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Efeitos da esterilizacéo e de tratamentos ndo térmicos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do puré de ab6bora
(Cucurbita moschata)

Luis Carlos Oliveira dos Santos Junior
Orientador:  Prof? Drd Edna Regina Amante

Este trabalho estudou o processamento do puré de abdbora por trés
tecnologias ndo térmicas, como alternativas ao tratamento térmico no
qual o puré de abdbora foi submetido & esterilizacdo em autoclave a 121
°C, em trés intervalos de tempo para verificar suas caracteristicas fisico-
guimicas, bem como identificar os compostos volateis do headspace, em
embalagens pouch stand up. No processamento em campo elétrico
pulsado (CEP), os experimentos foram realizados usando um sistema
em batelada com diferentes campos de forca de até 35 kV, largura de
pulso entre 0,8 e 1,0 ps, frequéncia de 3 Hz, a 20 °C e 40 °C, para
avaliar a inativacdo de E. coli em suco e néctar de abdbora e suas
alteracdes fisico-quimicas. No processamento em alta pressdo com
diéxido de carbono supercritico (APDC), os experimentos foram
realizados em escala laboratorial inicialmente de acordo com um
planejamento 22 para avaliar a condi¢do de pressdo e a propor¢do entre
volume de amostra e de CO, isotermicamente (a 32 °C) ideais para
inativar E. coli em niveis maximos. A condi¢do a qual houve maior
influéncia na reducdo da contagem microbiana foi selecionada para a
realizacdo de uma cinética de até 8 h, observando em intervalos de 1 h o
nimero de bactérias sobreviventes apds o processo. Nas amostras nas
quais houve maior inativagdo de E. coli (log N/Np), andlises fisico-
guimicas e de microscopia 6tica foram realizadas para avaliar o impacto
da tecnologia APDC no puré de abdbora em comparagdo a abobora in
natura e ao puré ndo esterilizado. O terceiro tratamento ndo térmico
ocorreu em plasma frio por descarga corona com argonio (Ar) como gas
do processo no qual foi avaliado o efeito desta tecnologia sobre a
inativacdo microbiana (E. coli), as caracteristicas fisico-quimicas e



parametros de cor em decorréncia do tempo de tratamento. O tratamento
térmico em autoclave a 121 °C nos tempos de 10, 20 e 30 minutos foi
eficiente na eliminacdo da carga microbiana das amostras (< 1,0x10!
UFC/g) e também induziu a reducdo de pH e a elevacdo de acidez
titulavel (AT), sdlidos solUveis totais (SST) e carotenoides totais. Os
compostos identificados no headspace apds esterilizagdo em autoclave
foram alcoois, aldeidos, alcenos, cetonas, ésteres, terpenos e éteres,
muitos deles, compostos aromaticos que caracterizam a abdbora e
produtos da degradacdo de carotenoides e &cidos que justificam
mudangas fisico-quimicas apds o processamento. Os resultados do
tratamento por CEP mostram que a carga microbiana foi reduzida
moderadamente em todos 0s experimentos, com um maximo de
aproximadamente 3 ciclos log. A contagem microbiana no tratamento
APDC apresentou reducdo moderada em todos 0s experimentos com um
méaximo de reducdo de aproximadamente 3,17 ciclos log em 8 h de
processo a 275 bar (2750 MPa). A microscopia 6tica mostrou que o
processo APDC preservou a estrutura celular e a integridade da parede
celular do puré de abdbora, sendo apenas 0 amido danificado em fungéo
da etapa anterior de cozimento. A tecnologia de plasma frio com
descarga corona para inativagdo de E. coli se mostrou promissora,
apresentando a maior média de reducdo em comparagdo com CEP e
APDC, sendo de cerca de 3,62 ciclos log para 20 min de tratamento. A
cinética de inativacdo apresentou uma tendéncia de maior reducdo com
0 tempo. As caracteristicas fisico-quimicas, indicam que o plasma induz
a reducdo do pH do meio, porém ha indicativas de que os gases do
processo desempenham um papel importante ao reagirem com o meio e
produzem espécies reativas. O plasma frio reduziu o teor de
carotenoides totais dos purés de abdbora e quanto a cor, o parametro a*
foi o que apresentou maior reducdo. As tecnologias ndo térmicas
estudadas para o processamento do puré de abobora se apresentaram
promissoras para garantir seguranca microbiolégica e qualitativa.
Porém, em funcdo da diversidade de parametros envolvidos nestas
tecnologias emergentes, muitos estudos avaliando o impacto das
varidveis dos processos ou a combinacdo delas se fazem necessérios
para poder ampliar estes processos de uma escala laboratorial para uma
planta piloto industrial.

Palavras-chave: puré de abdbora, esterilizacdo, tratamento néo térmico,
campo elétrico pulsado, alta pressdo com CO, supercritico, plasma frio.
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Effects of the sterilization and non-thermal treatments on
microbiological and physicochemical characteristics of the pumpkin
(Cucurbita moschata) puree.

Luis Carlos Oliveira dos Santos Jinior

Advisor: Profd, Dr2. Edna Regina Amante

This work aimed to study the pumpkin puree processing by three non-
thermal technologies as alternatives to heat treatment wherein the
pumpkin puree was subjected to sterilization by autoclaving at 122 °C in
three intervals to check their physicochemical characteristics and
identify the volatile compounds of headspace in stand up pouch
packaging. In pulsed electric field process (CEP), experiments were
performed using a batch system with different strength fields up to 35
kV, pulse width between 0.8 and 1.0 ps, frequency of 3 Hz, 20 °C and
40 °C, to evaluate the E. coli inactivation in pumpkin juice and nectar
and their physicochemical changes. In the high-pressure processing with
supercritical carbon dioxide (APDC) the experiments were performed
on lab scale initially according to 22 planning to evaluate the pressure
condition and the ratio between volume sample and CO, isothermally
(32 ° C) ideals to inactivate E. coli up to maximum levels. The condition
in which there was a higher effect in reducing microbial counts were
selected for performing a kinetics up to 8 h, with observation on 1 h
intervals the number of surviving bacteria after process. Samples in
which there was a higher inactivation of E. coli (log N/No),
physicochemical analysis and optical microscopy were performed to
evaluate the impact of APDC technology in pumpkin puree compared to
the pumpkin in nature and non-sterile pumpkin puree. The third non-
thermal treatment occurred in cold plasma corona discharge with argon
(Ar) as the process gas wherein the pumpkin puree was evaluated for
this technology effect on microbial inactivation (E. coli),
physicochemical characteristics and color parameters as a result of
treatment time which was 5, 10, 15 and 20 minutes. The heat treatment
in autoclave at 121 °C in 10, 20 and 30 minutes was effective in
eliminating microbial load of the sample (< 1.0x10* CFU/g) and also



induced the decrease of pH and increase of titratable acidity (TA), total
soluble solids (TSS) and total carotenoids. The compounds identified in
the headspace after autoclaving were alcohols, aldehydes, alkenes,
ketones, esters, ethers and terpenes, many of them, aromatic compounds
that characterize pumpkin and carotenoid degradation products and
acids that justify physicochemical changes after processing. Results of
CEP treatment show that the microbial load was decreased moderately
in all experiments, with a maximum of about 3 log cycles. The
microbial count in APDC treatment showed moderate reduction in all
experiments with maximum reduction of about 3.17 log cycles in 8 h of
process at 275 bar (2750 MPa). Optical microscopy showed that APDC
process preserved cellular structure and the integrity of the pumpkin
puree cell wall with only starch damaged due to baking previous step.
Cold plasma corona discharge technology to inactivate E. coli proved to
be promising, showing the highest average reduction compared to CEP
and APDC process, being about 3.62 log cycles for 20 min of treatment.
The inactivation kinetics showed a tendency of higher decrease with
time. Physicochemical characteristics indicate that plasma induces
decrease of pH, however there is indicative that process gases have an
important role to react with the environment and produce reactive
species. Cold plasma reduced the total carotenoid content of pumpkin
purees and in color, the parameter a* showed the greatest reduction.
Non-thermal technologies studied for pumpkin puree processing have
proved promising to ensure microbiological and qualitative safety.
However, due to the diversity of the parameters involved in these
emerging technologies, many studies evaluating the impact of the
variables of the processes or combination of then, are necessary in order
to expand these processes from a lab scale to an industrial pilot plant
system.

Keywords: pumpkin puree, sterilization, non-thermal treatment, pulsed
electric field, high pressure supercritical CO,, cold plasma.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

1 . .y ~ ~ , . |
I Efeitos da esterilizagdo e de tratamentos ndo térmicos sobre as I
\ caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do puré de abobora |
1 1
1 1

(Cucurbita moschata).

Por aué? |

— \
(1. A abbbora é uma matéria prima de pouca valorizagdo agroindustrial e grande producdo no
Brasil.
2. A abdbora é rica em compostos benéficos a salide, como os carotenoides
3. O puré de aboébora é uma alternativa para o aproveitamento da matéria prima com simples
processamento e praticidade de uso
4. O processamento térmico visa eliminar a carga microbiana mas pode alterar a composicdo
fisico-quimica da matriz e diminuir o seu valor nutricional
5. As tecnologias ndo térmicas de processamento sdo emergentes e necessitam de maiores estudos
para verificar o impacto sobre a matriz alimentar )

Quem ja fez? :

\_

1. Sdo poucos os trabalhos utilizando o puré de abébora como matéria prima para avaliar o
impacto de processamento térmico e ndo térmico sobre as suas propriedades fisico-quimicas e
identificagdo de compostos volateis

2. Ndo constam na literatura trabalhos avaliando campo elétrico pulsado, alta pressdo com diéxido
de carbono supercritico e plasma frio como tecnologias para inativagdo de micro-organismos em
puré de abdébora y

Hipoteses?

1. E possivel processar o puré de abobora evitando degradagio de compostos e garantindo
seguranga microbiolégica?

2. As tecnologias emergentes com emprego de baixas temperaturas sdo eficazes em uma matriz
alimentar como o puré de ab6bora?

\. J

Métodos experimentais

1. Determinagéo da condicao ideal de processamento do puré em autoclave

2. Caracterizagao fisico-quimica do puré de abGbora antes e apds processamento

3. Identificagdo dos principais compostos volateis no headspace por CG-MS por SPME

4. Inativagdo microbiana através de campo elétrico pulsado em escala laboratorial

5. Inativagdo microbiana por alta pressio com diéxido de carbono supercritico em escala
laboratorial

6. Inativacdo microbiana por plasma frio descarga corona em reator de escala laboratorial

Respostas |
—
1. Determinar condigBes experimentais que evitem degradagdo da matriz alimentar
2. Avaliar o comportamento da matriz alimentar em relacdo a exposi¢do em diferentes processos
tecnoldgicos
3. Verificar a eficiéncia de tecnologias ndo térmicas frente & inativacdo microbiana e as alteracoes
que provocam na matriz alimentar




Este documento sera apresentado conforme esquema apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Organograma do documento da tese.
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Capitulo 1 - INTRODUCAO

Os produtos de facil preparo tém preferéncia crescente no atual
cenario mundial do consumo de alimentos, na indUstria, em restaurantes
e nas residéncias. A demanda estd acompanhada pela exigéncia por
produtos cujo processamento resulte em perdas minimas das
propriedades sensoriais e nutricionais. A crescente oferta e a preferéncia
pelas polpas de frutas representam um importante exemplo deste
cenario, surgido principalmente da conscientizacdo dos consumidores
guanto aos beneficios da adocdo de produtos naturais e seguros em sua
alimentacdo diaria. Comparativamente as frutas in natura, as polpas de
frutas apresentam maior valor agregado, bem como sdo referidas como
alimentos saudaveis ou naturais, por representarem alternativa para a
producdo de sucos dos mais diferentes sabores, principalmente
considerando a diversidade de frutas disponiveis nos paises tropicais.
No entanto, esta ndo é a realidade para matérias primas pouco
valorizadas, a exemplo da aboébora.

Do ponto de vista econdmico, as aboboras sdo importantes, pois
fazem parte da alimentacdo bésica das populagbes de varias regifes do
pais. No Brasil, a abobora ocupa o 7° lugar em volume de producéo
entre as hortalicas. O agricultor recebe, em média, R$ 0,47/kg de
abobora, apresentando-se como matéria prima de baixo custo para a
producdo de doces ou preparo de refeicdes. Existem diversas variedades
de abodbora e para aumentar o aproveitamento dessa matéria prima, o
processamento na forma de puré se apresenta como um grande
potencial, o qual geralmente atinge maior vida Util e menor volume e
custo de acondicionamento, armazenamento e transporte (IBGE, 2008;
NASCIMENTO, 2006).

O teor de carotenoides pode representar uma importante
justificativa para novos produtos a base de abdbora. O estudo dos
carotenoides da abdbora se destaca pela importancia na alimentacdo
humana como uma das principais fontes de vitamina A, pela sua agéo
antioxidante e fortalecimento do sistema imunolégico, o qual se
relaciona a diminuicdo do risco de doencas degenerativas (AMARIZ et
al., 2009). No entanto, as caracteristicas desta matéria prima, com pH na
faixa de risco para micro-organismos patogénicos (> 4,5), bem como a
disponibilidade de nutrientes, principalmente carboidratos sollveis,
contrastam com as perspectivas de praticidade do puré de abdbora, por
exemplo, exigindo cuidados adicionais.



Estudos com processamento de abdboras sdo escassos e
tipicamente utilizam o processamento térmico. Em um trabalho pioneiro
realizado por Provesi (2010), que desenvolveu um puré de abdhora e
estudou a estabilidade dos carotenoides no tratamento térmico e durante
a estocagem em temperatura ambiente, o autor relata que a etapa de
cozimento € um importante fator a ser considerado e pode ser
responsavel pela diminuicdo da concentracdo de compostos benéficos,
como os carotenoides.

Em fungdo disso, a manutencdo de atributos sensoriais e
nutricionais tem sido o grande desafio no processamento deste tipo de
matéria em termos industriais. Diversos fatores sdo responsaveis pela
degradacdo de cor e pigmentos durante o processamento térmico. As
aboboras ndo sdo somente ricas em carotenoides, minerais, vitaminas e
fibras, mas também contém outras substancias benéficas & saide como
fenolicos fitoquimicos. Como a aparéncia é o atributo de qualidade mais
importante por consumidores quando vdo as compras, excessiva
descoloragdo causada durante o processamento pode tornar o alimento
ndo comercializdvel (MARTY et al., 1988; SPEEK et al., 1988;
GONZALEZ et al., 2001; MASKAN, 2001; DUTTA et al., 2006;
GLIEMMO et al., 2009; PROVESI et al., 2011).

Alternativamente aos processos térmicos, técnicas de
processamento ndo térmicas como campo elétrico pulsado (CEP), alta
pressdo com didxido de carbono supercritico (APDC) e plasma frio
podem ser aplicadas para controlar a carga de bactérias deteriorantes ou
patogénicas com o minimo de perda do conteddo nutricional. Estas
tecnologias sdo consideradas emergentes na producdo de alimentos,
carecem de dados para aplicagdo em escala industrial, mas s&o
promissoras com o intuito de garantir a seguranga e manutengdo da
qualidade do produto processado.

Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi estudar o efeito do
tratamento térmico e ndo térmico sobre a qualidade fisico-quimica e
microbioldgica do puré de abobora.



Capitulo 2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO

Estudar o efeito do tratamento térmico e ndo térmico sobre a

qualidade fisico-quimica e microbiolégica do puré de abébora.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

2.

Avaliar o efeito da esterilizacdo em diferentes tempos sobre a
gualidade fisico-quimica e microbioldgica do puré de abobora;
Investigar os compostos volateis formados no puré de abdbora
esterilizado em embalagens flexiveis autoclavaveis;

Avaliar a eficiéncia da tecnologia de campo elétrico pulsado na
inativacdo de cepas de E. coli;

Avaliar a eficécia da tecnologia de alta pressdo com didxido de
carbono supercritico na inativagdo microbiana e os efeitos sobre
as caracteristicas fisico-quimicas e microscopicas do puré de
abdbora;

Avaliar a eficiéncia da tecnologia de plasma frio com descarga
corona na inativagdo microbiana e os efeitos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e sobre a cor do puré de ab6bora.






Capitulo 3 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA ABOBORA

As espécies de abdbora do género Cucurbita sdo nativas da
América. No Brasil, as espécies Cucurbita moschata e a Cucurbita
maxima ja faziam parte da alimentacdo de povos indigenas desde antes
do descobrimento e colonizacdo e apresentam ampla distribuicdo no
pais, pois h& importancia social e econémica das abo6boras para a
agricultura brasileira, principalmente a tradicional e familiar. Além
disso, as abdboras se destacam em valor nutricional (RESENDE et al.,
2013).

Segundo estimativas da Organizacdo das Nagbes Unidas para
Agricultura e Alimentacdo (FAO), a produ¢do mundial de abdboras em
2010 superou 20 milhdes de toneladas, sendo a China responsavel por
mais de 30% da producdo. No Brasil, os dados referentes a producéo e
comercializa¢do séo escassos, sendo a ultima informacéo de acordo com
0 censo agropecuario do IBGE, em relacdo ao ano de 2006, onde a
producdo foi superior a 350 mil t, sendo 64% da producdo na regido
Sudeste, destes, 54% no Estado de S&o Paulo. Dados socioecondémicos
da cadeia produtiva de hortalicas no Brasil destacam as abdboras entre
as dez hortalicas de maior consumo alimentar. A abobora é bastante
consumida na regido Nordeste do Brasil e ocupa o quinto lugar no
volume de comercializagio no Estado de Pernambuco (AMBROSIO et
al., 2006; IBGE, 2008; FAOSTAT, 2010).

As abdboras ocupam um proeminente lugar entre os vegetais
devido a sua alta produtividade, além de versatilidade culinéria, riqueza
de nutrientes como carotenoides, ferro, calcio, magnésio, potassio,
fibras, aminoacidos, vitaminas hidrossollveis do complexo B e
vitaminas C e E, compostos fendlicos e atividade antioxidante. Também
contém bioflavonoides, bloqueadores de receptores de horménios
estimulantes do cancer, e ester6is que se convertem em vitamina D no
organismo e estimulam a diferenciacdo celular. Possuem grande vida
atil, baixas calorias (dependendo da variedade, contém entre 15 — 25
kcal em 100 g), grande quantidade de fibras na polpa e sementes e
poucos solidos totais (na faixa entre 7 e 10%) (HOOVER, 1973;
GONZALEZ et al., 2001; SEO et al., 2005; FU et al., 2006; ALIBAS,
2007; CAILI et al., 2007; HAZRA et al., 2007; BIESIADA et al., 2009;
GLIEMMO et al., 2009; SHI et al., 2010; CARVALHO et al., 2011;
JACOBO-VALENZUELA et al., 2011; NAWIRSKA-OLSZANSKA et
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al., 2014; LESPINARD et al., 2015). Nos Ultimos anos, a abdbora tem
despertado interesse, sobretudo no Oriente, pela sua composicdo em
polpa e semente, aspecto nutricional e possiveis beneficios para a salde.
Pesquisas demonstraram que uma dieta rica em abdbora pode reduzir a
glicose sanguinea, pois os polissacarideos da abdbora tém atividade
hipoglicémica, ou seja, agente antidiabética (ZHANG et al., 2002; FU et
al., 2006; CAILI et al., 2007; LIDEBJER et al., 2007, JIN et al., 2013;
JACOBO-VALENZUELA et al., 2011; MARAN et al., 2013; CONTI et
al., 2015).

A polpa da abdbora, além da riqueza de carotenos, é fonte de
pectina (PTITCHKINA et al., 1998; AZEVEDO-MELEIRO et al.,
2007). Dentre os carotenoides, 0 B-caroteno, 0 a-caroteno e o licopeno
sdo de grande importancia por apresentarem propriedades antioxidantes,
especialmente o B-caroteno por ser precursor da vitamina A, sendo
fundamental para a dieta de populagdes com alto indice de
hipovitaminose A, a qual ocorre em algumas regides do Brasil (SPEEK
et al., 1988; SALGADO et al., 1992; SEO et al., 2005; GLIEMMO et
al., 2009; GONZALEZ et al., 2001; SHI et al., 2010; AMORIM-
CARRILHO et al., 2014; NAWIRSKA-OLSZANSKA et al., 2014;
CONTI et al., 2015).

Outros compostos importantes presentes na polpa da abdbora
sdo os polissacarideos simples e ligados a proteinas, descritos por varios
estudos como compostos bioativos desta fruta (CAILI et al., 2007,
JACOBO-VALENZUELA et al., 2011; JIN et al., 2013; MARAN et al.,
2013). A semente da abobora é excelente fonte de proteinas e lipideos,
além de fibras e minerais. O 6leo da semente também ¢é utilizado, pois
contém entre 70 e 80% de acidos graxos insaturados e grande
guantidade de tocoferois. Também podem ser aproveitadas a casca (rica
em pectina) e as folhas (potencial antioxidante) (EL-ADAWY et al.,
2001; CAILI et al., 2007; AMORIM-CARRILHO et al., 2014; JIAO et
al., 2014). No entanto, esses conteudos de nutrientes sofrem
interferéncia de fatores sazonais, genéticos, solo, entre outros.
(AZEVEDO-MELEIRO et al., 2007; JACOBO-VALENZUELA et al.,
2011).

A aboébora “menina brasileira” (Cucurbita moschata) ou
abobora de pescoco (Figura 2) é a mais comum no Brasil. Apresenta
coloragdo alaranjada e textura fibrosa, podendo ser utilizada em pratos
doces ou salgados, sendo uma das frutas de maior importancia
econdmica. As condigcdes climaticas ideais para o desenvolvimento
vegetativo e frutificacdo sdo temperatura na faixa entre 15 e 35 °C e boa
disponibilidade de a4gua durante todo o ciclo (GONZALEZ et al., 2001;
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CASAROLLI, 2005; PIRES et al., 2012; PROVESI et al., 2012). O
processamento minimo é um processo que existe na comercializacdo de
aboboras, sendo uma forma eficiente de aumentar o consumo e o valor
agregado ao produto em até oito vezes (CALBO, 2001; SASAKI et al.,
2006; SILVA et al., 2009).

Figura 2 - Abdbora de pescogo ou “menina brasileira” (Cucurbita
moschata) e seus cortes transversais.

Fonte: Horticeres (2016).

O interesse da agricultura, indlstria de processamento de
alimentos, quimica e farmacéutica em frutas como abdbora e seus
subprodutos vem crescendo nos Gltimos anos. A abdbora possui a
vantagem de ndo acumular metais pesados e nitratos, e isso € importante
no que diz respeito a aplicacdes desta fruta. Esse variado uso da abobora
aumenta as exigéncias na qualidade que resultam em pesquisas de
melhor sabor, qualidade e de facilidade em processar devido a razdes
técnicas (casca mole, coloracdo atrativa da polpa) (SOJAK et al., 2010;
JACOBO-VALENZUELA et al., 2011). Apesar dos aspectos
nutricionais, existe pouca industrializacdo de abdboras em comparacéao a
outros vegetais como cenouras e tomates, especialmente em paises
ocidentais (PROVESI et al., 2012).

Murkovic et al. (2002) relatam que uma ampla faixa de
variedades de aboboras contém carotenoides em comum: [-caroteno
(0,06 — 7,4 mg/100g), a-caroteno (0 — 7,5 mg/100g) e luteina (0 — 17
mg/100g), sendo entdo de considerdvel interesse industrial a extracdo
destes em abdboras para desenvolvimento de ingredientes funcionais
para alimentos.
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Tang et al. (2006) e Zhang et al. (2002) relatam que 0s
polissacarideos da abdbora sdo compostos por galactose, glucose,
arabinose, xilose e acido glucurdnico e sdo insoliveis em agua, mas
compostos macromoleculares sdo solUveis em solventes organicos com
importantes fungBes bioldgicas, como detoxificacdo, antioxidante,
redutor da pressdo sanguinea e dos niveis de colesterol do sangue,
promotor de biossintese de &cidos nucleicos e proteinas, controlador da
divisdo e diferenciacdo celular, regulador do crescimento celular
especialmente para o tratamento de diabetes.

A Tabela 1 ilustra a composicdo quimica da abodbora (C.
moschata) compilada de diversos artigos da literatura e apresentada por
Jacobo-Valenzuela et al. (2011):

Tabela 1 - Composi¢do quimica da abdbora (Cucurbita moschata).

Composicao Contetdo (% b. s.)
Polpa

Umidade 79,00 - 93,00
Proteina 0,97 -1,41
Lipidios 0,07 -0,16

Fibra bruta 0,56 — 1,56
Cinzas 0,57-0,89
Acucares totais 1,90

Pectina 0,70

Vitamina C (mg/100g) 22,90
Carotenoides totais 160,00 — 1399,40
B-caroteno (pg g™) 0,006 — 2340,000
Lutefna (g g™) 0,03 — 20,60
a-caroteno (ug g™) 6 — 47
Violaxantina (ug g™) 0,6

Fenolicos totais (mg 4c galico 100g™) 476,6

Solidos soluveis (°Brix) 5,40 -11,00

pH 5,40 - 6,40
Acidez (% acido citrico) 0,06 - 0,10
Viscosidade (Pa s) 0,09 — 0,095
Casca

Carotenoides totais (ug g™*) 171,9 - 4629
B-caroteno (ug g™) 37,6 — 63,22
Luteina (g g™) 10,7 -12,7

Fonte: Jacobo-Valenzuela et al. (2011).
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3.1.1 Puré de abdbora

O puré de abébora (Figura 3) é um produto intermediario e
termicamente processado, obtido através do processamento da polpa da
abobora, para a fabricagdo de doces, geleias, bebidas e outros produtos,
bem como um agente corante natural em pasta e farinhas para mistura.
Possui alto valor agregado, vida util e grande praticidade de uso,
podendo ser incorporado facilmente no preparo de massas, paes, doces e
sobremesas, atendendo ao mercado institucional e ao varejo, sendo
interessante também do ponto de vista nutricional, visto que, entre
outros fatores, é rico em carotenoides (CORRIGAN et al., 2001;
JACOBO-VALENZUELA et al., 2011; PROVESI et al., 2011,
PROVESI et al., 2012). No entanto, em muitos paises como no Brasil, 0
consumo de abdbora é quase que exclusivamente restrito a geleias ou
fruto fresco, uma vez que a maioria do processamento é realizada por
pequenas e médias agroindustrias. Por isso, para que a industrializagdo
da abobora seja viavel, é importante que uma proposta de processo para
produtos a partir desta fruta, como o puré, utilize tecnologias acessiveis,
sempre prezando pela méaxima retencdo de qualidades sensoriais e
nutricionais do produto (PROVESI et al., 2012).

Figura 3 - Puré de abobora.

&
F

Fonte: autor

A conservagdo de cor, sabor e viscosidade durante o
processamento térmico é um dos pardmetros que afetam a qualidade de
um puré. A manutencdo desses pigmentos coloridos naturalmente com
textura e propriedades viscoelasticas desejaveis tem sido um grande
desafio na industria de processamento de alimentos. Diversos fatores
sdo responsaveis pela degradacdo de pigmento e cor durante o
processamento térmico de alimentos. As abéboras possuem [-caroteno,
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que apresenta mudancga de cor durante o tratamento térmico, mudanca
de isbmeros cis-trans, oxidacdo e hidroxilacdo (MARTY et al., 1988;
DUTTA et al., 2006). Como a aparéncia é a qualidade mais importante
considerada pelos consumidores no momento da compra de um produto,
a descoloracdo excessiva causada durante o tratamento térmico torna
alguns alimentos ndo comercializaveis (MASKAN, 2001; GLIEMMO et
al., 2009).

Provesi (2010) pesquisou a producdo do puré de abdbora (C.
moschata) em embalagem de vidro avaliando a estabilidade dos
carotenoides no periodo de armazenamento de 180 dias, e verificou que
a etapa de cozimento foi a principal responsavel pela reducdo da
concentracdo de carotenoides. Além disso, ele caracterizou a matéria
prima que apresentava elevados teores de a e B-caroteno, umidade e
reduzido teor de proteinas, lipideos e calorias. O autor relata que o
armazenamento nao alterou significativamente o pH, acidez titulavel
(AT) e solidos solaveis totais (TSS), mesmo em condigdes favoraveis (T
< 30 °C e ao abrigo de luz), e justifica que a estrutura do carotenoide e a
matriz alimentar podem estar relacionados a estabilidade dos mesmos
nestes purés.

Gliemmo et al. (2009), ao verificarem a estabilidade da cor em
purés de abdébora (C. moschata, Duchesne ex Poiret), relataram que ha
uma melhor estabilidade da cor ao usar formulagdes de purés com pH de
5,00 contendo sorbato de potassio (KS) e armazenados em embalagens
PCPC (polivinil cloridrico-polivinilideno copolimero). Kebede et al.
(2014b) verificaram que produtos de reacGes de degradacdo oxidativa de
acidos graxos insaturados e carotenoides foram detectados em altos
niveis apds esterilizagdo por alta pressdo e alta temperatura. Ao
utilizarem radiacdo gama em purés de abdbora, Gliemmo et al. (2014)
verificaram que este processo reduziu a microbiota original durante a
estocagem (20 °C) e o pH também diminuiu, podendo este fato ter
acontecido devido a presenca de bactérias acido-laticas.

A abdbora também possui um perfil volatil caracteristico,
compreendendo aldeidos, cetonas, 4alcoois, derivados de furano,
compostos sulfurados e n-heterociclicos (SIEGMUND et al., 2004). A
formag&o destes compostos volateis esta ligada a reagBes quimicas, tais
como a degradacdo de carotenoides, de lipideos e reacdo de Maillard
(KEBEDE et al., 2014a).

A obtencdo do puré de abdbora em nivel industrial ainda é
inovacdo no mercado. No trabalho pioneiro de Provesi (2010), pode ser
encontrada uma proposta para 0 processamento do puré de abdbora,
apresentada na Figura 4, com algumas modificagdes.
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As aboboras sdo previamente lavadas com agua potavel e sdo
removidas as partes com patologias, transportadas para a area de
processamento, onde se realiza a retirada das sementes e o corte em
fatias. Os pedagos sdo cozidos em vapor para amolecimento do tecido
vegetal, além de amaciar e permitir a reducdo da carga microbiana e
inativacdo de enzimas que podem modificar a qualidade sensorial na
estocagem do produto. Em seguida, as pegas sdo descascadas e a polpa
resultante triturada para obtencdo do puré, tratado termicamente nas
embalagens em autoclave (PROVESI, 2010).

