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Tese de Mestrado

Autora: Junko Tsukamoto.

Orientador: Satoshi Tobinaga PhD

Co-orientador: Marcelo Cristianini PhD

Titulo: “ESTUDO DOS EFEITOS ESTERILIZANTES DA APLICACAO DE
PULSOS ELETRICOS DE ALTA VOLTAGEM EM ALIMENTOS LiQUIDOS.”
Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP

Resumo

Existem muitos processos operacionais nas industrias de alimentos que
requerem aplicagéo de métodos de preservacgao, por esterilizagdo, de alimentos
liquidos. Os processos nao-térmicos tém obtido a importancia tecnologia vantajosa
para conservacao de alimentos, inativando os microrganismos e minimizando os
aspectos negativos tais como a degradacéo de sabor, nutriente e vitaminas que
ocorrem no tradicional tratamento térmico. Um dos processos ndo-térmicos que
esta sendo pesquisado no presente trabalho é o pulso de campo elétrico (PEF). O
objetivo deste estudo foi a andlise de reducdo de populagdo de microrganismos
pela aplicagdo de pulsos elétricos de alta voltagem utilizando camaras de
tratamento com eletrodos de descarga dos tipos placa-placa e coaxial. Os
microrganismos analisados foram Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus e
Lactobacillus plantarum suspendidos em amostras de solucdes aquosas de NaCl
0,2 g/100 cm® e suco de laranja com os mesmos valores de condutividade elétrica.
As corridas experimentais foram realizadas em sistema continuo e sistema de
recirculagao sendo bombeado a vazdes constantes de 1 e de 2 mi/s de amostras,
a 26 + 1°C, através da camara de tratamento, onde eram mantidos pulsos elétricos
de 7,5 kV e frequéncia de 1.1 e 4.4 Hz; e de 3.6 e 5.8 Hz. Os resultados indicaram
que o sistema continuo foi ineficiente na inativagdo dos dois microrganismos e o
sistema de recirculagdo apresentou efeito positivo utilizando a cadmara com os
eletrodos placa-placa que foi mais eficiente para a levedura suspendida no suco
de laranja, onde se observou a redugdo de no maximo 2 ciclos logaritmicos e na
solucéo salina 1 ciclo logaritmico. A cdmara com os eletrodos coaxiais foi menos

eficiente na inativagdo. O lactobacilo apresentou redugédo de menos de um ciclo
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Resumo

logaritmico, quando inoculado em duas amostras liquidas processadas em

sistema circular utilizando os eletrodos placa-placa e coaxial.

Nao houve modificagao na cor entre as amostras de suco de laranja
antes e depois do PEF. Em relac&o ao agucar redutor observado, houve diferenca

significativa entre o padr&o e as amostras.

Palavras-chaves: pulsos de campo elétrico, suco de laranja, solugdo aquosa de
NaCl 0,2 g/ 100cm” | inativagao, S. cerevisiae var ellipsoideus, Lactobacillus
plantarum.
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Thesis of Master

Author: Junko Tsukamoto.
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Co-adviser: Marcelo Cristianini PhD

Title: “STUDY OF INACTIVATION EFFECT BY PULSED ELECTRIC FIELD
APPLICATION UNDER LIQUIDS FEED.”

Faculdade de Engenharia de Alimentos - UNICAMP

Summary

Non-thermal food pasteurization and sterilization technologies are
receiving increasing attention. The advantage is that of sterilizing contaminants in
liquid foods without denaturation of some physiological compounds such as
proteins and vitamins. In this research, the effects of the shape of the treatment
chamber (plate-plate electrodes and coaxial) and inactivation of microrganisms
(Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus and Lactobacillus plantarum) using a
pulsed electric field (PEF) discharge suspended in orange juice and in a 0.2 g/100
cm® NaCl solution, with the same conductivity, were studied. The suspension fluid
was applied at a temperature of 26+1°C. The PEF processing conditions for both
samples were 7.5 kV, 1.1 ~ 5.8 Hz frequency. The PEF treatment of liquid samples
was accomplished by continuous and circulatory systems at a flow rate of 1 and 2
mi/s throught PEF treatment chamber. The present experimental results indicate
that the continuous system was inefficient in the destruction of both microganisms.
The results indicate that the cell destruction by PEF using the circulatory system
was efficient, yeast cells dispersed in orange juice being almost all destroyed when
the plate-plate electrodes were used with 7.5 kV and frequency (1.1 ~58Hz). A5
to 4 log reduction of that microrganism were observed. This value was lower than
that required in the coaxial electrode. Yeast cells were more sensitive than the
lactic organism in both liquid samples and that did not required in the both
electrodes.
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Summary

No diference in color modification was observed between the control and
PEF treated samples. For reducing sugars, there was a significant diference

between the standard and the PEF process treated samples.

Keywords: pulsed electric field, orange juice, 0.2g/100 cm® saline solution,
inactivation, S. cerevisiae var ellipsoideus, Lactobacillus plantarum.
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Introdugdo
1 INTRODUGCAO

Esterilizagao € um termo absoluto que significa a destruicao total de qualquer
forma de vida (bactérias, fungos, virus e esporos). A esterilizacao, por elevagao de
temperatura, é um dos métodos mais simples e largamente empregado na preservacao
de alimentos em fungéo da sua confiabilidade € viabilidade econémica, mas apresenta
algumas desvantagens. A alta resisténcia térmica de alguns microorganismos implica
em submeter os alimentos a altas temperaturas, por periodos relativamente longos, o
que pode provocar reagées indesejaveis produzindo efeitos negativos na qualidade dos
alimentos. Assim, em muitos casos ndo & aplicavel até a exaustio da populagao

microbiana devido a termosensibilidade dos alimentos.

Tratando-se de alimentos, nao & possivel pensar somente em efeitos que
ocasionam a morte total dos microorganismos, para prolongar sua vida de prateleira. A
qualidade do produto final, em termos de valores nutrientes e sensoriais (sabor, aroma
e cor), deve ser levada em conta, juntamente com as condigbes que geram a morte dos
microorganismos nocivos e de outras reagOes favoraveis e desfavoraveis. Os métodos
denominados n&o térmicos de preservagao de alimentos, ha algum tempo, vem sendo
pesquisados intensamente.

Pesquisas revelam que as bactérias e virus podem ser destruidos por métodos
nao térmicos, tais como:

- por elevagéo de pressao estatica Hayakawa et a/ (1994a), Hayakawa et
al(1994b) e Barbosa Canovas et al (1998),
- por radiagao eletromagnética, Barbosa-Canovas et a/ (1998),

. - por pulsos de alta-voltagem Mizuno e Hori (1988); Palaniapran e Sasty
(1990); Sato et al (1990); Jayaram et al (1992); Sato et al (1996);
Pothakamury et al (1995a); Pothakamury et a/ (1995b):; Martin.O et al
(1994); Zhang et al (1994a), Zhang et al (1994b), Zhang et al (1995); Liu
et al (1994); Ho et al (1996); Wouters et al (1997), Bruhn et a/ (1997); Bai
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et al (1998); Barbosa Canovas et al (1998); Reina et al (1998); Jia et al
(1999).

O uso da tecnologia nao—térmica para a esterilizagcao de alimentos causa
menos alteragdes nas propriedades sensoriais e nutricionais nestes, apresentando-se
mais vantajosa em relagdo a tecnologia térmica. Mas a aplicagao da tecnologia nao-
térmica depende do tipo de alimento a ser processado. Por exemplo, a alta-pressao,
campo magnético oscilante, agente antimicrobiano sao benéficos aplicados em
alimentos liquidos e sélidos, enquanto que o campo elétrico pulsado € mais adequado
para alimentos liquidos. Ja a irradiagdo € mais empregada para alimentos solidos.

(Barbosa-Canovas et al, 1998).

Dentre essas tecnologias citadas, a alta-pressao hidrostatica e radiagao tém
usado em escala comercial e as aplicagdes potenciais como, pulso de campo elétrico,
campo magnético oscilado e pulsos a luz, para estabilizagao de alimentos, ainda estao

em estudos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da aplicagao de pulsos de campo elétrico na reducao de carga
microbiana de alimentos liquidos.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Analise dos efeitos da natureza dos liquidos, redugdo de populacdo de
microorganismos (Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus e Lactobacillus
plantarum), comparar a eficiéncia dos dois tipos de eletrodos (placa-placa, coaxial) em
dois tipos de meios (solugéo salina 0,2g/cm® (NaCl) e suco de laranja); frequéncia dos
pulsos, do tempo de descarga pela aplicacdo de pulsos elétricos de alta voltagem e

comparar a qualidade em termos de retencao de cor e agucares.
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3  REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SUCO DE LARANJA

Segundo a Associagao Brasileira dos Exportadores de Citricos, cerca de 73,3%
da produgao de laranja produzida na safra de Junho/97 foi processada. Segundo
reportagem de Aguiar (1997), os estados Sao Paulo e Flérida (USA) produzem
conjuntamente 90% de todo o suco de laranja consumido no mundo. Pelo alto consumo
de seu suco, os consumidores bebem-no pela alta quantidade de vitamina C e de sabor
agradavel (Jia et a/, 1998).

O aroma de laranja consiste de mais de 200 compostos, e no suco esta contido
0,02% do total do peso. O aroma é composto de 75 a 98% de hidrocarbonetos, 0,6 a

1,7% de aldeidos, 1% de ésteres, 1% de cetonas e 1 a 5% de alcoois.

O suco se deteriora facilmente por calor, contaminagdées microbiolégicas,
reagOes enzimaticas, oxidagoes e luz durante o processamento e estocagem. O tempo

de prateleira do suco nao-pasteurizado & somente doze dias a 4,4°C (Jia et al, 1998).

Baseados no conteudo de nutrientes, no suco de laranja &€ capaz de desenvolver
o crescimento de bactérias, leveduras e bolores. No entanto como o pH da fruta &€ um
fator intrinseco, pode-se explicar a auséncia de bactérias na deterioragao incipiente dos
frutos (Yokoya e Canhos, 1967).

Na Tabela 1 estao expostos alguns dos microrganismos que podem acompanhar
o fruto até a industria, alguns irdo propagar a sua contaminagao através do suco ou
equipamento, outros (a maioria) serao destruidos ou terao condigdes desfavoraveis
para o seu crescimento tais como pH, Brix, potencial de oxi-reduc¢ao. Este fato fez com

que as industrias de suco investissem em tecnologia para a producdao do suco
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esterilizado por varios métodos, tais como pasteurizacdo, alta pressdo hidrostatica.
campo magneético oscilante, radiagéo, pulso de alta voltagem.

Tabela 1 — Microrganismos encontrados no suco

Leveduras Bolores Bactérias
Hanseniaspora melliger Asperigillus glaucus Leuconostoc Zymononas
mesenteroides
Candida puicheerri Asperigillus niger Leuconostoc Escherichia coli
dextranicum
Hansenula anomala Penicillium roquefortii Lactobacillus hilgardi Escherichia
freundii
Trichosporon cutaneum Mucor Lactobacillus buchneri  Staphylococcus
Trichosporon pullulans Botrytis cinerea Lactobacillus fermenti Streptococcus
faecalis
S. cerevisiae var. Byssochlamys nivea Lactobacillus brevis Streptococcus
ellipsoideus faecium
Saccharomyces rouxii Citromyces Lactobacillus plantarum  Streptococcus
durans
Debarryomyces Fusarium Lactobacillus acidophilus ~ Acetobacter
kloecheri sancens
Zygosaccharomyces vini Paecilomyces Bacillus subtilis Achromobacter
Enterobacter aerogenes Erwinia
Xanthomonas Pseudomonas

Fonte: YOKOYA e CANHOS (1967)

3.2 MICROBIOLOGIA

3.2.1 Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus

As leveduras ocupam um papel de destaque como agentes de deterioragao de
varios produtos vegetais inclusive de sucos citricos. Um dos géneros que tem maior

atuacao é o S. cerevisiae (Siebel, 1978)

A levedura tem forma elipsoidal, com comprimento e didmetro de 8 um e 4 um,
respectivamente (Mizuno & Hori, 1988). O intervalo de temperatura de crescimento

deste microrganismo € de 25 a 30°C, tendo pH o6timo no intervalo de 4 a 4,5 e nao tem
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desenvolvimento em meio alcalino. Seu crescimento 6timo ocorre em condig¢oes
aerobicas.

Os aclcares s&o os melhores substratos energéticos das leveduras.

3.2.2 Lactobacillus plantarum

Dentre as espécies de bactérias laticas encontradas nos sucos citricos, ocorrem
espécies com agao prejudicial e que produzem acetil-metil-carbinol que, por sua vez, é
convertido em diacetil responsavel por modificagdes de sabor. Uma das espécies de

maior ocorréncia € o Lactobacillus plantarum (Siebel, 1978).

A bactéria apresenta-se sobre a forma esférica ou ovoide, tamanho 0,5 — 1,2 X
0,5 - 1,5 um. Microrganismo gram positivo, seu ambiente de melhor crescimento & em

meio anaerobio e desenvolve-se no intervalo de temperatura de 30 a 35°C (Wood &
Holzaptel, 1995).

3.3 PROCESSOS UTILIZADOS NA ESTERILIZACAO DE ALIMENTOS

Recentemente os processos nao-térmicos tém sido pesquisados visando seu uso
como uma tecnologia potencial para substituir ou complementar o tradicional método de

pasteurizagao de alimentos (Mercado et al, 1997).

O aumento da demanda dos consumidores por alimentos frescos sem a perda de
sabores, nutrientes e vitaminas, resultou no desenvolvimento de diversos processos
tecnolégicos nao-térmicos de preservagao de alimentos, como pulso de campo elétrico
(PEF), eletrohidraulico, irradiacdo, alta-pressdao hidrostatica, pulsos a luz,
antimicrobioticos naturais e bactericidas (Wouters et al, 1997).

