21*T R° =0.983 (4)

where Cy and Cp are the electrical conductivity (mS/cm) at natural and acidified pH
respectively; T is the temperature (°C) of carrot juice.
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Fig. 1 - Electrical conductivity of carrot juice as a function of the temperature at
natural pH (6.20 £ 0.02) and adjusted pH (pH = 3.8).

There was a datistically significant linear relationship between electrical
conductivity and temperature at 99% confidence level and Pvalue for lack-of-fit in the
ANOVA was higher than 0.10 in both equations 3 and 4, thus the linear model was
adequate to fit the observed data.

These results were in accordance with those from Malek et al. (2006). These
authors reported that the electrical conductivity of several fruit juices (apple, orange, and
pineapple juice) and liquid egg products (whole egg, yolk, and egg white) increased

linearly with temperature, ranging from 5 to 55°C.

The electrical conductivity of the carrot juice with the adjusted pH was dightly
lower than that of carrot juice at its natural pH. This phenomenon could be attributed to the
ability of citric acid to form complexes with metalic ions. The present work provides a
description of the electrical conductivity of carrot juice as afunction of temperature from 5
to 65°C. However, the POD inactivation by HIPEF presented in this study was conducted
at atemperature below 35°C.
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The electrical conductivity of carrot juice obtained at 4°C (5.20 mS/cm) was very
similar to that observed by Zhong et al. (2005b) at 4°C in the same product (5.10 mS/cm).
In orange juice, ElezMartinez et a. (2006) reported a conductivity of 4.39 mS/cm at room
temperature; Mosqueda-Melgar et al. (2007) pointed an electrical conductivity of 5.23 and
3.66 mS/cm a room temperature for melon juice and watermelon juice, respectively.
When the electrical conductivity of the carrot juice was measured at 25°C, an electrical
conductivity of 9.72 mS/cm was obtained which is a high value. Milk also has a high
electrical conductivity of 6.98 mS/cm at a temperature of 25°C (Sobrino-Lo6pez and
Martin-Belloso, 2006). Thus, among the liquid foods reported in literature related to
HIPEF treatment, carrot juice and milk had the highest electrical conductivity. The
differences founded among the products are related to the distinct composition of the food
studied.

3.4.2 - Effect of HIPEF Treatment on POD Activity

To study the HIPEF effect on carrot juice POD inactivation, a response surface
design was performed. The process variables were pulse frequency, pulse width and pulse
polarity, keeping consta