Figura 4 - Fluxograma do processamento do puré de abdbora baseado
na proposta de Provesi (2010).
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Fonte: adaptado de Provesi (2010).
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3.1.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos de cor amarela, alaranjada, ou
vermelha, lipossollveis, que se encontram em varios frutos e hortaligas,
inclusive na abdbora, e sdo os principais precursores de vitamina A,
atuando como antioxidantes. S&o biossintetizados em plantas superiores,
algas, fungos e bactérias. Os animais ndo sdo capazes de sintetiza-los,
embora sejam capazes de metabolizé-los. Como as plantas sdo capazes
de biossintetizar os carotenoides, sua composi¢do é enriquecida pela
presenca de pequenas concentracdes de carotenoides ou tracos de
precursores biossintéticos (KRINSKY, 1998; RODRIGUEZ-AMAYA,
2001; CARVALHO et al., 2006; GARCIA et al., 2007; KNOCKAERT
etal., 2012a).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que uma dieta rica em
carotenoides estd associada com a melhora a resposta imunoldgica e
reducdo dos riscos de doencas degenerativas como céncer, doencas
cardiovasculares, ateroscleroses e cataratas (GONZALEZ et al., 2001;
MURKOVIC et al., 2002; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003). Os
carotenoides protegem as células e organismos contra a foto-oxidacédo e
podem desativar o oxigénio singlet, que é mutagénico, capaz de inativar
enzimas e danificar moléculas de DNA e lipideos (GONZALEZ et al.,
2001).

O teor de carotenoides é outro importante indice de qualidade a
ser considerado, pois sua cadeia de carbonos insaturados é susceptivel a
algumas reacBes, como oxidacdo e isomerizagdo durante o
processamento e estocagem de alimentos, mudando assim seu valor
nutricional (PROVESI et al., 2012).

Os principais carotenoides isolados da ab6bora sdo B-caroteno,
a-caroteno e luteina, que sdo responsaveis pela sua coloragdo (SPEEK et
al., 1988; SEO et al., 2005; GLIEMMO et al., 2009). O B-caroteno é
responsavel pela cor da abdbora e, do ponto de vista nutricional possui
propriedades que previnem alguns tipos de céncer e doencgas
cardiovasculares (MURKOQOVIC et al., 2002; GARCIA et al., 2007; SHI
etal., 2010; AMORIM-CARRILHO et al., 2014).

Arima et al. (1990), ao pesquisarem a composi¢do de abdboras
do nordeste brasileiro, verificaram que a C. moschata (variedade
baianinha) apresentava 19 carotenoides, dos quais o B-caroteno foi o
principal encontrado, cerca de 74% do total médio da espécie, quase 11
vezes 0 encontrado em outras espécies de abdbora, 0 que a torna uma
das maiores fontes pro-vitamina A. A composicdo qualitativa e
guantitativa de carotenoides em abodboras varia dependendo da espécie,
cultivar, estdgio de maturacdo, das condicdes de cultivo e da
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sazonalidade. Na fruta imatura, o principal carotenoide é a luteina,
enquanto na fruta madura predominam o PB-caroteno e o a-caroteno
(PROVESI, 2010).

Existem diversos estudos em diferentes espécies e variedades de
abobora, em que se analisou a composi¢do de carotenoides, mostrando
altas concentragfes destes compostos nas frutas frescas. No entanto, ha
inimeras quantidades de cultivares, variedades e condi¢bes de
crescimento que ainda ndo foram estudados, além de poucos estudos
sobre composicdo de carotenoides de produtos industrializados
derivados da abdébora (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; AZEVEDO-
MELEIRO et al., 2007; PROVESI et al., 2011).

Vérios fatores podem afetar a estabilidade dos carotenoides,
como o tipo e a forma, a concentracdo de oxigénio, presenca de metais,
exposicdo a luz, tratamento térmico, matriz, entre outros
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; PROVESI et al., 2011). Apesar dos
carotenoides serem moderadamente termoestaveis, as consequéncias
dessas modificacdes sdo: a perda de cor, da atividade bioldgica e a
formagdo de alguns compostos volateis que provocam sabores
indesejaveis (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999; AYVAZ et al., 2012).
Devido a instabilidade, na maioria das vezes, o processamento do puré
de abodbora causa degradagdo dos carotenoides. Dependendo da
severidade do tratamento térmico utilizado, podem ser induzidas
isomerizacbes, degradacGes oxidativas, entre outras reacGes
(GRANADO et al., 1992; GAMA et al., 2007; AYVAZ et al., 2012).

A utilizacdo de temperaturas elevadas com tempos mais curtos
melhorou a retencdo de carotenoides, como apresentado por Lin et al.
(2005a), que obtiveram melhor reten¢éo do licopeno em sucos de tomate
esterilizados (121 °C) por 40 s. Ao investigarem a estabilidade dos
carotenoides de sucos de tomate armazenados em frascos de vidro, com
e sem a presenca de luz, e em latas, a diferentes temperaturas, Lin et al.
(2005b) verificaram que os compostos analisados, luteina, licopeno e B-
caroteno, apresentaram perdas em todas as amostras, mas essas foram
maiores nos sucos armazenados em temperaturas mais elevadas, com
exposicdo a luz e contato com oxigénio.

Zepka et al. (2009) pesquisaram o efeito do aquecimento sobre
carotenoides em suco de caju e verificaram o aparecimento de isdbmeros
cis e epoxidos, além do desaparecimento de algumas xantofilas durante
o0 tratamento térmico, agravado pelos acidos presentes no suco.

Provesi (2010) verificou em purés de abdbora que a etapa de
cozimento foi a principal responsavel pelas redugdes na concentracdo
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dos carotenoides. A matriz de alimentos com altos teores de pectina e
fibras, tal como a abobora, confere certa estabilidade aos carotenoides
durante o processo, como observado por Marx et al. (2003), que
verificaram isto ao pesquisar que o f-caroteno em sucos de cenoura esta
presente na forma cristalina, forma que esta relacionada com a
estabilidade no processamento. Apds o tratamento térmico também
ocorre maior facilidade na extragdo de carotenoides, produzindo um
aumento no seu teor total em relagdo aos vegetais frescos (KHACHIK et
al., 1992). Esta melhor liberacdo pode estar associada também a maior
biodisponibilidade destes compostos da matriz vegetal submetida ao
tratamento térmico (VAN HET HOF et al., 2000). Estudos sobre as
consequéncias do processamento (cozimento ou esterilizagcdo comercial)
e do armazenamento na composicdo de carotenoides em purés de
abobora sdo importantes, pois estes podem se apresentar instaveis em
altas temperaturas (PROVESI, et al., 2011; KEBEDE et al., 2014a).

Shi et al. (2010) utiliza a extracdo supercritica com dioxido de
carbono da abdbora (C. moschata) fresca para extrair varios
carotenoides (principalmente o-caroteno, B-caroteno e luteina) em
comparacdo a extragdo com solvente organico. Os autores relatam que
na extracao supercritica, o controle de temperatura e pressdo possuem
significantes efeitos nos rendimentos de carotenoides.

3.1.3 Compostos volateis do puré de abdbora no headspace da
embalagem

Os frutos e derivados geralmente apresentam uma composi¢ao
complexa de constituintes volateis. Porém, sabe-se que apenas uma
fracdo dos compostos volateis estd envolvida diretamente na qualidade
do aroma e sabor das frutas, dentre estes, apresentando impactos
odoriferos distintos. Assim, o conhecimento da composi¢do dos volateis
associados as ferramentas sensoriais permite selecionar compostos
importantes para descrever a qualidade de um determinado fruto. Este
segmento de pesquisa é de importante relevancia, pois tem auxiliado na
selecdo de cultivares, denominacdo de origem, manejo pré e pos-
colheita e beneficiamento de frutas (WANG et al., 2009; DAMIANI et
al., 2009; SOUSA GALVAO et al, 2011). Existe uma grande
diversidade de frutas que ainda ndo foram exploradas quanto aos
compostos volateis, como a abdbora.

A pesquisa envolvendo compostos volateis tem inicio com uma
etapa de isolamento e concentracdo da fracdo volatil através de um
determinado método de extracdo, seguida por uma andlise
cromatogréfica, na qual ocorrera a separagdo, quantificacdo e/ou
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identificacdo dos analitos, e uma Gltima etapa subsequente que consiste
no processamento dos dados (VALENTE et al., 2000). Os compostos
volateis sdo geralmente analisados por cromatografia gasosa (CG)
acoplada a espectrometria de massa (EM). CG-EM é um método muito
utilizado para identificar aromas, odores ou substéncias tdxicas, mas
para isso é necessario incluir um primeiro passo envolvendo a extracdo
da fracdo volatil (DELGADO et al., 2011). Assim, a preparacdo da
amostra é uma etapa crucial para a andlise do perfil volatil. Métodos
tradicionais de preparacdo de amostra usam solventes e temperaturas
para extracdo destes componentes que podem induzir a mudancas nas
estruturas dos analitos (OLIVEIRA et al., 2004).

A microextragdo em fase sélida (SPME - Solid Phase
Microextraction) € uma técnica de preparacdo de amostra mais
comumente utilizada para a determinagdo de diversos componentes
volateis de matrizes solidas e liquidas em curto espago de tempo e de
maneira simples. Esta técnica € uma alternativa para extracdo, nado
induzindo a modificagdes nos componentes volateis e tem sido usada
para minimizar o uso de solventes tdxicos e combinar a introducdo da
amostra, extracdo e pré-concentracdo em um Unico passo, adequando-se
as sensibilidades dos detectores de CG. Além disso, esta técnica é
simples, facilita o transporte do material extraido para o cromatografo, é
aplicavel a muitos tipos de analitos, rapida, livre de solventes, de baixo
custo, facilmente automatizada, seletiva e sensitiva. (PAWLISZYN,
1997; VALENTE et al., 2000).

Para a extracdo da fracdo volatil de matrizes complexas, as
fibras mais comumente empregadas sdo misturas de dois ou mais
polimeros como DVB/PDMS (divinilbenzeno/polidimetilsiloxano) e ou
DVB/CAR/PDMS (divinilbenzeno/carboxen/polidimetilsiloxano), pois
estes polimeros possuem diferentes mecanismos para adsorver/absorver
0s componentes e assim, ter a capacidade de extrair compostos de
diferentes polaridades (MARTENDAL et al., 2011). O dispositivo
basico de SPME consiste de um bastdo de fibra 6tica, de silica fundida
de 100 mm de diametro, com 10 mm de uma extremidade recoberta com
um filme fino de um polimero ou de um s6lido adsorvente. O tipo de
fibra é escolhido de acordo com a matriz que se deseja analisar. O guia
de selecdo de uso para as fibras comercialmente disponiveis
relacionadas na Tabela 2 s&o Uteis como ponto de partida, mas devem
ser preferencialmente conferidas experimentalmente (SUPELCO INC,
1996).
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Tabela 2 - Guia de selecdo de fibras de SPME comercialmente

disponiveis.

Tipo de analito

Fibra recomendada

Gases e compostos de baixo

peso molecular (PM 30-225)

75um/85 pm Carboxen /
polidimetilsiloxano

Volateis (PM 60-275)

100 pum polidimetilsiloxano

Voléteis, aminas e
compostos
nitro-aromaticos (PM 50-
300)

65 pum polidimetilsiloxano /
divinilbenzeno

Polar semi-volateis (PM 80-
300)

85 um poliacrilato

Compostos de elevado peso
molecular ndo-polares (PM
125-600)

7 pm polidimetilsiloxano

N&o-polar semi-volateis
(80-500 PM)

30 um polidimetilsiloxano

Os alcoois e compostos
polares
(40-275 PM)

60 um de Carbowax (PEG)

Compostos volateis e semi-
volateis, em C3-C20 (PM
40-275)

50/30 um divinilbenzeno/carboxen
em polidimetilsiloxano

Analise de tracos de
compostos
(PM 40-275)

50/30 um divinilbenzeno/carboxen
em polidimetilsiloxano

Aminas e 0s compostos
polares
(apenas HPLC)

60 um polidimetilsiloxano /
divinilbenzeno

Fonte: Sigma-Aldrich (2013).

O headspace de uma embalagem é definido como o espaco
vazio entre o produto e a embalagem, onde estdo contidos os compostos
volateis que volatilizam da matriz alimentar. A determinacdo de
compostos volateis é de grande relevancia, pois estes sdo responsaveis
pelo aroma e sabor, e a consequente aceitacdo do produto, além de
indicativos de alteragbes sofridas durante o tratamento térmico ou
processamento. Neste grupo estdo inclusos compostos como aldeidos,
alcoois, cetonas, terpenos, éteres, ésteres, furanos e hidrocarbonetos
(PAWLISZYN, 1997).
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De acordo com Pawliszyn (1997), existem dois métodos
possiveis de extracdo, a direta e a de headspace, sendo a Gltima indicada
para analitos de média e alta volatilidade. As variagcGes mais conhecidas
desta técnica incluem o método do headspace estatico e 0 método do
headspace dindmico (purge-and-trap). No modo estatico, a amostra é
armazenada e selada em um frasco hermético (Figura 5) e os analitos
volateis sdo coletados no headspace do frasco apds equilibrio de
volatilizagdo. O headspace (HS) por SPME acoplado ao CG-MS é uma
técnica valiosa para analises de compostos volateis e semi-volateis e tem
sido amplamente utilizada em analise de alimentos (PAWLISZYN,
1997).

Figura 5 - Frasco hermético para SPME contendo amostra sélida (S) e o
headspace (G) contendo 0s compostos volateis da matriz alimenticia.
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Fonte: Labhut Education Center (2013).

A Figura 6 ilustra uma fibra comercial em que o recobrimento,
ou filme extrator, tem espessura de 100 pum.
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Figura 6 - Dispositivo da fibra de SPME: (A) Posi¢cdo com a fibra
retraida na agulha (tubo hipodérmico de didmetro externo 0,56 mm); (B)
posicdo com a fibra exposta. No detalhe sdo mostradas as dimensdes
tipicas da secdo com recobrimento de 100 um de espessura.
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Fonte: Valente et al. (2000).

As espessuras dos recobrimentos de fibras comerciais variam de
7 a 100 pum e seus volumes de 0,03 a 0,7 pL. A extracdo ocorre
mergulhando a se¢do recoberta na amostra, ou no seu “headspace”. As
fibras extraem pequenas quantidades de analito, o que facilita sua
dessorcdo e subsequente separacdo cromatografica (VALENTE et al.,
2000).

As fibras sdo frageis, razdo pela qual o dispositivo mostrado na
Figura 6 foi projetado para que ela possa ser retraida para dentro do tubo
hipodérmico durante operagdes que possam danifica-las, tais como a de
transporte e as de perfurar o septo do frasco de amostra e o do injetor do
CG. Realizada a extracdo, a fibra é retirada da amostra e inserida no
injetor do CG, onde os analitos sdo termicamente dessorvidos sob fluxo
do gés de arraste e carregados para a coluna cromatogréfica (Figura 7)
(VALENTE et al., 2000).
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Figura 7 - Uso do amostrador de SPME para o processo de extragéo e o
de dessorcdo do material extraido para analise por CG.
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Fonte: Sulpeco, Inc (1996).

Na extracdo por SPME, as moléculas dos analitos devem se
deslocar da matriz e penetrar no recobrimento. Para isto, resisténcias a
transferéncias de massa devem ser vencidas, até que se estabeleca um
equilibrio de particdo (ou de adsorgdo, para 0 caso de recobrimentos
solidos) do analito, entre a fibra e 0 meio que a envolve. Portanto, a
teoria de SPME baseia-se na cinética de transferéncia de massa entre
fases e na termodindmica que descreve o equilibrio de particdo do
analito entre elas (PAWLISZYN, 1997). Além disso, a espectrometria
de massa (MS) é utilizada para obter informacdo da massa molecular e
de caracteristicas estruturais, tanto qualitativa quanto quantitativa da
amostra (PAWLISZYN, 1997).

3.2 TRATAMENTO TERMICO EM ALIMENTOS

O tratamento térmico é um dos mais importantes métodos de
preservacdo de alimentos e tem a finalidade principal de inativar
enzimas, patdgenos e outros micro-organismos deteriorantes capazes de
torna-los improprios para o consumo. Também é utilizado para melhorar
a biodisponibilidade de nutrientes, como os carotenoides, uma vez que
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decompfe as estruturas da célula vegetal. Porém, propriedades
sensoriais e nutricionais tendem a ser alteradas durante o processo.
Desta forma, modelos cinéticos de destruicdo térmica sdo essenciais
para concepgdo de novos processos, assumindo um alimento seguro e
dando uma reten¢do maxima aos fatores de qualidade. Em todas as suas
formas de aplicagdo, 0 processamento térmico persiste em ser o mais
amplo método utilizado para preservagdo e extensdo da vida Util de
alimentos (GHANI et al., 2002; CHEN et al., 2004; DUTTA et al.,
2006; AWUAH et al., 2007; TEIXEIRA, 2007; WILSON et al., 2008;
SIMPSON, 2009; BYUN et al., 2010b; SHIBESHI et al., 2011;
KNOCKAERT et al., 2012b; ALONSO et al., 2013; RATTAN et al.,
2014; LAU et al., 2015; TEREFE et al., 2016).

Em tratamento térmico, tanto na esterilizagdo quanto na
pasteurizacdo, as embalagens preenchidas e seladas sdo sujeitas a
aquecimento e resfriamento. Alternativamente, trocadores de calor de
fluxo continuo podem ser usados em produtos embalados sob condicGes
de assepsia. Estes regimes de aquecimento e resfriamento, que sao
conhecidos como “processos”, precisam ser determinados e validados de
acordo com um produto especifico, colocados em um determinado
equipamento e aquecido conforme o tipo do equipamento (SIMPSON,
2009). A severidade de um tratamento térmico depende: do tipo e da
resisténcia térmica dos micro-organismos e enzimas presentes no
alimento; da contagem inicial microbiana presente no alimento antes do
tratamento; do pH, atividade de agua e contetdo de sal do alimento; do
estado fisico do alimento (liquido, pastoso, pos, etc.) e outros fatores
qgue podem interferir na transferéncia de calor e na eficiéncia da sua
aplicacdo (AWUAH et al., 2007; KNOCKAERT et al., 2012h).

A pasteurizacdo implica em destruicdo ou reducdo, por meio de
aplicacdo de calor (entre 65 e 100 °C e 1 atm), de todos os micro-
organismos patégenos e deteriorantes em um estado vegetativo, que
podem produzir doencas ou alteracbes em alimentos, com um pH
inferior a 4,6. Neste caso, apenas 0S micro-organismos que se
desenvolvem séo os que alteram o alimento, ndo patogénicos ao homem.
Este tradicional processo fisico de descontaminacdo de alimentos é
ainda de uso comum, sendo eficiente, ambientalmente amigavel,
saudavel, e de baixo custo quando comparado com outras tecnologias.
Além de usar temperaturas mais brandas, permite maior retengdo das
propriedades originais da matéria prima. Alimentos tipicamente
pasteurizados incluem bebidas como leites, suco de frutas, cervejas,
bebidas carbonatadas, laticinios, carnes, produtos marinhos, molhos e
outros ingredientes de alimentos (JAY, 2005; TEIXEIRA, 2007
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SIMPSON, 2009; ARIAS-MENDEZ et al., 2014; LESPINARD et al.,
2015).

Conforme a definicdo moderna de alimento pasteurizado
apresentada por Simpson (2009), pasteurizacdo foi redefinida pelo U. S.
Department of Agriculture como “algum processo, tratamento, ou
combinacdo destes, que é aplicado a alimentos para reduzir o mais
resistente micro-organismo(s) de relevante salide publica para um nivel
ndo desejavel, e que ndo apresente um risco de salde publica em
condi¢des normais de distribui¢ao e estocagem” (NACMCEF, 2013). Esta
definicdo, todavia, inclui os processos de pasteurizacdo ndo térmicos
como a alta pressdo, campo elétrico pulsado e plasma a frio.

A esterilizacdo é a operacdo de eliminacdo de micro-organismos
de um meio qualquer. A esterilidade é a auséncia de qualquer micro-
organismo detectavel e vidvel em um meio ou em fase gasosa que se da
por um processo de aquecimento, por um tempo suficiente, que destroi
todos 0s organismos Vivos, €esporos e virus em um recipiente
pressurizado a alta temperatura. Uma selagem hermética mantém um
ambiente que previne o crescimento de outros micro-organismos de alta
resisténcia e, mais importante, previne recontaminacdo e pat6genos
produtores de toxina durante a estocagem. A esterilizacdo é comumente
usada para preservar produtos alimenticios na industria de alimentos
(SILVA et al., 1993; AWUAH et al.,, 2007; TEIXEIRA, 2007;
SIMPSON, 2009; ALONSO et al., 2013; LI et al., 2016).

A Food and Drug Administration (FDA, 2013) define
esterilidade comercial como “A condicdo atingida pela aplicagdo de
calor, esterilizante quimico ou outro tratamento apropriado que torna
equipamento e containers livres de micro-organismos patogénicos
capazes de se reproduzir em alimentos sobre condigdes de ndo
refrigeracdo normais de estocagem e distribui¢do” (AWUAH et al.,
2007; TEIXEIRA, 2007; LI et al., 2016).

Um equipamento em sistema fechado, conhecido como
autoclave, é usado para esterilizagdes por bateladas. A temperatura é
elevada até 121 °C quando o ar é inicialmente retirado e todo o vapor é
realocado, este vapor Umido é comumente usado para uma efetiva
autoclavagem. A elevada temperatura e a longa duracéo podem eliminar
todos 0s micro-organismos vivos, esporos e virus. Para eliminacdo de
bactérias e fungos contaminantes, deve se tratar um determinado meio
com aquecimento a alta pressdo, embora esporos de fungos possam
sobreviver se somente aquecimento é usado a 121 °C e 105 kPa. De
fato, uma autoclave funciona como uma panela de pressdo e é um
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equipamento conveniente e econdmico para o processo de esterilizagéo
(NAJAFPOUR, 2007; ALONSO et al., 2013).

Para esta proposta, um produto pré-embalado esté sujeito a um
perfil de tempo-temperatura prescrito e calculado para assegurar a
reducdo de esporos e micro-organismos a niveis inofensivos ao consumo
humano, mesmo se estocado por um longo periodo (ALONSO et al.,
2013). Para produtos estaveis de baixa acidez (pH > 4,6) usando
tecnologia de aquecimento convencional, o padrdo industrial para
aplicacdo é no minimo, um processamento térmico equivalente a 121,1
°C por 3 min para atingir o menor ponto de aquecimento de um produto.
O processo aplicado é delineado para chegar ao menos em 12 log de
reducdo de esporos do patdgeno Clostridium botulinum (AWUAH et al.,
2007; LEADLEY et al., 2008; ARIAS-MENDEZ et al., 2014)

Awuah et al. (2007) apresentam a cinética de inativagao térmica
de micro-organismos, que é obtida primeiramente pela curva de
sobrevivéncia, que é uma curva logaritmica do nimero de micro-
organismos que sobrevive a um determinado tratamento térmico em
uma dada temperatura e tempo de aquecimento. Esta suposicdo indica
gue a destruicdo microbiana geralmente segue uma cinética de primeira
ordem. Dois parametros chaves (D e z) sdo determinados através das
curvas de sobrevivéncia e resisténcia, respectivamente. O valor D
representa um tempo de aquecimento (min) que resulta em 90% de
reducdo de uma populacdo microbiana existente, sendo expresso

matematicamente como apresentado na Equagao 1:
tr—t,

b= log(A)—log(B) @)

Onde:

A = contagem de sobreviventes no tempo inicial (UFC/mL)
B = contagem de sobreviventes no tempo final (UFC/mL)
t; = tempo inicial (min ou s)

t, = tempo final (min ou s)

A taxa constante da reacdo de primeira ordem (k) é obtida da
Equacéo 2.
k =2,303/D (2)
A sensitividade da temperatura (valor z), a qual representa o
intervalo de temperatura que resulta em uma reducdo de 10 vezes a
contagem microbiana, é representada matematicamente (Equacéo 3).
T, -T,

— 3
Z = Tog(Dy)-log(Dy) ®)
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Onde:

D, = valor D na temperatura inicial (min ou s)
D, = valor D na temperatura final (min ou s)
T, = temperatura inicial (°C ou K)

T, = temperatura final (°C ou K)

Estudos de cinética de morte bacteriana costumam indicar
reacOes de primeira ordem em relacdo ao tempo. Além disso, taxas de
morte microbiana geralmente sofrem maiores aceleragdes com aumento
da temperatura do que com reagdes concorrentes que levam a perda da
gualidade. Este fato explica as vantagens bem conhecidas da qualidade
dos processos de alta-temperatura em curto periodo (HTST) e ultra alta
temperatura (UHT), cujos conceitos sdo limitados para os alimentos
s6lidos (DURANCE, 1997).

Diversos trabalhos estudaram os efeitos de tratamentos térmicos
com outros ndo convencionais. Muitos utilizaram diversos tipos de
purés em suas pesquisas. Leadley et al. (2008) fizeram um estudo
comparativo de esterilizacdo convencional com esterilizacdo a alta
pressdo em purés de vagens, que também foram estudadas por Singh et
al. (2015a; 2015b), ao verificar o efeito das condic6es de processamento
térmico sobre estes mesmos purés enlatados.

Wilson et al. (2008) verificaram a combinagdo de tratamento
térmico convencional com alta pressdo em temperaturas elevadas para
eliminar esporos em alimentos. Knockaert et al. (2012b) estudaram a
degradacdo de licopeno em puré de tomate com dleo de oliva, através do
efeito de pasteurizagdo e esterilizagdo entre tratamento térmico em
banho e alta pressdo. Kebede et al. (2014a; 2014b) compararam o
processo térmico convencional com alta pressdo em temperatura
elevada, no perfil volatil de cebola, batata, ab6bora e beterrabas, e em
cenouras de diferentes cores. Kebede et al. (2015a; 2015b; 2015c)
investigaram mudancas quimicas durante a vida Util de purés de cenoura
e purés de brdcolis tratados em autoclave e termicamente com alta
presséo.

Palmers et al. (2015) verificaram a formacéo de furanos na
esterilizacdo por alta presséo e altas temperaturas em puré de espinafre.
Rattan et al. (2014) compararam diversos processos térmicos em
autoclaves (com e sem agitacdo) na letalidade, cor e textura de batatas
enlatadas. Zhou et al. (2014) compararam o efeito de alta pressdo
hidrostatica e banho termostatico na qualidade microbioldgica e fisico-
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quimica da abobora (C. maxima) sob refrigeracdo. Batmaz et al. (2015)
fizeram uma comparacdo de processos em autoclave convencional,
autoclave com agitacdo e um equipamento alternativo para esterilizagdo
de puré de banana. J& Sevenich et al. (2015) verificaram o impacto de
alta pressao com esterilizacdo térmica em derivados de peixe e purés do
tipo “baby food”.

Mesias et al. (2016) compararam o impacto de esterilizacdo
convencional com aquecimento 6hmico em vegetais para purés do tipo
“baby food”. Evelyn et al. (2015) e Evelyn et al. (2016) compararam a
inativacdo microbiana de puré de morango e suco de maca com alta
pressdo, ultrassom e processamento térmico em banho termostatico.
Terefe et al. (2016) analisaram os efeitos do processamento térmico sob
alta pressdo nas enzimas e na qualidade de peras. Daryaei et al. (2016)
verificam o teor de letalidade de esporos em meio pouco &cido por
processamento térmico com pressao. Stratakos et al. (2016) processando
suco de tomate, compararam o efeito do tratamento térmico
convencional com um sistema de micro-ondas.

Ha relatos na literatura de perdas de qualidade do alimento
associadas ao processamento convencional na embalagem flexivel retort
pouch, como mudancas na cor, perdas de vitaminas, odores indesejaveis
e mudancas na textura (BYUN et al., 2010b). Byun et al. (2010a)
ressaltam que produtos enlatados ndo sdo considerados pelos
consumidores como de alta qualidade e, por isso, hd mais énfase na
gualidade da vida datil dos produtos em embalagem retort pouch. A
embalagem retort pouch minimiza o dano térmico nas caracteristicas
qualitativas do alimento (nutritivas e sensoriais) e outros problemas
devido ao rapido aquecimento com base no perfil da embalagem quando
comparado as latas.

O processamento térmico, especificamente em embalagens
flexiveis retort pouch, tem sido usado como uma técnica comum de
conservagdo na inddstria de alimentos para estabilidade de alimentos
pouco acidos. O processamento comercial na embalagem retort pouch
assegura uma reducdo ou inativacdo de micro-organismos formadores
de esporos, suficiente para garantir esterilidade comercial (BYUN et al.,
2010b). Alguns efeitos da interacdo da embalagem com os alimentos
podem ocorrer, porém ha poucos dados disponiveis sobre isso.

Joshi et al. (2003) estudaram o efeito da interagdo do aluminio
em molhos de tomate embalados em pouch, verificando o nivel de
residuos provenientes da embalagem, e observaram que os molhos
estocados a temperaturas mais altas apresentavam maior conteldo
residual de aluminio.



Revisdo Bibliografica 53

Ghani et al. (2001; 2002) verificaram, através de software
computacional, alteracbes de parametros em sopa de cenoura
acondicionada em pouches, como perda de vitamina C conforme
aumentava a temperatura e de acordo com a regido da embalagem
submetida ao tratamento térmico. Ayvaz et al. (2012) estudaram, entre
outros parametros, o efeito da temperatura com alta presséo de diversas
embalagens pouch na conservagdo do [-caroteno de cenouras e
observaram que, com menores temperaturas de estocagem (em torno de
25 °C), houve uma maior retencdo dos carotenoides durante 12 semanas,
ao contrdrio de temperaturas maiores de estocagem (de
aproximadamente 37 °C). Potter et al. (1982) ja haviam demonstrado
que a deterioragdo durante a estocagem de péssegos processados
termicamente pode ser minimizada pelo uso de retort pouch.