6
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O tratamento eletrohidraulico foi introduzidlo em 1950 para inativar os
microorganismos suspensos nos alimentos liquidos (Mercado et al, 1997). Os
pesquisadores Gilliland e Speck (1967) usaram esse método e aplicaram a descarga
elétrica de alta-voltagem de 8 a 15 kV através de uma abertura de eletrodos abaixo da
superficie de suspensao aquosa de microorganismos. Os resultados obtidos sobre a
inativagao de microorganismos indicaram que o tratamento com descargas elétricas de
10 kV através de par de eletrodos oxida a acido latico dehidrogenase, tripsina e
proteinases do Bacillus subtilis resultando na sua inativagao (Martin et al, 1994).

O tratamento PEF inativa os microrganismos sem afetar o sabor e nutrientes,
como ocorre quando € usada a tradicional pasteurizagao térmica (Jayaram et a/, 1992).
A tecnologia de producado de pulsos elétricos de alta-voltagem foi elaborada nas
décadas de 60-70. Frungel (1976) fabricou, com relativa facilidade, uma fonte de pulsos
com controle de freqiiéncia e de tensao de pico. A tensao de pico €, segundo Sato et al
(1990), um dos pontos mais importantes a ser investigado para uso industrial da

destruicao de células através de pulsos de voltagem.

Pesquisas desenvolvidas em esterilizagdo com pulsos elétricos mostram que a
eficacia do método depende de fatores, tais como: as formas de eletrodo, natureza das
células, adicao de substancias e temperatura. E comum encontrar-se na literatura o uso
de trés tipos de eletrodo para a descarga de pulsos. Sato et al. (1997) utilizaram em
suas pesquisas os eletrodos tipos placa-placa e placa-aguiha. As células de descarga
foram construidas com tubo de “plexiglas” de 8 mm de didmetro interno e 10 mm de
comprimento. Os eletrodos eram compostos de duas placas paralelas, no caso placa-
placa, instalados dentro do tubo. No caso placa-agulha, no centro de uma das placas foi
instalada uma agulha de 0,1 mm de diametro e 0,5 mm de comprimento. Mizuno e Hori
(1988) relataram que o eletrodo fio-cilindrico e eletrodos de barras paralelas foram mais

eficientes na inativagao dos microorganismos que configuragtes placa-placa.

Qin et al (1998) utilizaram o sistema de cilindros-coaxiais. A célula de descarga

consistia de um tubo cilindrico de 30 mm de comprimento e didmetro interno de 19 mm.
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Um dos eletrodos foi fixado na parede interna do tubo e o outro, um fio de 0.5 mm de
diametro, instado na posicao axial do tubo.

3.4 PULSO DE CAMPO ELETRICO (PEF)

O campo elétrico é aplicado sobre alimentos liquidos na forma de pulsos
curtos variando entre poucos microsegundos e milisegundos. O alimento pode ser

processado a temperatura do ambiente ou refrigerado (Barbosa-Canovas et al, 1997).

Um dos componentes mais importantes e complicados do sistema de PEF é
a camara de tratamento. Varios tipos sdo aplicados experimentalmente como cita.
Barbosa-Canovas et al, (1997):

A. Tipos de camara estatico:

1. Camara Sale e Hamilton: constituido com um espacador feito de

polietileno em forma de U entre os eletrodos de carbono. A area do eletrodo e a
quantidade do alimento tratado variam de acordo com os tipos de uso de espacamento.
O campo elétrico maximo que a camara podia suportar era de 30 kV devido a quebra de

rigidez dielétrica do ar na superficie do alimento.

2. Camara Dunn e Peariman: consiste de dois eletrodos de ago inoxidavel e

um espacador cilindrico de nylon. A camara foi projetada para tratamentos de alimentos

liquidos.

3. Camara da Universidade Estadual de Washigton: consiste de um eletrodo

de duas formas de disco de prato paralelo de ago inoxidavel. Separado por um
espacador feito de polisulfona. E importante tomar as precaucdes deste processo para

evitar a destruigcao elétrica dos alimentos.
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4. Camara Mizuno e Hori: quatro diferentes tipos de eletrodos foram

desenvolvidos para determinar se a forma de eletrodo afeta na inativagdo microbial.

Tais como placa-placa, placa-agulha, fio cilindrico, haste-haste.

5. Camara Zheng-Ying e Yan: sistema de eletrodo desenvolvido era do tipo
haste-haste e 3 hastes.

B. Camara de processo continuo:

I. Camara Dunn e Pearlman: composto de reserva de deposito para

alimentos tratados, desaeragdo, cdmara de tratamento, monitores de temperatura e
voltagem, pulsador de alta-voltagem, e o trocador de calor para pré-aquecimento de

alimentos e refrigeragao apds o tratamento do campo elétrico.

2. Camara continua da Universidade Estadual de Washington: o0 mesmo

projeto da camara estatica, mas modificada incluida o canal de
escoamento de mistura operando como sistema continuo. Condicées de
operagao da camara projetado: volume 20 ou 80 mL; espacamento entre
eletrodo, 0,95 ou 0,51 cm; taxa de escoamento do alimento, 1200 ou 6

mL/min.

C. Camara coaxial continua:

1. Camara continua da Universidade Estadual de Washington: projetado

pela base de camara modificado em cilindro coaxial. Embora seu campo elétrico nao
seja uniforme, a camara coaxial tem a sua vantagem de ter o escoamento uniforme e

estrutura simples.

2. Camara coaxial continuo de Bushnell: consiste um eletrodo cilindro interno

envolvido por um eletrodo cilindro anular externo com o alimento escoando entre os

eletrodos.
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3.5 GERADOR DE VOLTAGEM DE DIFERENTES FORMAS DE ONDAS

Segundo Barbosa-Canovas et al (1997), os geradores de pulsos podem ser

desenhados para produzir pulsos nas seguintes formas:

A. Pulsos exponenciais.

No pulso exponencial, a voltagem aumenta até um valor de pico selecionado
e diminui exponencialmente. O alimento exposto aos pulsos exponenciais €. portanto,
submetido a voltagem do pico de periodo curto. O circuito elétrico para gerar o pulso
exponencial consiste de uma fonte de poténcia DC central e de um banco de
capacitores e resistores Rc, Ry e R; e interruptor, (Figura 1). A resisténcia R, limita a
corrente em caso de descarga de arco no alimento, e R, controla o tempo de
decaimento de pulso no caso da resistividade do alimento for maior que esperado. A
densidade de energia, Q, para pulsos de exponencial pode ser aproximadamente dada

por:

2 2
Q= Vnz(vjon - 21;05 (3.5.1)

Onde: V, € a voltagem de carga inicial; Co € a capacitancia de capacitor; n € o nimero

de pulsos; t € o tempo de tratamento, R é resisténcia efetiva, v é o volume da camara

Gatilho de alta

de tratamento. voltagem
Re R1
/\'/\\/\ Interruptor ‘/\‘/\——
Fonte de 1 1 A Camara de
poténcia R2 Tratamento

de T

Figura 1 - Circuito geral de pulso exponencial (Barbosa-Canovas et al, 1998).

10
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B. Pulsos de Onda Quadrada.

A linha de transmissdo de alta voltagem conectada a uma carga que
corresponde com um campo de pulso de onda quadrada. Porém, ha dois problemas
quando usado a linha de transmissdo de alta voltagem para pulsos de onda quadrada.
Um ¢ a dificuldade em casar a impedancia do alimento com a impedancia caracteristica
a linha de transmissao. A impendancia da linha de transmissao deveria ser casada com
a do alimento para transferir o maximo de energia para o alimento. O outro problema é
que a linha de transmissao de alta voltagem nao é satisfatéria para pulsos longos por
causa das despesas altas dos cabos elétricos longos. Estes problemas podem ser
resolvidos pelo uso de rede de forma de pulsagdo (PFN). O circuito PFN &
essencialmente uma linha de transmissao distribuida estimulada por nimero de secao
de indutor-capacitor. (Figura 2) A densidade de energia, Q, para pulsos de ondas

quadradas é dada pela equacao:

~ 2 :
2 V m 2
a=V T - =y (3.5.2)

Rv - RV Rv

Onde, V, I, © s@o respectivamente voltagem, corrente e comprimento de pulso das

ondas quadraticas.

Gatilho de
alta voltagem

j ( Interruptor iv—_/\"n“'/\—

R2 ? Céimara de
Fents ~ Tratamento

%

S
1
[

-

|
| o
|
|

Poténcia
DC

Figura 2: Circuito geral de pulso de ondas quadradas (Barbosa-Canovas et al, 1998).
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C. Pulsos Bipolares

O circuito elétrico para gerar pulsacdes bipolares é mostrado na Figura 3. A
poténcia DC fornecida é usada para carregar o capacitor C4. O sinal aplicado ao
interruptor em séries SW 1 permite uma descarga de energia através do capacitor C, e
0 alimento na camara de tratamento. Quando a saida da poténcia DC fornecida é
positiva em relagao ao solo, o alimento é sujeitado para o pulso positivo. Quando a
voltagem do alimento aproxima a zero, o interruptor de desvio SW2 & ligado pelo
controlador e a energia armazenada em C, é descarregada através do alimento na
forma de pulso negativo. Uma série de pulsos bipolares é produzida nesta sequéncia
repetidamente. Cada vez que o capacitor C4 & descarregado, o par de pulsos bipolar &

distribuido ao alimento.

Gatilho de alta ;
voltagem
Gatilho de alia
voltagem

Re

NN Interruptor
cm sérics |
SWi L.
Fonte Por. DC i Interruptor Ciamara de
C1 SwW 2 Crowbar tratamento

T

Figura 3: Circuito geral de pulso bipolar (Barbosa-Canovas et al, 1998).

D. Pulsos oscilatérios

O pulso eletrico oscilante &€ gerado por meio de um circuito como mostra a Figura
4. Um indutor € conectado em paralelo a camara de tratamento. O banco de capacitor &
descarregado com a poténcia DC fornecido. Quando o interruptor é fechado, a voltagem
oscilatéria & gerada através de indutor e o alimento na camara de tratamento. A

condig¢ao oscilatoria e a freqiiéncia de ressonancia sdo determinadas pela capacitancia,
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indutancia, e resisténcia de circuito. A voltagem oscilatéria persiste por varios ciclos e o
circuito € operado na condigéo ligeiramente umedecida.

Gatilho de alta
voltagem
Re y &
VA Interru AN
ptor
= -
L ; €
Fonte pot. T g % R gzgr::n(:s
DC 2

Figura 4 — Circuito geral de pulso oscilatério (Barbosa-Canovas et al, 1998).

3.6 EFEITO DO CAMPO ELETRICO DE ALTA VOLTAGEM SOBRE OS
MICROORGANISMOS.

Durante o processo de PEF, a inativagdo de microorganismos & causada pela
mudanga estrutural irreversivel na membrana, conduzindo a formagédo e depois a
destruicao da barreira semipermeavel. Ha evidéncia convincente que o aumento de
temperatura efetuado pelo PEF néao é o fator unico na inativagdo microbiana. (Wouters
et al, 1997).

Zhang et al (1994b) verificaram que a concentracdo inicial de
Saccharomyces cerevisiae a 1x10” cfu/ml inoculada na amostra liquida ocorreu o
agrupamento entre as células formando a camada protetora. A probabilidade de taxa de
sobrevivéncia dessas células apos o tratamento de PEF (12,15 e 25 kV/icm, 3 e 5
pulsos) foi maior que as células néo protegidas. Com o mesmo teste, a concentragéo
inicial de 1x10° cfu/ml do mesmo organismo inoculado na amostra liquida, exibiu a taxa
maior de inativagdo. No entanto, isso s6 ocorreu naquele microorganismo, porque

variando a quantidade de concentragéo inicial de Escherichia coli (10° a 10° cfu/ml)
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aplicado a 2,5 kV/um e “pulse width” de 25 us de tratamento, deduziram que o inéculo
independe da inativagdo de organismo pelo PEF, isto ¢, diminuindo a concentracao

inicial do microorganismo nao aumenta a taxa de inativagéo. (Zhang et al, 1995).

Sale e Hamilton (1967), Sakurauchi e Kondo (1980), e Mizuno e Hori (1988),
tentaram inativar os microorganismos suspensos em agua usando um campo elétrico
pulsante. Ambos os grupos de pesquisadores descobriram que a esterilizacao por um
eletrodo nu varia com o tipo de bactérias, com a energia dos pulsos e com a
intensidade do campo elétrico atuante sobre os microorganismos. Sakurauchi e Kondo
(1980), observaram efeitos semelhantes usando eletrodos, cujas superficies eram
cobertas com filme de polimero condutor elétrico. Gilliand e Speck (1967) concluiram
que uma onda de choque produzida através de descarga com faisca em agua era
eficaz para esterilizagao.

No estudo de Liu et a/ (1997) foi demonstrado que o campo elétrico pulsado
poderia ser um método efetivo para inativar microorganismos dos alimentos.
especialmente quando combinada com agentes antimicrobianos tais como acidos

organicos.

Segundo Wouters et al (1997), o efeito bactericida do PEF é relacionado &
energia do campo elétrico, o tempo de tratamento e niumeros de pulsos. Além disso, a
inativagao por PEF & a fungao do tipo e estagio de crescimento de microorganismos, o
tamanho inicial do indculo, condigdo de pré-cultura, concentragdo idnica e

condutividade do fluido.

A forte polarizagdo das células viaveis produzidas por um campo elétrico
externo leva a um incremento da condutividade e da permeabilidade da membrana. O
grau de permeabilidade depende da intensidade e duragéo do campo aplicado. (Martin
et al, 1994).
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Mizuno e Hori (1988) observaram que usando pulsos elétricos de picos
curtos, provocaram formagéo de campos elétricos de alta intensidade no interior do
liquido e que podia ser reduzida a ocorréncia de eletrélise. Observaram também que a

parede da célula se romperia quando uma pequena voltagem (0.4 ~2 V) era aplicada na
parede.