3.3 TRATAMENTO NAO TERMICO EM ALIMENTOS

Nos ultimos anos, os tratamentos ndo térmicos vém ganhando
espaco pelo interesse mundial em melhorar a seguranca e a qualidade,
sem comprometer as caracteristicas nutricionais, funcionais e sensoriais
dos alimentos. O interesse também esta em processos de inovacdo em
baixa temperatura para a conservacdo de alimentos. Em contraste ao
tradicional processo térmico, estas tecnologias emergentes estdo se
mostrando confidveis nos processos fisicos, incluindo alta pressao,
campo elétrico pulsado e plasmas a baixa temperatura que inativam
micro-organismos no ambiente ou moderadamente eleva temperaturas
em pequenos tempos de tratamento. O termo “processamento nao
térmico” ¢ frequentemente usado para designar tecnologias que sdo
efetivas em temperatura ambiente ou temperatura subletal (PEREIRA et
al., 2010; SUROWSKY et al., 2015).

Segundo Li et al. (2016), essas novas tecnologias podem ser
classificadas em dois grupos. O primeiro grupo se refere aos processos a
alta pressdo, UV, luz pulsada, ultrassom e campo elétrico pulsado em
combinagdes com calor. O outro grupo se refere a tecnologias que
possam ser consideradas como puramente ndo térmicas, que incluem
plasma frio e irradiacdo. Alguns tratamentos podem envolver
aquecimento devido a geracdo de energia interna (por exemplo,
aquecimento adiabatico e aquecimento resistivo durante alta presséo e
campo elétrico pulsado, respectivamente), no entanto, eles s&o
classificados como ndo térmicos, uma vez que Sao contrarios as
tecnologias de processamento térmico, sendo facultativo o uso de altas
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temperaturas para eliminar os micro-organismos, evitando o efeito
nocivo do aquecimento nas propriedades sensoriais, cor e valor nutritivo
dos alimentos (PEREIRA et al., 2010; BERMUDEZ-AGUIRRE et al.,
2013).

Os tratamentos ndo térmicos apresentam como vantagens a
melhor manutengdo do sabor, cor, aroma, textura e dos nutrientes dos
alimentos processados quando comparados aos mesmos alimentos
processados com emprego de calor e ainda apresentam menor gasto
energético. Também apresentam melhorias na eficiéncia dos processos,
melhora na seguranca do produto, aumento dos atributos de qualidade e
aumento da estabilidade e vida atil (RAMOS et al., 2006; WAN et al.,
2009; PEREIRA et al., 2010; MUKHOPADHYAY et al., 2012;
SUROWSKY et al., 2015; TROY et al., 2016; ZHU et al., 2016).

Enquanto tecnologias emergentes tém demonstrado numerosas
vantagens e potenciais para a inddstria de alimentos, h& aplicactes
comerciais limitadas devido ao nimero de fatores envolvidos. Em
alguns casos, o entendimento da inddstria sobre as novas tecnologias €
reprimido pela falta de conhecimento sobre elas e seu impacto na
seguranca e qualidade do produto. Estas novas tecnologias ainda
necessitam vencer as suas deficiéncias visando aplicacbes em escala
industrial (PEREIRA et al., 2010; TROY et al., 2016; ZHU et al., 2016).

O processo de aplicacdo de campo elétrico pulsado (CEP) é
uma tecnologia que utiliza curtos pulsos de eletricidade, que causam a
eletroporacdo na parede celular do micro-organismo, inativando-o. O
CEP tem se mostrado eficaz para inativar micro-organismos patogénicos
e deterioradores em temperaturas ambientes, estendendo assim a vida
atil de diferentes produtos alimentares sem induzir mudancas
significativas negativas nos atributos nutricionais e sensoriais. Além da
inativacdo microbiana, o CEP pode induzir mudancas na estrutura e
textura de alimentos, potencializando melhorias nas suas propriedades
funcionais ou auxiliando no desenvolvimento de novos produtos. E
amplamente reconhecido que CEP tem um grande potencial como uma
tecnologia alternativa para pasteurizacdo. Sua eficacia na inativacdo de
micro-organismos € dependente dos parametros do processo, do micro-
organismo e do meio. Apesar de ndo poder ser usado sozinho como uma
tecnologia de esterilizagdo, alguns estudos tém mostrado que CEP
combinado com aquecimento pode se transformar em uma potencial
tecnologia para esterilizagdo (WAN et al., 2009; PEREIRA et al., 2010;
GALANAKIS, 2012; LI et al., 2016; TROY et al., 2016; ZHU et al.,
2016).
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A aplicacdo de alta pressdo com CO, (APDC) usa pressdes
menores do que 500 bar, que é bem menor do que a pressao utilizada em
processos a alta pressdo hidrostatica (APH) que giram em torno de 500 a
1000 bar, também eficiente no processamento de alimentos. O principal
pardmetro que influencia na APDC é o CO; e ndo a pressdo elevada,
embora a pressdo ajude na melhor penetracdo do CO, para o interior das
membranas celulares. Embora muitos outros gases (N,, N,O, CoHy, ar e
tetrafluoretano) tenham sido experimentados para reducdo microbiana,
ndo se mostraram tdo efetivos como o CO, em termos de sor¢do e
dessorcdo de gas pelas células. A pressurizacdo do CO, concede
letalidade na bactéria, seja por afetar diretamente os constituintes
moleculares, ou pela propria dissociagdo dentro da sua espécie de reacdo
idnica tais como bicarbonatos (HCO3), carbonatos (C0Z%™) e hidrogénio
(H"). A dissolucdo de CO, na agua presente nos alimentos gera acido
carbénico (H,CO3) e resulta em diminuigdo do pH que, por conseguinte,
melhora a penetracdo na membrana celular. As funcdes metabdlicas das
células sdo afetadas por mudangas do pH, a atividade enzimética, o
balanco eletrolitico e a lixiviacdo de constituintes internos. Nenhuma
dessas mudancas é provada ser singularmente responsavel pelo efeito
biocida do CO, pressurizado. Existem hipo6teses de sinergismo em
muitos desses efeitos (WAN et al., 2009; MUKHOPADHYAY et al.,
2012; ZHU et al., 2016).

A aplicacdo de plasma frio em pressdo atmosférica ou plasma
ndo térmico na industria de alimentos tem restrita exploracéo cientifica.
O plasma frio é composto de espécies altamente reativas, incluindo
moléculas de gases, principalmente compostos de fétons, ions e elétrons
livres que sédo efetivos diante de uma ampla faixa de micro-organismos,
incluindo patégenos, formadores de biofilmes e esporos bacterianos. A
capacidade de esterilizacdo do plasma a frio depende principalmente do
tipo de gés de arraste, além da voltagem e do tempo de tratamento. Esta
tecnologia tem mostrado um grande potencial como um novo método de
esterilizacdo (GALANAKIS, 2012; SUROWSKY et al., 2015; LI et al.,
2016; TROY etal., 2016).

A aplicacdo de campo elétrico pulsado (CEP), alta pressdo com
CO, supercritico (APDC) e plasma frio se destacam por serem
promissoras tecnologias para substituicio do tratamento térmico
convencional. Em todos os sentidos, a relacdo entre a percepcdo da
qualidade pelo consumidor e a direcdo da industria de alimentos para
satisfazer o que este necessita é complexa e constituida por muitos
componentes diferentes. A ciéncia e a inova¢do desempenham um maior
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papel em equipar a indUstria para responder aos preceitos e expectativas
do consumidor.

3.3.1 Tratamento em campo elétrico pulsado (CEP)

A demanda por produtos de alta qualidade e processados
através de metodologias mais suaves tem aumentado nos Gltimos anos,
estimulando desta forma o desenvolvimento de métodos néo térmicos de
processamento. Dentre estes métodos, o emprego de CEP apresenta-se
como uma das alternativas promissoras de substituicdo ao tratamento
térmico convencional por apresentar vantagens como melhor
manutencdo de atributos sensoriais e nutrientes de alimentos
processados comparados aos mesmos tratados com emprego de calor,
além de apresentar menor gasto energético e minimizar incrustacdes e
entupimentos da zona de tratamento do equipamento (BARBOSA-
CANOVAS et al., 1999; FIALA et al., 2001; MANAS et al., 2001;
GONGORA-NIETO et al., 2004; ZHONG et al., 2005; TSUKAMOTO,
2007; GERLACH et al., 2008; CRAVO et al., 2009; HUANG et al.,
2009; ZHU et al., 2016).

A tecnologia de CEP tem recebido atencdo mundial de
universidades, industrias e grupos de pesquisa. Ela pode ser utilizada
por muitas operagdes em alimentos e bioengenharia, como por exemplo
inativacdo de células microbianas, melhoramento da transferéncia de
massa em células animais ou vegetais ou desintegracdo de lodo
(LEBOVKA et al., 2004a; GERLACH et al., 2008; HUANG et al.,
2009; SOLIVA-FORTUNY et al., 2009; JAEGER et al., 2010;
BOULAABA et al., 2013; BOULAABA et al., 2014).

O processamento de alimentos via aplicagdo de CEP consiste
em submeter o produto a campos elétricos de alta intensidade (da ordem
de 0,1 a 80 kV/cm), repetidos muitas vezes (constituindo o nimero de
pulsos) entre dois eletrodos, durante intervalos de tempo muito
pequenos (da ordem de ps ou ms), a fim de inativar enzimas e destruir a
carga microbiana, substituindo o processamento térmico empregado
para a mesma finalidade, ndo somente para manter uma aparéncia
fresca, mas também diminuir perdas de compostos de aroma e sabor
(GONGORA-NIETO et al., 2004; RAMOS et al., 2006; CRAVO et al.,
2009; ZHU et al., 2016).

A eliminacdo de micro-organismos como bolores, leveduras e
bactérias com aplicacdo de CEP depende da intensidade do campo
elétrico e do tempo de aplicacdo. Quando as células sdo expostas a um
dado campo elétrico, em potenciais maiores que 1 V, suas membranas
sdo geralmente permeabilizadas, ocorrendo ruptura e mudangas na
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conformagdo das membranas celulares. Este fendmeno é chamado
“eletroporagdo”, formando temporarios (reversiveis) ou permanentes
(irreversiveis) poros através das membranas, que facilitam a liberacdo
de contetdo extracelular (Figura 8). O objetivo é perfurar as membranas
celulares e reduzir a carga microbiana dos alimentos, e no caso de ser
irreversivel, leva a inativacdo ou morte dos micro-organismos. Esta
técnica pode ser usada em substituicdo ao processamento térmico
atualmente empregado para este proposito (ZIMMERMANN et al.,
1974; GONGORA-NIETO et al., 2004; MANAS et al., 2005; TOEPFL
et al., 2007; GERLACH et al., 2008; ZHU et al., 2016). Elevada energia
do pulso (> 10 kVv/cm) causa permanente desintegracdo da membrana
celular e, portanto, a destruicdo da célula bacteriana, através da
irreversivel formacdo do poro com a ruptura, como acontece na
pasteurizacdo para descontaminacdo de alimentos liquidos e solidos
(KNORR et al., 1994; HEINZ et al., 2003; SCHILLING et al., 2007;
SOLIVA-FORTUNY et al., 2009; JANOSITZ et al., 2011).

Figura 8 - Representacdo esquemdtica do mecanismo de
permeabilizacdo da membrana por forgas eletro-compressivas induzidas
por um campo elétrico externo. O aumento da intensidade do tratamento
levara a formagdo de largos e irreversiveis poros na membrana. E =
forca do campo elétrico (V/cm).
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Fonte: adaptado de Toepfl (2006).
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Os pulsos elétricos de pequena duracdo tém como objetivo
minimizar o efeito Joule (calor), e assim diminuir os efeitos indesejaveis
do calor nos alimentos. No entanto, a aplicacdo deste tratamento nédo
descarta a hip6tese de levar a um aumento de temperatura no produto,
devido ao aquecimento 6hmico, e por isso 0 processo € normalmente
mantido em temperaturas subletais, explorando as vantagens de ser uma
tecnologia ndo térmica. O baixo consumo de energia de alguns formatos
de ondas do pulso é muito atrativo para a inddstria de alimentos, devido
a possibilidade de conservar alimentos com pouca energia e,
consequentemente, menores custos (< 10 J/mL) (ZIMMERMANN et al.,
1974; FIALA et al., 2001; PETTIT et al., 2002; GONGORA-NIETO et
al., 2004; MANAS et al., 2005; RAMOS et al., 2006; TOEPFL et al.,
2007; GERLACH et al., 2008; CRAVO et al., 2009).

A tecnologia de CEP é considerada melhor que tratamento
térmico convencional porque evita ou reduz mudancas nas propriedades
fisicas e sensoriais dos alimentos. Alguns aspectos importantes na
tecnologia por pulso elétrico sdo: a geracdo de altas intensidades
elétricas, o desenho da camara que deve conceder tratamento uniforme
aos alimentos com aumento minimo na temperatura e a disposicdo dos
eletrodos que minimizam o efeito de eletrdlise (CRAVO et al., 2009). A
condutividade elétrica do alimento é um fator importante em relagéo ao
processo, considerando que a energia estocada no capacitor (Q, J) é
dada pela Equacdo 4 (MITTAL et al., 2005).

CV?
Q =
Onde:

2
C = capacitancia (F);
V = voltagem (V);

(4)

A capacitancia efetiva (C) pode ser calculada pela Equacéo 5.
T0A

= ®)
Onde:

7 = largura do pulso (s);

o = condutividade elétrica do alimento (S/m);
A = &rea da superficie do eletrodo (m2);

d = distancia entre os eletrodos (m).

Nas ultimas quatro décadas, muitos estudos foram realizados
para definir pardmetros de processo, cinética e mecanismos de
inativacdo microbiana, a fim de validar e implementar esta tecnologia
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em um nivel comercial vantajoso e permitindo mais possibilidades para
intensificad-la. O CEP possui maior potencial ao ser utilizado em
substituicdo ao tratamento térmico de alimentos liquidos homogéneos
gue podem ser bombeados facilmente e sdo menos propensos ao
fendmeno de ruptura dielétrica no produto, o que é indesejavel, muito
embora haja alguns trabalhos sobre aplicacdo de CEP em produtos
solidos como macd, cenoura e batata, a fim de melhorar a textura dos
mesmos ou aumentar o rendimento do suco extraido (GONGORA.-
NIETO et al., 2004; LEBOVKA et al., 2004a; GERLACH et al., 2008;
HUANG et al., 2009; SOLIVA-FORTUNY et al., 2009; JAEGER et al.,
2010).

Diversas pesquisas para aplicacdo e limitagbes do
processamento via CEP para uma ampla faixa de alimentos e patégenos
tém sido conduzidas pelo meio académico e por inddstrias. Uma grande
série de dados experimentais estd disponivel para guiar algumas
aplicacdes ao processamento de alimentos. Apesar do histdrico, no
entanto, o CEP vem sendo usada comercialmente ha pouco tempo de
maneira significativa, principalmente nos Estados Unidos, Canada e na
Europa. Este processo estd agora sendo explorado em industrias,
incluindo processamento de alimentos, tratamento de efluentes,
biocombustiveis e processos de extracdo. Todos compartilham o
objetivo de acessar o material intracelular em plantas e micro-
organismos como um passo inicial para os resultados desejados do
processo. Diversos pesquisadores tém mostrado que o processo via CEP
é equivalente a pasteurizacdo, em termos de reducdo de patdgenos para
uma ampla faixa de alimentos liquidos. Para alimentos sensiveis ao
calor, existem consideraveis beneficios no gosto, cor e valor nutricional
através do processo de CEP. A aplicacdo desta tecnologia para outros
processos industriais se consolida diretamente na pesquisa em
processamento de alimentos, e assim, novas aplicacbes de CEP estdo
emergindo significativamente (KEMPKES et al., 2012; JOANNES et
al., 2015).

A primeira aplicacdo comercial de CEP para preservacdo de
suco de frutas foi relatada nos Estados Unidos, processando 200 L/h de
sucos de macgd, morango e outros, e apresentando seu potencial para
uma exploracdo industrial. O sistema de tecnologia CEP é associado
com o0 uso de minima energia e grande eficiéncia de energia em relacéo
ao processamento térmico. Por exemplo, em tratamento para suco de
macé, a energia utilizada no CEP ¢é 90 % menor do que a quantidade de
energia usada em HTST (alta temperatura e curto tempo). Em suco de
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laranja, estudos tém confirmado que o tratamento por CEP retém todas
as propriedades fisico-quimicas, inclusive com 97,5 % da vitamina C
(CLARK, 2006; KUMAR et al., 2015).

Os experimentos realizados por Doevenspeck (1984) mostraram
gue CEP pode ser aplicado para rompimento celular em alimentos e
entdo, desenvolveu-se e expandiu-se em seguida para a inativacdo de
micro-organismos e tratamento de efluentes. Baseado nestes
experimentos, o processo “Elcrack” para a desintegracdo de matéria
animal, tal como peixe ou carne e “Esteril” para descontaminar meios
liquidos foi desenvolvido por Krupp Maschinentechnik GmbH,
Alemanha (SITZMANN et al., 1988).

Ap0s isso, importantes patentes para aplicagdo de tratamentos
via CEP foram depositadas por Krupp para a inativacdo de micro-
organismos em estado vegetativo em leite e sucos de frutas com uma
forga de campo elétrico de até 30 kV/cm, com aquecimento devido a
alta energia de dissipacdo e, consequentemente, altos custos de operacéao
que inibiram uma aplicacdo industrial de sucesso. Mais tarde, outras
patentes foram depositadas pela PurePulse Technologies (San Diego,
Estados Unidos), com campo elétrico variando de 10 a 25 kV/cm. A
inativacdo microbiana e os efeitos na qualidade do suco de fruta foram
investigados por Dunn et al. (1987), aumentando a vida Util para uma
semana. Hoje em dia, mais de 20 grupos de pesquisa estdo trabalhando
nesta area no mundo, mas ainda hd poucos sistemas industriais e
comerciais disponiveis (CLARK, 2006; SHAMSI et al., 2009; KUMAR
etal., 2015).

N&o estd esclarecido se a inddstria de alimentos ird aceitar
totalmente o CEP como uma tecnologia para processamento. No
entanto, CEP j& estd sendo usado em ambito industrial em algumas
indUstrias de suco de fruta na Europa. O nimero de aplicacGes de CEP
esta crescendo ao longo dos anos. Mesmo assim, seu alto potencial para
substituir ou complementar métodos convencionais, que provém de
bases para estudos continuos de CEP podem ser observados como de
significante consideracdo para todos os campos do processamento de
alimentos (JANSEN, 2015). A exploragéo comercial do CEP como uma
alternativa para as técnicas de preservagdo tradicional requer uma
andlise detalhada da seguranca do processo, custo efetivo e beneficios
ao consumidor (TOEPFL et al., 2007).

Heinz et al. (1999) pesquisaram e concluiram que a intensidade
do pulso elétrico em termos de forca do campo e a quantidade de
energia aplicada, ou seja, nimero de pulsos, foram importantes na
determinacdo do nivel de inativacdo microbiana, assim como Toepfl et
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al. (2007), que ainda ressaltaram a importancia das propriedades da
matriz alimentar a ser investigada. Segundo Fiala et al. (2001), outros
importantes fatores no processo foram o comprimento do pulso e a
temperatura de entrada. O pH e a condutividade do alimento além do
estado fisioldgico dos micro-organismos também desempenham um
papel importante na determinacdo da cinética de inativacdo. Barba et al.
(2012) relataram que as condi¢fes de processamento de CEP
recomendadas para a inativacdo de E. coli e outros patogenos é de 25 —
35 kV/cm por 20 — 300 ps.

3.3.1.1 Parametros do processo

A) Forca do campo elétrico

Ao aplicar um campo elétrico externo com forca suficiente nas
células em suspensdo em um meio eletricamente condutivo, o acimulo
de cargas as membranas microbianas ndo condutivas sofrera inducdo.
Assim, havera formacdo de poros quando um determinado valor limite
do potencial da transmembrana for excedido (aproximadamente 1 V)
(ZIMMERMANN, 1996).

A forca do campo externo critico é altamente dependente do
tamanho da célula e sua orientagdo no campo. Com um menor tamanho
de célula, a forca de campo requerida aumenta bruscamente e as
variacdes no formato da célula podem causar consideraveis aumentos de
E (forca do campo). O aumento da forga do campo elétrico foi relatado
em publicacGes por aumentar a eficiéncia do tratamento, mas é limitado
pela forca dielétrica da matriz alimentar, que normalmente fica na faixa
entre 60 a 80 kV/cm. Associagdes de colapsos e arqueamentos causardo
fluxo de corrente no canal estreito e irdo promover indesejaveis reagdes
eletroquimicas, formacéo de bolhas e erosdo do eletrodo. Isto pode ser
prevenido pela otimizacdo da distribuicdo do campo na cémara
excluindo pontos criticos, assim evitando presencga de bolhas de ar pela
desgaseifica¢do ou operacdo em contra pressao (HODGINS et al., 2000;
HEINZ et al., 2002; ALVAREZ et al.,, 2003; HEINZ et al., 2003;
TOEPFL, 2006).

B) Tempo de tratamento, energia especifica e geometria do pulso
Além do pico de intensidade do campo elétrico do produto, a
largura e 0 nimero médio de pulsos aplicados tém frequentemente sido
utilizados para avaliar a intensidade do tratamento. O aumento do tempo
de tratamento resulta em alta inativacdo microbiana (SALE et al., 1967).
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A largura do pulso ¢é definida como o tempo em que 0 pico do campo €
mantido por pulsos quadraticos ou, o tempo até decair para 37 % dos
pulsos de decaimento exponencial. Normalmente, aumento no nimero
de pulsos causa aumento no tempo de tratamento, pois a largura do
pulso é fixada pela configuracdo do gerador de impulsos. Em geral,
aumento na inativacdo foi encontrado quando o tempo de tratamento é
elevado, mas em alguns casos, a saturacdo foi relatada apds
determinadas quantidades de pulsos. Engquanto que para camaras de
bateladas o nimero de pulsos por volume é bem definido, para camaras
de fluxo continuo um nimero médio tem sido considerado. Além disso,
em muitos casos a zona de tratamento com um campo elétrico acima da
forca de campo elétrico critica é diferente para cada geometria de
camara. Isto pode, em particular, ser encontrado no caso de
configuragdo colinear, em que a distribuicdo da forca de campo tem sido
considerada quando se calcula o tempo de residéncia médio na zona de
tratamento. No entanto, a energia especifica aplicada foi sugerida como
um parametro de intensidade que pode ser estimada pelo aumento da
temperatura do produto e capacidade térmica do meio, assumindo um
sistema adiabatico onde a energia fornecida ao meio de tratamento é
totalmente convertida em calor (TOEPFL, 2006). Mais apuradamente,
isto pode ser calculado por todos os formatos de ondas, baseados em
determinados sinais de voltagem e corrente proximos aos eletrodos pela
Equacéo 6.

Weuiso = J U®I(t)dt (6)

Para pulsos de decaimento exponencial, a energia especifica
aplicada pode também ser estimada pela energia estocada nos bancos de
capacitores conforme Equacédo 7, onde U descreve a carga de voltagem e
C, o capacitor, mas a razdo de perdas em um eventual resistor protetor
ou rede formadora de pulso e cabos necessita ser levada em conta.

Uuic .
Whpuiso = > f-m (7

Baseado na condutividade do meio e forca do campo elétrico
medido, a energia especifica aplicada para decaimento exponencial e
pulsos retangulares pode também ser calculada pela Equagéo 8.
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1 0o
Wespecifico =f- " fO k(T) E(t)zdt
(®)

onde E, k(T), f e m descrevem a forca do campo elétrico, a
condutividade do meio, a taxa de repeticdo e a vazdo massica,
respectivamente. O aumento da temperatura devido a dissipacdo de
energia pode ser utilizado para avaliacdo do processo pela comparacdo
da energia aplicada com o produto a granel ap6s o tratamento (TOEPFL
et al., 2007).

Do ponto de vista dos processos, a energia aplicada requerida
para atingir uma dada taxa de inativacdo microbiana ou desintegracéo
das matrizes celulares parece ser vantajosa para ser usada como um
pardmetro de intensidade do tratamento e para indicar os custos de
operacdo. No entanto, nem tempo de tratamento nem energia especifica
sdo adequados para descrever suficientemente os pardmetros de
processamento, visto que nenhuma informacdo é dada sobre a energia
fornecida por pulso ou o nimero de pulsos por volume de elemento.
Apesar dos diferentes formatos de onda serem aplicaveis para tecnologia
de CEP, as formas mais comuns sdo: decaimento exponencial e pulsos
guadrados (ou quadraticos). Sistemas geradores de pulsos quadrados
requerem uma chave interruptora com capacidade de desligamento ou
uma rede formadora de pulsos. Como estas chaves estdo dificilmente
disponiveis para sistemas de aplica¢des de alta poténcia, conexdes em
série ou paralelas de interruptores ou redes formadoras de pulsos
distribuidos ou juntos a varios bancos de capacitores e elementos
indutivos tém sido usados (MOHAN et al., 1995; GAUDREAU et al.,
2001).

De Haan et al. (2002) concluiram que um sistema de
decaimento exponencial ndo excedera uma eficiéncia de energia de 38
% e compararam pulsos quadrados com pulsos exponenciais, assumindo
que o excesso de voltagem de pulsos exponenciais resultam em perdas
excessivas de energia. O impacto de tempos elevados de pulso da forma
retangular de 2 a 100 ps para 1 ms na permeabilizacdo das membranas
celulares foi investigada por Kotnik et al. (2003). Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada e a eficiéncia do tratamento foi
correlacionada ao tempo com amplitude do pulso acima do critico. As
caracteristicas do pulso de um formato exponencial sdo altamente
dependentes dos parametros do circuito de carga e descarga. O pico de
voltagem e a capacidade da energia estocada determina a energia
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aplicada por pulso, resisténcia e inducdo do circuito de descarga e
influéncia do tempo do pulso elevado e da largura do pulso. O impacto
das caracteristicas do impulso na inativacdo microbiana tem sido
discutido extensivamente, mas uma vez que ndo sdo parametros
independentes, sua influéncia ndo tem sido totalmente elucidada até
agora (TOEPFL, 2006).

C) Temperatura de tratamento

A temperatura tem tido um efeito altamente sinérgico na
eficacia do tratamento, pois tem influéncia significativa na estabilidade
e fluidez na membrana celular. Enquanto a baixas temperaturas a
estrutura do fosfolipideo da membrana é empacotada em uma estrutura
gelificante, sua ordenacdo diminui com a elevagdo da temperatura. A
fase dependente da temperatura muda de um gel para uma estrutura
liquida cristalina afetando a estabilidade da membrana celular
(STANLEI, 1991).

O efeito do aumento da eficiéncia do CEP em elevadas
temperaturas de tratamento tem sido relatado em diversos estudos
(HEINZ et al., 2003; LI et al., 2005; TOEPFL et al., 2007). Lebovka et
al. (2004a) investigaram o efeito da temperatura de tratamento nas
propriedades da textura de cortes de macd, mostrando que um pré-
aquecimento a 50 °C resultou em mais efetivos danos no tecido que
tratamento CEP sozinho e melhor extragdo de suco por prensagem.

3.3.1.2 Fatores do meio de tratamento

As propriedades e os constituintes dos produtos tém significante
influéncia no crescimento microbiano e na resistividade contra
diferentes técnicas de inovacdo. Semelhante ao tratamento térmico, uma
forte dependéncia de suscetibilidade contra campos elétricos pulsados
nos parametros do produto tem sido relatado e parametros fisico-
guimicos como pH e atividade de &gua do produto influenciam
fortemente a inativacdo microbiana. O meio por si s6 ja representa a
inducdo do tratamento se um CEP é aplicado para desintegracdo de
tecido. As propriedades do tecido, como tamanho da célula e
condutividade, terdo impacto na eficcia do tratamento, assim como
propriedades do produto, como a capacidade de ser bombeado, se for
fruta ou tubérculo, o tamanho do pedago influenciard o manuseio do
produto durante, por exemplo, uma aplicacdo de CEP em modo
continuo (TOEPFL, 2006).
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A) Condutividade

A condutividade do meio k(T) é um dos parametros chave para
processamento CEP e também ¢é funcdo da temperatura do meio
(REITLER, 1990). Um meio rico em espécies ibnicas como, por
exemplo, o suco de tomate, apresenta problemas para atingir uma
voltagem suficiente para uma forca de campo supercritica, uma vez que
um pico de forca de campo menor é gerado através da cdmara de
tratamento. Este efeito € importante para o tratamento de células
vegetais ou animais, bem como para atingir inativacdo microbiana para
conservacdo de alimentos liquidos. A condutividade é o inverso da
resistividade e é medida em Siemens por unidade de comprimento
(S/m). Como a condutividade da maioria dos alimentos é fixada por suas
propriedades intrinsecas ou férmulas, somente a escolha de uma
configuragdo de eletrodo e geometria com alta carga de resistividade
ajuda a diminuir este efeito e melhora a divisdo de voltagem no circuito
de descarga. Porém, o aumento da temperatura levara a mudangas na
condutividade durante o tratamento. Além de sua influéncia na forca do
campo, a condutividade pode determinar a diferenga entre a forga iénica
no meio e no citoplasma. A membrana sera enfraquecida e mais
suscetivel a um pulso elétrico no meio com alta forca idnica, causando
alta permeabilidade e mudancas estruturais (JAYARAM et al., 1993). A
relagdo entre taxa de inativagdo e condutividade do meio foi investigada
por alguns autores, mostrando significante aumento na inativacdo em
menor forga idnica e menor condutividade (HULSHEGER et al., 1981;
VEGA-MERCADO et al., 1996), embora Alvarez et al. (2000) néo
confirmaram esta hip6tese.

B) Efeito das bolhas de ar e particulas

A forca dielétrica na matriz alimentar tem uma influéncia
significativa na aplicacdo de CEP, visto que uma ruptura dielétrica deve
ser prevenida. Bolhas de ar, que ndo resistem a altas forcas de campo
elétrico podem estar presentes, no caso de produtos gaseificados, ou
serem liberadas devido a aumento de temperatura ou reacles
eletroquimicas. Em particular, para inativagdo microbiana, onde a forca
do campo elétrico requerido varia de 30 — 50 kV/cm, o ar tem que ser
removido do produto. Além do avanco dielétrico, onde uma corrente
alta fluird dentro de um canal estreito no interior da bolha ao invés do
liquido, as propriedades dielétricas diferentes do ar influenciardo na
eficiéncia do tratamento. O efeito da perturbacdo das bolhas de ar
presentes indica que nas regides de fronteira de bolhas, uma significante
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queda na forca de campo causara problemas na seguranca de alimentos.
Efeitos similares tém sido encontrados quando aglomeracdes de micro-
organismos e/ou particulas com diferentes propriedades dielétricas como
glébulos de gordura, estdo presentes (GONGORA-NIETO et al., 2003;
TOEPFL et al., 2003).