Jayaram et al (1992) relataram que a inativagcao de Lactobacilus brevis pelo
PEF é funcéo de temperatura do meio no qual as celulas estao suspensas. Zhang et al.
(1995) também encontraram que o aumentando a temperatura de 7 a 20°C, aumenta
significativamente a inativagado de Escherichia coli em “simulated milk ultra-filtrate”
(SMUF), mas aumentando a temperatura de 20° a 33°C. nio resultou aumento de
inativagdo quando tratado pelo PEF. Segundo os resultados obtidos, a influéncia de
temperatura sobre a membrana “breakdown” da célula microbiana durante o tratamento,

pode depender do tipo de organismo testado e o meio de suspensao.

Dutreux et al (2000), quando aplicaram o PEF sobre o organismo (60 pulsos
a 41 kV/cm) suspendidos em diferentes meios (tampao fosfato e leite- os valores de
condutividades e pH dos meios foram ajustados igualmente), relataram que a
composicdo do meio ndo influencia o PEF na inativagdo de organismos, como
deduziram também os pesquisadores Reina et al (1998), que ndo encontraram
nenhuma diferenga entre a inativagdo de L. monocytogenes em leite integral, leite com
2% de gordura e leite desnatado. (tempos de tratamento foram de 100, 300 e 600 ys,
campo elétrico variando de 35 kV/cm, 25 kV/cm e 30 kV/ecm).

Pothakamury et al (1995) e Zhang et a/ (1995) estudaram o efeito de fase de
crescimento sobre a inativagéo da bactéria (E. coli) inoculada em “simulated milk ultra-
filtrate” (SMUF) submetidas a pulso elétrico de alta voltagem. As células nas fases de
crescimento de microorganismos lag, log e estacionarias eram aplicadas de 2 a 4
pulsos com a energia de campo elétrico de 3,6 V/um a 7°C. (Pothakamury et a/, 1995).

As células na fase logaritmica de crescimento foram mais sensiveis que as células na

15
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fase de crescimento estacionario, quando tratadas por campo elétrico intenso. (Jacob et
al, (1981). Hulsheger et al (1983) também observaram que a partir da fase log de
crescimento, as células microbianas eram notadamente mais destruidas que as células

da fase estacionarias.

Sale e Hamilton (1967) observaram que os campos elétricos de alta-
voltagem inativavam certos microorganismos, tais como: Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina lutea, Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Clostridium welchii, Saccharomyces cerevisiae e
Candida utilis. Eles aplicaram os campos elétricos a 25 kV/cm criados com pulsos de 2
a 20 ps sobre os microorganismos suspensos e descreveram a destruicdo das células
bacterianas como uma ruptura de protoplastos seguida de saida de liquido intracelular.
(Martin et al, 1994).

Qiu et al (1998) estudaram o processo de PEF em planta piloto para
pasteurizacdo ndo-térmica e em sistema continuo de suco de laranja fresco e obtiveram
a efetiva eliminagéo de 99,9% de microflora, independentemente do pulso de ondas
aplicado. Foram estudadas as seguintes condigdes: vazao de 75 a 125 L/h, campo
elétrico a 35 kV/cm e frequéncia de 800 Hz. A partir dessas condicbes, os resultados
fornecidos foram detectadas perdas de aroma pelo PEF, 5 a 9%, opondo os 25% na
pasteurizacdo convencional. A perda de vitamina C, no PEF resultou 4 a 5% contra 7 a
15% na pasteurizagéo. Assim concluiram que processo de PEF aplicado manteve mais

sabor e vitamina C, quando comparado com o tratamento de pasteurizacéo térmica.

Evrendilek et al, (2000) estudaram as amostras de suco de maga (“apple
cider”), que foram processadas por PEF (22, 28, 31, 34 kV/cm) e tratamento térmico
(60°C e 30 s). Obtiveram vida de prateleira mais longa do que aquelas processadas
somente pelo PEF estocados em trés diferentes temperaturas (4°C, 22°C e 37°C).
Quanto a relagdo ao nimero de microorganismo, o suco de magéa fresco processado

pelo PEF e tratamento térmico estocados a 4°C, resultou menos de 4 log ufc/ml, e o de
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“apple cider” permaneceu estavel durante mais de 68 dias. A contagem microbiana da
amostra de “apple cider” tratada pelo PEF e tratamento térmico estocado a 22°C
alcangou a contagem inicial da amostra de controle (4 log ufc/ml) depois de 68 dias.
Esta alta contagem microbiana da “apple cider” do controle resultou em vida de
prateleira mais curta na cida de macé fresca processada por PEF do que no suco de
maga reconstituido processado por PEF em todas as trés temperaturas de

armazenamento.

Jin & Zhang (1999) comparando a inativagdo de microrganismo por tratamento
de PEF (20 e 40 kV/cm por 50 e 150 us) e tratamento térmico (90°C por 90 segundos)
em suco de “cranberry” contendo bactérias e fungos, observaram que os
microrganismos foram reduzidos significativamente. Segundo os autores, ndo houve
diferenga analisada na redugéo de contagem de células entre o tratamento térmico e o

tratamento de PEF por campo elétrico de 40 kV/cm por 150 us (Tabela 2).

Tabela 2: Inativagdo de microrganismos por tratamento de PEF e de térmico.

Tratamentos Contagem Total de Placa Bolores e leveduras

(log ufc/ml) (log ufc/ml)
Controle 4.80 (0.10)* 4.87 (0.11)*
20 kV/cm-50 ps 3.18 (0.07)° 3.33 (0.05)°
20 kV/cm-150 ps 3.06 (0.08)° 2.87 (0.09)°
40 kV/cm-50 ps 2.69 (0.10)° 2.65 (0.06)°
40 kV/cm-50 ps <1° <1
Térmico® <1 <1

*Os numeros entre paréntesis s&o valores de desvio padrao analisado pelo SAS.
&q log ufc/ml & o nimero minimo detectado

* Pasteurizagio pelo tratamento térmico.

FONTE: Jin & Zhang (1999)

Jia et al (1998) aplicaram o PEF a 30 kV/cm de 240 e 480 ps em suco de
laranja espremida e depois analisaram os compostos aromaticos do suco por SPME-
GC ("solid phase microextraction’- cromatografia gasosa). Eles confirmaram a presenca
de compostos aromaticos (etanol, etil butirato, a-pineno, micereno, limoneno, linalool,
decanol e valenceno) no suco através de tempo de retengdo dos respectivos compostos

padroes.
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Ho et al (1996) estudaram o efeito de pulso elétrico de alta voltagem sobre
algumas atividades enzimaticas (preparados de enzimas puras, tais como lipase,
glicose oxidase e “heat-stable a-amylase”) e observaram que ocorreu de 70 a 85% de

inativacdo. O grau de desnaturagdo variou de enzima para enzima.

A aplicagao de pulso de campo elétrico pode afetar a estrutura tridimensional da
proteina globular causando a quebra de nucleotideos, como AMP (monofosfato de
adenosina), ADP (difosfato de adenosina), NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) e

NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) (Jong & Heesch, 1998).

Em estudo realizado por Martin et a/ (1994), observaram que as bactérias Gram
positivas e as leveduras eram menos sensiveis aos pulsos elétricos que as Gram
negativas. Segundo Hulsheger et al. (1983), as diferencas dos valores de campo
elétrico resultantes sdo devidas as variancias morfoloégicas e propriedades bioquimicas

dos respectivos tipos de células, principalmente as membranas das células.

Em um estudo de efeitos quimicos, Sale e Hamilton (1967) realizaram uma
experiéncia usando agar para fixar a suspensao de celulas. Eles concluiram que os
efeitos letais ndo s6 acontecem na regido perto da superficie de eletrodo, onde as
reacoes eletroliticas ocorrem, mas também nas regiGes longe da superficie de eletrodo.
Gilliand e Speck (1967) obtiveram esterilizacdo bastante eficaz usando uma descarga
de faisca (onda de choque) em agua. Observaram que a eficacia de esterilizagéo era
modificada pelo tipo de metal usado para o eletrodo: um eletrodo de cobre era melhor
que o de ferro ou de aluminio. Isto foi explicado como sendo o efeito de ion de metal
apods a eluigdo do mesmo na solugdo. Hayamizu et al (1989) descobriram que a luz
ultravioleta emitida por descarga de faisca em agua era a causa da morte dos
microorganismos. Para explicar este fato, estes autores investigaram a formacao de
espécies quimicas ativas por uma descarga pulsada em agua pura, sem O0s
microorganismos. Os resultados deste estudo foram, entdo, usados para explicar os

efeitos letais das espécies quimicas produzidas por descarga.
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O desenvolvimento da tecnologia para a aplicagdo de pulsos elétricos na
conservacgao de alimentos € considerado um desafio para os engenheiros elétricos e de
alimentos. Seus parametros criticos s&o a intensidade de campo elétrico, o tempo de
tratamento e o grau de inativagdo examinado aos principais microorganismos. (Martin et
al,1994).

3.7 MECANISMOS DE RUPTURA DA MEMBRANA CELULAR.

A aplicagdo de campos elétricos de alta voltagem produz a lise da membrana
celular. Os mecanismos que d&o lugar a ruptura também tem sido amplamente
estudados (Martin et al, 1994):

Ruptura dielétrica — A forte polarizagdo de células vidveis produzida por um campo
elétrico externo aumenta da condutividade e da permeabilidade da membrana, cujo
grau de permeabilidade depende da intensidade e duragdo do campo aplicado.

A ruptura dielétrica produz instabilidade local na membrana devida a compressdo
eletromecanica e a tensdo de campo elétrico induzida, dando lugar a formacéao de poros
(Figura 5).
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Figura 5: Diagrama da ruptura elétrica reversivel e irreversivel. (MARTIN et al, 1994): a .
Membrana celular com potencial V', de aproximadamente 10 mV onde nao se produz dano na
parede (interior da célula: circuito eletrénico equivalente); b. compressdo de membrana
produzida por um aumento de poténcia V>>V',, e carga; c. formagdo de poros (ruptura
reversivel) pelo aumento potencial da membrana até V. (potencia critica da membrana); d.
formacao de poros grandes (ruptura irreversivel) pela aplicagdo de um campo elétrico muito
alto.
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A bicamada da membrana celular € um material dielétrico com uma
constante dielétrica pequena (E=2) comparada com a da 4gua (E=80). A aplicacao de
campos elétricos produz um incremento potencial através da membrana. Como
resultado, acumulam cargas opostas em ambos os lados da membrana que se atraem
entre si. Esta atracdo da o lugar a uma compressdo que reduz a espessura da
membrana. As forcas elasticas ou viscoelasticas restauradoras se opde a
eletrocompresséo. Ap6s a agéo das forgas compressivas que atuam rapidamente, com
diminuicado da espessura da membrana, as forgas elasticas regeneradoras produz uma
rotura local da membrana.(Martin et al, 1994)

Eletroporacdo — A eletroporacéo € o fendémeno segundo a qual, uma célula exposta a
um campo elétrico de alta voltagem sofre uma desestabilizagdo temporal da bicamada
lipo-proteinas de sua membrana. A consequéncia é a formagéo de poros na membrana,

ficando esta parcial ou totalmente danificada (Figura 6).

E Desequilibrio Inchamento Ruptura de
—_— it
osmotico membrana
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3 e e _~ ~. W o e

Figura 6: Eletroporagdo da membrana celular. (Martin et al, 1994)

Na membrana celular ha canais protéicos, poros e borbulhas. A abertura e o
fechamento de muitos canais protéicos depende da poténcia elétrica através da
membrana. As bicamadas de lipideos sdo sensiveis a aplicacdo de pulsos elétricos
devido as cargas elétricas das moléculas lipidicas e a permeabilidade da bicamada
ionica. As cargas elétricas podem induzir a reorientagdo das moléculas lipidicas sob um
campo elétrico intenso, formando poros hidrofilicos e danificando a bicamada que serve
de barreira aos ions. Os ions conduzem a corrente gerando assim um calor local por
efeito Joule e induzindo um gradiente térmico na bicamada lipidica (Martin et al, 1994).
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4 MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

4.1.1 Matéria-prima

Utilizou-se suco de laranja pasteurizado, marca GIRAFFAS, doado pela empresa
FRUTHIL S/A. Sdo Carlos, SP. O suco foi armazenado a temperatura de — 5°C antes

do seu uso.

Os dois microrganismos utilizados foram o, Saccharomyces cerevisiae var.
ellipsoideus (169 vinho) e o Lactobacillus plantarum (ATCC 14917), fornecidos pela
Fundag&o “André Tosello” e ITAL (Instituto de Tecnologia de Alimentos).

4.1.2 Equipamento

O sistema de aparelho PEF usado consiste em: transformador de voltagem,
camara de tratamento e bomba peristaltica. Foram utilizadas camaras de tratamento

com duas configuragdes de eletrodos:

- Placa-placa: consiste em duas placas de aco inox revestido pelo isolador teflon

(Figura 7A). As medidas geométricas deste eletrodo estdo descritas na Figura 8.

- Coaxial: Tubo cilindrico de teflon com ago (Figura 7B). Este cilindro apresenta uma
haste de aco inox fixo no meio do tubo, que tem a funcdo de promover descargas

elétricas, como mostra a Figura 9.
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(A)
(A) Eletrodo Placa-Placa; (B) Eletrodo Cilindrico Coaxial.

Figura 7: Diagrama esquematico dos tipos de camaras de tratamento

Wy
a4
A 4
«—>
Z
«
Y

(A) Placa-placa: Q = 16,7 mm; W =22 mm; Y = 39 mm; Z = 21,2 mm.

Figura 8: Descrig&o fisica de camara de tratamento placa-placa.

e

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTH"! |
SECAO CIRCULAIITE |
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* Hacte:

(B) Coaxial: D*=3,2 mm; H= 12 mm; V = 27,6 cm; haste interna: L = 36,6 mm.

Figura 9: Descricao fisica de camara de tratamento coaxial.
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42 METODOS

4.2.1 Cultura teste

. Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus: utilizou-se caldo extrato de
malte, formulado em laboratério, conforme é mostrado na da Tabela 18
(ANEXO), esterilizado a 121°C por 15 minutos. A incubacéo foi realizada a

26°C £+ 1°, por 24 horas com agitacao.

. Lactobacillus plantarum: utilizou-se caldo MRS (de Man, Rogosa, Sharpe,
OXOID Ltd), esteriizado a 121°C por 15 minutos. A incubacdo do

microrganismo foi realizada a 35°C durante 24 horas sem agitacao.

4.2.2 Inoculagao

Amostras de 100 ml de suco de laranja e solugcédo salina 0,2% (p/v) foram
inoculadas com 1 ml de indculos contendo aproximadamente 10° UFC/mL preparadaos

no dia anterior, como mostra o Fluxograma 1 a seguir:

Cultura Saccharomvces (10° UFC/ml) Cultura Lactobacillus (10° UFC/ml)
| | I I [
Suco de Laranja Solucao NaCl Suco de Laranja Solugdo NaCl

Fluxograma 1 — Esquema do método de inoculagéo dos micorganimos utilizados.

4.2.3 Propriedades fisicas das amostras

4231 Condutividade elétrica

Foi medida em condutimetro Hanna Instruments HI 8733 (Portugal).
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4232 Viscosidade

A viscosidade foi medida em viscosimetro Brookfield Roto Digital (Broofield
Engineering Labs. Inc., Stoghton, USA, modelo LVDV-lI+, Série RT52021) com o
“spindle” n°® S4-18.

4233 pH

O pH foi determinado em pHmetro WTW (Wissenshoftlich-Technische
Werkstatten, Model pH 320, Série n°® 52190137, Germany).

4.2.4 Teste |l - Esterilizagao em sistema continuo

4241 Controle do aparelho de PEF |

Para ter a certeza de que os processamentos foram feitos sem que houvesse
outro tipo de contaminag&o antes e depois de aplicar o pulso elétrico de alta voltagem,
foi testado o efeito de controle negativo de tratamento de PEF em trés etapas: (1) as
amostras foram aplicadas sem microorganismos e sem aplicar o pulso elétrico; (2)
foram testadas as amostras sem microorganismos e com aplicagdo de pulso, e (3)

foram inoculados os microrganismos com aplicagéo de pulso.

4242 Processo de PEF 1.

Apos o teste de controle citado no item 4.2.4.1 e observado a total isengdo de
contaminacdo, foi feito o seguinte experimento: logo apds a inoculagdo dos
microrganismos teste nas amostras de suco de laranja e solug@o salina, um erlenmeyer
contendo uma das solugbes foi conectado, através de um tubo de silicone, a uma
bomba peristaltica (marca Masterflex, Cole-Parmer Instrument Co., Mod. n°® 7520-25,
USA) e esta a camara de tratamento, como mostra a Figura 10.
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Bomba peristéltica Camara de tratamento(T.C)

Figura 10: Esquema do procedimento experimental de esterilizagdo em alta-voltagem
em sistema continuo.

Apos a passagem pelo sistema de tratamento de PEF, uma amostra do produto
foi coletada e feita a contagem de microorganismos sobreviventes pelo método de
contagem em placa com semeadura em superficie, utilizando agar batata dextrose para
S. cerevisiae var ellipsoideus e semeadura em profundidade em MRS para L.plantarum
(Vanderzant E Splittstoesser, 1992)

4243 Construcao de sistema de geragdo de pulso elétrico de alta voltagem

Os ensaios foram realizados as seguintes condi¢oes:

Voltagem de pico dos pulsos: 7,5 kV,

Temperatura inicial dos liquidos: 26° + 1°C

Vazao dos liquidos: 1 ml/s e 2 ml/s;

Capacitancia: 2 kpF;

Freqiiéncia: 1,1; 44 Hz;

Campo elétrico: 11,9 kV/cm.
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A Figura 11 representa o esquema do gerador de pulso de alta-voltagem
utilizado.

Blisco A Bloco B

A OC\;
"I __ R
ACI10V :

IR
‘ —

TAV CD

\'A%

Figura 11: Diagrama de bloco do circuito elétrico (sist. continuo). Bloco A fonte de alta
voltagem: VV variador de voltagem, TAV transformador de alta voltagem, RAV retificador de
alta voltagem; Bloco B gerador de pulsos e camara de descarga: R e C4 respectivamente
resisténcia e capacitor elétricos, IR interruptor rotativo e CD camara de descarga.

O Bloco A é o esquema de fonte de alta voltagem: VV variador de voltagem do
tipo “Variac” com 110 V de entrada e saida de 0 a 110 V, TAV transformador de alta
voltagem (entrada 110V, saida maxima 10 kV), RAV retificador de alta voltagem; o
Bloco B: de gerador de pulsos e camara de descarga no qual R e C sao,
respectivamente, resisténcia (150 kQ) e capacitor (2kpF) elétricos para o controle da
largura e da energia dos pulsos elétricos, IR é um interruptor rotativo para o controle da

frequéncia dos pulsos e CD a camara de descarga elétrica sobre amostras liquidas.

Os valores da frequéncia dos pulsos foram obtidos pelo numero de rotagao (rpm)
utilizando um tacémetro (Ametek, Mansfield & Green division, Model 1726, Florida,
USA).
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4244 Planejamento Experimental |

Foi realizado o planejamento fatorial 22 visando analisar como a eficiéncia do
aparelho de PEF foi afetada mediante a variagao da relagao frequéncia, vazao e tipos
de camara de tratamento (T.C). Os efeitos principais e de interagdo foram analisados
através do pacote estatistico STATISTICA 5.0. Para tal analise foi construida a seguinte
planilha de planejamento (Tabela 3 e Tabela 4):

Tabela 3: Definigdo dos niveis dos fatores (Teste 1)

Vazéao (mi/s) 1 2
Frequéncia(Hz) 1,1 44
T.C. P-P CoA

Tabela 4: Matriz codificada pelo planejamento 2° (Teste I)

1 1 1 1 1
2 1 1 1 -1
3 1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5] 1 -1 1 1
6 1 -1 1 -

7 1 -1 -1 1
8 1 -1 -1 -1
9 2 1 1 1
10 2 1 1 -1
11 2 1 -1 1
12 2 1 -1 -1
13 2 -1 1 1
14 2 -1 1 -1
15 2 -1 -1 1
16 2 -1 -1 -1

28



Material e Métodos

A variavel resposta foi a eficiéncia de inibicdo de microorganismos do alimento
liquido, pelo nimero de reducgdes decimais (NRD).

Variavel de resposta:
N° de Redugdes Decimais (NRD)
NRD = log No — log N

Onde: N = Numero de unidades formadoras de coldnias apds a passagem de PEF.

No = Numero de unidades formadoras de colénias antes da passagem de PEF.

4.2.5 Teste Il - Esterilizacao em sistema circular |

Objetivo para esse teste |l foi verificar a eficiéncia do sistema de circulagao com

diferentes parametros e os circuitos (Figuras 11 e 12) de processo.

4251 Controle de aparelho de PEF Il

Foi testado o efeito de controle negativo de tratamento de PEF em trés etapas
para o sistema circular: (1) as amostras foram aplicadas sem microorganismos e sem
aplicar o pulso elétrico; (2) foram testadas as amostras sem microorganismos e com

aplicagdo de pulso, e (3) foram inoculados os microrganismos com aplicagéo de pulso.

4252 Processo de PEF Il

Logo apds a inoculagdo, um erlenmeyer, contendo uma das solugdes foi
conectado, através de um tubo de silicone, a uma bomba peristaltica (marca Masterflex,
Cole-Parmer Instrument Co., Mod. n° 7520-25, USA), e esta a camara de tratamento

que retornava ao inicio do processo, como mostra a Figura 12.
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Figura 12: Esquema do processo experimental de esterilizagdo em alta-voltagem em sistema
circular.

Apods a passagem pelo sistema de tratamento de PEF, uma amostra do produto
foi coletada e feita a contagem de microorganismos sobreviventes pelo método de
contagem em placa com semeadura em superficie, utilizando agar batata dextrose para
S. cerevisiae var ellipsoideus e semeadura em profundidade em MRS para L.plantarum
(Vanderzant e Splittstoesser, 1992).

Os ensaios foram realizados com os seguintes parametros:

= Voltagem de pico dos pulsos: 7.5 kV,
= Resisténcia: 100 Q, poténcia: 256 W.
= Capacitancia: 2 kpF e 2,2nF.

= Frequéncia do pulso: 3,6 ; 5,8 Hz.

= Forma dos eletrodos: uma das 2 formas da Figura 7, por vez
= Vazao do liquido: 1 mL/ s; 2 mL/s;

= Temperatura inicial das amostras: 26 °C + 1°C;

= Campo elétrico: 11,9 kV/cm.

O tipo de gerador de pulso de alta-voltagem foi utilizado como mostrado na
Figura 13 abaixo.
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Bloco A Bloco B

DC

— TAV by ==
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Figura 13: Diagrama de bloco do circuito elétrico (sist. circular). Bloco A fonte de alta voltagem,
TAV transformador de alta voltagem, RAV retificador de alta voltagem; Bloco B gerador de
pulsos e camara de descarga: R, Cy e C; respectivamente resisténcia (100 Q) e capacitores

elétricos (2 kpF e 2,2 nF), IR interruptor rotativo e CD camara de descarga.

4253 Planejamento experimental lI

Foi realizado o planejamento fatorial 2 duas replicatas, visando analisar como a

eficiéncia do aparelho de PEF foi afetada mediante a variacéo da relagédo frequéncia,

vazio, nimeros de ciclos e tipos de cAmara de tratamento (T.C). (Tabela 5) Os efeitos

principais e de interagao foram analisados.

Tabela 5: Definicdo dos niveis dos fatores (Teste II):

Vazao (ml/s) 1 2
Frequéncia (Hz) 11 44
T.C. P-P CoA

Tempo de circulagdo (min) 7 13
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* O numero de ciclos é relacionado ao tempo de circulagdo (min.) e a vazao (ml/s). A

Tabela 6 mostra os numeros de ciclos equivalentes de tempo de circulagdo com

respectivas vazoes das amostras:

Tabela 6: Valores de n° de ciclos calculados.

Tempo de 7 minutos 13 minutos

circulagao

Vazao 1 ml/s 2 mi/s 1 ml/s 2mlls
N° de ciclos 42 8,4 7,8 15,6

A Tabela 7 apresenta as combinagdes de vazao, freqiiéncia, tipos de camara de

tratamento e tempo de circulacéo para a realizagdo do planejamento fatorial completo

com os valores codificados.

Tabela 7: Matriz codificada pelo planejamento 23 (Teste Il)

Ensaio Vazado Freq.
Replicat mlls Hz T.C. Circulagao (min)

Tempo de

1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 -1
3 1 1 1 -1 1
4 1 1 1 -1 -1
5 1 1 -1 1 1
6 1 1 -1 1 -1
7 1 1 -1 A1 1
8 1 1 -1 - -1
9 1 -1 1 1 1
10 1 -1 1 1 -1
11 1 -1 1 -1 1
12 1 -1 1 -1 -1
13 1 ~1 -1 1 1
14 1 -1 -1 1 -1
15 1 -1 -1 A1 1
16 1 -1 -1 -1 -1

32



Material e Métodos

4.2.6 Teste lll - Esterilizagao em sistema circular |l

426.1 Controle de aparelho de PEF i

Foi realizada da mesma forma descrita no item 4.2.5.1.

426.2 Planejamento experimental ll|

Foi realizado o planejamento fatorial 2? mais trés pontos centrais, visando
analisar como a eficiéncia do aparelho de PEF foi afetada mediante a variagéo da
relacdo freqiéncia e nimeros de ciclos (Tabela 8). Os efeitos principais e de interacéo

foram analisados.

A Tabela 9 apresenta as combinagdes de freqiiéncia e nimeros de ciclos para a

realizacdo do planejamento fatorial completo com os valores codificados.

Tabela 8: Definicdo dos niveis dos fatores (Teste lll):

-1 0 1
Frequéncia (Hz) 36 469 538
N° de ciclos 42 78 114
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Tabela 9: Matriz codificada pelo planejamento 27 (Teste Ill)

Replicatas Freq. (Hz) N°de ciclos

1 1 1 1
2 1 1 -1
3 1 -1 1
4 1 -1 -1
5 1 0 0
6 1 0 0
7 1 0 0
8 2 1 1
9 2 1 -1
10 2 -1 1
41 2 -1 ~1
12 2 0 0
13 2 0 0
14 2 0 0

43 ANALISE MIRCROBIOLOGICA

Foram realizadas contagens em placas de S. cerevisiae var ellipsoideus e
Lactobacillus plantarum apoés o processo de PEF, das amostras de suco de laranja e

solucdo salina esterilizadas pelos dois sistemas (circular e continuo).

Para contagem da levedura foi utilizada diluicao seriada até 10° a partir de 1 ml
da amostra liquida semeada em Agar Batata Dextrose (PDA, Merk KgpA, Germany)
incubada a 23°C por 3 a 5 dias, e para a cultura lactica, MRS Agar (Merk KgpA,

Germany) incubada a 35°C de 1 a 4 dias.
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44 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

- Determinagao de agucar redutor — DNS (ANEXO);

O teor de aclcar redutor foi quantificado pelo método de DNS (acido 3,5-

dinitrosalicilico).