A composicdo do produto tem sido levada em conta na escolha
de parametros de processamento para um determinado alimento. Por
exemplo, para tratamento de alimentos solidos como matéria vegetal ou
animal ou frutas espremidas, o ar tem sido removido para evitar
descargas elétricas, e produtos que formam espumas podem ser
inadequados para tratamento de CEP (GONGORA-NIETO et al., 2003;
TOEPFL et al., 2003).

C) Caracteristicas de células microbianas

Em geral, organismos gram-positivos parecem ser menos
sensiveis. Uma influéncia do tratamento CEP nas células em diferentes
fases de crescimento ndo foi observada por Sale et al. (1967), mas sim
por Jacob et al. (1981), Gaskova et al. (1996) e Alvarez (2000), este
Gltimo, relatando alta eficacia para células em fase logaritmica de
crescimento. O CEP ndo se mostrou uma eficiente ferramenta para
inativacdo de endosporos ou ascosporos, e a germinacgao de esporos apds
0 tratamento ndo é induzida. Embora algumas publicagdes descrevam
uma leve inativagdo de alguns tipos de esporos como Raso et al. (1998),
pode ndo ser possivel esterilizar alimentos a menos que se combine com
outras técnicas como aquecimento ou realizar germinacdo prévia e
inativar células vegetativas. Vale observar que a resisténcia das células
contra 0 CEP ndo tem relagdo com sua resisténcia contra outro
tratamento, seja térmico ou ndo térmico (RASO et al., 1998; TOEPFL,
2006; TOEPFL et al., 2007).

Toepfl et al. (2003) e Aronsson et al. (2005) relataram que
cepas de Listeria, que sdo altamente sensiveis ao aquecimento
mostraram-se altamente resistentes ao CEP. Lado et al. (2003)
compararam a inativagdo de nove diferentes cepas de Listeria
monocytogenes apds tratamento a 25 kV/cm e 25 °C, os quais atingiram
menos que 1 até 3,5 ciclos log de redugdo. Nenhuma correlagdo para
sensibilidade térmica ou genétipo foi encontrada. Esta variedade
enfatiza que ainda ha uma necessidade de identificar cepas alvo
resistentes para avaliar e provar a seguranga e eficacia do processo.
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3.3.1.3 Equipamento utilizado para CEP

Os principais componentes requisitados para a aplicacdo de
CEP séo: um sistema de geracdo de pulsos e uma camara de tratamento
(Figura 9). Um pré-requisito crucial para economia e eficiéncia na
producdo é uma operabilidade continua com capacidade de alta taxa de
fluxo, com o desenvolvimento de cdmaras continuas, onde o alimento é
bombeado enquanto estd sendo exposto ao campo elétrico em
temperatura elevada, ambiente ou de refrigeracdo. Antes de um
tratamento, trocadores de calor podem ser usados para pré-aquecer o
meio. Depois, a energia elétrica dissipada acaba resultando em uma
elevacdo da temperatura que tem que ser removida antes do
acondicionamento asséptico (evitando recontaminagdo). Uma das
principais vantagens do tratamento CEP é sua operabilidade continua
com tempos de processamento muito curtos e facilidade de implementar
0 sistema nas linhas de processamento existentes (TOEPFL, 2006).

Figura 9 - Diagrama esquematico de sistema de processamento
continuo por meio de aplicacdo de CEP.

Sisl‘eamlde Gerador dos pulsos
conirole [romemem -
computadorizado elétricos

vy I‘—’éh Frodie
inicial _—— Tratado
. Camara """:_-'E-'—:-__-_-_—.- |
— — . —_—
D E— Fesfriamento
Bomba

Fonte: Ramos et al. (2006).

O sistema de modulacdo do pulso transforma a poténcia elétrica
de um nivel de voltagem de baixa utilidade para pulso de campos
elétricos de alta intensidade. A geragdo de pulsos exponenciais ou
retangulares consiste de um circuito de carregamento e
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descarregamento, onde no carregamento, o dispositivo de estoque de
energia é carregado através de um resistor por uma fonte de alimentacdo
de alta tensdo DC. A geragdo do CEP requer lento carregamento e
rapido descarregamento de energia, uma vez que a largura do pulso é
curta em comparagdo ao tempo entre os pulsos. A tensdo de
carregamento Ug requerida para geracdo dos pulsos de suficiente forca
de campo elétrico é altamente dependente da distancia dos eletrodos.
Para dois eletrodos paralelos, a forca do campo elétrico E é dada pela
Equacédo 9 (TOEPFL, 2006).

U
E=- ©9)

onde U é a tensdo (kV) e d (m) € a distancia entre os eletrodos. Tensées
na faixa de 10 — 60 kV tém sido comumente usadas para tratamento de
alimentos. Aumento de distancia entre os eletrodos para obter
capacidades de taxas de fluxo altas impde aumento da tensdo de
carregamento e entdo uma sobrecarga no sistema de comutadores
(chaves comutadoras - switch). A poténcia elétrica é mais comumente
estocada em capacitores conectados em série ou paralelos e
descarregada na cadmara de tratamento através de um comutador de alta
voltagem e resistores de protecdo de microssegundos. Como
comutadores de descarga, muitos dispositivos sdo aplicaveis com suas
desvantagens e limitagbes. O tipo de chave comutadora (switch)
determinara a taxa maxima de repeticdo e a selecdo da maxima corrente
e tensdo que podem suportar. Um centelhador, que é basicamente um
sistema com dois eletrodos com arco na parte de cima, propicia uma
geracdo de pulso muito simples e confiavel quando a tensdo de ruptura é
excedida e também pode lidar com alta voltagem e corrente, mas
limitado a frequéncias abaixo de 100 Hz (TOEPFL, 2006).

Em um sistema de armazenamento capacitivo, quando o
comutador de alta tensdo é fechado por um sinal de disparo ou apds, a
sua tensdo de ruptura foi alcangada. A energia armazenada ¢€
descarregada para a terra pelo circuito de descarga com resistor de
protecdo e pela cAmara de tratamento com a matriz alimentar.
Dependendo do tipo de chave e a configuracdo do circuito de descarga,
diversas formas de onda de pulso sdo possiveis, mas principalmente
duas tém sido usadas: exponencial e quadratica (TOEPFL, 2006).

A geracdo de pulso de decaimento exponencial requer uma
chave com somente um capacitor ligado, sendo que a energia total
estocada serd descarregada. Ja os pulsos quadraticos podem ser
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realizados tanto por uma descarga incompleta de um capacitor com alta
capacidade, quanto por uma chave com capacidade de ligar/desligar ou
uma rede mais complexa de formacéo de pulsos, fornecendo uma tenséo
relativamente constante ao longo da largura do pulso. Estudos
comparando a eficacia de diferentes formatos de pulsos para inativacdo
CEP foram realizados por Gdngora-Nieto et al. (2002) e Kotnik et al.
(2003), que concluiram que ambos sdo efetivos para inativacdo
microbiana, mas pulsos quadraticos salvariam energia e requerem
menos esforco para resfriar.

A cémara de tratamento, em que o alimento é exposto aos
pulsos, é constituida de pelo menos dois eletrodos: um deles em alta
voltagem; outro em potencial de terra, separados por um material
isolante em diferentes configuracdes geométricas que podem ser placas
paralelas, coaxiais ou colineares cilindricas (Figura 10). Um grande
numero de pesquisas foi realizado com sistema de placas paralelas em
modo descontinuo e em seguida em fluxo continuo de operacéo.
Cémaras em batelada fornecem muitas vantagens para uso em
laboratério e requerem pequenos volumes de meios de tratamento, além
de temperatura de tratamento facil de manter, resfriamento de eletrodos
e taxas de repeticGes baixas. Sobretudo, nimero de pulsos para cada
elemento de volume é bem conhecido. Além do nicho de produtos para
uma aplicagdo industrial, as cdmaras continuas sdo necessérias para
atingir alta capacidade de volume e uma facil integracdo entre as linhas
de processamento de alimentos j& existentes (TOEPFL, 2006).
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Figura 10 - ConfiguracBes de camaras de tratamento para CEP
continuo: a) placas paralelas; b) coaxial e c) colinear.
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Fonte: adaptado de Toepfl (2006).
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Entre as diferentes configuracBes de eletrodos apresentados
(Figura 10), placas paralelas proporcionam o campo elétrico mais
uniforme em uma grande area (til entre as placas, mas a intensidade do
tratamento é reduzida em regides limitrofes. Em camaras de bateladas
sem fluxo de mistura ou fluxo de produto conduzindo mudancas de
posicdo, uma consideravel parte do volume pode permanecer sem ser
processada, ou seja, um efeito caudal em cinética de inativacdo
microbiana. J4 nas camaras continuas, isto pode ser prevenido pela
adicdo de zonas de tratamento na linha ou fluxo de canais desorientados.
Para atingir alta taxa de fluxo como requer as aplicagdes industriais, 0s
pulsos tém que ser aplicados com alta taxa de repeticéo, o que leva a um
rapido aumento da temperatura do meio. Manter a temperatura constante
pode requerir altos esforgos em refrigeracdo, implementacdo de canais
de resfriamento no eletrodo ou um resfriamento intermediério entre
multiplas zonas de tratamento. (ZHANG et al., 1995).

O eletrodo e o isolante devem ser de grau alimenticio e
autoclavavel, considerando-se ~ também  suas propriedades
eletroquimicas. Ouro, platina, carbono e ¢éxidos metdlicos tém sido
relatados como alternativa aos comuns eletrodos de aco inoxidavel
(BUSHNELL et al., 1996). Erosbes no eletrodo e deposicdo de
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particulas na matriz alimentar foram relatadas (MORREN et al., 2003;
TOEPFL et al., 2003). O tratamento CEP em alimentos embalados sem
contato direto com o eletrodo tem sido discutido nos Gltimos anos, mas
questdes tais como o quéo eficiente e suficiente uma forca de campo
elétrico (homogénea) pode ser induzida ou quanto de energia de pulso
necessaria pode ser transferida internamente ao produto, terdo de ser
abordados.

Uma camara colinear consiste de uma série de eletrodos
cilindricos ocos separados por isolantes em que o produto é bombeado
através da perfuracdo e o fluxo ndo é perturbado por qualquer
impedimento.

3.3.1.4 Aplicagdes e objetivos do CEP

Muitas aplicacbes de CEP foram investigadas em alimentos, na
biotecnologia e na medicina nas Ultimas décadas, observando o impacto
nas membranas celulares bioldgicas. A Figura 11 apresenta uma viséo
geral de possiveis aplicacbes e intensidades do processamento
requeridas:

Figura 11 - Exposicdo de células biolégicas a um campo elétrico e
aplicacdes em processamentos de alimentos, biotecnologia e residuos
com a forca de campo elétrico tipica e energias requeridas de aplicacdo.

inducgdo ao estresse
0,5-1,5kV/icm; 0,5 -5 kd/kg

exposicdo das células /
ao campo elétrico o eletropermeabilizacao das

células
==

desintegracdo do lodo i melhoria da transferéncia de massa

10 — 20 kV/cm; 50 — 200 kJ/kg 0,7 -3,0 kv/cm; 1,0 — 20 k/kg

inativacdo microbiana
15 — 40 kV/cm; 40 — 1000 kJ/kg

Fonte: adaptado de Toepfl (2006).
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A) Indugdo ao estresse

A aplicacdo de um tratamento de baixa intensidade com baixa
forca de campo elétrico e/ou baixo nimero de pulso, embora inicie por
um canal condutor através da membrana, ndo causa necessariamente
ruptura celular irreversivel. A ruptura pode ser reversivel e 0 método ser
usado em bioengenharia, induzindo reacGes de estresse em sistemas
vegetais ou culturas de células. Angersbach et al. (2000) relataram
reversivel eletroporacdo em corte de batata, onde ap6s um tempo de 0,7
pus e 1,7 V, o poro ja é formado e as propriedades eletricamente
isoladoras puderam ser recuperadas em poucos segundos, restaurando a
vitalidade e atividade metabolica da célula (PUC et al., 2004; TOEPFL
et al., 2007).

Um tratamento CEP a temperaturas amenas nao danifica
enzimas ou proteinas, entdo um potencial para extracdo de componentes
de valor é fornecido como observado por Guderjan et al. (2005), os
quais conseguiram melhoras na extracdo de compostos de milho, 6leos
de soja e oliva, fornecendo um potencial desenvolvimento de conceitos
de processos por ativagdo de células como “biorreatores” para producao
de alimentos com alta qualidade e alta concentracdo de constituintes
funcionais.

B) Desintegracdo de matéria bioldgica

Muitas operacBes em alimentos e bioengenharia como extracéo,
prensagem ou secagem incluem um tratamento enzimatico ou térmico
ou moagem para rompimento do material celular, as quais requerem alta
guantidade de energia mecanica ou térmica bem como estocagem e
tempo para uma maceracdo enzimatica, levando a significantes perdas
de substancias de valor agregado nutricional e fisiolégicas. A aplicacédo
de CEP em tecidos celulares leva a aumento nos coeficientes de
transferéncia de massa como foi observado por vérios autores
(DOEVENSPECK, 1984; KNORR et al.,, 1998, FINCAN, 2004).
Operando em temperaturas ambientes, um tratamento com suficiente
forca de campo elétrico, frequéncia de pulsos e/ou energia de aplicacéo
resulta em formacdo de largos poros permanentes enquanto a qualidade
do produto é retida em contraste com tratamentos térmicos ou
enziméticos (KNORR et al., 2001; TOEPFL, 2006).

C) Preservacdo do meio liquido
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A inativagdo microbiana por CEP tem sido estudada nos
Gltimos anos, inicialmente em sistemas de tratamento em batelada e
modelos de alimentos que sdo livres de gorduras e proteinas. Embora os
mecanismos de acdo ndo estejam totalmente elucidados até hoje,
parametros chave de processamento foram identificados e a inativagéo
de ampla variedade de células vegetativas tem sido mostrada (SALE et
al.,, 1967; ZHANG et al., 1995; HO et al., 2000; BARBOSA-
CANOVAS et al., 1999).

Salienta-se que a inativacdo para a maioria dos micro-
organismos deteriorantes ou patogénicos, em termos de intensidade,
forca de campo e energia aplicada é muito maior do que o tratamento
em plantas e células animais. Em virtude do tratamento com CEP
desintegrar o tecido do alimento sélido, fica impossivel manter as
propriedades do alimento se as propriedades de textura do produto
precisam ser mantidas o que tem restringido o tratamento apenas ao
meio liquido. O potencial para atingir reducdo suficiente de micro-
organismos tem sido apresentado em diversos trabalhos com ampla
variedade de alimentos processados, sucos de frutas e vegetais, cervejas,
leite, ovos e caldo nutriente (ZHANG et al., 1994; MARTIN-BELLOSO
etal., 1997; HODGINS et al., 2002; ULMER et al., 2002; BENDICHO
etal., 2002; HEINZ et al., 2003).

Além da inativacdo microbiana, também se verifica a reducédo
da atividade enzimatica por CEP embora as enzimas apresentem
determinada resistividade ao tratamento (VAN LOEY et al., 2001;
YANG et al., 2004; SCHUTEN et al., 2004).

3.3.2 Tratamento em alta pressdo com didxido de carbono
supercritico (APDC)

A alta pressdo com diéxido de carbono (APDC) é outro
tratamento que estd sendo extensamente utilizado como uma técnica ndo
térmica para pasteurizacdo de alimentos.  Alternativamente aos
processos térmicos, APDC utilizando CO, na forma supercritica pode
ser aplicada para controlar enzimas e bactérias deteriorantes ou
patogénicas com o minimo de perdas do conteddo nutricional. O
processo ndo somente é ambientalmente amigavel pela natureza nédo
toxica do CO,, mas também envolve a aplicacdo de baixas pressdes
guando comparada ao processo de alta pressdo hidrostatica (APH).
Além de ser uma tecnologia para melhorar a seguranca microbioldgica
dos produtos alimentares, preservando caracteristicas nutricionais e
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sensoriais, 0 processamento APDC fornece um meio para manter a
qualidade dos alimentos, evitando tratamentos térmicos ou conservantes
guimicos. Também é muito utilizada para extragdo de compostos de
interesse, com potencial aplicacdo para modificar a funcionalidade e
melhorar  propriedades sensoriais e reoldgicas dos alimentos
(YORDANOV et al., 2010).

A maioria das pesquisas com APDC tem sido conduzida
utilizando suspensdes de culturas puras de diferentes tipos de micro-
organismos e o método é preferencialmente aplicado a produtos
alimenticios liquidos. No entanto, poucos trabalhos foram realizados
com alimentos sélidos, sendo a maioria com enfoque na inativacdo
microbiana, enquanto que informacdes sobre os efeitos nas propriedades
fisico-quimicas dos alimentos sdo bem restritas (DAMAR et al., 2006;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

Fraser (1951) foi o primeiro a mostrar o potencial de diéxido
carbono pressurizado para inativacdo de bactérias. Desde entdo, muitos
estudos tém demonstrado que didxido de carbono tem um efeito
inibitério para varios micro-organismos e varios meios. No entanto,
quando pressurizado, pode-se atingir melhor efeito inibitério em
patégenos (LI et al., 2012; XU et al., 2011; CHENG et al., 2013;
KOBAYASHI et al., 2013; SILVA et al., 2013; SOARES et al., 2013).
Esta técnica usa a condi¢do de CO, sob pressdo, geralmente até 350 bar,
em que o alimento permanece em contato com o solvente sobre
condi¢cdes sub ou supercriticas por um determinado tempo. Desde a
primeira demonstragdo do uso de APDC para inativar micro-
organismos, por exemplo, E. coli em 1987 (KAMIHIRA et al., 1987), o
uso de CO, pressurizado com relativa moderacdo tem sido uma atrativa
opcéo para esterilizagdo (SPILIMBERGO et al., 2003) assim como um
tratamento alternativo para APH.

3.3.2.1 Fluidos supercriticos

Os fluidos supercriticos sdo conceituados como um estado da
matéria em que a substancia apresenta propriedades intermediarias entre
um gés e um liquido, nas proximidades do ponto critico. Este conceito
também se refere ao fato de uma substdncia se encontrar em uma
condicdo de temperatura e pressdo acima dos seus valores criticos (T, e
pe). A temperatura critica (T;) de uma substancia é definida como a
temperatura acima da qual uma substancia pura ndo pode ser liquefeita,
independente da pressdo que for aplicada. Por conseguinte, a pressao
critica (p;) € definida como a pressdo de vapor do gas na temperatura
critica. O ponto critico é representado pela fase liquida e fase vapor, as
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quais se tornam idénticas, ou seja, somente uma fase existe conforme
esquematizado na Figura 12 (REID et al., 1988; SANDLER, 1989).

Figura 12 - Diagrama pressao vs. temperatura e os equilibrios entre 0s
estados solido, liquido e gasoso. Definicdo da regido supercritica para

CO,: P, (pressdo critica) e T, (temperatura critica).
P(bar)
N

Fluido
Supercritico

Pc=73

Liquido
Sélido

| N
Te~ 31 /T(“C)

Fonte: Sandler (1989).

A substancia no estado de fluido supercritico, préximo ao ponto
critico, ndo se caracteriza nem como um gas, nem como um liquido, do
ponto de vista termodinamico, e é descrita como uma fase intermediaria
aos dois extremos, pois se assemelha tanto a um gas, por causa da baixa
viscosidade e alta difusividade, quanto a um liquido, tendo em vista sua
alta densidade (REID et al., 1988). A Figura 13 ilustra a densidade do
CO, puro (g/cm?) em funcdo da pressdo e a representacdo esquematica
do equilibrio entre gas-liquido para fluido supercritico (SCF) conforme
0 aquecimento até temperatura critica na pressao acima da p..
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Figura 13 - (a) Variacdo de densidade do CO, puro a 35 °C; (b)
Representacdo da variacdo a partir do equilibrio entre gas e liquido (T <
Tc) para fluido supercritico (T > Tc), em que a substincia ¢ aquecida até
sua temperatura critica (Tc) na pressdo acima de p..
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Fonte: Cooper (2000).

Dentre os diversos fluidos supercriticos, o CO, tem tido
destaque por apresentar propriedades criticas moderadas que permitem o
processamento a temperaturas proximas a ambiente e pressdes
relativamente amenas (entre 80 e 200 bar). Além disso, CO, tem
diversos beneficios potenciais, uma vez que ndo é inflamavel, inerte do
ponto de vista quimico, ndo toxico, pode ser facilmente obtido com alta
pureza, prontamente disponivel com relativo custo baixo quando
comparado a outros gases, baixa temperatura critica (31,1 °C), que €
levemente acima da temperatura ambiente. Desta forma, o CO, pode ser
amplamente utilizado na industria de alimentos, pois degradacéo térmica
ndao é um problema quando um processo é operado proximo a
temperatura critica (REID et al., 1988; FURUKAWA et al., 2009;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2009; FERRENTINO et al., 2011).

A solubilidade do CO, em &gua é relativamente superior
comparado aos demais fluidos, o que garante melhor interacdo com
produtos compostos principalmente por liquidos, dando um grande
potencial bactericida. Os fluidos supercriticos inicialmente eram mais
utilizados em processos de extracdo/separacdo e, mais recentemente,
tem sido pesquisados no intuito de obter inativacdo microbiana (REID et
al., 1988).

Ao utilizar APDC, o alimento é preservado de efeitos adversos de calor
e assim, mantém as caracteristicas fisicas, nutricionais e sensoriais do
produto fresco. Didxido de carbono pressurizado tem a capacidade de
difundir através dos sélidos e dissolver em materiais, resultando em
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acdo bactericida (REID et al., 1988; ERKMEN, 2001a, 2001b, 2001c;
SPILIMBERGO et al., 2002; ZHANG et al., 2006; GARCIA-
GONZALEZ et al, 2007; FURUKAWA et al, 2009; GARCIA-
GONZALEZ et al., 2009; FERRENTINO et al., 2011; SILVA et al.,
2013).

3.3.2.2 Sistemas de alta pressao para inativagdo microbiana

Atualmente, estdo disponiveis sistemas do tipo batelada, semi-
continuo e continuo para o processamento de CO, pressurizado. Em
sistema por batelada, 0 CO, e o0 alimento a ser tratado estdo em estado
estacionario em um recipiente hermético durante o tratamento. Ja o
modo semi-continuo possibilita o fluxo continuo de CO, por meio do
recipiente, enquanto que o sistema continuo permite fluxos de ambos
(CO, e alimento) através do sistema (DAMAR et al., 2006).

Um sistema batelada simples apresenta cilindro de gas de
dioxido de carbono, regulador de pressdo, vaso (célula) de presséo,
banho termostatico (para resfriar ou aquecer) e valvula de alivio de CO,,
como apresentado na Figura 14. A amostra é colocada no vaso (célula)
de pressdo e a temperatura é ajustada, de acordo com a especificacdo
desejada. Em seguida, o CO, é injetado no recipiente até a saturacdo da
amostra, nas condi¢Bes de temperatura e pressdo desejadas. A amostra
permanece no vaso de pressdo por um determinado tempo e, em
seguida, a valvula de descarga é aberta para a liberacdo do CO,. Em
alguns casos é possivel incluir um agitador magnético para reduzir o
tempo de saturacdo da amostra com o CO..
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Figura 14 - Esquema de unidade de alta pressdo com sistema em
batelada.
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Fonte: adaptado de Hong et al. (1999).

Em um sistema semi-continuo de micro bolhas, como
esquematizado na Figura 15, o CO, liquido e uma solucéo salina séo
bombeados para o vaso (célula) de pressdo. O CO, liquido muda para
fase gasosa por meio de um evaporador, que é disperso na solucéo salina
através de um filtro, com tamanho de poros iguais a 10 um. As micro
bolhas de CO, sobem enquanto sdo dissolvidas na solugdo. Em seguida,
a solucdo saturada com CO, é aquecida até a temperatura desejada e a
amostra € bombeada para que entre em contato com o0 CO, (SHIMODA
etal., 2001).



Revisdo Bibliografica 79

Figura 15 - Esquema de uma unidade de sistema semi-continuo.
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Fonte: Shimoda et al. (2001).

Em um sistema continuo, uma bomba de CO, é utilizada para
pressurizacdo do sistema enquanto o alimento é bombeado
continuamente com uma bomba de liquidos de alta performance. Este
arranjo ¢ eficiente na saturacdo do liquido com o CO,, pois possibilita
uma maior area de contato. A Figura 16 ilustra um exemplo de um
sistema continuo constituido por membranas tubulares ocas em série,
para 0 contato entre o solvente e o produto, desenvolvido por Sims e
Estigarribia em 2002. Na membrana de contato, o CO, ndo é misturado
ao liquido. O que ocorre é um processo de difusdo instantanea do CO,
no liquido até niveis de saturagdo. O CO, é reciclado e reutilizado no
processo (DAMAR et al., 2006).

Em um sistema desenvolvido pela Praxair Co. (Chicago, III.,
EUA) representado pela Figura 17, o0 CO, e o produto sdo bombeados e
misturados antes de passarem pela bomba de alta pressao, que elevara a
pressao do sistema até o valor desejado para o processo. A temperatura é
controlada e o tempo de processo é ajustado com a taxa de fluxo do
produto escoado pela serpentina. No final do processo, ha uma vélvula
de descarga para a liberacdo do CO, da mistura. Também é possivel
retirar o CO, residual do alimento utilizando um tanque a vacuo.
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Figura 16 - Exemplo de unidade de alta pressdo em sistema continuo
por Sims e Estigarribia.

Product Sample
Fonte: Damar et al. (2006).

Figura 17 - Esquema de unidade de alta pressdo em sistema continuo
desenvolvido pela Praxair Co.
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Fonte: Damar et al. (2006).

3.3.2.3 Utilizag&o de alta pressdo com CO, para inativagdo de micro-
organismos

Diversos estudos tém relatado o uso de APDC para a inativagdo

de micro-organismos, seja na matéria prima ou no alimento ja

processado, embora sejam limitadas as informagdes sobre a variagéo da

resisténcia microbiana ao APDC disponiveis na literatura. Assim,

comparacgdes efetivas dos dados publicados sdo dificultadas pelas
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diferentes condigdes e metodologias utilizadas. No entanto, somente a
suscetibilidade de diferentes micro-organismos nestes estudos pode ser
comparada (ERKMEN, 2001a; ZHANG et al., 2006; FURUKAWA et
al., 2009; FERRENTINO et al., 2011; SILVA et al., 2013; SOARES et
al., 2013).

A inibicdo do crescimento microbiano pelo CO, ainda nao é
totalmente esclarecida, bem como 0s mecanismos para inativacdo de
micro-organismos. De acordo com Garcia-Gonzalez et al. (2007), que
coletaram diversos trabalhos da literatura para melhor entendimento do
mecanismo de inativagdo microbiana pelo tratamento com APDC,
algumas hipoteses foram listadas:

a. Solubilizacdo do CO, pressurizado na fase liquida externa:

O CO; presente no headspace pode se dissolver na agua para
formar o acido carbénico (H,CO03), que em seguida se dissocia
formando o bicarbonato (HCO3), carbonato (C0O3?2) e ions hidrogénio
(H") (Equacdes 10 a 12), principalmente em amostras com elevada
guantidade de agua. Consequentemente, a &gua em contato com o CO,
pressurizado normalmente libera fons H*, em funcdo da formacéo e
dissociacdo do H,CO5, diminuindo o pH extracelular, que entdo, pode
inibir o crescimento microbiano e diminuir a resisténcia microbiana a
inativacdo em funcdo do aumento do consumo de energia para manter a
homeostase do pH pela for¢a motriz do préton. No entanto, a reducgéo do
pH néo é suficiente para designar o efeito letal do CO,. A diminuigdo do
pH contribui para o aumento da permeabilidade da membrana,
facilitando a penetragdo do CO, na membrana celular (etapa b).

CO, + H,0 & H,CO; (10)
H,CO3 & H* 4+ HCO3 (11)
HCO3; & HY + C03? (12)

b. Mudancas na membrana celular:

O CO; pode se espalhar na membrana plasmatica e acumular
dentro da sua camada lipofilica interna. O montante de CO, acumulado
na fase lipidica da membrana pode provocar um colapso tanto estrutural
quanto funcional na membrana celular devido a uma perda na cadeia
lipidica, o que pode elevar a fluidez e, portanto, a permeabilidade da
membrana.

c. Diminuicdo no pH extracelular:
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Em funcdo do aumento da permeabilidade da membrana, o CO,
pressurizado pode penetrar facilmente na membrana celular bacteriana e
acumular no interior do citoplasma das células, onde as concentragdes
relativas de CO, e HCO; aquosos estdo sendo controladas pelo pH
interno como resultado da homeostase do pH para manté-lo constante
(essencial para viabilidade celular ideal e atividade celular). Sendo
assim, as células microbianas, ao serem expostas ao CO, pressurizado
ndo sdo capazes de manter favordvel a homeostase do pH do citoplasma.

d. Inativacdo de enzimas chave ou inibigdo do metabolismo

celular em funcéo da diminuigdo do pH:

As enzimas, que compdem a maioria das proteinas no citosol,
tém atividade maxima no pH 6timo para cada uma delas. Sendo assim, a
atividade enzimatica diminui drasticamente abaixo ou acima do pH
6timo, fazendo com que a reducdo do pH citosélico possa causar
inibicdo e/ou inativagdo de enzimas essenciais para a regulacdo dos
processos metabolicos celulares.

e. Efeito inibitério do CO, e do HCO3 no metabolismo:

A regulagdo de uma via metabolica pode ocorrer em varios
niveis. A taxa de reacdo enzimatica ndo é uma funcdo somente do pH,
mas também das concentracBes intracelulares de elementos
fundamentais da regulacdo da atividade enzimética, como substratos,
produtos e cofatores. A concentragdo de acido carb6nico (HCO3) parece
ser fundamental para a regulacdo da atividade enzimatica e em funcéo
dela, algumas enzimas sdo estimuladas e outras inibidas.

f. Desordem do balanco eletrolitico intracelular:

Quando a pressédo é aplicada e se acumula CO, no interior do
citoplasma das células microbianas, danos letais ao sistema biolégico
podem ocorrer. Este fato pode converter 0 HCO3 para CO2~, 0 que
poderia precipitar eletrdlitos inorganicos intracelulares (como Ca?*,
Mg?*) a partir de células e membranas celulares. Estes eletrdlitos
inorganicos, além de serem reguladores importantes de um grande
nimero de outras atividades celulares, ajudam a manter as relagdes
osmoticas entre as células e os meios que as rodeiam. Essa alteracédo
pode ter efeitos prejudiciais sobre o volume das células.

g. Remocéo de componentes vitais da célula e da membrana

celular:

O CO; acumulado pode remover constituintes vitais das células
ou membranas celulares devido ao seu poder de solvatacdo
relativamente alto. Neste mecanismo, sob pressdo, o CO, primeiramente
penetra nas células para construir a densidade de um nivel critico no
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interior das células, depois, remove componentes intracelulares (como
fosfolipideos e compostos hidrofdbicos) para perturbar ou alterar a
estrutura das membranas e/ou o equilibrio do sistema biol6gico,
promovendo assim a sua inativagéo.

Os autores observaram que estes passos mencionados ndo
acontecem consecutivamente, mas simultaneamente em uma forma
complexa e inter-relacionada (LIN et al., 1992a; LIN et al., 1994;
HONG et al., 1999).

Spilimbergo et al. (2003) também relataram que os efeitos
biocidas da APDC nas bactérias patogénicas em alimentos sdo devidos
a: rompimento da parede celular em funcdo da pressdo interna;
modificacdo da membrana celular e extracdo de lipideos da parede
celular; inativagdo de enzimas essenciais para o0 metabolismo
microbiano; extracdo de compostos extracelular, conforme o que foi
exposto anteriormente por Garcia-Gonzalez et al. (2007).

Além disso, diferentes fatores afetam a inativacdo de micro-
organismos por APDC. Entre os principais, sdo: temperatura, pressdo,
taxa de despressurizagdo, nimero de ciclos de pressurizagéo, tempo de
processo, proporcdo entre volume de CO, e produto, populacéo inicial
de micro-organismos, meio e fase de crescimento microbiano (ZHANG
et al., 2006; GARCIA-GONZALEZ et al., 2007; SILVA et al., 2013).
Zhang et al. (2006) e Garcia-Gonzalez et al. (2007) elencaram diferentes
abordagens publicadas a respeito dos fatores que afetam a inativagdo
microbiana, listadas na sequéncia.

1) Efeito da presséo:

Em geral, 0 aumento da pressdo de um sistema de APDC
aumenta a inativacdo de micro-organismos, consequentemente, sera
necessario um tempo menor de processo para que se atinja 0 mesmo
nivel de inativacdo. A pressao controla a taxa de solubilizacdo do CO; e
sua solubilidade no meio e isto é favorecido quando ha incremento da
pressdo, que facilita a acidificacdo do meio externo e o contato do CO,
com as células. Além do mais, o poder de solvatacdo do CO, é
aumentado com a elevacdo da pressdo, o que facilita a remocdo de
constituintes essenciais das células e da membrana celular. Todavia, o
efeito da pressdo € limitado até a saturacdo da solubilidade do CO, no
meio (LIN et al., 1993; LIN et al., 1994; HONG et al., 1999).

2) Efeito da temperatura:

A taxa de inativagdo aumenta com a elevacdo da temperatura,
de uma forma geral, pois estimula a difusividade do CO, e também pode
aumentar a fluidez da membrana celular, facilitando assim, a penetracéo
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do CO,. Porém, o tratamento com CO, pressurizado ndo deve ser
realizado em temperaturas muito acima da T, do CO,, pois nesta regido,
a densidade do solvente e, por consequéncia, sua capacidade de
solubilizagdo diminui com a elevagdo da temperatura. Também altas
temperaturas devem ser evitadas, em funcdo da qualidade nutricional e
sensorial do alimento, que podem vir a sofrer prejuizos (LIN et al.,
1993; LIN et al., 1994; HONG et al., 1999).

3) Efeito do estado fisico do CO:

O processo APDC pode ser realizado em condicdes subcriticas
(liquido ou gas) ou supercriticas, dependendo da temperatura e da
pressdo do CO,. No ponto critico ou nas suas proximidades, o CO,
apresenta caracteristicas intermediarias entre um liquido e um gas, que
possibilita uma maior inativacdo microbiana, em comparagdo ao CO, no
estado subcritico, como relatado por Lin et al. (1992b), Hata et al.
(1996), Dillow et al. (1999) e Gunes et al. (2005); embora Enomoto et
al. (1997) tenham relatado melhor inativacdo de esporos de B.
megaterium em APDC na condicdo subcritica.

4) Efeito da agitac&o:

A agitacdo pode aumentar a solubilizacdo do CO, e o seu
contato com as células microbianas, facilitando a penetracdo do CO,,
favorecendo a inativacdo. Porém, ndo ha relatos na literatura que
indiquem a velocidade adequada para favorecimento da inativacao
microbiana (DILLOW et al., 1999; LIN et al., 1994).

5) Efeito do contetdo de agua:

Células vegetativas presentes em meio com baixa ay
apresentam menor grau de inativacdo, indicando que a resisténcia a
inativacdo aumenta com a diminuicdo do conteldo de &gua. Muito
provavelmente, a inativacdo microbiana é maior quando a agua esta
presente no meio devido ao aumento na solubilidade do CO, que
aumenta a formagéo e dissociagdo do H,CO; e a liberagdo de ion H' e
assim, reduzem o pH do meio (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

6) Suscetibilidade de diferentes micro-organismos:

As bactérias gram-positivas possuem parede celular com
composicdo e espessura diferenciada, o que proporciona maior
resisténcia ao processamento por APDC, em rela¢do as gram-negativas
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

7) Efeito da concentracdo bacteriana inicial:

Nas mesmas condic@es, quando a populagdo inicial de bactérias
€ menor, maior inativacdo é obtida e, consequentemente, nos casos em
gue a contagem microbiana inicial é elevada, necessita-se elevar o
tempo de processo para obtengdo do mesmo nivel de inativagdo. A
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elevada contagem inicial de micro-organismos parece exercer um efeito
de protecdo entre as células, fazendo com que fiqguem menos expostas
ao efeito do CO, pressurizado. Por outro lado, quando a carga inicial €
menor, as células ficardo mais expostas ao CO, durante 0 processo e
assim, mais sensiveis a inativacio (ERKMEN, 2000; TAHIRI et al.,
2006).

8) Efeito das caracteristicas fisico-quimicas do meio:

Alimentos ou meios que possuem caracteristica fisico-quimica
complexa parecem exercer uma protecdo das células microbianas
guando comparados a solu¢bes mais simples, influenciando na taxa de
inativacdo que é afetada fortemente pelos constituintes do meio de
cultura e composicdo do alimento durante o processo APDC. A presenca
de componentes lipidicos pode estar relacionada a isto. A gordura
provavelmente dificulta a penetracdo do CO, nas células por meio de
uma alteracdo na parede e na membrana celular (LIN et al., 1994;
GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

9) Efeito do estagio do crescimento bacteriano:

No geral, os micro-organismos que estdo na fase estacionaria
sd0 mais resistentes a temperatura e pressdo quando comparados aqueles
da fase log. Células que estdo no final da fase exponencial foram mais
sensiveis ao tratamento quando comparadas aquelas que estavam na fase
estacionaria, pelo fato de que, na fase estacionaria, 0s micro-organismos
sdo capazes de sintetizar novas proteinas que protegem as células em
condi¢des adversas (HONG et al., 1999).

10) Efeito da combinacdo de processos:

Varios estudos foram realizados combinando o processo APDC
com outros tratamentos, como alta pressdo hidrostatica (APH),
irradiacdo, campo elétrico pulsado, etc. Esta abordagem, oriunda da
Teoria dos Obstaculos, pode favorecer o efeito letal sobre o
processamento ndo térmico bem como, diminuir a severidade dos
processos para obtencdo de um determinado grau de inativagdo (PARK
et al., 2002; SPILIMBERGO et al., 2003; FROEHLICH et al., 2009;
PATARO et al., 2010).

De uma forma geral, o tratamento com APDC tem sido
sugerido como uma op¢do ao processamento de alimentos,
principalmente por seu potencial para inativar micro-organismos. Por
ser uma tecnologia ndo térmica, o uso de didxido de carbono
pressurizado tem obtido destaque pelo seu potencial em preservar
alimentos evitando a acdo do calor para as mudangas fisicas,
nutricionais e sensoriais (CHOI et al., 2008; NORTON et al., 2008;
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GARCIA-GONZALEZ et al., 2009; SILVA et al., 2013; SOARES et
al., 2013).

3.3.3 Tratamento em plasma frio

Uma das mais recentes tecnologias para processamento de
alimentos é o plasma ndo térmico em pressdo atmosférica. E comumente
descrita como plasma frio, ndo térmico ou “resfriado” e inclui uma
variedade de beneficios em relacéo a temperatura de entrada e a eficacia
antimicrobiana, que faz com que o plasma seja altamente atrativo para
aplicacdo em alimentos sensiveis a temperatura. Nos Gltimos 10 anos,
muito interesse tem sido mostrado na tecnologia de plasma como um
possivel tratamento para inativagdo microbiana (SHARMA et al., 2009;
BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; STOICA et al., 2014; BAIER et
al., 2015; MOK et al., 2015; SUROWSKY et al., 2015).

Apesar do plasma ser uma tecnologia emergente em muitos
campos de aplicacdo, historicamente a tecnologia de plasma remonta
desde o século XVIII, sendo identificada primeiramente como uma
mistura de ions e elétrons. O termo plasma sé foi definido em 1923, por
Irving Langmuir (1881 — 1957), um quimico americano, que observou
oscilacbes especificas em gas ionizado e foram determinados pela
densidade ¢ massa do elétron. Ele entdo os chamou de “oscilagdes
plasma” que s3o gerados devido a uma carga de distribuicdo néo
homogénea e a uma tendéncia natural desta carga para redistribuicdo
uniforme dentro do plasma (SUROWSKY et al., 2015).

Nos ultimos 20 anos, o nimero de publicages com plasma frio
cresceu muito, sendo aplicado para diversas funcGes, entre as principais,
esterilizar equipamentos médicos e cateteres. Em 1996, Laroussi foi um
dos primeiros a descrever um novo método de esterilizacéo usando uma
descarga luminosa gerada a pressdo atmosférica, examinando a
inativacdo da bactéria Pseudomonas fluorescens em solucdo de extrato
de levedura com glicose polipeptona. Nesta época também, as primeiras
aplicacdes em relacédo a alimentos foram estudadas, além de materiais de
superficies de contato com alimentos. Desde entdo, o plasma frio tem
sido testado em um numero de superficies e micro-organismos com
resultados satisfatérios em termos de inativagdo. Os primeiros
tratamentos diretos em alimentos foram estudados por Montenegro et al.
(2002) que inativaram a bactéria E. coli O157:H7 através de um pulso
de um sistema de plasma néo térmico em suco de ma¢d (LAROUSSI,
1996; BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; STOICA et al., 2014;
MOK et al., 2015; SUROWSKY et al., 2015).
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De acordo com Surowsky et al. (2015), a quimica do complexo
plasma é conduzida por elétrons. Eles realizam ionizagdo, que é
necessaria para manter o plasma e sdo responsaveis pela excitacdo
atdbmica/molecular, dissociacdo e produgdo de estados moleculares
radicais e metaestaveis. O resultado é um meio gasoso ativo que pode
ser seguramente usado sem danos térmicos aos materiais circundantes.

Quando o plasma €é gerado em condigdes amenas de
temperatura, (as vezes em condicGes ambiente), é referido como plasma
frio em pressdo atmosférica. A temperatura do plasma frio é em torno de
30 a 60 °C, sendo esta temperatura preferida pela indistria de alimentos
devido a baixa energia requerida para sua geracdo (MISRA et al., 2011;
BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013).

As fontes de plasma mais comuns para a geragdo de plasma ndo
térmico em pressao atmosférica sdo jatos de plasma, descargas em
barreira dielétrica (DBD), descargas corona e descargas micro-ondas.

A Figura 18 ilustra as configuracdes esquematicas de diferentes
fontes de plasma a presséo atmosférica.



88 Revisdo Bibliografica

Figura 18 - ConfiguracGes esquematicas de diferentes fontes de plasma
a pressdo atmosférica: (a) jatos de plasma em pressdo atmosférica; (b)
descargas em barreira dielétrica (DBD, configuracdo plana); (c) flamula
de descarga corona (configuracdo ponta-plano); (d) autbnoma através da
camara com descarga de micro-ondas em movimento.
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Fonte: adaptado de Surowsky et al. (2015).

Os jatos de plasma frio (ou ndo térmico) em pressao atmosférica
produzem pequenas flamulas que sdo tipicamente geradas em uma faixa
de radiofrequéncia. Consiste de dois eletrodos, mas a configuragcdo com
um eletrodo também pode ser estabelecida. A distancia entre os
eletrodos geralmente fica na faixa de alguns milimetros e o gas do
processo (geralmente gases nobres) é inflamado em tensGes de cerca de
100 V. As principais vantagens deste tipo sdo suas pequenas dimensdes,
aplicabilidade e capacidade para penetrar em espacos estreitos (Figura
18a) (WELTMANN et al., 2008).

Na descarga em barreira dielétrica (DBD), o plasma ¢é
normalmente gerado entre dois eletrodos que sdo separados por uma
barreira dielétrica. Além da configuracdo plana (Figura 18b), também
existem configuracBes co-planas e descargas de superficie, que podem
ser operadas em um modo difusional (descarga uniforme) e em modo
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filamentoso (canais de descargas muito pequenas). Os parametros
cruciais deste processo sdo o gas de arraste, a distancia entre os
eletrodos e a operacdo elétrica da descarga. Entre as vantagens de DBDs
estdo: a grande variedade de gases que podem ser utilizados, o baixo
fluxo de gas necessario em comparacdo a outras configuracdes, a
possibilidade de inflamar descargas homogéneas até varios metros, bem
como, a boa adaptacdo devido as diferentes geometrias dos eletrodos.
No entanto, relativas altas voltagens da chama (> 10 kV) sdo
necessarias, dependendo da distancia do eletrodo, o que faz com que
seja essencial precaucdo e isolamento (EHLBECK et al., 2011; MISRA
etal., 2015).

A descarga corona (Figura 18c) surge proxima ao eletrodo
afiado onde o campo elétrico é suficientemente amplo para acelerar
randomicamente a producdo de elétrons até o nivel de energia de
ativagdo dos atomos ou moléculas dos gases circundantes. As
geometrias tipicas sdo as ponta-plano (point-to-plate) (por exemplo,
eletrodo fortemente curvado e plano - Figura 18c) e configuracfes
cilindricas, que podem ser operadas em corrente continua (DC) ou modo
alternado, e o eletrodo pode ter potencial negativo ou positivo. A
descarga corona normalmente pode ser gerada por dispositivos muito
simples com despreziveis custos iniciais e operacionais. Elas sdo,
portanto, suscetiveis a um modelo para pesquisa experimental sobre as
propriedades microbicidas de descargas elétricas. No entanto, sua
aplicacdo é limitada a tratamentos ndo uniformes de pequenas areas
(RAIZER et al, 1991; PEKAREK, 2010; CUBAS et al., 2015;
SUROWSKY et al., 2015)

Comparado aos outros tipos de plasma ja citados, as descargas
por micro-ondas (Figura 18d) nd sdo geradas sem eletrodos, e sim por
um magnetron (normalmente a 2,45 GHz) e sdo guiados para a cdmara
de processo por uma onda guiada ou cabo coaxial. Os elétrons presentes
no gas de arraste absorvem as micro-ondas, levando ao aumento de
energia cinética e, consequentemente, a reacGes de ionizacdo por
colisbes fixas (EHLBECK et al., 2011). A maior vantagem das
descargas por micro-ondas é a configuracdo sem eletrodo e que pode ser
inflamado em ambiente com ar. O consumo de gas é moderado, mas
dependendo do gas usado, uma grande quantidade de espécies reativas
pode ser produzida (por exemplo, NO,, Os;, O, e OH). Entre as
desvantagens, esta a limitacdo espacial. Para descontaminagdo direta de
grandes areas, descargas em determinada ordem sdo necessarias, em
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forma similar ao arranjo de jatos de plasma (UHM et al., 2006;
SUROWSKY et al., 2015).

Todos esses tipos de plasma podem ser operados em modo
direto ou indireto. Uma aplicagdo direta usualmente inclui uma grande
variedade de espécies reativas, uma vez que a maioria deles age em
milissegundos. Plasmas indiretos ou remotos sdo normalmente gerados
em uma camara separada e podem gerar espécies reativas tais como
oOxido nitrico e 0zbnio que entram em contato com os produtos a serem
tratados. Uma das vantagens de plasmas indiretos é que energias de
ionizacdo muito altas podem ser aplicadas, levando a um forte grau de
ionizagdo que torna o plasma mais reativo (STOFFELS et al., 2006).

Atualmente, inimeras fontes de diferentes plasmas a pressao
atmosférica sdo usadas em pesquisas. Elas diferem em configuracdes
gerais (por exemplo, jato de plasma ou DBD; modo direto ou indireto),
0 gés de arraste usado, o tipo de excitagdo e a velocidade de fluxo do
gas de arraste, sendo que estas caracteristicas afetam fortemente a
eficacia do plasma, por isso é importante descrever as propriedades da
fonte geradora do plasma tdo precisamente possivel (STOICA et al.,
2014; SUROWSKY et al., 2015).

Uma vez que o plasma é gerado e descarregado, ele entra em
contato com a matriz a ser tratada, que pode ser um sélido ou um
liquido. O processo em geral comeca com a criacdo de um plasma
primario, incluindo elétrons e ions em volume de producdo, seguido
pela formag&o de ions ou radicais quimicamente ativos. Elétrons, ions e
radicais livres bem como radiacao eletromagnética no espectro UV/VIS
sdo entdo posteriormente transferidos a superficie da interface do plasma
onde iniciardo processos fundamentais como um processo de
transformacdo (etching plasma), deposicdo, recombinagdo, néo
excitacdo e emissao secundaria de sélidos (SCHRAM, 2002).

O processo de transformacdo (etching plasma) pode ser
inflamado pelo oxigénio atdmico, levando a compostos volateis como
CO, e H,0, acompanhados por uma perda de massa, proveniente de
uma separacdo da primeira camada (atbmica) da superficie e também
com as reagdes quimicas da superficie, desta forma, habilitando plasma
para ser usado como uma técnica de descontaminacdo (WILLIAMS,
1997; NAGATSU et al., 2005, BERMUDEZ-AGUIRRE, 2013;
STOICA et al.,, 2014; MOK et al., 2015; SUROWSKY et al., 2015; OH
etal., 2016).

De acordo com Deng et al. (2006), a inativacdo de micro-
organismos por plasma pode ser devido ao efeito do aguecimento,
particulas carregadas, campos elétricos, fétons UV e algumas espécies
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reativas tais como oxigénio atdbmico, moléculas de oxigénio
metaestaveis, o0zonio e radicais hidroxil, que sdo comumente
encontrados em descarga de gas. Em particular, quando argbnio (Ar) é
usado como gas de arraste e inicia o0 contato com ar, algumas espécies
geradas sdo atomos de oxigénio, radicais OH, atomos de nitrogénio,
radicais NO, fons nitrogénio e atomos excitados de argbnio, entre outros
(GEORGESCU et al., 2010).

Ratner et al. (1990) relataram que a descontaminagdo por
plasma ¢é eficiente com diversos gases, como O,, N,, ar, H,, halogénios,
N2O3, H,O,, CO,, SO, e SFg O tratamento por plasma tem sido efetivo
para inativar ampla faixa de micro-organismos incluindo esporos
(FEICHTINGER et al., 2003; LEE et al., 2006; MISRA et al., 2011;
STOICA et al., 2014) e virus (TERRIER et al., 2009;). Também ha
estudos em que o plasma frio foi usado para reducdo de micro-
organismos em morangos, magas, meldes, mangas, peras, pimentas e
nozes (SHAKILA BANU et al., 2012; KIM et al., 2014; MISRA et al.,
2014a, 2014b).

Escassas informag0es estdo disponiveis sobre o mecanismo de
inativacdo de células sob tratamento de plasma, bem como, mudangas
fisico-quimicas que podem ocorrer nos produtos (GRZEGORZEWSKI
et al., 2011). Existem hipdteses de que diferentes espécies de plasmas
ataquem quimicamente 0s micro-organismos e podem criar um efeito
sinérgico por processos alternativos intracelulares (KLAMPFL et al.,
2012).

3.3.3.1 Impacto do plasma na superficie de alimentos

Surowsky et al. (2015) compilaram diversos estudos sobre a
inativacdo de micro-organismos em superficies de alimentos sélidos,
através de publicaces que datam desde 2003. Muitos dos trabalhos
lidam com o impacto de determinados parametros do processo tais como
composicdo do gaés, taxa de fluxo do gés, tempo de exposigéo ao plasma,
poténcia de entrada e umidade relativa ou o tipo de aplicacdo do plasma
(direto ou indireto) (DENG et al., 2007a; DENG et al.,, 2007b;
KLOCKOW et al., 2008; NIEMIRA et al., 2008; VANNINI et al., 2009;
RAGNI et al., 2010; KIM et al., 2011; NORIEGA et al., 2011; R@D et
al., 2012; SCHNABEL et al., 2012), enguanto que outros discutem o
impacto de fatores importantes como o estado fisiolégico dos micro-
organismos, que sdo altamente influenciados pela fase de crescimento e
condicdes de crescimento (temperatura, pH, composicdo do meio). O
impacto da carga microbiana inicial vem sendo investigado em diversos
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estudos (SONG et al., 2013; BAIER et al., 2013; BERMUDEZ-
AGUIRRE et al., 2013; FERNANDEZ et al., 2013; MOK et al., 2015).

O fato de um tratamento por plasma ser de superficie com uma
profundidade de penetracdo baixa, remete a importancia de outros dois
importantes fatores: as condicGes da superficie em que os micro-
organismos estdo locados e a carga/densidade microbiana que possibilita
a formacdo de biofilme (SUROWSKY et al., 2015).

Critzer et al. (2007) relataram que a superficie de produtos
como meldo cantaloupe e alface impedem a inativacdo, devido a
superficie irregular que favorece locais para 0s micro-organismos nédo
serem atingidos por tratamentos antimicrobianos. Ferndndez et al.
(2013) observaram que a topografia do substrato tem uma importante
influéncia na eficécia da inativacdo bacteriana por plasma. Estruturas de
alimentos tais como estdbmatos da alface, convolucbes de superficie de
morangos e paredes de células eucaridticas de cortes de batata podem
criar barreiras fisicas e assim, protegerem células bacterianas. Além
disso, fatores intrinsecos como cuticula vegetal (cera) ou outros
componentes podem também contribuir para a protecdo de bactérias
aderidas. Também existe diferenca significante observada na inativacéo
de micro-organismos locados entre pericarpo das frutas e cortes de
superficie.

Perni et al. (2008) examinaram o impacto de plasma frio em
diferente micro-organismos no pericarpo de manga e meldo honeydew
usando jatos de plasma (hélio — oxigénio) e atingiram > 3 log ciclos de
inativacdo apos 5 segundos para E. coli em ambas superficies, e para S.
cerevisiae 10 segundos na manga e 30 segundos no meldo. Em
contraste, tempos muito mais longos foram necessarios quando o0s
mesmos micro-organismos estiveram locados nos cortes de superficies
dos mesmos alimentos. Os autores relatam que a diferenca se baseia na
migracdo do micro-organismo internamente no tecido da fruta, levando
a uma reducdo do impacto das espécies reativas do plasma devido a sua
profundidade de penetracdo limitada. A profundidade de penetracdo do
plasma é também interessante para observar a formacdo de biofilmes,
uma vez que pode consistir de multiplas camadas e ter espessura de
diversos micrémetros. Também ha forte limitagdo se houver camadas
adicionais de impurezas como fragmentos de células e sujidades
(VLEUGELS et al., 2005; XIONG et al., 2011; JAHID et al., 2014).
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3.3.3.2 Impacto do plasma nas propriedades e componentes de
alimentos

Em relacdo ao impacto nas propriedades e componentes dos
alimentos, o plasma frio em pressdo atmosférica tem sido proposto para
ser uma alternativa promissora aos métodos de pasteurizacdo. Devido ao
seu carater ndo térmico, alteracGes tipicas do tratamento térmico como
mudangcas na cor, formacgdo de odores e sabores indesejaveis e perdas de
valores nutricionais podem ser minimizados. Nos ultimos anos, poucos
estudos tém sido publicados analisando o impacto do plasma nos
atributos sensoriais, polifenois, proteinas, enzimas e propriedades como
pH e estrutura celular (GAROFULIC et al., 2015; SUROWSKY et al.,
2015).

O impacto do plasma na cor das superficies dos alimentos é
provavelmente o mais estudado, talvez pelo fato deste parametro ser um
indicador de frescor e qualidade e influenciar a decisdo de compra do
consumidor. Bermldez-Aguirre et al. (2013) relataram o efeito do
plasma com descarga corona na alface romana e verificaram que o
tratamento leva a alteragdes leves no aumento de L* (luminosidade) e a*
(vermelho/verde) bem como uma leve reducdo no valor de b*
(amarelo/azul). Também, o valor L* de tomates cereja diminuiu
levemente; no entanto, o valor a* decresceu enquanto b* se manteve
intacto. Para salada de milho, tratada com jatos de plasma com argénio
— oxigénio, a diferenca de cor total (AE) aumentou (BAIER et al., 2014).
Misra et al. (2014b) avaliando cor em morangos tratados por plasma
verificaram que L*, a* e b* diminuiram ligeiramente mas n&o
significativamente (p < 0,05).

Grzegorzewski et al. (2009; 2010) estudaram o efeito sobre os
polifenois, dos quais, a quercetina e o kaempferol foram degradados
apos 120 segundos de exposicdo ao plasma, possivelmente pela acdo de
radicais OH, enquanto miricetina e taxifolina tiveram fraca degradacéo,
levando a crer que as diferencas da estabilidade dependem da presenca
ou auséncia de caracteristicas estruturais (MAKRIS et al.,, 2002).
Surowsky et al. (2013) relatam que a aplicagdo de plasma reduz a
atividade enzimética, mais precisamente da polifenoloxidase e da
peroxidase, que também foram estudadas por Henselova et al. (2012).
Tappi et al. (2013) confirmaram o0 mesmo comportamento em
polifenoloxidase em maga.

Somente a partir de 2012 alguns estudos relativos a
caracteristica sensorial dos alimentos tratados por plasma estdo
disponiveis, sendo alguns relativos a queijo e carne suina, onde o plasma
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foi responsavel por leves perdas em relacdo a cor, odor, textura,
enquanto a aparéncia, sabor, aroma e aceitabilidade foram
marcantemente reduzidos (LEE et al., 2012; KIM et al., 2013a; KIM et
al., 2013b).

3.3.3.3 Impacto do plasma em intera¢6es com liquidos

Além de tratar superficies solidas, também pode ser formado
plasma em ambiente gés-liquido, bem como diretamente em fase
liguida. Um ambiente gas-liquido pode ser, por exemplo, uma fase
gasosa com vapor d’agua, um sistema gas-liquido (um eletrodo na fase
gasosa, um em fase liquida), uma descarga sobre a superficie da agua ou
uma descarga em bolhas ou com gotas e particulas. Nestes sistemas, 0
plasma é gerado em fase gasosa continua e assim entra em contato com
as moléculas, aglomerados, gotas e superficies planas dos liquidos. Em
contraste, uma geracdo direta de plasma na fase liquida pode ser
realizada pela formacdo de microbolhas e por regides de baixa
densidade liquida e, liquido aquecido pela energia de entrada na
fronteira liquido-eletrodo (KOLB et al., 2008; LEWIS, 2008; JOSHI et
al., 2009; SUROWSKY et al., 2015).

O plasma gerado em ambiente gas-liquido é similar ao
“normal” de fase gasosa. A diferenca entre eles estd no fato de que
liguidos agem como um eletrodo adicional, que oferece novos e
interessantes comportamentos fisicos e quimicos, bem como, aplicacgdes.
Em comparacdo com plasma gerado diretamente em liquidos, a forga
dielétrica € menor (kV/cm vs. MV/cm) (SUNKA, 2001; KOLB et al.,
2008).

No contexto de mecanismos fisicos, a umidade da fase gasosa
se apresenta importante. Usando uma descarga corona continua do tipo
“ponta-plano”, tem sido mostrado que a medida que ha aumento da
umidade, a voltagem inicial corona diminui devido aos baixos
coeficientes de ionizacdo e baixa mobilidade dos ions, levando a um
decréscimo da corrente corona (BIAN et al., 2010).

Estudos tém mostrado que o campo elétrico para formacdo de
descargas de flamulas estaveis e rupturas, aumenta com a umidade o que
¢ devido as elevadas reagdes de recombinacdo do ion elétron
(ALEKSANDROV et al., 1998; MIKROPOQULOS et al., 2008). No caso
do plasma ser gerado na fase gasosa proximo a uma superficie liquida,
as propriedades do liquido como condutividade, pH e temperatura bem
como a composicdo do gas, o material do eletrodo e a polaridade do
campo podem ter um impacto importante nas propriedades do plasma
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(LOCKE et al., 2006; BRUGGEMAN et al., 2009; THAGARD et al.,
2009).

Uma vez que o plasma entra em contato com moléculas de
agua, reacOes de dissociacdo com elétrons ocorrem, dependendo do
conteudo de &gua e da energia do elétron. Os tipos de reacdes quimicas
que ocorrem na interface gas-liquido séo:

a. reacOes acido-base: efeitos acidos podem ser causados
por espécies secundarias formadas pelo plasma, por exemplo, acido
nitrico e &cido nitroso, espécies de nitrogénio excitados e seus produtos
(NO3, NO3) e a formacdo do oxigénio singlet (BRISSET et al., 1990),
além de perdxido de hidrogénio e ions hidrogénio como produtos de
espécies primarias (OH e O) e secundarias (H,0, e O3), bem como uma
ionizacdo induzida pelo plasma de moléculas de agua que podem levar a
diminuicdo do pH (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; MOK et al.,
2015).

b. ReacGes de oxidacdo causadas por espécie reativa do
oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS): sdo as mais importantes reagdes
do plasma quando se relaciona a inativacdo de micro-organismos ou
degradacdo de compostos organicos. A maior ROS formada em liquidos
é 0 OH, que pode ser gerado pela dissociacdo e ligagcdes de elétrons,
além da dissociacao térmica e ions estaveis e metaestaveis. No entanto,
a concentracdo de OH é claramente afetada, por exemplo, pela umidade
da fase gasosa, presenca de dxidos de nitrogénio e possibilidade de
reacbes de recombinacdo que levam a produtos moleculares estaveis
(PEYROUS et al., 1989; CHEN et al., 2005; SOLOSHENKO et al.,
2009; KANAZAWA et al., 2011; THAGARD et al., 2009). As RNS
também sdo interessantes em relagdo & oxidagcdo de compostos
organicos em ambiente gés-liquido. Através da reacdo de NO com
radicais OH, nitrito (NO;) e nitrato (NO3) sdo formados, podendo
influenciar o pH do liquido e levar a geracéo de peroxinitritos altamente
reativos que possibilitam o estresse oxidativo nos lipideos das
membranas celulares. No entanto, a acdo do peroxinitrito depende
fortemente do pH do liquido (sendo mais favoravel em ambientes com
pH < 6,8) (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; MOK et al., 2015).