- Determinagao de cor (ANEXO).
A cor das amostras foi medida pelo colorimetro Hunterlab, baseando-se na

medicdo de trés parametros de cor, L, aeb.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 CARACTERIZAGAO DO SUCO DE LARANJA E SOLUCAO SALINA

Na Tabela 10 estdo os resultados da caracterizagdo fisico-quimica das

amostras

Tabela 10 - Caracterizagdo fisico-quimica do suco de laranja e da solugdo salina

Suco de laranja NaCl (0,2/100cm’)

Condutividade Elétrica (mS/cm) 3,76 3,76
pH 3,74 6,08

°Brix 12 -

Viscosidade (mPa. s) 217 -

52 CONTROLE DO APARELHO DE PEF |, Il EllI

Foi observado que os processos (1) e (2) obtiveram resultados positivos com
nenhuma contaminacdo. Enquanto o processo (3) houve consideravel reducao de
microorganismos apos a aplicagcdo de PEF nas amostras liquidas, mas n&o houve

contaminacgao de outros organismos.

53 ANALISE ESTATISTICA EM SISTEMA CONTINUO

5.3.1 Testel
53.1.1 Lactobacillus plantarum’

A Tabela 11 apresenta a magnitude dos efeitos das variaveis independentes,
bem como o efeito de interagdo entre elas, sobre o numero de redugao decimal de

microrganismos.
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A interpretacéo dos resultados da Tabela 11 e/ou Figura 14 deve ser feita com

base na magnitude e sinais dos efeitos. Quanto maior o valor do efeito, maior sera a

influéncia deste sobre a resposta em estudo. O sinal indica a proporcionalidade com

que varia o efeito com relagao a resposta.

Tabela 11: Efeitos de aplicacdo de PEF em suco de laranja e solugido de NaCl para
reducdo de Lactobacillus plantarum em sistema continuo.

Suco de laranja

NaCl 0,2 g/100 cm’

Valor de efeito + o] Valor de efeito + p
Erro puro Erro puro

Média global 0,151250+0,029235 0,000849 0,128750+0,015462 0,000033
Efeitos principais

1. Vazao (ml/s) 0,03000+0,058470 0,621758 0,047500+0,030923 0,163075
2. Freq. (Hz) 0,097500+0,058470 0,133968 0,037500+0,030923 0,259845
3.T.C. -0,08500+0,058470 0,184096 -0,08500+0,030923 0,025108
Efeito de interagao

1/2 -0,0100+0,058470 0,868449 0,03250+0,030923 0,323972
1/3 -0,02250+0,058470 0,710405 -0,0100+0,030923 0,754698
2/3 -0,03000+0,058470 0621758 -0,0050+0,030923 0,875559

*A tabela completa com a concentragao inicial e final dos microorganismos esta no anexo.

A Figura 14 ilustra os resultados dos efeitos obtidos em nimeros de reducéo

decimal de microrganismo para serem mais claramente visualizados.

-0,02

O NacCl 0,2 g/I100cm3

O Suco de laranja

-0,07

012 ——Mm——
1.Vazao 2. Freq.
(mi/s) (Hz)

3.1T.C

*NRD: nimero de redugédo decimal.

1/2 1/3

2/3

Figura 14: Efeito padronizado de aplicacdo de PEF na redugdo de L. plantarum em
NaCl 0,2g/ 100 cm® e Suco de laranja em sistema continuo. Intervalo de confianga:

95%.
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Pelos resultados da Tabela 11 e/ou da Figura 14, verifica-se que a variacdo da
vazao acarretou o efeito em 0,030 de numero de redugdo decimal de microrganismo no
suco de laranja (p= 0,621758) e 0,04750 de redugdo na solugdo salina (p= 0,163075),
porém, o efeito n&o foi significativo a nivel de 95% de confianga, mas considera-se

significativo em solug&o salina a nivel de 84% de confianga. (p=0,163075).

Com relag&o a frequéncia, observou-se um efeito de NRD igual a 0,09750 para
suco de laranja (p=0,621758) e 0,03750 de reducao para solugdo salina (p=0,259845),
sem apresentar diferenca significativa entre eles, embora a frequéncia tenha
apresentado efeito significativo com nivel de 87% para o suco (p= 0,133968). Por essa

razédo, a frequéncia sera importante para o desenvolvimento dos testes seguintes.

A camara de ftratamento demonstrou maior eficiéncia na reducdo de
microrganismo apresentando o valor de -0,0850 em suco de laranja (p= 0,184096) e
-0,0850 em NaCl 0,2g/100cm® (p= 0,025108), sendo este efeito foi significativo a nivel
de 95% de confianca, mas o efeito foi significativo em suco de laranja a nivel de 81,6%
(p= 0,184096).

Com relac&o aos niveis observados pela Figura 14, o sentido negativo indica que
o eletrodo placa-placa foi mais eficiente na redu¢cao de numero de microrganismo que o
eletrodo coaxial indicado no sentido positivo. Os menores percentuais de reducdo de
bactéria foram determinados quando se diminuiu a vazao e a frequéncia e utilizado a

camara de tratamento com eletrodo coaxial.

As amostras de solugdo salina e de suco de laranja, as interacbes entre
vazaolfrequéncia, vazao/T.C., frequéncia/ T.C. nao apresentaram diferenca significativa
a niveis de 95% de confiancga.

Pelas Tabelas 19 e 20 (ANEXO) observa-se que incrementando a freqiéncia
bem como diminuindo a vazao de duas amostras, independente do tipo de cadmara de
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tratamento usado, houve pouca redugcdo de microrganismo em relagdo ao numero de

microrganismo inoculado nas amostras antes de ser processado.

5312 Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus .

A Tabela 12 apresenta a magnitude dos efeitos das variaveis independentes,
bem como o efeito de interacdo entre elas, sobre o numero de reducdo de

microrganismos.

Tabela 12: Efeitos de aplicacdo de PEF em suco de laranja e solugdo de NaCl para

reducdo de Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus em sistema continuo.

Suco de laranja NacCl 0,2g/100 cm”
Valordo efeito + p Valor do efeito + P
Erro puro Erro puro

Média Global 0,1438+0,0098 0,00000 0,1106+0,0112 0,000009
Efeitos principais

1. Vazao (ml/s) 0,1000+0,0193 0,622383 -0,0138+0,0223 0,555086
2. Freq. (H2) 0,0325+0,0196 0,134584 0,0038+0,0223 0,870777
3.TC -0,0675+0,0196 0,008606 -0,0213+0,0223 0,369057
Efeito de Interagao

1/2 0,0050+0,0196 0,804356 0,0038+0,0223 0,870777
1/3 0,0000+0,0196 1,0000 -0,0063+0,0223 0,786621
2/3 -0,0175+0,0196 0,396282 0,011340,0223 0,627910

*A tabela completa com a concentrac3o inicial e final dos microorganismos esta no anexo

A Figura 15 ilustra os resultados dos efeitos obtidos em numeros de reducao

decimal de microrganismo para ser mais claramente visualizados.
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b0 NaCl 0,2g/100 cm3
O Suco de laranja

NRD

0,11 —
0,09 |-
0,07 |
0,05 -
0,03 |
0,01 -
-0,01 TH
-0,03 |
-0,05 | : = e

1.Vazdo 2 Freq. 3.TC 1/2 1/3 2/3
(mi's) (Hz)

*NRD: nimero de redugdo decimal.

Figura 15: Efeito padronrzado de aplicacdo de PEF na redugdo de S. c.var ellipsoideus

em NaCl 0,2g/ 100cm® e Suco de laranja em sistema continuo. Intervalo de confi lanca:
95%.

Analisando-se a Figura 15 efou Tabela 12 observamos que a vazdo causou
efeito de 0,0100 de redugéo de microrganismo no suco de laranja (p= 0,622383) e —
0,0138 na solugéo salina (p= 0,555086), mas os efeitos em duas amostras liquidas nao
foram significativos a nivel de 95% de confianca.

Quanto a freqiéncia, o efeito causado foi de 0,0325 para suco de laranja (p=
0,134584) e 0,0038 para solugéo salina (p= 0,870777) e ndo apresentou diferenca
significativa entre eles. Mas a nivel de 86,7% de confianga, o efeito se torna significativo
em suco de laranja (p= 0,134584), e obteve o valor do efeito 10 vezes maior em relacéo
a amostra de NaCl 0,2g/ 100cm®.

A camara de tratamento placa-placa apresentou diferenca ao nivel de 95% de
confianga em relagdo a coaxial, demonstrando maior eficiéncia na reducdo de
microrganismo de -0,0675 para o suco de laranja (p= 0,008606) e —0,0213 para solugdo
salina (p= 0,369057).
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As interacées entre vazaolfrequéncia, vazdo/T.C, frequéncia/T.C nao
apresentaram diferenga significativa a niveis de 95% de confianga nas amostras de

solugdo salina e de suco de laranja.

Pelos resultados apresentados pelas Tabelas 21 e 22 (ANEXO) verificaram-se
que aplicando o PEF no sistema continuo ndo houve redugcdo de um ciclo decimal de

microrganismo.

As causas dessa nao redugdo para cultura latica e levedura foram certamente

devidas a alguns fatores tais como:

1- Poténcia baixa: para gerar pulsos de alta voltagem em alimentos liquidos
deve-se fazer passar um fluxo maior de corrente elétrica através da camara de
tratamento em um intervalo de tempo muito curto (Martin et al, 1994). Esse tempo é o
tempo de descarga do capacitor C dado pela equagéo 1t = R.C. O valor do tempo (t =
0,3 ms) aplicado no teste preliminar foi muito longo e n&o ocorrendo a carga e descarga
do capacitor durante a aplicacéo de PEF e a maioria dos artigos descrevem em tempos
muito curtos como 2,0 us e 3,3 us (Sharma ef al, 1998), 1,5 us (Reina et al., 1998), 2us
(Vega-Mercado et al, 1997), 1~100us (Alvarez et al, 2000). Para obter esse efeito,
diminuiu-se o valor da resisténcia de 150 kQ para 100 Q e colocou-se mais um

capacitor de 2,2 nF em paralelo. Com isso o tempo foi reduzido para t = 4,2 us.

2- Outra causa seria 0 uso de uma camara de tratamento com um unico par
de eletrodos para aumentar o tempo de residéncia no campo elétrico. Os artigos
encontrados para sistema continuo usaram camara de tratamento tubular “co-field” de
multiplo estagio, de dois ou mais pares de eletrodos dentro da camara conectados em
paralelo (Qiu et al, 1998, Jin & Zhang, 1999, Jia et al., 1999), outros utilizaram dois
pares de eletrodos na camara de tratamento conectados em séries (Reina et al, 1998).

41



Resultados e discussoes

5218 Sugestao e Modificacéo.

Para realizar o experimento, foram selecionados os fatores a serem estudados e
os niveis em que esses fatores foram investigados. Um fatorial experimental 2"
completo envolve um plano com n fatores, cada um com dois niveis. Esse experimento
fatorial completo € muito Util na fase inicial de investigacio de um problema. E a forma

mais econémica de conduzir um experimento para identificacio de fatores importantes.

Em vista dos resultados apresentados no Teste |, foram feitos as seguintes
modificagdes no equipamento e parametros para avaliar a performance em termos de

reducao de microrganismos:

1- Inclus&o de mais um capacitor (C= 2,2 nF);

2- Sistema continuo para sistema circular;

3- A alteragcdo de AC para DC para controlar a rotagdo (IR) continua e uniforme:
porque em AC o IR oscilava muito. Trabalhar apenas com polaridade positiva;

4- Aumento de variagéo de freqiiéncia de 1,1 e 4,4 Hz para 3,6 e 5,8 Hz.
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54 Testell

5.4.1 ANALISE EXPERIMENTAL EM SISTEMA CIRCULAR |

5.4.1.1 Lactobacillus plantarum’.

A Tabela 13 apresenta a magnitude dos efeitos das varidveis independentes,
bem como o efeito de interacdo entre elas, sobre o numero de reducdo de

microrganismos.

Tabela 13: Efeitos de aplicagdo de PEF em suco de laranja e solugdo de NaCl para
reducdo de L.plantarum em sistema circular |

Suco de laranja NacCl 0,2% (p/v)
Valor do efeito + p Valor do efeito + p
Erro puro Erro puro
Média global 0,1644+0,0141 0,000000 0,1022+40,0142 0,000002
Efeitos principais
1. Vazao (ml/s) -0,0275+0,0282 0,3433 0,0169+0,0283 0,559582
2. Freq. (H2) 0,0400+0,0282 0,174665 0,0494+0,0283 0,100418
3. T.C. -0,1238+0,0282 0,000452 -0,0306+0,0283 0,295533
4. N° de ciclos. 0,0588+0,0282 0,053315 0,0494+0,0283 0,100418
Efeito de interagao
1/2 -0,0638+0,0282 0,037833 -0,0231+0,0283 0,426151
1/3 0,0100+0,0282 0,727140 -0,0631+0,0283 0,040492
1/4 -0,0025+0,0282 0,930359 0,0044+0,0283 0,879154
2/3 -0,0650+0,0282 0,034677 0,0144+0,0283 0,618650
2/4 0,0100+0,0282 0,727140 0,0094+0,0283 0,744901
3/4 -0,0138+0,0282 0,631971 -0,0031+0,0283 0,913503

*A tabela completa com a concentragao inicial e final dos microorganismos esta no anexo.

A Figura 16 ilustra os resultados dos efeitos obtidos em numeros de redugéo

decimal de microrganismo para ser mais claramente visualizados.
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Figura 16: Efeito padronizado: L.plantarum, sistema circular, NaCl 0,2g/ 100cm®, Suco
de laranja. Intervalo de confianga: 95%.

Interpretando a Figura 16 e/ou Tabela 13, o efeito da vazao de solugdo de NaCl
0,2g/ 100 cm® (p= 0,559582), observa-se efeito de 0,0169 de redugdo de microrganismo

e -0,0275 para suco de laranja (p= 0,343316), mas n&o foi significativo ao nivel de 95%
de confianca.