C. ReacGes de reducdo causadas por espécies redutoras
(por exemplo, radicais H e OH): se tratando de ambiente gas-liquido,
radical hidrogénio (H) e radical superdxido (05;) sdo 0s mais
importantes agentes redutores, sendo relevantes na degradacdo de
compostos em alta afinidade com elétron e compostos contendo grupos
de nitrogénio. Segundo Watts et al. (1999), mais uma vez, o pH ¢é
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importante para que ocorra essas reagdes, visto que 05 é predominante
ativo em valores de pH > 4,8, pois abaixo disto, age como agente
oxidante na forma de radical peridroxil (HO,) (BERMUDEZ-
AGUIRRE et al., 2013).

d. Reacfes fotoquimicas iniciadas pela radiacdo UV do
plasma: na faixa entre 190 e 350 nm, a emissdo UV pode dissociar
peroxido de hidrogénio, levando a formacdo de radical hidroxila e
0zbnio, conduzindo a geracdo de oxigénio atdbmico (SEINFELD et al.,
2012). Compostos orgénicos presentes no liquido podem entdo ser
atacados pela fotdlise direta ou indireta (por exemplo, pela dissociacdo
de H,0,) (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013).

Em contraste com a inativagdo de micro-organismos em
superficies solidas, em que o plasma pode afetar diretamente a
membrana celular externa e ser transportado para o interior da célula
onde pode ocorrer destruicdo do DNA, proteinas e outros componentes
internos, algumas das espécies de plasma necessitam ser sollveis em
agua a fim de serem aptas a atingir a célula bacteriana. Além disso,
compostos ativos antimicrobianos como peréxido de hidrogénio, anions
superdxidos e radicais peridroxil sdo formados na interface plasma-
liquido, fazendo dos liquidos uma matriz suscetivel para a aplicacdo de
plasma para descontaminacdo (MOK et al., 2015; SUROWSKY et al.,
2015).

Satoh et al. (2007) atingiram aproximadamente 4 ciclos log de
inativacdo para E. coli em 4gua. Os autores sugerem que 0 0zdnio
formado é uma das espécies-chave envolvida na agéo bactericida. O uso
de nitrogénio e ar como gas do processo leva a acidificacdo do liquido, o
gue pode também contribuir para a inativacdo microbiana. Ao contréario,
leites com diferentes contetidos de gordura expostos a descarga corona
com ar como gas de arraste ndo acarretaram decréscimo no pH, segundo
relatado por Gurol et al. (2012), que ressaltam que o conteldo de
gordura no leite ndo afeta a suscetibilidade da E. coli ao tratamento, mas
revela uma potencial desvantagem do processo de plasma para
inativacdo microbiana em substratos gordurosos, assim como ressaltam
também Goff et al. (1993).

Mais trabalhos em relacéo a interacdo plasma-liquido e geracdo
de espécies reativas dependentes do pH foram citados por Ikawa et al.
(2010) que atingiram reducbes acima de 6 log quando a solucéo foi
mantida suficientemente 4&cida devido aos radicais hidroperdxidos
formados. Liu et al. (2010) obtiveram efetiva inativacdo de S. aureus
guando o pH de 4,5 decresceu, degradando &cidos graxos das
membranas dos micro-organismos pelo potencial oxidativo dos radicais
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hidroperdxidos. Shi et al. (2011) concluiram que o decréscimo do pH
em suco de laranja induzido pelo plasma frio teve um insignificante
papel na inativacdo de micro-organismos e predizem que as espécies
reativas (ROS e RNS) desempenham um papel predominante na
inativacdo microbiana.

Em relagdo ao plasma para esterilizacdo de liquidos, algumas
publicagbes relatam que o liquido por si s6 ja apresenta atividade
bactericida apds o tratamento com plasma. Kamgang-Youbi et al. (2009)
relataram que a combinacdo da acdo de H,O,, nitrito e nitratos, e
acidificacdo do meio, foram responsaveis pela inativagdo. Surowsky et
al. (2014) relataram subsequente acdo bactericida em suco de maca
contendo Citrobacter freundii, onde ndo apresentou mudangas no pH e
nem 1 log ciclo de reducdo pdde ser obtido apds exposicdo ao plasma.
Mas, depois de 3 h, foi observada uma reducdo de mais de 4 log e apds
24 h estocada, mais de 5 ciclos log de reducdo foram atingidos,
mostrando que o plasma continua agindo apds o tempo de exposi¢éo.

Quanto a influéncia do plasma no pH de liquidos, leite tratado
em plasma com ar e soluces liquidas (&cido fosférico, solugdo tampéo-
fosfato salina) com argbnio ndo apresentaram mudancgas no pH depois
da exposicdo ao plasma. Em relagdo a cor do leite, suaves decréscimos
foram obtidos para L*, enquanto a* ndo mudou e b*, assim como a
diferenca de cor total (AE), apresentou leves aumentos (GUROL et al.,
2012).

Ainda hé falta de pesquisas sobre o efeito do plasma em relagéo
as alteracBes de parametros de qualidade em alimentos. Todavia,
recentes estudos incluem medidas de cor e pH, mas é necessario avaliar
pardmetros gustativos e olfativos de alimentos tratados por plasma, além
de levar em conta o impacto na determinagdo da qualidade sob os
componentes como vitaminas, polifenois e nutrientes. Também ¢é
importante obter dados relacionados a constituintes alergénicos apds
tratamento por plasma. Em se tratando de analise sensorial, a aceitacdo
do mercado/consumidor de alimentos processados por plasma é
essencial, visto que se utiliza de uma tecnologia emergente em que o
poder de decisdo de compra do consumidor ndo pode ser afetado
negativamente. Estas questdes mostram claramente que processamento
de plasma em alimentos ainda € recente e futuras pesquisas s&o
necessérias antes de tal processo ser aplicado na indUstria, mas os
resultados apresentados em publicacfes até 0 momento sdo promissores
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e apontam muitas vantagens da utilizagdo de plasma a frio em presséo
atmosférica (MOK et al., 2015; SUROWSKY et al., 2015).



Capitulo 4 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em quatro etapas, conforme o
fluxograma representado na Figura 19.

A primeira etapa (1), relativa ao estudo da esterilizagao do puré
de abdébora em autoclave e os compostos volateis no headspace, foi
realizada no Laboratério de Tecnologia de Frutas e Hortali¢as do Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) e no Laboratorio de Cromatografia e Espectrometria atbmica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) em Florianopolis/SC.

A segunda etapa (2), relativa ao campo elétrico pulsado (CEP)
foi realizada no Departamento de Biotecnologia de Alimentos e
Engenharia de Processos de Alimentos do Campus Il da Universidade
Técnica de Berlim (TU-Berlin) em Berlim, na Alemanha.

A terceira etapa (3), envolvendo a pesquisa em alta pressdo com
diéxido de carbono pressurizado (APDC) foi realizada no Laboratério
de Termodindmica e Extracdo Supercritica Il (LATESC-II) e
Laboratério de Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) do Departamento
de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA), bem como
no Laboratério de Tecnologia de Frutas e Hortalicas e Laboratério de
Microbiologia de Alimentos 2 do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) e
Departamento de Botanica (BOT) do Centro de Ciéncias Biologicas
(CCB), todos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em
Floriandpolis/SC.

A quarta etapa (4), que abrangeu o tratamento em plasma frio, foi
realizada no Laboratério de Plasma e na Unidade de Articulacdo
Académica (UNA) de Producdo, Construgdo e Agroindlstria, da
Unidade Pedra Branca da Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL) em Palhoca/SC e nos Laboratérios de Tecnologia de Frutas e
Hortalicas e Microbiologia de Alimentos 2 do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em
Floriandpolis/SC.
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Figura 19 - Fluxograma de locais onde foram realizadas as etapas da
pesquisa em puré de abdbora.

Centro de Ciéncias Agrdrias e Departamento de
Quimica

Testes em

autoclave (1)

(Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC)

Campo elétrico Departamento de Biotecnologia de Alimentos e
pulsado (CEP) (2) Engenharia de Processos de Alimentos (Universidade
Técnica de Berlim — TU-Berlin)

Alta pressdo com Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
CO, supercritico Alimentos

(3)
(Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC)

UnA de Produgdo, Construgdo e Agroindustria da Unidade
Plasma frio Pedra Branca

efeito corona (4)

(Universidade do Sul de Santa Catarina — UNISUL)

4.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

As abodboras do tipo “menina brasileira” (Cucurbita moschata)
usadas para a producdo de puré para as etapas de esterilizacdo em
autoclave, APDC e Plasma frio, foram obtidas de um estabelecimento
comercial local de Floriandpolis - SC, procedentes da cidade de
Angelina — SC. As abdboras para CEP foram da variedade “butternut”
(Cucurbita moschata), obtidas de um supermercado local (Edeka
Zentrale AG & Co. KG - Berlim, Alemanha) em Berlim - Alemanha.

Para a producdo do puré de abdbora, foi utilizada a parte interna
da fruta, sendo descartadas as sementes e as cascas apds a cocgdo. Para a
etapa de tratamento térmico em autoclave, a embalagem utilizada para
acondicionar o puré de abdbora foi a embalagem flexivel do tipo retort
stand up pouch, nylon aluminizado, fornecida pela ICB Packing®
(Cotia — SP) nas dimensdes 19x16x4 cm. Nas demais etapas, frascos
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com tampa de rosca do tipo “schott” foram escolhidos para acondicionar
as amostras.

4.2 PREPARO E PROCESSAMENTO DO PURE DE ABOBORA

Em todas as etapas, as abdboras foram higienizadas com
detergente neutro e lavadas para remover o0s residuos destes. Em
seguida, foram retiradas as partes injuriadas da casca e as amostras
foram cortadas em fatias. Na sequéncia, os cortes foram cozidos em
vapor por 20 minutos, conforme determinado previamente pelo teste
com o cozedor de Matson e de acordo com o tratado por Provesi (2010).
Os cortes de abdbora cozidos foram resfriados, descascados e suas
sementes foram removidas. Com isso, elaborou-se o puré mediante
esmagamento manual, exceto para a etapa (2) onde se utilizou um
liquidificador doméstico (Braun K3000, Kronberg, Alemanha) e um
homogeneizador Ultra Turrax (Ultra-Turrax, IKA, Staufen, Alemanha).

Ap6s o preparo do puré, para a realizacdo da etapa (1),
esterilizacdo em autoclave e andlise dos componentes volateis do
headspace em CG-MS, o puré de ab6bora obtido foi acondicionado em
embalagem flexivel retort stand up pouch e lacrado em seladora com
termostato (SP 400-TE, SULPACK - Caxias do Sul, Brasil). Em cada
embalagem foram armazenados de 30 a 100 g de puré de abdbora.

Para a etapa (2), ap6s trituragdo em liquidificador e
homogeneizacdo em Ultra Turrax, foram acondicionados 30 g de puré
de abobora em cada frasco com tampa rosca (schott).

Para as etapas (3) e (4), o procedimento foi semelhante a etapa
(2), sendo armazenados de 25 a 30 g de puré de abdbora pronto por
esmagamento manual em frascos do tipo schott.

Ap6s serem acondicionados, os purés em todas as etapas
seguiram para a esterilizacdo em autoclave vertical (AVM, Marte, Santa
Rita do Sapucai, Brasil). Na etapa (2), o equipamento utilizado foi uma
autoclave vertical automatizada (Varioklav Steam Sterilizer 500E, H+P
Labortechnik  GmbH, Oberschleifheim, Alemanha). Apds a
esterilizaco, todas as amostras foram armazenadas em refrigerador a 4
°C.

Na etapa (1), o objetivo foi verificar o efeito do tratamento
térmico no puré de abobora acondicionado em embalagens flexiveis em
funcéo do tempo de tratamento. Foram realizados testes preliminares de
esterilizacdo em 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, com eficacia avaliada
por contagem para Clostridium sulfito redutor. Como a contagem de
Clostridium sulfito redutor em todas as condigdes foi < 1,0 x 10* UFC/g,
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conclui-se que o método foi eficiente. Sendo assim, baseou-se nestes
resultados microbioldgicos preliminares para selecionar trés condicdes
para as analises subsequentes. As condic¢des escolhidas foram de 10, 20
e 30 minutos, no intuito de ampliar a faixa de investigacdo em relagédo
ao tempo de esterilizacdo, analisando seus parametros fisico-quimicos e,
na sequéncia, a composicdo volatil do headspace da amostra em
embalagem pouch stand up.

Na etapa (2), apos preparo do puré e esterilizacdo em autoclave,
as amostras foram centrifugadas (Centrifuge 5804 R, Hamburgo,
Alemanha) por 15 minutos a 4500 rcf para obter o centrifugado (suco)
da abdbora e facilitar os passos subsequentes das analises. Este
procedimento foi necessario, pois nesta etapa que utiliza o CEP em
batelada, ndo é viavel manipular pequenos volumes de puré (da ordem
de pL) necessarios para a realizacdo destes testes. Sendo assim, na
sequéncia, as amostras de suco de abobora foram autoclavadas a 121 °C
por 5 minutos, o suficiente para esteriliza-las, conforme testes
preliminares. Ainda em relacdo as condi¢des que foram sequencialmente
testadas, uma amostra de suco de puré diluido (néctar) com proporcoes
70:30 v/v (70% de suco de abdhora e 30% de agua destilada) foi usada
com a finalidade de diminuir a condutividade elétrica da amostra que se
apresentou elevada em alguns casos.

Na etapa (3) ndo foi necessaria nenhuma adaptagdo no preparo
do puré de abodbora para o tratamento em APDC e analises fisico-
guimicas.

Na etapa (4) foi necessério diluir a amostra (25 g) com
aproximadamente 15 mL de agua destilada para que o puré ficasse com
0 minimo de adequacdo ao tratamento de Plasma frio, uma vez que a
configuragdo do equipamento necessitava de agitacdo da amostra
durante o seu funcionamento por um agitador magnético, para que a
maior quantidade possivel de amostra fosse atingida pelo plasma.

4.3 CARACTERIZACAO DO PURE DE ABOBORA

Para a caracterizagdo do puré de abdbora foram realizadas
andlises fisico-quimicas e microbioldgicas. Os experimentos foram
realizados em suco e néctar (etapa 2) e purés (etapas 1, 3 e 4) de
abobora. As analises fisico-quimicas foram realizadas na abdbora in
natura (etapas 1, 3 e 4) e nos purés elaborados do mesmo lote sem
esterilizacdo e com esterilizagcdo em autoclave (121 °C) e detalhadas em
sequéncia.
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As andlises da etapa (1) foram realizadas no mesmo dia,
enquanto que para os tratamentos ndo térmicos (etapas 2, 3 e 4) as
amostras ficaram acondicionadas em refrigeracdo (4 °C) até 0 momento
da realizacdo das analises.

Todos o0s reagentes quimicos utilizados neste trabalho
apresentam grau analitico (p.a.) e cromatografico quando necessério,
sendo utilizados sem prévia purificacao.

4.3.1 Condic¢6es de processamento do puré de abdbora para analises

As analises fisico-quimicas do puré de abdbora foram realizadas
antes e depois dos processos. A eficiéncia dos processos testados foi
avaliada através de analises microbioldgicas apo6s a esterilizacdo dos
purés de abdbora inoculados com o micro-organismo alvo.

Na etapa (1), as analises do puré de ab6bora acondicionado em
embalagens flexiveis pouch foram realizadas em amostras sem
esterilizacdo (PNE — puré ndo esterilizado) e com esterilizacdo (PE —
puré esterilizado) em autoclave por diferentes tempos. Apos testes
preliminares (se¢do 4.2), ficaram determinadas as trés condi¢des a serem
avaliadas (10, 20 e 30 minutos): PE-10 (puré esterilizado por 10
minutos); PE-20 (puré esterilizado por 20 minutos) e PE-30 (puré
esterilizado por 30 minutos). A matéria prima in natura (AIN — amostra
in natura), sem tratamento prévio (aboboras cruas) também foram
avaliadas. Desta forma, todas as analises foram realizadas em triplicata.

Na etapa (2), as amostras centrifugadas (100% suco de abdbora)
e centrifugadas e diluidas 70:30 (70% de suco de abobora e 30% de
agua destilada), esterilizadas e acondicionadas em frascos schott foram
encaminhadas para o tratamento de CEP e anélises fisico-quimicas. Para
0 tratamento CEP, as amostras foram inoculadas com o micro-
organismo alvo e este procedimento foi realizado em duplicata,
inclusive o plagueamento. As andlises fisico-quimicas foram realizadas
em triplicata.

4.3.2 Andlises fisico-quimicas

As amostras de abodbora in natura e os purés de abobora sem
esterilizacdo e com esterilizacdo foram avaliados em triplicata.

Na etapa (1) as amostras foram avaliadas quanto ao pH, teor de
solidos sollveis totais (TSS), acidez tituldvel (AT), e carotenoides
totais.

Na etapa (2), as amostras antes de serem submetidas ac CEP
foram avaliadas quanto ao pH, teor de sélidos sollveis totais (TSS) e
condutividade elétrica.
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Na etapa (3), as amostras antes e depois de submetidas a APDC
foram avaliadas quanto ao pH, teor de sdlidos sollveis totais (TSS),
acidez titulavel (AT), aclcares redutores (TRS), carotenoides totais e
umidade.

Na etapa (4), as amostras antes e ap0s submissdo ao plasma a frio foram
avaliadas quanto ao pH, teor de sélidos sollveis totais (TSS), acidez
titulavel (AT) e carotenoides totais.

4.3.2.1 Determinacao de pH

Nas etapas (1), (3) e (4), o pH das amostras foi determinado por
leitura direta em pHmetro digital (Quimis, Diadema/SP, Brasil) com 20
g de amostra imersa em 50 mL de agua destilada em temperatura
ambiente. Na etapa (2), foi realizada por leitura direta em 25 mL de
amostra em pHmetro digital (Digital pHmeter Knick, Berlim,
Alemanha) em temperatura ambiente.

4.3.2.2 Teor de solidos soluveis totais (TSS)

O teor de s6lidos sollveis totais (° Brix) nas etapas (1), (3) e (4)
foi determinado com a utilizagdo de refratdbmetro modelo tropen (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha) em temperatura ambiente, e 0s resultados
expressos em °BriX (Qsacarose POr 100 g). Na etapa (2), foi utilizado um
refratbmetro digital (RFM 80 Digital Refractometer, Research
Equipment Engineering, Hannover, Alemanha).

4.3.2.3 Acidez titulavel (AT)

A acidez titulavel foi determinada nas etapas (1), (3) e (4)
conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2003). Foram pesados
5 g de amostra, adicionados de 50 mL de agua destilada em copo de
Becker de 100 mL. Em seguida, foi realizada a titulagdo com NaOH 0,1
mol L™ sob agitacdo até atingir pH 8,2. O célculo utilizado para
determinacdo da acidez titulavel (AT) foi conforme a Equacéao 13.

AT (%) = V x f <100 (13)
mxc

Onde:

V = volume de NaOH titulado (mL)

f = fator da solugdo de NaOH

m = massa da amostra (g)

¢ = correcdo para a solucio de NaOH 1 mol L™ (10 para NaOH
0,1 mol L™
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4.3.2.4 Carotenoides totais

As analises de carotenoides totais foram realizadas para as
etapas (1), (3) e (4). A extracdo dos carotenoides da matriz foi realizada
utilizando a metodologia de Rodriguez-Amaya (1999).
Em um almofariz previamente refrigerado foi colocado 1 g de amostra
triturada e 50 mL de acetona resfriada (overnight). As amostras foram
trituradas e os extratos foram filtrados em funil com papel filtro
(Whatman n° 4), acondicionando o filtrado em baldo volumétrico de 100
mL. Em seguida, 40 mL de éter de petroleo foram adicionados em funil
de separacdo de 500 mL e o extrato transferido para este funil.
Adicionou-se 300 mL de &agua destilada, agitado delicadamente e
deixado descansar para separacdo das fases. Apds separar as fases,
descartou-se a parte aquosa e repetiu-se a lavagem por quatro vezes com
300 mL de agua destilada para remocéo total da acetona. A fase etérea
foi coletada em baldo volumétrico de 50 mL, recoberto com papel
aluminio, passando a solucdo por um funil de vidro contendo
aproximadamente 15 g de sulfato de sddio anidro para remocgéo da agua
residual. Completou-se o volume com éter de petroleo. A diluicdo da
amostra com éter de petréleo (1:1) foi necessaria para estar na faixa de
absorbancia entre 0,2 e 0,8. A absorbancia foi medida em 450 nm.

4.3.2.5 Analise instrumental de cor

As alteragdes na coloracdo da etapa (4) foram avaliadas nas
amostras in natura e apos tratamento do plasma a frio, através da
utilizacdo de um colorimetro (Konica Minolta, Italia), utilizando a
escala de cor CIE L* a* b* (CIELAB) com iluminagdo D65 e angulo de
observacdo de 8°. O espaco de cores desse sistema é organizado em
coordenadas cartesianas, onde L* indica luminosidade (100 para branco
e 0 para preto), o eixo a* representa uma escala do verde (- a*) ao
vermelho (+ a*), e 0 eixo b* uma escala do azul (- b*) ao amarelo (+
b*). Foram realizadas 5 leituras em cada unidade amostral.

4.3.2.6 Andlise da condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi medida na etapa (2) em triplicata,
através de um condutivimetro digital (WTW Conductivity Meter —
Weilheim Cond 3110, Berlin, Germany).

4.3.2.7 Andlise de acUcares redutores totais (ART)

A andlise de acUcares redutores foi realizada na etapa (3)
usando o método do &cido dinitrosalicilico (DNS) utilizando 3,5 &cido
dinitrosalicilico e realizando leitura em triplicata por espectrofotémetro
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a 540 nm (Miller, 1959).

4.3.2.8 Determinacgéo de umidade
A determinacdo do teor de umidade foi realizada na etapa (3)
pelo método gravimétrico em estufa a 105 °C.

4.3.3 Analise de compostos voléateis no headspace por SPME

As amostras de puré de abdbora da etapa (1) ndo esterilizado e
esterilizado nos tempos 10, 20 e 30 minutos foram avaliadas quanto a
composicdo dos volateis no headspace da embalagem selada, por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM). O
puré de abdbora ndo esterilizado serviu como amostra controle. Todas as
analises foram realizadas em duplicata.

A extracdo dos compostos ocorreu com o emprego do método
de microextracdo em fase solida no headspace da embalagem (HS-
SPME), utilizando como fase extratora a fibra de DVB/CAR/PDMS
(divinilbenzeno, carboxen em polidimetilsiloxano) (50/30 pm de
espessura/ 2 cm de comprimento) para particdo dos compostos volateis
presentes na amostra. Para esta analise, foram consideradas 50 g de puré
de abdbora, suficientes para gerar compostos volateis no headspace da
embalagem. O tempo de equilibrio anterior a extracdo, para a amostra
atingir uma temperatura de 40 °C, foi de 10 minutos e realizado em
banho termostatizado. Ao ser atingida esta condicdo, a fibra foi exposta
ao headspace da embalagem em temperatura de equilibrio para 30
minutos de adsorcéo.

Ap6s 30 minutos de exposicdo a fibra, o suporte de SPME foi
imediatamente levado ao injetor (modo splitless) do cromatdgrafo a gas
(GC-MS QP-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japédo).

O cromatégrafo foi equipado com coluna capilar Restek Rtx®-
5MS, (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) (Restek, Bellefonte, PA, USA), no
qual os compostos volateis foram dessorvidos a 250 °C durante 10
minutos. A separacdo dos compostos volateis do puré foi realizada com
base em condices cromatogréaficas especificas, consistindo de: rampa
de aquecimento iniciando a 40 °C e mantendo-se por 4 minutos; ap6s, a
taxa de aquecimento foi de 5 °C/min até atingir 195 °C. O gas de arraste
utilizado foi o Hélio (He) ultra puro (99,99 %) com uma velocidade
linear de 36,1 cm.s™. A temperatura da interface e da fonte de fons foi
de 260 °C e 230 °C, respectivamente. O espectrometro de massas foi
operado no modo de impacto de elétrons (EI) com a fonte de ions
operando a 70 eV. A identificagdo dos compostos volateis foi realizada
utilizando um software da biblioteca NIST 05 acoplado ao CG-EM.
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Somente 0s picos com intensidade absoluta superior a 50000 e
probabilidade maior que 85 % foram considerados.

4.3.4 Andlises microbioldgicas

As analises microbioldgicas dos purés de abobora preliminares
ao tratamento térmico em autoclave (etapa 1) foram realizadas no
Laboratério de Analises (LABCAL) no Centro de Ciéncia Agrarias
(CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) de acordo
com o método da American Public Health Association (APHA) (2001).
O micro-organismo indicador da esterilizacdo do puré de abdbora foi
o Clostridium sulfito redutor, pois se trata de uma bactéria do grupo dos
anaerobios mesofilos, que causam, com maior frequéncia, deterioracao
dos alimentos meio &cidos e acidos (pH > 4,6) a partir da fermentacédo
de aglcares, amido e pectina (JAY, 2005).

Nas etapas (2), (3) e (4), um dos objetivos foi avaliar a
eficiéncia de cada tratamento considerado ndo térmico com base na
inativacdo de micro-organismos. Por esta razdo, 0 micro-organismo
indicador desta eficiéncia foi a Escherichia coli em todos os processos a
seguir.

Na etapa (2) visando a inativacdo microbiana por CEP, culturas
de E. coli K12DH5a (Hygiene Institut, Hamburgo, Alemanha) foram
preparadas de um banco de culturas 24 horas antes de cada experimento
por inoculacdo de 50 mL em caldo nutriente. Caldo nutriente padréo |
(Standard | Nutrient Broth - Oxoid, Basing stoke, Reino Unido) foi
usado como meio de cultura. O método de plagueamento em agar
nutriente foi usado para determinar a contagem total (UFC/mL). Todas
as andlises microbiologicas desta etapa (2) foram realizadas em
duplicata. As células foram incubadas por 24 horas a 37 °C para
obtencdo de cultura na fase estacionaria de crescimento. A contagem do
crescimento de col6nias microbianas em agar padrdo a 37 °C por 24
horas foi expressa em UFC/mL. Os niveis de inativacdo, log N/No,
foram avaliados para cada teste, todos em funcédo da energia especifica
calculada (Wespecifico calculado) €M J/g. A contagem inicial foi de 108
UFC/mL.

Nas etapas (3) e (4), que também objetivaram atingir a
inativacdo microbiana por APDC e plasma frio, a técnica Petrifilm
(3M®) para contagem de E. coli/coliformes para determinar a
concentracdo inicial e a eficiéncia do tratamento na reducdo do nimero
de micro-organismos propagados pela superficie das amostras. Para a
inoculacdo, 100 pL de cultura pré ativada foram adicionados para cada
amostra de 25 g e cuidadosamente misturados por aproximadamente 3
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minutos com uma espatula higienizada e flambada para assegurar a
distribuicéo total do indculo na amostra. As amostras inoculadas foram
estocadas a 37 °C por 1 hora até serem plaqueadas para a contagem
inicial. Para a etapa (3), aproximadamente 3 horas depois da contagem
inicial, o tratamento de APDC se iniciou, enquanto que para a etapa (4)
0 processo ocorreu imediatamente apds a contagem inicial.

A uniformidade da distribuicdo do in6culo foi confirmada pela
similaridade entre as contagens iniciais (entre 5 e 6 log UFC/g) em
Petrifilm™ (3M, Microbiology Products Co., St Paul, MN, Estados
Unidos) seletivo para E. coli/coliformes. 1 mL de amostra foi diluida
assepticamente e transferido para o centro da superficie do &gar
Petrifilm™., Uma cobertura plastica fina foi vagarosamente abaixada e
delicadamente pressionada sobre a superficie do agar, para evitar a
formagdo de bolhas de ar, e espalhar para distribuir a amostra no agar,
ficando por aproximadamente 1 minuto sem perturbacGes para permitir
a solidificacdo. Agua peptonada (AP) 0,1% (1:9 v/v) foi adicionada a
cada controle e cada amostra tratada em APDC e plasma frio,
individualmente, para as etapas de dilui¢do. Entdo, a mistura de amostra
e AP 0,1% foi homogeneizada por 1 minuto pela agitagdo dos
frascos/tubos. A amostra homogeneizada (aliquota de 1,0 mL) ap6s
diluicdo seriada (diluicdo em decimal) foi plaqueada em Petrifilm™
especifico para E. coli/coliformes. As placas foram empilhadas e
incubadas horizontalmente em estufa, livre de qualquer interferéncia, a
37 °C por 24 horas. Apds este tempo, as colénias com coloracgéo azul ou
azul-avermelhada com formacdo de gas nas bordas, foram contadas e
convertidas para logaritmos (base 10) de unidade formadora de col6nias
(UFC/q) (logyo UFC/g).

O grau de inativacao apos tratamento com CEP (2), APDC (3) e
plasma frio (4) foi determinado pela avaliacdo do log (N) em funcéo do
tempo (t), onde N (UFC/g, unidades formadoras de col6nia por grama) é
0 nimero de sobreviventes apds o tratamento de acordo com a Equagéo
(14).

Reducao = log (%) (14)

Onde: N e Np sdo a contagem microbiana no tempo t e no inicio
do tratamento, respectivamente.

Trés experimentos independentes foram realizados para cada
uma das condi¢es experimentais e os resultados foram apresentados
com valores médios e desvios padrdo, determinados de acordo com a
contagem total em placas Petrifilm™ seletivas para E. coli/coliformes.
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Os efeitos da pressdo foram avaliados pelas médias do delineamento
experimental apresentado na Tabela 4 (secdo 4.5). Todos o0s
experimentos  foram realizados em triplicata e analisados
estatisticamente através do software Statistica® 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, Estados Unidos), considerando um nivel de significancia de 95% (p
< 0,05).

4.3.5 Microscopia 6tica

A microscopia Otica foi realizada para verificar possiveis
alteragdes na estrutura celular do puré de abobora apenas na etapa (3),
antes e ap0s o tratamento em APDC. Um teste histoquimico foi
realizado usando a técnica reativa de Steinmetz de acordo com a
metodologia proposta por Costa (1982). As micrografias das estruturas
foram realizadas com microscépio LEICA DM2500. A coloragdo foi
feita com o uso do corante “Blue Astra”, como proposto por Maacz e
Jobs (1961); a agregacdo da cor que ocorre nos espacos intermicelares
da celulose entdo destacou as paredes celulares primarias. O material foi
exposto ao corante por 5 minutos e em seguida, por lavagem em agua
destilada. As imagens foram gravadas no formato de fotografia digital e
aumentadas 400 vezes.

4.4 TRATAMENTO EM CAMPO ELETRICO PULSADO (CEP)

O tratamento via campo elétrico pulsado (CEP) foi realizado em
um sistema de batelada. Os requerimentos necessarios para tal foram:
um computador central para controlar a alta variabilidade dos
parametros do processo; um gerador de alta voltagem (fonte) de 35 kV,
80 mA (HCK 800M-20000, FUG, Rosenheim, Alemanha) usado para
fornecer a energia elétrica a um banco de capacitores; um banco de
capacitores com 1,91 nF de até 6 capacitores em paralelo com
capacidade de obter até 40,8 nF (Ceramite Y5U 6800Z, Behlke,
Kronberg, Alemanha). Uma unidade de chave comutadora (switch) HTS
160-500 SCR, 35 kV, 5 kA, 2 kHz (Behlke, Kronberg, Alemanha) foi
usada na unidade, conectada em série para 0s circuitos de descarga com
resistor de protecdo de 2,5 ohm (Stervice, Franca). Esta chave foi
protegida contra corrente reversa por um diodo de roda livre (FDA 150-
200, 20 kV, 1,5 kA, Behlke, Kronberg, Alemanha) e engatilhado por um
sinal TTL de um gerador de frequéncia (AFG 320 Sony Tektronix,
Beaverton, Estados Unidos). Como chave da fonte geradora de alta
voltagem, uma A400, 5 V, 2 A (SEM Power, Basingstoke, Reino
Unido) foi usada e uma camara de tratamento com configuragdes de



110 Material e Métodos

eletrodo em paralelo.

A largura dos pulsos de 0,8 — 1 ps (determinados em 37% do pico
de voltagem), dependentes da condutividade do meio de tratamento e da
camara de tratamento usada, foram aplicados a uma frequéncia de 3 Hz,
em diferentes forcas de campo elétrico (com um méaximo de 35 kV/cm)
e tempos de tratamento e a uma temperatura ambiente (em torno de 20
°C). A distancia entre os eletrodos na cubeta foi de 0,2 cm.

Os paradmetros dos pulsos foram controlados pela alta voltagem
em um sensor de corrente, conectados a um osciloscopio TDS220 (Sony
Tektronix, Beaverton, Estados Unidos). A aquisicdo dos dados e o
controle foi realizado em um computador (PC) conectado por um cabo
GPIB, usando um software desenvolvido baseado no “Test Point”
(Keithley Instruments, Cleveland, Estados Unidos). A unidade foi usada
para fornecer energia pulsada as cubetas em bateladas. Uma detalhada
descricdo da cdmara de tratamento (Figura 20) e outras configuracfes a
partir dela e do procedimento de simulagdo numérica encontram-se em
Toepfl (2006).

Figura 20 - Modulador de pulsos da camara de tratamento de CEP.

Fonte: Toepfl (2006)

Para avaliar o efeito da temperatura, um teste foi realizado a 40
°C. As temperaturas foram ajustadas por um sensor na camara de
tratamento que regula a temperatura interna da camara (Figura 21), com
configurac&o descrita por Toepfl (2006).
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Figura 21 - Camara de tratamento com sensor de ajuste de temperatura
interna.

Fonte: autor.

A energia especifica aplicada calculada (Wespecifico calcutado) fOI
avaliada como uma fun¢do da voltagem aplicada (V), da capacidade (C),
do nimero de pulso (n) e da massa da amostra (m) de acordo com a
Equacéo 15.

_05V%Cn

Wespecifico calculado — T (15)

Os testes foram realizados em duplicata. Amostras de suco de
abobora (centrifugado da abdbora) com um in6culo de E. coli K12DH5a
(Hygiene Institute, Hamburgo, Alemanha) (1:100), em cubetas acrilicas
com 2 eletrodos foram passados através da corrente elétrica.
Aproximadamente 450 pL (0,45 mL) de amostra foram colocadas nas
cubetas para cada teste.

Apos o tratamento de CEP, a cubeta contendo a amostra na
cadmara de tratamento (Figura 21) foi retirada da mesma e
imediatamente colocada em um recipiente com gelo.

A Tabela 3 ilustra as condi¢des operacionais para a aplicacdo de
CEP no suco e néctar de abobora. Amostras com 70% e 100% de suco
de abdbora foram tratadas e a condutividade elétrica avaliada em cada
caso.
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Tabela 3 - CondicGes operacionais para a aplicacdo de CEP no suco e
néctar de abdbora, obtidos a partir do puré de abobora.

Parametros Valores
Temperatura inicial (°C) 20 e 40
Distancia entre os eletrodos (cm) 0,2
Massa da amostra (mL) 0,40a0,46
Capacidade (F) 1,91
Frequéncia (1/s) 3
T (us) 08a1,0

4.5 TRATAMENTO EM ALTA PRESSAO COM DIOXIDO DE
CARBONO SUPERCRITICO (APDC)

Todos os experimentos envolvendo o emprego de CO,
supercritico foram realizados com o mesmo aparato experimental e
seguindo um procedimento padronizado.

As medidas experimentais de inativacdo de E. coli em alta
pressdo foram realizadas em uma célula (vaso) de volume variavel. A
Figura 22 ilustra o diagrama esquematico da unidade experimental
utilizada neste estudo.
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Figura 22 - Diagrama esquematico do aparato experimental de APDC
utilizado no processamento do puré de abdbora.

V2 —
il

Janela Frontal

Onde:

C1: reservatdrio de solvente - armazenamento do solvente
utilizado nos experimentos;

V1: valvula de esfera (Marca HOKE, Modelo 7155F2Y). Esta
véalvula, quando aberta, permite o escoamento do solvente do cilindro
para bomba;

BR: banho de recirculacdo (Marca QUIMIS, Modelo 214M2) -
é usado para manter a temperatura no cilindro da bomba constante;

BS: bomba de alta pressdo (ISCO 260D) - para a verificacdo da
inativacdo através desta técnica € necessario um equipamento que
permita a quantificacdo da massa do fluido deslocado e que sirva para
manipular a pressdo do sistema. Bombas do tipo seringa encaixam-se
perfeitamente neste contexto, pois possuem um cilindro interno onde
pode ser computado o volume ou massa de fluido e, ao mesmo tempo,
permite a pressurizacdo e despressurizacdo do sistema conforme este
fluido é deslocado (a partir ou para dentro) deste reservatorio,
respectivamente. Neste trabalho foi utilizada uma bomba seringa (Marca
ISCO, Modelo 260D) que possui um cilindro interno de 250 mL,
pressdo de trabalho de até 450 bar e vazdo de até 107 mL/min. O
cilindro da bomba é encamisado, o que possibilita a manutencdo da
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temperatura do reservatério em um valor pré-determinado com auxilio
de um banho de recirculagdo (BR1);

CE: célula de volume variavel - consiste em um cilindro de aco
inox 316, com capacidade maxima de 25 mL, possuindo um diametro
interno de 17,2 mm e comprimento de 176 mm. No interior da célula
existe um pistdo que tem por objetivo controlar o volume e,
consequentemente, a pressao do sistema. A célula possui duas entradas
superiores: uma para conexdo com termopar (ST) e outra com a valvula
de alimentacdo (\VV7); uma entrada lateral onde € fixada a janela de safira
lateral (JS) e entrada frontal (janela frontal) e traseira (fechamento e
conexdo com a valvula V5);

JS: janela de safira e janela frontal - a célula possui duas janelas
de safira (Swiis Jewel Company), sendo uma janela frontal (d = 25,4 mm
e espessura = 9,52 mm) para visualizacdo do interior da célula e outra
lateral (JS) (d = 15,87 mm e espessura = 4,56 mm) para entrada de luz;

V2: véalvula de via Unica (Marca HOKE, Modelo 6133F2Y) - a
funcéo desta vélvula é permitir o escoamento em apenas um sentido. E
inserida entre o cilindro do solvente e a bomba apés a valvula V1 com o
intuito de evitar que pressdes elevadas fossem aplicadas a cabecga do
cilindro;

V3, V4 e V5: vélvulas de esfera (Marca SWAGELOK, Modelo
SS-H83PF2) - a fungdo das valvulas de esfera é interromper e permitir o
escoamento em uma determinada linha. As valvulas empregadas na
unidade sdo do tipo esfera, com pressdo de trabalho de 690 bar a
temperatura ambiente; Valvula V3: utilizada para isolar a unidade da
bomba de alta pressdo durante a montagem e desmontagem da célula de
equilibrio. Valvula V4: utilizada para isolar a camara do transdutor
durante o processo de descarga do sistema. Sua funcdo € impedir que
qualquer quantidade de soluto entre na cAmara do transdutor. Valvula
V5: sua funcédo é impedir o escoamento para o fundo da célula durante o
processo de carga do solvente ao sistema e também para permitir a
pressurizacdo do fundo da célula através da passagem do liquido
comprimido até o fundo do pistéo;

V6: valvula de alivio (Marca SWAGELOK, Modelo SS-4R3A):
¢ a vélvula de seguranca do sistema. Quando a pressdo do sistema
aumenta demasiadamente, esta valvula se abre automaticamente
evitando riscos de operacdo. Estas valvulas de alivio possuem uma faixa
de abertura que pode ser regulada (275 - 340 bar para este modelo).
Apos a reducdo da pressdo do sistema, a valvula fecha mecanicamente;

V7: véalvula de alimentagcdo (Valvula Agulha, Marca HIP,
Modelo 1511AF1): permite a alimentacdo do liquido comprimido a
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célula. A vélvula em questdo permite uma abertura gradual e,
consequentemente, uma regulagem do fluxo de solvente alimentado a
célula;

V8: vélvula de descarga (Valvula Agulha, Marca HIP, Modelo
1511AF1) - usada para descarga do sistema e despressurizacdo do fundo
da célula;

BR2 e Linha Pontilhada: sistema de aquecimento da célula - o
sistema de aquecimento da célula é composto por uma cuba de metal
adaptada ao tamanho da célula de equilibrio, que possui roscas de
fechamento alongadas para uma fixacdo dentro da cuba. O controle de
temperatura é realizado com um banho termostatizado de recirculacéo
(BR2) (Marca MARCONI, Modelo MA 184/6) onde hé circulagdo de
agua de banho passando para a cuba e retornando ao banho. As roscas
de fechamento da célula sdo alongadas para permitir visualizagdo da
amostra através das janelas de safira;

IT: indicador de temperatura (Marca DIGMEC, Modelo
FHMD) - é um conjunto composto por um sensor de temperatura
(termopar) tipo Y e um indicador de temperatura. E usado para medir o
valor real da temperatura da solucdo no interior da célula. Este sensor é
inserido na célula de modo que a junta fria fique no centro da célulg;

TP: transdutor de pressdo (Marca SMAR, Modelo LD 031) - é
conectado a linha proveniente da bomba para verificar a real pressao do
sistema. Foi utilizado um transdutor de pressdo absoluto com faixa de
operacdo de 0 — 250 bar para medida da pressao do sistema. De acordo
com especificacdo da fabrica, a precisdo do equipamento € de 0,125 %
da faixa operacional (0,31 bar);

MP: monitor de pressdo (Marca SMAR, Modelo HT2, Verséo
5.08) - os valores de pressdo eram coletados em um indicador que
recebe um sinal digital do TP indicando a pressdo da linha. Ambos os
equipamentos, transdutor e monitorador eram alimentados em corrente
continua entre 12 e 30 V. Para tal foi utilizada uma fonte de energia
(FE);

FE: fonte de alimentacdo de energia - utilizada para manter a
tensdo e alimentar em corrente continua o transdutor e o monitor de
presséo;

ST: termopar.

As amostras de puré esterilizado e ndo-esterilizado (para
avaliagdo fisico-quimica) foram submetidas a APDC usando CO,
supercritico como solvente. Cada amostra em frasco estéril foi inoculada
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com 100 pL de E. coli, atingindo uma contagem total em torno de 10°
UFC/mL.

O procedimento experimental utilizando o equipamento descrito
iniciou-se com o carregamento do cilindro da bomba com o CO,
proveniente do cilindro de estocagem. A carga de solvente envolve
algumas etapas, sendo a primeira a transferéncia do solvente do cilindro
para a cdmara interna da bomba. Neste ponto deve-se ter uma
guantidade de solvente relativamente alta dentro da cdmara da bomba, ja
que o proprio solvente era utilizado como fluido pressurizador,
observando-se sempre que quanto maior a quantidade de solvente
transferida para dentro da camara da bomba, menos vezes sera
necessario repetir o procedimento de carga na bomba.

Em seguida, foi ajustada a temperatura do banho de
recirculacdo (BR1), em torno de 5 — 7 °C, para manter a temperatura no
cilindro da bomba constante e a pressdo foi mantida em torno de 100
bar. Neste momento, as véalvulas V3 e V4 foram entdo abertas e a
pressdo foi elevada através da bomba, pressurizando toda a linha.
Enquanto o fluxo do solvente estabilizava, foi realizada a montagem da
célula de equilibrio. Para isto, foram obedecidos passos cuidadosos para
montagem e fechamento da mesma. Primeiramente, a montagem do
pistdo foi realizada, sendo que o fechamento da extremidade do fundo
foi efetuado de forma que o pistdo pudesse deslizar pelo interior da
célula e ndo permitisse a passagem de fluido do fundo para a frente e
vice-versa.

Apo6s montar o fundo da célula de equilibrio e antes do
fechamento, aproximadamente 10 g de amostra foram transferidas para
esta célula em condicdes assépticas (dentro de cdmara de fluxo laminar)
com prévia assepsia por alcool 70% e luz UV durante 15 min.
Posteriormente, foram manipuladas as roscas de fechamento da célula.
Em seguida, as linhas que contém as valvulas V5 e V7 foram conectadas
na célula e preenchidas com o solvente a baixa pressdo e depois
evacuadas, para remover o ar remanescente.

A bomba de seringa possui um reservatoério interno encamisado
(cilindro da bomba), de forma que se pode conhecer o volume de
solvente dentro do reservatdrio a uma determinada condi¢do de pressdo
e temperatura. A medida do volume deslocado, a fim de formar uma
mistura de composi¢do desejada, foi computada baseada no decréscimo
do volume interno do cilindro da bomba pela abertura da vélvula V7.
Para tal, é necessario conhecer a densidade do solvente como liquido
comprimido na presséo e temperatura do cilindro da bomba, com base
em Angus et al. (1976).
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A temperatura e a pressdo do solvente na bomba foram
mantidas constantes durante a carga (5 °C e 100 bar) e a massa de
solvente adicionada foi computada com base em sua densidade. Desta
forma, a célula foi carregada com composicdo global conhecida. Uma
vez que o sistema encontrou-se estabilizado (com vazdo da bomba
estavel em £ 0,01 mL/min — em torno de 30 min), a valvula V7 foi
aberta lentamente, permitindo a entrada de solvente na célula, até que o
volume da camara da bomba atingisse o valor pré-estabelecido para
fornecer a composicdo desejada dentro da célula de equilibrio. Durante
0 processo de carga do solvente, nenhuma presséo foi aplicada no fundo
do pistdo, para permitir que o experimento comecasse com a célula em
seu volume méximo. Apds a alimentacdo, a pressao do sistema foi entdo
reduzida (definindo-se um valor baixo na bomba de 40 a 55 bar) e, com
a valvula V7 fechada, a valvula de esfera V5 foi aberta para permitir que
o solvente entrasse em contato com o fundo do pistdo. O sistema de
aquecimento foi entdo acionado.

O sistema de aquecimento empregado foi constituido de banho
de recirculacdo (BR2) que através de uma bomba fez-se a circulagdo da
agua e se aqueceu a mesma até o valor pré-determinado no banho (neste
caso 32 °C). A temperatura da amostra no interior da célula foi entdo
captada pelo termopar (ST) dentro da célula e monitorada pelo indicador
de temperatura (IT). Mantendo a temperatura constante, iniciou-se a
despressurizacdo lenta do sistema através da diminuicdo gradativa da
pressdo pela bomba.

Durante os experimentos foi mantida uma relacdo constante
entre massa de CO, e massa da amostra, onde a massa da amostra foi
fixa em 10 g e variou-se a massa de solvente (entre 50, 75 e 100% do
total de amostra), em temperatura constante (32 °C).

Assim, a pressao do sistema foi aumentada da pressao critica do
CO, até a pressdo determinada a uma taxa de pressurizacdo de 100
bar/min. Neste ponto o sistema foi mantido por tempos determinados,
sendo despressurizado até a pressdo critica do CO, de acordo com a taxa
de despressurizacdo definida. Para a desmontagem da célula, o sistema
foi despressurizado até 55 bar. Apds os experimentos, foi realizada a
contagem microbiana e os resultados foram expressos em funcéo da
reducdo logaritmica da contagem microbiana conforme Equacdo 14
(secdo 4.3.4).

Inicialmente, o tempo de tratamento para todas as amostras foi
mantido em 2 horas, para o delineamento experimental. Primeiramente,
foi realizado um delineamento experimental 22 com triplicata no ponto
central para assegurar a melhor condicdo de tratamento (Tabela 4). A
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massa de CO, variou enquanto a massa da amostra foi de
aproximadamente 10 g. Assim, pelas médias das anlises, foi encontrada
a condicgdo de pressdo na qual foi obtida a maior reducdo no nimero de
micro-organismos. Entdo, a partir desta condicdo selecionada, uma
cinética de inativacdo com tempos de 1 a 8 horas foi realizada, com
todos os pontos em triplicata, sempre observando a tendéncia a
linearizacéo.

Tabela 4 - Matriz do delineamento experimental com o0s niveis das
variaveis independentes para avaliacdo da inativacdo de E. coli por
APDC em 2 horas de tratamento, em puré de abdbora.

Variaveis
Pressao Proporcao de volume
. .. p L. Razio Reducéo log
Experimento  Niveis (bar) Niveis e M co (N/No)

1 -1 (75) -1 (1:0,5) 0,50 + 0,07°
b

2 1 (275) -1 (1:0,5) 1,09+£0,11
b

3 -1 (75) 1 (1:1) 1,03 +0,01

4 1 (@5 1 (1:1) 2,04 £0,02%
b

5 0 (175) 0 (1:0,75) 0,69 +0,35
b

6 0 (175) 0 (1:0,75) 0,75+0,18

7 0 (7)) o0 (1:0,75)  0,84+0,18"

* Letras mindsculas comparam as médias na mesma coluna. Letras diferentes
correspondem a alteragcdo significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de
Tukey.

4.6 TRATAMENTO EM PLASMA FRIO

O reator utilizado no plasma frio é de descarga corona do tipo
gés-liquido e foi construido com a finalidade de tratar solugBes aquosas
em pressdo atmosférica. Possui um corpo em formato de tubo cilindrico
feito de vidro e borosilicato com volume total de 250 mL do tipo ponta-
plano, revestido por teflon na extremidade inferior. O teflon foi
escolhido para revestimento (tampa) das partes superior e inferior
devido a sua baixa reatividade quimica. Na parte superior, separavel e
ajustavel, também h& revestimento com teflon e o eletrodo na parte
central ao qual recebera a corrente elétrica necessaria para ionizacdo
(Figuras 24 a 26). Na parte inferior do reator, uma placa de aco
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inoxidavel com revestimento nas bordas em teflon, serve de fundo para
atrair a corrente como um segundo eletrodo. A parte superior contém
uma haste removivel de teflon e ajustavel conforme a altura da amostra
que estiver contida na base (interna) do reator. Na parte externa ha uma
haste do eletrodo que recebe a corrente elétrica ao qual reagira na parte
interna. Nesta mesma parte superior, dois orificios (septos) pequenos
sdo responsaveis pelo recebimento do géas de arraste. A geometria
empregada foi a de ponta-plano em relacdo ao eletrodo e a superficie
aquosa.

Cada experimento foi realizado com 25 g de amostra inoculada
com E. coli adicionada de aproximadamente 15 mL de 4gua destilada e
um agitador magnético, necessarios para a homogeneizagdo da amostra
durante o experimento. A amostra foi introduzida no reator de forma
asséptica em cadmara de fluxo laminar, sendo assegurada a higienizacéo
por swab. Antes de cada ensaio, o reator foi lavado, higienizado com
alcool 70% e deixado sob UV em camara de fluxo laminar por 15 min.

O gas de arraste utilizado foi argdnio (95% de pureza)
introduzido em um dos septos superiores do reator com vazdo de 0,3
L/min. Uma corrente continua de uma fonte de 17 kV é utilizada para
gerar o plasma. O controlador de fusdo de linha (Varig) de 0 a 220 V
para reducdo de 50 % na entrada (110 V) com tensdo de pico de 9000 a
85000 V de saida. A distdncia do eletrodo para amostra € de
aproximadamente 1 cm.

Para estabelecer as condicGes apropriadas e obter melhor eficacia
na inativagdo, os testes para inativacdo de E. coli em plasma com
argonio foram realizados variando o tempo de exposi¢do ao plasma no
puré de abdbora, entre 2 e 20 minutos. Os testes foram realizados em
triplicatas para tempos de 2, 4, 5, 8, 10, 12, 15 e 20 minutos.
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Figura 23 - Base do reator de plasma (parte inferior) com sustentacao
de teflon e tubo cilindrico de quartzo.

Fonte: autor.

Figura 24 - Reator de plasma com parte inferior e superior encaixada
com amostra sob agitacdo e conexdo de gas de arraste em um dos
septos.

Fonte: autor.
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Figura 25 - Reator de plasma em ag&o sobre puré de abobora.

Fonte: autor.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica deste trabalho foi realizada em duplicata (n =
2) e triplicata (n = 3) e os resultados expressos como médias + desvios
padrdo. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de comparacdo de
médias por Tukey, sendo utilizado como critério o nivel de significancia
de 5 % (p < 0,05). Os dados foram tratados utilizando o software
Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).



Capitulo 5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTERILIZACAO DO PURE DE ABOBORA EM AUTOCLAVE

A abdbora (Cucurbita moschata) é uma matéria prima de baixa
acidez, o que foi comprovado neste trabalho (Tabela 5). O cozimento e a
posterior esterilizagdo tiveram efeito em todos os parametros avaliados.

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas da abobora in natura (AIN),
puré de abdbora sem esterilizacdo (PNE) e purés de abobora
esterilizados a 121 °C nos tempos 10 min (PE-10), 20 min (PE-20) e 30
min (PE-30).

Amostras oH AT TSS Carotenoides

(% NaOH 1 mol L) (°Brix)  totais (ug g)
AIN 6,89 +0,06°  053+0,12°  4,63+0,15° 247,95+6,37
PNE 6,14 +0,02° 2,17 £0,12° 5,00+0,0° 336,58 +3,52°
PE-10  582+0,03°  270+020°  6,03+0,06° 34538+ 8,59
PE-20  587+005°  2,63+012°  6,17+0,06% 340,29 +2,03°
PE-30  570+004°  323+0,12°  6,17+0,15° 34327 +543"

*Letras minGsculas comparam médias na mesma coluna. Letras diferentes
correspondem a alteragdo significativa (p < 0,05), de acordo com o teste de
Tukey.

O pH do alimento constitui um dos principais fatores
intrinsecos que determinam o crescimento ou a sobrevivéncia dos
micro-organismos presentes. Os valores 6timos para o crescimento de
micro-organismos sdo proximos da neutralidade. Com base na
classificagdo de acidez dos alimentos, o puré de abdbora em todas as
condicdes foi caracterizado como alimento pouco &cido (pH > 4,6)
(FRANCO et al., 2001; JAY, 2005; PROVESI, 2010). A abdbora in
natura (AIN) apresentou pH médio de 6,89 + 0,06, estando de acordo
com o encontrado por Silva et al. (2009), que trabalharam com a mesma
cultivar (C. moschata) minimamente processada, e registraram pH em
torno de 7,50 e Vilas Boas et al. (2006), que encontraram pH de 6,5.
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Esta diferenca encontrada pode ser atribuida as variagbes
genéticas dos frutos estudados, bem como diferentes estagios de
maturacdo, sazonalidade, condi¢cbes de cultivo, solo, entre outros
fatores. Nas amostras que sofreram tratamento térmico, houve alteracao
significativa (p < 0,05) dos valores de pH. Este fato pode ser explicado
pela liberacdo de acidos organicos, através do corte, fatiamento ou
trituracdo, e também durante o tratamento térmico. Entre os purés
esterilizados, observa-se diferenca significativa para o PE-30,
possivelmente pelo fato de o tratamento térmico contribuir para a
reducdo do pH (RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008a; 2008b).

Durante a esterilizagdo, ocorrem desidratagcBes e hidrélises,
levando a um produto final com predominancia de acidos, como o
acético e o formico, que podem explicar também o aumento da acidez e
diminuicdo do pH (BUCKHOLZ, 1988). No trabalho de Provesi (2010),
0s resultados de pH para o puré de ab6bora foram em média 5,4 + 0,1,
préximo ao obtido nesta pesquisa.

A acidez pode indicar o estado de conservagdo de um produto
alimenticio, auxiliando na detec¢do de processos de decomposicdo
guimica ou microbiolégica. Estas alteragdes nos purés de abdbora foram
acompanhadas pela acidez titulavel (AT) e pH, que nem sempre estdo
diretamente relacionados, seja pela propriedade do acido, algum efeito
tamponante da fruta ou outros fatores (CHITARRA et al., 2005). A AT
(acidez titulavel) na AIN (abobora in natura) foi baixa em relacdo aos
purés de abobora tratados termicamente (0,53 + 0,12). Entre os
esterilizados observa-se que o PE-30 teve leve aumento na acidez,
provavelmente devido a formacdo de compostos acidos neste processo.
A presenca destes &cidos é um fator que pode afetar a estabilidade dos
carotenoides, como por exemplo, derivados hidrolisados de pectina, que
correspondem ao acido galacturénico, que podem ter contribuido para
estes resultados. Desta forma, outros compostos podem sofrer hidrélise
térmica e resultar em aumento da AT do puré de abobora
(RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1999; RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008a; 2008b).

Os teores de sélidos solUveis totais (TSS) apresentaram valor
médio de 4,63 + 0,15 na AIN, inferiores as amostras tratadas
termicamente. Apo6s cozimento a vapor e esterilizacdo houve um leve
aumento nos TSS, porém entre os esterilizados (PE-10, PE-20 e PE-30)
ndo houve diferenca significativa, indicando que o processo de
autoclavagem ndo altera significativamente este parametro, e
semelhante ao obtido por Provesi (2010), que obteve TSS médio de 6,5
+ 0,1 °Brix nos purés de abdbora.
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Tabela 6 - Caracterizacdo da matéria prima e dos purés de abobora quanto ao pH, teor de sélidos soluveis totais
(TSS), acidez titulavel (AT), acUcares redutores totais (ART), carotenoides totais e umidade.

AMostras oH oTS_S AT B ART_l Carotenoidt_els totais Umidao_lf
(°Brix) (% NaOH 1mol L™) (g 100g™) (Mg g?) (9 100g™)
In natura 6,50 £0,01* 6,07+0,12°  0510+0,004°  1,21+0,010°  6321+165°  9248+0,16°
Puré 6,35+0,01° 6,20+0,00°  0,710+0,002°  178+0,003  59,97+0,62° 92,50 +0,11%
Puré estéril 575+0,07° 6,20+0,00°  1240+0,001*  1,84+0,020°  60,82+0.54° 92,07 +0,07°
APDC no puré 6,33+0,01" 6,27+012° 0,750+0,001° 1,81+0.003"  8259+029°  91,61+0,01°
APDC no puré estéril  5,65+0,03° 6,93+0,12° 1,040 +0,010°  1,91+0,010°  76,82+1,06° 91,99 +0,01"

*Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey.
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Os resultados apresentados na Tabela 5 indicam que o teor de
carotenoides totais aumentou com a esterilizacdo, e ndo diferiu
significativamente (p < 0,05) nos trés tempos de esterilizacdo.
Rodriguez-Amaya et al. (1999) afirmam que os carotenoides, de uma
forma geral, s@o bem conservados com a maioria dos métodos de
cozimento. A aplicacdo de calor pode aumentar a disponibilidade de
carotenoides, mesmo havendo perdas significativas pds e durante o
processamento. A maior biodisponibilidade de carotenoides dos
alimentos € alcancada quando o calor imido é empregado, enquanto o
calor seco ndo promove este efeito (LESSIN et al., 1997; LUCIA et al.,
2008; SULTANA et al., 2008). Provesi (2010) relata que a relativa
estabilidade dos carotenoides dos purés de abobora (C. moschata) era
prevista, porque os fatores que afetam a estabilidade foram minimizados
pelo processamento térmico, ocasionando inativacdo de enzimas que
atuam na degradacao destes compostos.

Diversos estudos apresentam abdboras com importantes
quantidades de carotenoides. Azevedo-Meleiro et al. (2005) verificaram
que a C. moschata apresentou um aumento de 5,4 pg g'1 para 79, ng g
! durante a fase de maturacdo da fruta. Ramos et al. (1999) verificaram
em diversos cruzamentos de aboboras de variedades locais (hibridos)
entre 100,5 pg g'l e 356,4 ng g'l e Amariz et al. (2009), que ao
estudarem diversas abdboras do nordeste brasileiro, verificaram
variagOes entre 191,0 e 539,0 g g'l, resultados que estdo de acordo
com 0s encontrados neste trabalho.