A frequéncia demonstrou um efeito de 0,0400 para suco (p= 0,174665) e 0,0494
para solugdo salina (p= 0,100418). As diferencgas significativas aparecem a um nivel de
80% de confianga em suco (p= 0,174665) e em NaCl 0,2g/ 100cm?’ (p= 0,1000418).

Com relagdo a camara de tratamento, observa-se que o eletrodo placa-placa
apresentou diferenca ao nivel de 95% de confianga para o suco de laranja (p=

0,000452) em relacdo ao coaxial, demonstrando maior eficiéncia na reducédo de
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microrganismo em suco de laranja (-0,1238) que para solugdo salina (-0,0306, p=
0,295533).

Quanto ao numero de ciclos, observamos efeito de 0,0588 no numero de
reducao de microrganismo para suco (p= 0,053315) e 0,0494, para NaCl 0,2g/100 cm®
(p=0,100418).

Para solugdo de NaCl 0,2g/100 cm?, houve a interacéo entre a vazdo e camara
de tratamento e o efeito foi significativo (p= 0,040492), e para suco de laranja a
interacao entre a vazao e freqiéncia produziu efeito de p= 0,037833, para freqiiéncia e
camara de tratamento o efeito foi p= 0,034677, que foram significativos ao nivel de
95% de confianca.

5412 S. ¢. var ellipsoideus .

A Tabela 14 apresenta a magnitude dos efeitos das varidveis independentes,
bem como o efeito de interagdo entre elas, sobre o numero de reducdo de
Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus.

Tabela 14: Efeitos da aplicagcdo de PEF em suco de laranja e solugdo de NaCl praa
reducao de S.c. var cerevisiae em sistema circular |.

Suco de laranja NacCl 0,2% (p/v)

Valor do efeito + p Valor do efeito + p

Erro puro Erro puro
Média global 0,8319+0,0361 0,000000 0,6197+0,0313 0,000000
Efeitos prinicpais
1. Vazéo (mL/s) 0,0150+0,0721 0,837916 -0,0269+0,0626 0673222
2. Freq. (H2) 0,1425+0,0721 0,065754 0,3219+0,0626 0,000098
3.TLC: -1,3413+0,0721 0,000000 -0,8931+0,0626 0,000000
4. N° de ciclos. 0,4150+0,0721 0,000030 0,0906+0,0626 0,166757
Efeitos de interacao
1/2 0,0163+0,0721 0,824640 0,0006+0,0626 0,992152
1.3 -0,0050+0,0721 0,945605 -0,0019+0,0626 0,976460
1/4 0,0063+0,0721 0,932038 -0,0031+0,0626 0,960778
213 -0,0950+0,0721 0,206449 -0,2706+0,0626 0,000522
2/4 -0,0588+0,0721 0,427400 -0,0094+0,0626 0,882750
3/4 -0,3450+0,0721 0,000204 -0,0194+0,0626 0,760782

*A tabela completa com a concentragao inicial e final dos microorganismos esta no anexo.
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A Figura 17 ilustra os resultados dos efeitos obtidos em numeros de redugéo

decimal de microrganismo para serem mais claramente visualizados.

NRD B NaCl 0.2 g/100cm3

i | O Suco de laranja

06 -

\\”J \\‘ﬁ ’Iib {Db‘ n}ﬁ

*NRD: nimero de redugdo decimal.

Figura 17: Efeito padronizado: S. c.var ellipsoideus, sistema circular I, NaCl 0,2g/100
cm®, Suco de laranja. Intervalo de confianga: 95%.

Observando a Figura 17 e/ou Tabela 14, o efeito da vazdo n&o foi significativo
para suco (p= 0,837916) e para solugdo salina (p= 0,673222). Ja a frequéncia
apresentou efeito foi significativo para solugdo salina (p= 0,000098) e para o suco nao
foi significativo (p= 0,065754) ao nivel de 95% de confianca.

A camara de tratamento placa-placa apresentou eficiéencia na reducao de
microrganismo maior que a coaxial, tanto para o suco (-1,3413, p= 0,000000) quanto
para solucéo salina (-0,8931, p= 0,000000), embora o efeito em suco tenha sido mais

pronunciado que em solug&o salina.
Com relagé&o ao numero de ciclos, observou-se efeito de 0,4150 de redugéo de

microrganismo para suco (p= 0,000030) e 0,0906, para salina (p= 0,166757), mas

somente para suco o tempo foi significativo a nivel de 95% de confiancga.
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Houve interagdo entre a cdmara de tratamento e tempo de circulacéo para suco
(p= 0,000204) e frequéncia e cdmara de tratamento para solucdo salina (p= 0,000522),
com o efeito foi significativo.

Os experimentos realizados no sistema circular | indicaram que este foi mais
eficiente que o continuo, e demonstraram que a camara de tratamento com eletrodo
placa-placa foi mais eficiente que o coaxial para a levedura do que para bactéria lactica.
Incrementando o valor da frequéncia e o tempo de circulagdo (ou nimero de ciclos)
ocorreu reducédo de microrganismo somente para a levedura, isto €, obteve-se reducéo
de até dois ciclos logaritmicos (Tabela 25 e 26 - ANEXO). Enquanto que para a
bactéria lactica ndo se obteve bons resultados de inativagao, pois houve redugdo menor
de um ciclo logaritmico (Tabela 23 e 24 - ANEXO).

Baseados nos resultados do experimento do Teste I, no Teste Il foi analisado o
comportamento da camara de tratamento com eletrodo placa-placa, usando o mesmo
sistema circular em duas amostras liquidas (suco de laranja e solugdo salina NaCl
0,29/100 cm® inoculadas com um tipo de microrganismo, Saccharomyces c. var
ellipsoideus, para verificar e confirmar se o efeito de redugcdo de microrganismo

ocorreria quando aplicados os valores maiores de frequéncia e os numeros de ciclos.
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5.5 Testelll

5.5.1 ANALISE EXPERIMENTAL EM SISTEMA CIRCULAR II
5511 S. ¢. var ellipsoideus .

A Tabela 15 apresenta a magnitude dos efeitos das variaveis independentes,
bem como o efeito de interacdo entre elas, sobre o numero de reducdo de

microrganismos.

Tabela 15: Efeitos de aplicagdo de PEF em suco de laranja e solugdo de NaCl para redugdo de
Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus em sistema circular Il utilizando a camara de
tratamento placa-placa e vazao 1 mi/s.

Suco de laranja NacCl 0,2% (p/v)

Valor do efeito + p Valor do efeito + p

Erro puro Erro puro
Média global 1,4550+0,0137 0,000000 1,2457+0,0897 0,000000
Efeitos principais
1. Freq. (Hz) 0,1125+0,0363 0,012692 0,0100+0,2374 0,967320
2. N° de ciclos 0,6175+0,0363 0,000000 0,295+0,2374 0,252897
Efeito de interacao
1/2 0,0525+0,0363 0,181717 0,1850+0,2374 0,455814

*A tabela completa com a concentracéo inicial e final dos microorganismos esta no anexo.

A Figura 18 ilustra os efeitos obtidos em numeros de reducdo decimal de

microrganismo para ser mais claramente visualizados.
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NaCl 0,2g/100 cm3
1 Suco de laranja

1. Freq. (Hz) 2. N° de ciclos 1/2

*NRD: niimero de reducédo decimal.

Figura 18: Efeito padronizado do gréfico: S. cerevisiae, sistema circular Il, suco de
laranja, NaCl 0,2g/100 cm®. Intervalo de confianga: 95%.

Pela Figura 18 e/ou Tabela 15, observa-se que a freqiiéncia acarretou o efeito de
0,1125 de reducdo de microrganismo no suco (p= 0,012692) e 0,0100 de redugéo na
solucao salina (p= 0,967320), porém o efeito significativo foi somente para suco ao nivel
de 95% de confianca.

Em relacdo ao nimero de ciclos, verificou-se que houve 0,6175 de reducgéo de
levedura no suco (p= 0,000000) e 0,2900 na solugéo salina (p= 0,252897), porém este

ndo apresentou diferenga significativa.

Os experimentos realizados demonstraram que houve diferenga de inativacao de
Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus em solugdo salina de cloreto de sodio 0,29/
100cm® e em suco de laranja. As Figuras 19 e 20 ilustram essas diferengas para as
trés condicdes de numero de ciclos, tanto de suco quanto de NaCl 0,2g/ 100cm?,

provavelmente por causa da presenca de acido citrico em suco que causa efeito
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sinérgico, ou devido aos pH diferenciados de cada meio, ja que a condutividade elétrica
dos liquidos foi ajustada no mesmo valor. Alvarez et al (2000) deduziram que a
inativacéo de Salmonella senftenberg tratado a 19 kV/cm (2 Hz, “pulse width” de 2 ps)
foi mais resistente em pH 3,8 que pH 7,0, usando as amostras em tampao “Mcllvaine
citrate-phosphate”, com o mesmo valor de condutividade elétrica (2 mS/cm). A
influéncia do pH sobre a inativagdo de microrganismo sobre o tratamento de PEF é
incerta. Outros autores como Sale & Hamilton (1967) e Hulsheger et al (1981) relataram
gue nao existe influéncia do pH na inativagdo de microrganismo, o que contradiz com a
pesquisa feita pelos Vega-Mercado et al (1996), pois eles encontraram que a inativagéo

de E.coli foi mais significante em pH entre 5,6 a 6,8.

Para os pesquisadores Zhang et al (1994b), a inativagdo maior de levedura (S.
cerevisiae) ocorreu durante os primeiros 3 a 5 pulsos (tempo de tratamento dentro da
camara sobre “pulse width”). O aumento do numero de pulsos ndo aumentou a
inativacao. Semelhante resultado ocorreu neste experimento, pois quanto maior tempo
de circulacdo e frequéncia aplicava sobre as amostras liquidas, ndo reduziu o nimero
de mortes de microorganismos suspendidos em suco de laranja e na solucdo de NaCl

como é observado nas Tabelas 27 e 28.
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(a) (b)

(d)

Figura 19: Aplicacdo de PEF sobre Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus em
solugéo de NaCl 0,2%, 3,6 Hz e 7,5kV em sistema circular (Teste IlI):
(a) Inicio, sem tratamento PEF; (b) 4,2 ciclos ; (c) 7,8 ciclos (d) 11,4 ciclos
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(¢) (d)

Figura 20: Aplicacdo de PEF sobre Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus em suco
de laranja, 7,5 kV e 3,6 Hz em sistema circular (Teste lll):
(a) Inicio, sem tratamento PEF; (b) 4,2 ciclos; (c) 7,8 ciclos; (d) 11,4 ciclos.
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Comparando com o Lactobacillus plantarum, cuja contagem nado reduziu o efeito
de nenhum dos parametros aplicados em nenhum dos meios inoculados, conclui-se
que as leveduras foram mais faceis de inativar que as bactérias, principalmente devido
ao tamanho maior das leveduras. Essa conclusdo € similar & outros pesquisadores
(Mizuno &Hori, 1988; Hamilton & Sale 1967; Jong & Heesh, 1998). Martin et a/ (1994)
observaram que a energia necessaria para inativar as células de Saccharomyces
cerevisiae foi menor (14 kV/cm) que a aplicada em Lactobacillus brevis (20kV/cm) e
iIsso se atribui ao didmetro maior das células de leveduras e o baixo valor de pH de

amostra processada (suco de laranja).

Jong & Heesh (1998) sugeriram processar a pulsos curtos e de alto campo
elétrico (10 kV/cm) para ter efeito letal em S. cerevisiae. A frequéncia repetitiva também
foi encontrada como a variagao importante e o melhor valor estava entre 1 a 2 kHz. No
presente experimento foi aplicado valor baixo (maximo, 5.8 Hz) de frequéncia, porque

quando se aumentava a rotagcado ndo ocorria a carga e descarga uniforme e constante.

O outro argumento para explicar os resultados obtidos é que células
microbianas se agrupam e formam uma camada protetora, na qual o valor de
condutividade é baixo. Essas células vivas envolvidas pela camada protetora terdo
resisténcia ao PEF e sobrevivera mais que as células ndo protegidas, resultando a taxa
de inativagdo baixa (Mizuno & Hori, 1988). Segundo Jayaram et al (1992), a
probabilidade de nado redugdo em algumas células microbianas sobre o campo elétrico
testado mesmo se for aplicado com mais pulso, € devido a concentragdo alta de
bactérias suspendidas na amostra liquida atribuindo a alta habilidade entre as células
se agruparem (Zhang et al, 1994b). Alvarez et al (2000) concluiram que a inativagéo de

microrganismo nao é func&o da concentragao inicial inoculada.

Outro ponto a ser comentado € quando ocorre adesao na parede do isolador
e no eletrodo da camara de tratamento, algumas destas células que fluem dentro dela
nao sdo levadas e podem permanecer aderidas na parede. Células vivas também
formam ades&o sobre a parede, podendo haver cobrimento com outras células que
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protegem as células vivas, tornando insuficiente a destruigdo. E ao longo da parede,
especialmente a parte superior do canto da camara, a poténcia do campo elétrico é
baixa e por tanto as células que estdo sobre a parede podem ndo ser inativadas
efetivamente (Mizuno & Hori, 1988).

Jia et al (1999) observaram que o processo PEF realizado em sistema de
recirculacdo em suco de laranja foi eficiente na reducéo de contagem total de placas,
mas nao foi tdo eficiente quanto o processo térmico (90°C/ 1 min.). Mas obteve bom
resultado de inativacdo em leveduras e bolores quando comparado ao processo térmico
e PEF.

Durante o processo de tratamento de PEF em duas amostras liquidas, ocorreu o
pequeno aumento de 1 a 2° Celsius de temperatura, quando se utilizou sistema circular.
Sales & Hamilton (1967) observaram que aplicando a 10 pulsos de 20 us em campo
elétrico de 4,9 a 18,5 kV/cm de intensidade em suspenséao de E. coli, ocorreu aumento
maximo de temperatura de 10 graus Celsius. Jacob et al (1981) observaram aumento
de temperatura de 8 graus Celsius quando aplicaram 30 kV/cm e 1 a 8 pulsos de 20 ps

em suspensao de Saccharomyces cerevisiae.

56 COR

A aplicacdo de métodos e de técnicas para conservacédo de alimentos
resultantes de processos industrialmente controlados como pasteurizacao, esterilizacao
entre outros, podera, infelizmente, provocar modificacées indesejaveis nos alimentos,
como por exemplo, alteracdes na cor, no sabor, na textura e nas propriedades
nutricionais. A cor podera sofrer alteragdes ndo so pela modificagdo da estrutura de
algumas substancias, por reagcdes de caramelizacdo e reagao de Mailard (Silva, 2000).

O tratamento com PEF podera produzir alimentos processados com qualidades
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superiores as dos tratamentos térmicos, devido ao fato deste tratamento causar

pequeno aumento na temperatura nas solugdes.

Segundo Sharma ef al (1998), as amostras (sucos de frutas) tratadas por

PEF (28 kV/cm, 1000 Hz, “pulse width” = 2us) mantiveram coloragdo proxima ao

natural, se comparado com as mesmas amostras tratadas termicamente (80°C, 2

minutos), que apresentaram turbidez e aspecto meio esbranquicadas. Por tanto, as

amostras tratadas por PEF n&o apresentaram efeitos negativos na cor e isso indica que

esse tratamento ndo prejudica sucos naturais. Jin & Zhang (1999) observaram que as

amostras de suco de “cranberry’ processadas por PEF a 20 kV/cm e 40 kV/cm a 50 e

150 ps ndo apresentaram diferenga significante na cor em relagdo ao controle.

Tabela 16: Médias amostrais do efeito de cor de suco de laranja antes e apds o

tratamento de PEF.

PEF 3,6 Hz 5,8 Hz
Sem PEF N° de ciclos N° de ciclos
4 8 12 4 8 12
L 48,6 48 53|48,56|48,57 148,52 48,51 48,45
a -0,43 -0,36 | -0,36 | -0,36 | -0,36 | -0,36 | -0,36
b 19,21 19,10(19,09|19,09(19,10(19,09|19,08
DE 0,17
DC 0,14
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Efeito de cor de suco de laranja antes e depois de PEF.

— e o 0 Controle

03,6 Hz/ 4,2 ciclos
(05,8 Hz/ 4,2 ciclos
03,6 Hz/ 7,8 ciclos
| 5,8 Hz/ 7,8 ciclos
@ 3,6 Hz/ 11,4 ciclos
05,8 Hz/ 11,4 ciclos

i /['r 5.8 Hz/ 11,4 ciclos
; Z 3.6 H#/ 11.4 ciclos
/ 5.8 Hz/ 7.8 ciclos
,-’*_ 3.6 Hz/ 7.8 ciclos
/5.8 Hz/ 4.2 ciclos
/3.6 Hz/ 4.2 ciclos
.-"— Controle

Figura 21: Efeitos de cor das amostras de suco de laranja tratadas pelo processo PEF.

A Tabela 16 apresenta os valores obtidos pelo colorimetro, ou seja, o aspecto da
cor do suco de laranja (controle) e os valores de amostras do suco tratado pelo PEF. Os
resultados podem ser mais claramente visualizados pelo gréfico (Figura 21). Observa-
se que os dados da Tabela 16 e/ou Figura 21, os resultados das amostras e o padrao
ndo apresentaram diferenca na coloragao.

5.7 ACUCAR REDUTOR

A docura do suco de laranja € devida a presenca dos acucares sacarose, frutose

e glicose encontrados na proporcéo de 2:2:1 (McCready, 1977).
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Para verificar se a amostra do suco apoés o processo de PEF apresentou alguma

alteracao quanto ao teor de agucares, foi feita analise de agucares redutores por DNS.

Os dados obtidos no teste foram submetidos a uma andlise de variancia
(ANOVA), com auxilio do pacote estatistico do programa STATISTICA 5.0 seguida de

teste de Duncan, pelos quais verificou-se que houve diferen¢a significativa entre as

médias em nivel de confiangca de 95%.

Tabela 17: Variagdes dos teores de agucares redutores (AR) tratados por PEF - DNS

Freqiiéncia (Hz) 3,6 47 5,8
N° de ciclos 4 8 12 4 8 12 4 8 12
Resultados (Abs) 0,324 | 0,365 0,374 | 0,372 | 0,366 | 0,392 | 0,378 | 0,398 | 0,382
Acucar redutor (g/l). | 0,135 | 0,155 0,159 | 0,158 | 0,155 | 0,168 | 0,161 | 0,171 | 0,163
(Sem diluicao)
Teste de Duncan 0,0036 | 7,24E-5 |585E-5 |3, 3E-5 | 1,664 |2,3E-5 |29E-5 |2 2E-5 | 2, 7E-5

(p<0,05)

*Curva padrdao: AR= 0,4806* Abs — 0,0204. (g/l); Branco (padrdo): A= 0,336 = 0,141 g/l.

Analisando-se a Tabela 17, em relagdo as amostras de suco de laranja antes

e apos o processamento por PEF sob varios parametros estudados, nota-se um efeito

significativo na determinacgao do agucar redutor.

Observa-se uma tendéncia ao aumento nos valores de agucar redutor

quando se aumenta a freqiéncia de pulsos elétricos no sistema. Este comportamento

ndo foi tdo nitido quanto a variagdo do numero de ciclos. Tal fato pode ter ocorrido

devido a uma possivel hidrélise enzimatica causada pela variacéo de frequéncia.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:

- O sistema circular foi mais eficiente que o continuo.
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- Ainfluéncia do tamanho de microorganismo: a levedura (S. cerevisiae var
ellipsoideus) foi mais sensivel a aplicacdo do PEF que a bactéria (L.
plantarum), quando foi usado o eletrodo placa-placa. No eletrodo coaxial
nao houve reacdo em nenhum dos microrganismos.

- Os meios com os mesmos valores de condutividade apresentaram
diferentes eficiéncias de inativacdo de microrganismo;

- O aumento da frequéncia aplicada ndo aumentou a inativagdo de
microrganismos em ambas amostras liquidas, para ambos os tipos
estudados; o numero de ciclos (4,2 e 7,8) so influenciou a inativagao de
leveduras em meio acido, reduzindo a populagdo até 2 ciclos
logaritmicos, mas em soluc&o salina 0,2% houve o decréscimo de apenas
1 ciclo logaritmico;

- O incremento do numero de ciclos e frequéncia aplicada sobre as
amostras liquidas com microrganismo, ndo foi observado o aumento de
mortes deste;

- Os microrganismos possuem tendéncia de aderir a superficie (aco, tubo
de silicone) por adeséo, o que dificultou a inativagdo dos mesmos.

- A aplicagdo de PEF nas amostras de suco de laranja n&o alterou
visualmente a cor das mesmas, em comparagdo a amostra nao tratada,

porém ocorreu alteragao nos teores de agucares presentes no suco.

Muitos estudos devem ser feitos para melhorar e otimizar o tratamento de

suco por PEF como o processo de ndo-térmico de preservacao de alimento.
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Aperfeicoar mais 0 equipamento como o circuito elétrico, como aumentar
a frequéncia para 1 a 2 kHz;
- Melhorar o modelo de camara de tratamento em relagdo ao campo

elétrico;
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- Aprofundar o estudo sobre o comportamento fisico de microrganismo

quando processado pelo PEF e comparar com o processo térmico.



ANEXO
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1 Tabela 18: Desenvolvimento de crescimento de levedura. (Acertar o pH a 4.7 +
0.2) (Difco Laboratories)

Extrato de malte (Difco) 189

D (+)-Maltose (Riedel-De Haenag|0.45¢g

Seelze-Hannover)

Extrato de levedura (Difco) 03g

Glucose 5% (Ecibra) 1259

Agua 250 ml
2 Determinacao de agucares redutores - DNS

Sensibilidade do Método: 0,1 a 1,0 g/l.

Utilizou-se um mililitro de amostra e adicionou-se um mililitro de DNS. A
amostra foi deixada em banho-maria a 100°C durante 5 minutos. Ap6s a amostra

resfriada adicionou-se 16 ml de solugdo de tartarato duplo de sédio e potassio.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro (Micronal espectrofotdmetro digital,
modelo B-34211, Brasil) a 540 nm.

3 Determinagao de cor.

Foi medido pelo espectrofotdémetro Hunterlab (modelo ColorQuest II).
Parametros para calibragéo:
- Refrectancia especular incluida (RSIN).
- Modo de calibracdo: D-65 iluminate.
- Angulo de observador: n° 10 graus.
- Valores do branco: n° 6299g-03/96- padrao branco

X=7746 y=82,08 z=88,38
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- Padrao cinza: n° ¢6299- 03/96
X=47,71 y=50,83 z=54,94
- Sistema de cor utilizado: Hunterlab.
1.0.1 L = medido a luminosidade variando de 0 a 100 (L= O, cor preto;
L=100, cor branco);
1.0.2 a = cromaticidade, varia de —a a + a (-a= verde; a=vermelho);
1.0.3 b = cromaticidade, varia de —b a +b (-b= azul; +b= amarelo).

- Foram avaliadas a cor (-E) e cromaticidade (AC):

Formula:

DE=AEx= J(AL)2 +(Aa)? +(Ab)?

DC=AC= y(Aa)’ +(Ab)*

Foi utilizada cubeta de vidro oticamente limpo com caminho ético 10 mm com campo de

leitura de um polegada.
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Tabela 19: Valores experimentais realizados com o teste |: Lactobacilus plantarum,

sistema continuo, suco de laranja.

Vazao Fregiiéncia Real Vazao Frequiéncia Inicio Final
Replicatas log Log NRD
(codificadas) (ml/s) (Hz) T.C. (mL/s) (Hz) T.C. (ufc/mL) (ufc/mL)
1 1 1 1 2 4.4 P-P 6,76 6,59 0,17
1 1 1 -1 2 44 CoA 6,79 6,35 0,44
1 1 -1 1 2 1.1, PP 68 6.7 0.1
1 1 -1 -1 2 14 CoA 6,73 6.6 0,13
1 -1 1 1 1 44 P-P 6,67 6,59 0,08
1 -1 1 -1 1 44 CoA 6,56 6,47 0,09
1 -1 -1 1 1 11 P-P 6,62 6,57 0,05
1 -1 -1 -1 1 1.1 CoA 6,53 6.47 0,06
2 1 1 1 2 44 P-P 661 6,5 0,11
2 1 1 -1 2 4.4 CoA 664 6,52 0,12
2 1 -1 1 2 1.1 P-P 635 6,28 0,07
2 1 -1 -1 2 15 CoA 649 6,3 0,19
2 -1 1 1 1 44 P-P 86,71 6,5 0,21
2 -1 1 -1 1 44 CoA 6,8 6,42 0,38
2 -1 -1 1 1 1.1 P-P 645 6,37 0,08
2 -1 -1 -1 1 11 CoA 6.4 6,26 0,14
*NRD: Numero de redugao decimal.
NRD= logN - logN¢
Onde: | Vaziao Freq. T.C
-1 1 1.1 p-p
1 2 4.4 Coa
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Tabela 20: Valores experimentais realizados com o teste |: Lactobacilus plantarum,
sistema continuo, NaCl 0,2% (p/v).

Vazao Freqgiiéncia Inicio: Final: log .
Replicata (ml/s) (Hz) T.C. log(ufc/ml) (ufc/ml) NRD
1 1 1 1 6,46 6,3 0,16
1 1 1 -1 6,87 6,7 0,17
1 1 -1 1 6,21 6,11 01
1 1 -1 -1 6,44 6,33 0,11
1) -1 1 1 6,15 6,08 0,07
1 -1 1 -1 6,21 6,12 0,09
1 -1 -1 1 6,35 6,29 0,06
1 -1 -1 -1 6,83 6,75 0,08
2 1 1 1 6,64 6,52 0,12
2 1 1 -1 6.4 6,1 0,3
2 1 -1 1 6,62 6,58 0,04
2 1 -1 -1 6,54 6,32 0,22
2 -1 1 1 6,74 6,68 0,06
2 -1 1 -1 6,51 6,3 0,21
2 -1 -1 1 6,14 6,06 0,08
2 -1 -1 -1 6,84 6,65 0,19
*NRD: Numero de redugao decimal.
NRD= logN, - logN;
Onde: | Vazao Freq. T.C
E 1 19 p-p
1 2 44 Coa
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Tabela 21: Valores experimentais realizados com o teste |: Saccharomyces cerevisiae

var ellipsoideus, sistema continuo, suco de laranja.

Replicata | Vazdao Freqiiencia Inicio: Final: log .
S (ml/s) (Hz) T.C. log(ufc/ml) (ufc/ml) NRD
1 1 1 1 6,37 6,29 0,08
1 1 1 -1 6,54 6,3 0,24
1 1 -1 1 6,41 6,34 0,07
1 1 -1 -1 6,35 6,22 0,13
1 -1 1 1 6,7 6,61 0,09
1 -1 1 -1 6,51 6,31 0,2
1 -1 -1 1 6,71 6,64 0,07
1 -1 -1 -1 6,45 6,3 0,15
2 1 1 1 6,49 6,32 0,17
Z 1 1 -1 6,63 6,45 0,18
2 1 -1 1 6,56 6,42 0,14
2 1 -1 -1 6,35 6,17 0,18
2 -1 1 1 6,8 6,67 0,13
2 -1 1 -1 6,42 6,23 0,19
2 -1 -1 1 6,3 6,17 0,13
2 -1 -1 -1 6,5 6,35 0,15
*NRD: Numero de reducéo decimal.

NRD= logN, - logN¢
Onde: | Vazio 16
-1 p-p
1 Coa
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Tabela 22: Valores experimentais realizados com o teste |: Saccharomyces cerevisisae
var ellipsoideus, sistema continuo, NaCl 0,2%.

Replicata | Vazédo Freqiiéncia Inicio: Final: .
s (ml/s) (Hz) T.C. log(ufc/mli) log (ufc/ml) NRD
1 1 i 1 6,7 6,62 0,08
1 1 1 -1 6,7 6,59 0,11
1 1 -1 1 6,55 6,48 0,07
1 1 -1 -1 6,55 6,41 0,14
1 -1 1 1 6,47 6,32 0,15
1 -1 1 -1 6,47 6,28 0,19
1 -1 -1 1 6,5 6,37 0,15
1 -1 -1 -1 6,5 6,35 0,13
2 1 1 1 6,48 6,38 0,14
2 1 1 -1 6,48 6,34 0.1
2 1 -1 1 6,74 6,67 0,07
2 1 -1 -1 6,74 6,62 0,12
2 -1 1 1 6,25 6,19 0,06
2 -1 1 -1 6,25 6,18 0,07
2 -1 -1 1 6,66 6,58 0,08
2 -1 -1 -1 6,66 6,55 0,11

*NRD: Numero de reducao decimal.
NRD= logN, - logN¢

Onde: 1 Vazao Freq. T.C

-1 1 1.4 p-p
1 2 44 Coa
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Tabela 23: Valores experimentais realizados com o teste Il: Lactobacilus plantarum,

sistema circular |, em suco de laranja.

Tempo de

Vazao  Freqiiencia Circulagao Inicio: Final: .

Replicatas (ml/s) (Hz) T.C. (min.) log(ufc/ml) log (ufc/ml) NRD
1 1 1 1 1 6,15 6,11 0,06
1 1 1 1 -1 6,15 6,09 0,04
1 1 1 -1 1 6,67 6,41 0,26
1 1 1 -1 -1 6,67 6,58 0,09
1 1 -1 1 1 6,23 6,18 0,05
1 1 -1 1 -1 6,23 6,2 0,03
1 1 -1 -1 1 6,22 6,01 0,21
1 1 -1 -1 -1 6,22 6,08 0,14
1 -1 1 1 1 6,79 6,6 0,19
1 -1 1 1 -1 6,79 6,67 0,12
1 -1 1 -1 1 6,35 6,07 0,28
1 -1 1 -1 -1 6,35 6,13 0,22
1 -1 -1 1 1 6,66 6,52 0,14
1 -1 -1 1 -1 6,66 6,59 0,07
1 -1 -1 -1 1 6,61 6,37 0,24
1 -1 -1 -1 -1 6,61 6,43 0,18
2 1 1 1 1 6,52 6,41 0,11
2 1 1 1 -1 6,52 6,47 0,05
2 1 1 -1 1 6,34 6,07 0,27
2 9 1 -1 -1 6,34 6,11 0,23
2 1 -1 1 1 6,69 6,47 0,22
2 1 -1 1 -1 6,69 6,5 0,19
2 1 -1 -1 1 6,83 6,58 0,25
2 1 -1 -1 -1 6,83 6,62 0,21

2 -1 1 1 1 6,64 6,54 0,1
2 -1 1 1 -1 6,64 6,59 0,05
2 -1 1 -1 1 6,74 6,26 0,48

2 -1 1 -1 -1 6,74 6,34 04
2 -1 -1 1 1 6,9 6,77 0,13
2 -1 -1 1 -1 6.9 6,81 0,09
2 -1 -1 -1 1 6,32 6,21 0,11
2 -1 -1 -1 -1 6,32 6,27 0,05

Tempo de circulacao
Onde: Vazao Freq. T.C (min.)
-1 1 1.1 p-p 7
1 2 44 Coa 13

*NRD: Numero de redugédo decimal.
NRD= logN, - logN¢
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Tabela 24: Valores experimentais realizados com o teste Il: Lactobacilus plantarum,
sistema circular |, em NaCl 0,2% (p/v).

Tempo de
Vazao Freqiiéncia Circulacdo Inicio: Final: i
Replicatas (ml/s) (Hz) T.C. (min.) log(ufc/ml) log (ufc/ml) NRD
1 1 1 1 1 6,13 6,07 0,06
1 1 1 1 -1 6,13 6,09 0,04
1 1 1 -1 6,88 6,59 0,29
1 1 1 -1 -1 6,88 6,66 0,22
1 1 -1 1 1 6,19 6,11 0,08
1 1 -1 1 -1 6,19 6,13 0,06
1 1 -1 -1 1 6,29 6,04 0,25
1 1 -1 -1 -1 6,29 6,13 0,16
1 -1 1 1 1 6,32 6,21 0,11
1 -1 1 1 -1 6,32 6,29 0,03
1 -1 1 -1 1 6,54 6,38 0,16
1 -1 1 -1 -1 6,54 6,41 0,13
1 -1 -1 1 1 6,07 6,01 0,06
1 -1 -1 1 -1 6,07 6,03 0,04
1 -1 -1 -1 1 6,24 6,19 0,05
1 -1 -1 -1 -1 6,24 6,2 0,04
2 1 1 1 1 6,13 6,02 0,11
2 1 1 1 -1 6,13 6,08 0,05
2 1 1 -1 1 6,18 6,02 0,16
2 1 1 -1 -1 6,18 6,12 0,06
2 1 -1 1 1 6,08 6,01 0,07
2 1 -1 1 -1 6,08 6,04 0,04
2 1 -1 -1 1 6,11 6,03 0,08
2 1 -1 -1 -1 6,11 6,07 0,04
2 -1 1 1 1 6,73 6,41 0,32
2 -1 1 1 -1 6,73 6,5 0,23
2 -1 1 -1 1 6,05 6,01 0,04
2 -1 1 -1 -1 6,05 6,03 0,02
2 -1 -1 1 1 6,2 6,13 0,07
2 -1 -1 1 -1 6,2 6,18 0,02
2 -1 -1 -1 1 6,65 6,53 0,12
2 -1 -1 -1 -1 6,65 6,59 0,06
Tempo de
Circulacao
Onde: Vazao |Freq. T.C (min.)
-1 1 1,1 pp 7
1 2 44 Coa 13

*NRD: Numero de reducéo decimal.
NRD= |OgNo - IOng
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Tabela 25: Valores experimentais realizados com o teste Il: Saccharomyces cerevisiae
var ellipsoideus, sistema circular |, suco de laranja.

Tempo de

Vazdo Freqiiéncia Circulagdo Inicio: Final: .
Replicatas (ml/s) (Hz) T.C. (min.)  log(ufc/ml) log (ufc/mi) NRD
1 1 1 1 1 6,29 6,04 0,25
1 1 1 1 -1 6,29 6,11 0,18
1 1 1 -1 1 6,84 447 2,37
1 1 1 -1 -1 6,84 5,35 1,49
1 1 -1 1 1 6,16 6,02 0,14
1 1 -1 1 -1 6,16 6,07 0,09
1 1 -1 -1 1 6,76 4,85 1,91
1 1 -1 -1 -1 6,76 5,71 1,05
1 -1 1 1 1 6,49 6,13 0,36
1 -1 1 1 -1 6,49 6,27 0,22
1 -1 1 -1 1 6,77 47 2,07
1 -1 1 -1 -1 6,77 555 1,22
1 -1 -1 1 1 6,44 6,23 0,21

1 -1 -1 1 -1 6,44 6,34 0,1
1 -1 -1 -1 1 6,32 43 2,02
1 -1 -1 -1 -1 6,34 522 1;12
2 1 1 1 1 6,83 6,71 0,12
2 1 1 1 -1 6,83 6,67 0,16
2 1 1 -1 1 6,14 4,39 1,78
2 1 1 -1 -1 6,14 511 1,03
2 1 -1 1 1 6,59 6,32 0,27
2 1 -1 1 -1 6,59 6,47 0,12
2 1 -1 -1 1 6,11 4,52 1,59
2 1 -1 -1 -1 6,11 52 0,91
2 -1 1 1 1 6,2 6,08 0,12
2 -1 1 1 -1 6,2 6,13 0,07
2 -1 1 -1 1 6,43 4,82 1,61
2 -1 1 -1 -1 6,43 5 1,43

2 -1 -1 1 1 6,12 6,02 0,1
2 -1 -1 1 -1 6,12 6,05 0,07
2 -1 -1 -1 1 6,16 442 1,74
2 -1 -1 -1 -1 6,16 543 0,73

*NRD: Numero de redugao decimal.
NRD= logN, - logN¢
‘ Tempo de
Onde: Vazdao Freq. T.C circulagdo (min.)
1 ‘ 1 11 pp 7
1 2 4.4 Coa 13
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Anexo

Tabela 26: Valores experimentais realizados com o teste |l: Saccharomyces cerevisiae
var ellipsoideus, sistema circular |, NaCl 0,2% (p/v).

Tempo de
Vazéao Fregiiéncia Circulacao Inicio: Final: i
Replicatas (ml/s) (Hz) T.C. {min.) log(ufc/ml)  log (ufc/ml) NRD
1 1 1 1 1 6,9 6,56 0,34
1 1 1 1 -1 6,9 6,63 0,27
1 1 1 -1 1 6,88 561 1.2¢
1 1 1 -1 -1 6,88 5,69 1,19
1 1 -1 1 1 6,11 6,01 0.1
1 1 -1 1 -1 6,11 6,04 0,07
1 1 -1 -1 1 6,3 5,66 0,64
1 1 -1 -1 -1 6,3 5,71 0,59
1 -1 1 1 1 6,46 6,23 0,23
1 -1 1 1 -1 6,46 6,31 0,15
1 -1 1 -1 1 6,91 54 1,51
1 -1 1 -1 -1 6,91 5,51 1.4
1 -1 -1 1 1 6,57 6,34 0,23
1 -1 -1 1 -1 6,57 6,41 0,16
1 -1 -1 -1 1 6,21 5,15 1,06
1 -1 -1 -1 -1 6,21 5,21 1
2 1 1 1 1 6,17 6,04 0,13
2 1 1 1 -1 6,17 6,11 0,06
2 1 1 -1 1 6,73 5,27 1,46
2 1 1 -1 -1 6,73 5,31 1,42
2 1 -1 1 il 6,35 6,12 0,23
2 1 -1 1 -1 6,35 6,28 0,07
2 1 -1 -1 1 6,32 5,29 1,03
2 1 -1 -1 -1 6,32 549 0,83
2 -1 1 1 1 6,3 6,07 0,23
2 -1 1 1 -1 6,3 6,12 0,18
2 -1 1 -1 1 6,64 5,24 1.4
2 -1 q -1 -1 6,64 5,39 1,25
2 -1 -1 1 1 6,75 6,57 0,18
2 -1 -1 1 -1 6,75 6,61 0,14
2 -1 -1 -1 1 6,05 5,45 0,6
2 -1 -1 -1 -1 6,05 5,64 0,41
| Tempo de
Onde: Vazao Freq. T.C Circulagao (min.)
A | 1 11 pp 7
1 2 4.4 Coa 13

*NRD: Numero de redugao decimal.
NRD= logN, - logN¢
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Anexo

Tabela 27: Valores experimentais realizados em sistema circular Il: suco de laranja,
Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus, camara de tratamento placa-placa, vazao 1

mi/s.

Freq. N° de Inicio: Final: X
Replicatas (Hz) ciclos log{ufc/ml) log (ufc/ml) NRD
1 1 1 6,14 4,43 157
1 1 -1 6,14 515 0,99
1 -1 1 6,06 4,52 1,54
1 -1 -1 6,06 511 0,95
1 0 0 6,11 4,53 1,58
1 0 0 6,11 4,47 1,64
1 0 0 6,11 4,51 16
2 1 1 6,15 439 1,76
2 1 -1 6,15 5,01 1,14
2 -1 1 6,17 4,57 16
2 -1 -1 6,17 511 1,06
2 0 0 6,15 452 1,63
2 0 0 6,15 457 1,58
2 0 0 6,15 4,56 1,59
Freq.
Onde: (Hz) N°de ciclos
-1 3,6 42
0 4,69 78
1 58 11,4

*NRD: Numero de redugdo decimal.

NRD= logN, - logN;
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Anexo

Tabela 28: Valores experimentais realizados em sistema circular II: solugéo salina (NaCl
0,2% (p/v)), Saccharomyces cerevisiae var ellipsoideus, camara de tratamento placa-
placa, vazéo 1 mils.

Freq. N° de Inicio: Final: .
Replicatas | (Hz) ciclos log(ufc/ml) log (ufc/mi) NRD
1 1 1 6,99 5,03 1,96
1 1 -1 6,99 5,51 1,48
1 -1 1 6,73 575 1,19
1 -1 -1 6,73 5,67 1,06
1 0 0 6,49 5,36 1,13
1 0 0 6,49 5,32 117
1 0 0 6,49 5,29 1,20
2 1 1 6,02 5,02 1,00
2 1 -1 6,02 549 0,53
2 -1 1 6,94 5,56 1,38
2 -1 -1 6,94 54 1,30
2 0 0 6,82 5,49 1,33
2 0 0 6,82 5,51 1,31
2 0 0 6,82 542 1.4
Freq. N° de
Onde: (Hz) ciclos
-1 36 42
0 4,69 7.8
1 58 11,4

*NRD: Numero de reducdo decimal.

NRD= logN, - logN¢
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ERRATA

- Na pagina 30, os parametros de freqiiéncia utlizados no Teste Il foram os
mesmo do Teste | que foram ,1 e 4,4 Hz.

- Na pagina 42, no quarto item, n3o foi variado a frequiéncia de valores 36e
5,8 Hz, e sim de valores 1,1 e 4.4 Hz.