Alguns trabalhos relatam alteracbes em purés com o tratamento
térmico, o que pode ser explicado pelo fato de temperaturas mais
elevadas favorecerem velocidades de reagdes, como a reacdo de
Maillard, uma vez que a abdbora possui grande concentracdo de
acucares e proteinas soltveis. Tendo em vista este fato, verificou-se que
0s purés esterilizados por 30 min (PE-30) apresentaram alteracdes
sensoriais no odor, na perda de agua na matriz e na cor, embora nédo
fossem avaliados colorimetricamente e sensorialmente nesta etapa
(BUCKHOLZ, 1988). Durante a esterilizagdo, ocorrem desidratacfes e
hidrélises, chegando a um produto final com predominancia de acidos,
como o acético e o férmico, formagéo de aldeidos, como o formaldeido
e o hidroximetilfurfural, diacetil, carbonilas e grupos endlicos, que sdo
responsaveis pelo aroma (possuem volatilidade) e pela cor
(BUCKHOLZ, 1988).
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5.1.1 Compostos volateis do puré de abodbora no headspace da
embalagem pouch

As analises dos compostos volateis do puré de abobora contidos
nas embalagens flexiveis pouch se iniciaram pela escolha da fibra
disponivel para SPME, comercialmente alojada num suporte manual
(Supelco) no modo headspace. Trés fibras de diferentes revestimentos
foram testadas, dentre elas:

1) PDMS (polidimetilsiloxano);

2) PDMS/DVB (polidimetilsiloxano/divinilbenzeno);

3) PDMS/CAR/DVB
(polidimetilsiloxano/carboxen/divinilbenzeno).

Para testar as fibras, foram utilizadas 30 — 50 g de puré de
abobora armazenados na embalagem flexivel retort pouch, com o tempo
de microextracdo de 30 minutos e temperatura de 40 °C. A fibra comercial
com melhor desempenho na identificacdo de compostos foi a tripla
(PDMS/CAR/DVB), pela maior capacidade de extracdo de compostos,
pois obteve maior soma da area dos picos cromatograficos e maior
guantidade de picos extraidos em comparagdo com as outras duas fibras
testadas, indicando ser mais seletiva em matrizes como a do puré de
abobora (APENDICE 1).

ApGs a selecdo da fibra a ser utilizada, foram realizadas as
andlises dos compostos volateis no headspace da embalagem por SPME.
Estas analises sdo importantes para a determinacdo de compostos
formados durante o processamento e esterilizacdo do puré de abébora.

Para as amostras de puré néo esterilizado (PNE) foram utilizados
apenas 10 g de amostra em frascos devidamente destinados a metodologia
de SPME (Figura 5, secdo 3.1.3), pois ao utilizar-se maior quantidade de
amostra (mais de 30 g), houve saturacdo do detector de massas (MS), que
ocorre provavelmente devido a grande concentracdo de compostos
volateis na amostra. Este fato pode acontecer em decorréncia da técnica de
SPME que faz uma pré-concentracdo dos analitos e porque o detector
possui grande sensibilidade, podendo ser saturado mesmo quando ha
pequenas massas de amostra.

Para a analise de compostos volateis nos purés esterilizados (PE-
10, PE-20 e PE-30) foram utilizados 50 g de amostra. Considerando que
ndo foram encontrados, até o presente momento, outros trabalhos sobre
determinacdo de volateis em puré de abobora em embalagem pouch, os
resultados poderiam sofrer influéncia da falta de otimizacdo e
padronizagdo desta metodologia para este propdsito. O tempo de extracdo
de 30 minutos a 40 °C e de inje¢do no cromatografo por 10 minutos foram
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suficientes para extrair e identificar compostos volateis das amostras.

Os compostos volateis encontrados na degradacdo de
carotenoides fazem parte do grupo dos aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres,
éteres, terpenos e hidrocarbonetos, compostos tais como [-ionona, 6-
metil-5-hepteno-2-ona, 2-metil-2-hepteno-6-ona (e outros compostos com
ionona substituinte e/ou seus produtos de oxidagdo), citral, linalol e
aldeidos terpénicos (CROUZET et al.,, 1997). Servili et al. (2000),
verificaram a presenca de 1-octanol, nonanal, 2-decanal, 2,4-hexadienal,
linalol, 3-hexen-1-ol e 1-penteno-3-ona, na andlise de compostos volateis
de tomate, e sdo considerados como componentes de degradacdo de B-
caroteno e licopeno.

Os principais compostos volateis identificados estdo listados nas
Tabelas 6 a 9, selecionados de acordo com as principais funcdes
organicas. Os resultados majoritarios encontrados estdo expressos em %
médio e os dados de intensidade do pico e o percentual dos principais
compostos volateis estdo apresentados nos Apéndices.

Tabela 7 - Principais compostos volateis identificados por analise de
headspace/SPME para as amostras de puré de abdébora ndo esterilizado
(PNE).

Funcdo orgdnica  Principais compostos volateis (%)
) 4-metil-1-hexanol
Alcool 2-etil-1-pentanol 1,25 +0,63

2-etil-1-butanol

a-metilbutanal

Pentanal

Tolueno

1,3,5-cicloheptatrieno

2,4-dimetil-1-heptano

1,3-ciclopentadieno

1-octeno

o-xileno

2-pentanona

Cetona 4-metil-2-heptanona 1,25 +0,55
4-(1,1-dimetil-etil)-ciclohexanona

Ester Acido oxalico 0,18 +0,51

a-pINENo 0,63 + 0,74
2-careno

Aldeido 0,05+0,01

Alceno 2759+1,79

Terpeno
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Tabela 8 - Principais compostos volateis identificados por andlise de
headspace/SPME para as amostras de puré de abobora esterilizado (PE-
10).
Funcdo organica  Principais compostos volateis (%)
4,8-dimetil-1-nonanol
Citronella
2-propil-heptanol
Alcool 1-octanol 7,12+ 1,44
Isotridecanol
1-decanol
2-isopropil-5-metil-1-heptanol
a-metilpropionaldeido

Aldeido B-metilbutanal 6,39 + 0,67
Tolueno

Alceno 1,3-ciclopentadieno 2,03+0.33
4,4-dimetil-2-pentanona

Cetona 1-(2,2-dimetilciclopentil)- 2244026
etanona
q-lonona

Ester Acido oxalico 163+016

Acido sulfdrico

Tabela 9 - Principais compostos volateis identificados por analise de
headspace/SPME para as amostras de puré de abdbora esterilizado (PE-
20).

Funcdo orgénica  Principais compostos volateis (%)

Isotridecanol

Alcool 3,7-dimetil-1-octano 4,00 +0,81
2-isopropil-5-metil-1-heptanol
a-metilbutanal
B-metilbutanal
Tolueno
2,4-dimetil-1-hepteno
1,3-ciclopentadieno
Ciclohexeno
2,2,6-trimetil-ciclohexanona
Cetona 3-metil-4-heptanona 0,88 + 0,07
3,5-dimetil-4-octanona
Acido oxalico
Acido sulfurico

Aldeido 6,74 + 0,94

Alceno 24,43 +£1,15

Ester 1,65 +0,11
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Tabela 10 - Principais compostos volateis identificados por andlise de
headspace/SPME para as amostras de puré de abdbora esterilizado (PE-
30).
Funcdo orgdnica  Principais compostos volateis (%)
2-etil-1-butanol
2-isopropil-5-metil-1-hexanol
2-etil-1-hexanol
Alcool Dihidro-citronelol 6,04 + 0,97
2-isopropil-5-metil-1-heptanol
2-etil-1-decanol
2-hexil-1-decanol
a-metilbutanal
2-metil-2-butenol

Aldeido 14,26 £ 1,34
n-heptanal
B-ciclocitral
Tolueno
Alceno 5-metil-1-hepteno 9,05+ 0,92
Safranal
a-lonona
Cetona 2,2 ,6-trimetil-ciclohexanona 1,56 £ 0,39
4-metil-2-heptanona
. Acido oxalico
Ester Acido sulfarico 0,32£0,07
Eter Hexil-octil-eter 0,19 + 0,08
Terpeno a-pineno 0,08 + 0,01

De acordo com os resultados obtidos pela identificacdo dos
compostos volateis via SPME, verificou-se a formagdo de diversos
compostos que caracterizam o puré de abobora quanto ao seu perfil
aromatico, dentre eles, a B-ionona, o e B-ciclocitral (conhecidamente
produtos da degradacdo de carotenoides), safranal, terpenos (a-pineno),
citronella, 2-careno, dentre outros. A presenca de ésteres 4acidos,
conjugados com acido oxalico e o acido sulfdrico, também justifica as
mudangcas ocorridas nos parametros fisico-quimicos, quanto a reducdo no
pH e 0 aumento da AT.

Com a soma das areas dos picos obtidos de cada grupo funcional,
os resultados obtidos foram expressos pela intensidade absoluta dos
compostos agrupados para cada uma das condi¢Bes. Estes gréficos
mostram um perfil qualitativo das amostras, sendo que 0s compostos ndo
foram quantificados. Mais detalhes em graficos de intensidade absoluta do
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pico em funcdo do grupo funcional para cada amostra testada estdo nos
Apéndices.

Pode-se constatar que o PE-30 apresentou uma intensidade
absoluta de picos maior do que as outras duas condicGes (PE-10 e PE-20).
Isso pode estar relacionado ao fato de a exposicao da amostra ao calor por
mais tempo ter causado uma maior liberagdo de compostos da matriz e
também um maior grau de degradacdo e formacdo de novos compostos,
com prevaléncia de aldeidos (Figura 26).

Figura 26 - Comparacdo da intensidade absoluta dos picos
cromatograficos, separados por grupo funcional, em andlise de
headspace/SPME, para as diferentes amostras (PNE, PE-10, PE-20 e P-
30) de abobora.
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Observa-se que para todas as amostras, com exce¢do do PE-30,
gue a intensidade absoluta dos picos se manteve em valores proximos.
Como ja& mencionado, a submissdo da amostra por 30 minutos a
esterilizacdo pode estar relacionada a uma maior degradacdo de
compostos, formacdo de novos compostos, tais como aldeidos, e uma
maior liberagdo dos volateis da matriz. Pode-se também verificar que o
puré, antes de ser submetido ao processo de esterilizagdo (PNE),
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apresentou uma elevada concentracéo de alcenos.

Portanto, os efeitos do tratamento térmico nas condicdes
utilizadas sobre o puré de abobora, indicam consequéncias sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e composicdo de volateis esperados para
este tipo de produto, sem comprometer signficativamente as propriedades
inerentes a esta matéria prima.

5.2 TRATAMENTO NAO TERMICO DO PURE DE ABOBORA
UTILIZANDO CEP

5.2.1 pH, condutividade elétrica e solidos solUveis totais

As condicbes experimentais do tratamento em campo elétrico
pulsado em regime de batelada (descontinuo) requereram a diluicdo do
puré para suco (100%) e néctar (70% suco). As caracteristicas fisico-
quimicas para os fluidos obtidos esto ilustradas na Tabela 10.

Tabela 11 - Valores para pH, condutividade elétrica e sélidos sollveis
totais nas amostras de suco de abobora (100%) e do néctar de abdbora
(70% do suco de abdbora + 30% de agua destilada).

Parametros fisico-quimicos 100% suco de 70% suco de
abébora abbbora*

pH 5,01 £0,01 5,11 + 0,06

Condutividade elétrica 1070 £ 0,11 8,54+ 021

(mS/cm)

TSS (°Brix) 9,85 + 0,07 6,40 £0,12

(*) mistura de 70% de suco de abdbora e 30% de agua destilada, considerando-se
néctar de abdbora.

O pH inicial apresentado neste trabalho foi menor do que o
encontrado na maioria dos trabalhos relatados na literatura com puré de
abobora. O pH encontrado por Gliemmo et al. (2009) foi de 6,10 + 0,02,
por Ahmed et al. (2014) foi 6,31 + 0,02 e por Nawirska-Olszanska et al.
(2014) foi 6,91 £ 0,03. Dutta et al. (2006) encontraram valores menores
que o encontrado neste trabalho, com pH de 4,35. Assous et al. (2014)
relataram pH de 6,7 para abdbora egipcia (Cucurbita moschata). Gurtler et
al. (2011) trabalharam com CEP em suco de morango com pH de 3,43 +
0,05 e Mosqueda-Melgar et al. (2007) com CEP em suco de meldo de pH
5,82 + 0,04 e suco de melancia com pH 5,46 + 0,11.

Jin et al. (2015), analisando suco de roma para a inativacdo de E.
coli via CEP, verificaram que o material tem uma condutividade elétrica
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entre 2,8 mS/cm e 4,5 mS/cm. O suco de morango analisado por Gurtler et
al. (2011) apresentou condutividade elétrica de 4,15 mS/cm. Mosqueda-
Melgar et al. (2007) trabalharam com CEP em suco de meldo e melancia
com condutividade elétrica de 5,23 + 0,03 mS/cm e 3,66 + 0,05 mS/cm,
respectivamente e de acordo com estes autores, CEP é mais efetivo para
inibicdo da contaminacdo microbiana em alimentos com menores
condutividades elétricas.

Valores elevados de condutividade elétrica de um meio de
tratamento diminuem a inativacdo de micro-organismos em aplicacdo
constante de energia. Baixa condutividade elétrica aumenta a diferenga
deste parametro entre 0 meio e a membrana citoplasméatica microbiana.
Isto faz aumentar a diferenca de condutividade elétrica e enfraquece a
estrutura da membrana de micro-organismos devido a uma elevacdo no
fluxo de substancias idnicas através da membrana durante o tratamento
CEP (VEGA-MERCADO et al., 1996; BARBOSA-CANOVAS et al.,
1999). Raso et al. (1998) relataram a dependéncia da forca do campo
elétrico na condutividade elétrica de suco de frutas. Eles afirmaram que
uma menor condutividade elétrica causou um grande aumento de
intensidade do campo elétrico e isso resultou em maior eficiéncia na
inativacdo microbiana. Esta é uma das razdes pelas quais neste trabalho
alguns experimentos foram realizados com a amostra centrifugada diluida
(70:30 v/v) com agua destilada (néctar).

O teor de solidos soliveis (TSS) do suco de abdbora esta de
acordo com o encontrado para puré de abobora (Cucurbita moschata) por
Gliemmo et al. (2009), que encontraram 10,5 + 0,5 °Brix, Ahmed et al.
(2014), que obtiveram 10,1 £ 0,2 °Brix e Nawirska-Olszanska et al.
(2014), que apresentaram 11,9 + 0,02 °Brix. Dutta et al. (2006)
apresentaram menor teor de sélidos solUveis entre as referéncias, 7,2 £ 0,3
°Brix, também para puré de abébora da mesma espécie.

Mosqueda-Melgar et al. (2007) trabalharam em CEP com suco de
mel&o de 11,1% e suco de melancia com 6,5% de TSS. Conti et al. (2015)
avaliaram a qualidade da abdbora (Cucurbita moschata Duch.) depois de
240 dias e relataram que no primeiro dia, o contetdo de TSS foi de 10,7
°Brix, enquanto que, ao final dos 240 dias, houve uma reducéo para 6,0
°Brix.

5.2.2 Inativacéo de micro-organismos por CEP

O efeito do tratamento por CEP sobre o suco e o néctar obtidos do
puré de ab6bora é apresentado como a relacdo do decréscimo no nimero
de micro-organismos (log N/Ng) como uma funcdo da energia especifica
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calculada (Wespecifico calculado) S€QUINd0 um tratamento CEP com diversas
forcas de campo e variaveis do processo.

A Figura 27 ilustra o efeito do CEP sobre a contegem de E. coli
(log N/Ng) em 100% suco de abobora, como uma funcdo da energia
especifica de entrada (Wespecifico calculado) d€ O @ 120 J/g, seguindo o
tratamento via aplicacdo de CEP com uma forga de campo de 14000 a
30000 V/cm.

Figura 27 - Efeito do CEP sobre a contagem de E. coli (log N/Ng) em
100% suco de abobora (Experimento 1) em funcdo da energia especifica
Wespecifico calculado (3/0) apos tratamento de CEP com forga de campo de
14000 (o), 18000 (o), 22000 (A), 26000 (0) e 30,000 (x) (Vicm).
Resultados sdo médias baseadas nos dados de dois experimentos a 20 °C.

w especifico calculado [J/E]
----- t1- 14000 --r--18000 ---A---22000 --¢--26000 --X--30000

Um aumento na forga de campo resultou em maior taxa de
inativacdo. Sob essas condigdes, uma reducdo acima de 2 ciclos log péde
ser obtida com energia especifica de 120 J/g e forca de campo acima de
22000 V/cm. Sale et al. (1967) estiveram entre os primeiros autores a
relatar a inativacdo microbiana via CEP, aplicando 10 pulsos de variados
campos elétricos para diversos micro-organismos, incluindo E. coli, e
observaram reducfes de 1 até 2 ciclos log, dependendo de diversas
variaveis. Usando forcas de campo de até 30 kV/cm, o processo foi efetivo
para a inativacdo de aproximadamente 4 ciclos log (exceto esporos) em
alimentos liquidos. O aumento na morte microbiana com a elevacdo da
forca do campo elétrico de 5 a 25 kV/cm e um efeito mais fraco foi
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observado quando a amplitude do pulso foi aumentada de 2 para 20 ps,
apesar de nem todos os micro-organismos responderem da mesma forma
ao campo elétrico.

Uma significativa relagdo entre a contagem de sobreviventes e
energia especifica aplicada foi observada por Toepfl et al. (2007), que
trabalharam com tratamento de CEP em modo continuo (com vazdo de 5
kg h™) para inativar E. coli em solucéo Ringer. Os autores relataram que a
inativacdo de E. coli em solugdo Ringer variou de 2 ciclos log a 35 °C e
80 J/g de energia especifica para cerca de 6 ciclos log a 55 °C e 120 J/g de
energia especifica, variando a forca de campo elétrico (16 — 20 kV/cm).
Estes resultados, embora fossem no modo continuo, apresentam
comportamento similar aos obtidos neste estudo (Figura 27). O grau de
inativacdo microbiana por CEP é fortemente dependente dos parametros
do processo como forca de campo, energia especifica e temperatura de
tratamento, bem como as propriedades da matriz alimentar. O formato do
pulso, o desenho da cdmara de tratamento e os efeitos do meio, tais como
a precipitagdo de macromoléculas biologicas por fons metalicos
solubilizados do eletrodo, também desempenham importante papel
(STAPULIONIS, 1999; HEINZ et al., 2003).

O sistema fica instavel em aplicagdes de campos maiores do que
35 kV/cm, desde que formagdo de arqueamento seja observada (MITTAL
et al., 2005). Heinz et al. (2003) analisaram a inativagdo de E. coli em
suco de macd em diferentes temperaturas de tratamento (variando de 35 a
70 °C), com uma forga de campo elétrico de 36 kV/cm em modo continuo
com fluxo de amostra de 3 kg h™. Eles atingiram de 3 a 7 ciclos log de
reducdo microbiana com aproximadamente 5 até 70 J/g de energia
especifica de entrada. Os autores também relataram que, para atingir 7
ciclos log de inativagdo da E. coli, temperaturas de 35 — 45 °C, energia
especifica de 80 — 120 J/g e uma forca de campo elétrico de 35 — 45
kV/cm sdo requeridos.

Mittal et al. (2003) relataram que outro fator significante em
tratamento CEP é o tempo de tratamento (t), que é a duracdo de tempo em
gue o liquido é exposto ao CEP. Essa variavel é expressa como o produto
de n (nimero de pulsos) e 1 (largura do pulso). Geralmente, 1 ¢ fixo, desde
gue a duracdo seja seguida tanto pelo circuito do sistema quanto pela
resistividade do material durante o tratamento. O nimero de pulso é entdo
aumentado para obter maiores tempos de tratamentos e o efeito na sua
variacdo é dependente de outros fatores. Estudos anteriores tém indicado
gue aumento de n aumenta a injdria celular.

De acordo com Mittal et al. (2005) e Toepfl (2006), os pulsos
iniciais podem causar danos na célula devido a formacdo de poro ou a
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perda do gradiente de pH, e pulsos subsequentes podem produzir ciclos
adicionais de estresse nas membranas. No entanto, eles classificaram n
como um efeito secundario e limitado, devido ao fato de que as altas taxas
de morte microbiana ndo se relacionam ao “n” assim como se relacionam
a forca de campo. Os autores afirmam que a frequéncia do pulso também
desempenha um pequeno papel na determinagdo da letalidade do
tratamento.

Jin et al. (2015) obtiveram um méaximo de 2,83 UFC/mL de
reducdo de E. coli 35218 em forca de campo de 36000 V/cm, amplitude
do pulso de 1 ps e 336 J/mL de energia especifica em suco de roma via
CEP com fluxo continuo. Estes autores variaram diversos parametros
importantes em CEP e relataram que a forga do campo e o tempo total de
tratamento ndo sdo os Unicos parametros que determinam a eficiéncia da
inativacdo por CEP, mas todas as combinacfes de forca do campo, sendo
que frequéncia do pulso e amplitude do pulso necessitam ser consideradas.
No entanto, as propriedades do produto e condi¢Ges de manuseio afetam
também a eficiéncia do tratamento em CEP. Palgan et al. (2011)
obtiveram entre 4 e 5 UFC/mL de reducdo de E. coli em suco de macé e
cranberry com pulsos quadrados e monopolares, com 18 Hz de
frequéncia, duracéo de 1 ps, 20 °C na entrada (vazdo de 20,8 mL min™) e
forca de campo elétrico de 34 kV/cm.

A condicdo do micro-organismo também é outro possivel fator
determinante em relacdo ao efeito do tratamento CEP. Diferentes
respostas foram observadas na aplicagdo do mesmo tratamento
apresentado na Figura 27 quando comparado ao tratamento nas mesmas
condicBes em que se usou uma suspensdo ndo fresca ou congelada. Neste
caso, uma reducdo de cerca de 1,60 ciclos log foi obtida com uma energia
especifica de 80 a 100 J/g usando entre 26000 — 30000 V/cm de forga de
campo (dados ndo publicados), relativamente menor quando comparado
ao uso de uma suspenséo fresca. Mudancas na estrutura celular neste caso
também podem ter influenciado nos resultados.

Na Figura 28 pode ser observado que uma reducdo de cerca de
0,80 ciclos log podem ser atingidos com a energia especifica de 80 J/g
usando 30000 V/cm de campo de forga. Sob estas condicdes, o néctar de
abobora (70:30 ) (mistura de 70% de suco de abdébora com 30% de agua
destilada) foi usado com o intuito de diminuir a condutividade elétrica do
meio que, neste caso, ficou em 7,31 mS/cm.
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Figura 28 - Efeito do CEP sobre a contagem de E. coli (log N/Ng) em
néctar de abobora (70:30 suco:agua destilada) (Experimento 2) em funcdo
da energia especifica W egpecifico calcutado (3/9) apos tratamento de CEP com
forga de campo de 13000 (o), 18000 (o), 23500 (A), 27000 (©) € 30,000
(x) (Vicm). Resultados sdo médias baseadas nos dados de dois
experimentos a 20 °C.
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A diminuicdo na condutividade atingida através da diluicdo da
amostra em agua destilada pode ter contribuido para a diferenga nos
resultados. A condutividade do alimento liquido apresenta uma relacdo
linear com a temperatura. No entanto, quando a temperatura € constante
durante a descarga elétrica, esta se eleva dependendo da energia
especifica, levando a mudancas na condutividade do meio e na
distribuicdo do campo elétrico (TOEPFL et al., 2007). Uma cepa fresca de
E. coli foi também usada neste teste. Observou-se que quando a forca do
campo de 13000 V/cm foi usada, ndo houve efeito na inativacdo da E.
coli. De acordo com Toepfl et al. (2007), grandes células sdo mais
suscetiveis aos campos elétricos. Para pequenas células, tais como
bactérias gram-negativas como a E. coli, pelo menos 15000 V/cm ¢é
predito ser suficiente para danos letais da maioria dos organismos em uma
suspensdo bacteriana exposta ao CEP. Os valores para inativagdo do
néctar, apresentados na Figura 28, foram menores e o comportamento
diferiu do apresentado na Figura 27.
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Alguns fatores, como a aglomeracdo de células ou particulas
isolantes como glébulos de gordura, podem reduzir fortemente a letalidade
do processo de CEP, sendo que o potencial requerido da membrana para a
eletroporacdo nao é atingido. Uma forga de campo elétrico excedendo um
potencial transmembranico critico é requerido e isto é dependente das
propriedades da matriz alimentar e seus constituintes. Bolhas de gas
isolantes eletricamente que podem ser produzidas no eletrodo por
eletrolise podem causar um enfraquecimento similar do efeito do processo
de CEP (GONGORA-NIETO et al., 2004; TOEPFL et al., 2007).

Uma reducdo de aproximadamente 2,5 ciclos log pode ser obtida
com uma energia especifica de 80 — 100 J/g e entre 26000 e 30000 V/cm
de forga de campo. Neste teste o volume foi levemente acima daqueles
usados previamente (0,45 g) para evitar o efeito de formagéo de arco, a
largura do pulso (t) foi aumentada para 1 pus devido a diminuicdo na
condutividade elétrica, a suspensdo de E. coli foi fresca e o processo foi
aplicado ao néctar de abdbora (70:30) (Figura 29).

Figura 29 - Efeito do CEP sobre a contagem de E. coli (log N/Ng) em
néctar de abdbora (70:30 suco:agua destilada filtrada) (Experimento 3) em
funcéo da energia especifica W' especifico calculado (J/9) apos tratamento de
CEP com forca de campo de 14000 (o), 18500 (o), 22500 (A), 26000 (0),
30000 (m) e 34000 (o) (V/cm). Neste teste, T foi 1 ps. Resultados sdo
médias baseadas nos dados de dois experimentos a 20 °C.

W especifico calculado [J/gl
---------- 5 14000 —6— 19000 ---a--- 22500 --¢-- 26000 --B-- 30000 --¢-- 34000
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Uma relativa elevagdo na inativacdo microbiana foi somente
possivel até 26000 V/cm. Estes resultados foram similares aos obtidos na
Figura 27 ou também podem ser explicados pela elevacdo da largura do
pulso.

A Figura 30 ilustra os resultados obtidos para 100 % de suco de
abobora. Sob estas condigdes, uma reducdo de mais de 2 ciclos log pode
ser obtida em 26000 V/cm.

Figura 30 - Efeito do CEP sobre contagem de E. coli (log N/Ng) em
néctar de abobora (70:30 suco:agua destilada filtrada) (Experimento 4) em
funcdo da energia especifica W especifico calculado (J/9) apos tratamento de
CEP com forga de campo de 14000 (o), 18500 (o), 22500 (A), 26000 (),
30000 (m) e 34000 (e) (V/cm). Neste teste, T foi 1 ps. Resultados sdo
médias baseadas nos dados de dois experimentos a 20 °C.

1 -
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W especifico calculado [J/g]

014000 & 18500 —-4--22500 --x-- 26000 --%-- 30000

Estas condicfes foram menos eficientes do que aquelas aplicadas
para obter os resultados apresentados na Figura 29 com néctar de abdbora,
e similares ao apresentado na Figura 27. Em contraste, como pode ser
analisado na Figura 27, abaixo de 26000 V/cm o comportamento das
outras forgas de campo difere consideravelmente, mesmo em condicGes
semelhantes.

As Figuras 31 e 32 ilustram os resultados para as amostras
analisadas nas mesmas condicGes, com diferenca apenas na temperatura
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de tratamento, visando observar a influéncia deste parametro nos
tratamentos de CEP em batelada de sucos de abdbora.

Figura 31 - Efeito do CEP sobre a contagem de E. coli (log N/Ng) em 100
% suco de abdbora (Experimento 5) em funcdo da energia especifica W
especifico calculado (J/9) ap0os tratamento de CEP com forcga de campo de 14000
(o), 18500 (o), 22500 (A), 26000 (¢), 30000 (x) (V/cm). Resultados séo
médias baseadas nos dados de dois experimentos a 20 °C.

60 80 100 120

W especifico calculado [J/31

O 14000 --e- 18500 --a---22500 --¢-- 26000 --x--30000
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Figura 32 - Efeito do CEP sobre a contagem de E. coli (log N/Ng) em
100% de suco de abdbora (Experimento 6) em funcdo da energia
especifica W especifico calculado (J/g) apos tratamento de CEP com forga de
campo de 14000 (o), 18500 (o), 22500 (A), 26000 (0), 30000 (x) (V/cm).
Resultados sdo médias baseadas nos dados de dois experimentos a 40 °C.

W especifico calculado [J/gl

8- 14000 --e--18500 ---a---22500 --¢--26000 --x--30000

Os resultados ilustrados na Figura 31 se referem a amostra
analisada a 20 °C enguanto que os da Figura 32 foram obtidos a 40 °C. A
20 °C foi possivel atingir uma maior reducdo microbiana, chegando em
torno de 2,5 ciclos log com uma energia especifica de 80 J/g e forca de
campo de no minimo 26000 V/cm. No entanto, a 40 °C, a redugdo foi
levemente acima de 1,5 ciclos log, aplicando a mesma energia especifica e
forca de campo. Este resultado a 40 °C era o0 esperado, uma vez que uma
elevacdo na temperatura é um importante fator a ser considerado em
relacdo a inativagdo microbiana. Porém, a temperatura Otima de
crescimento da E. coli é 37 °C, sendo proximo da temperatura do
experimento, o que poderia explicar este comportamento.

O TSS do suco de abdbora (100%) foi em torno de 10%. Os
principais componentes nestes sélidos séo carboidratos de variadas massas
moleculares, os quais podem ter um efeito protetor na bactéria a 40 °C.
Esta temperatura ndo é alta, mas isto pode ter contribuido para a evolugéo
das células de E. coli neste processo (Figura 32).
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O valor D (segundos ou minutos), ou tempo de reducdo decimal,
reflete a resisténcia do micro-organismo a uma determinada temperatura.
Quanto maior é o D, mais resistente é 0 micro-organismo e mais tempo €
necessario para sua eliminacdo. A Tabela 11 ilustra os valores de D para
os tratamentos em CEP realizado com forca de campo de 30000 V/cm e 0s
D obtidos nas demais condi¢es encontram-se no Apéndice |. Estes dados
correspondem aos dados expostos nas Figuras 27 — 32.

Tabela 12 - Tempo de reducdo decimal D (s) para a forca de campo de
30000 V/cm.

Wespecifico catoutade. 220°¢ D20°c Daoec Daoec Daocc Daoec

(/9) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
80 3,18 3,64 3,32 3,46 3,5 4,04
100 3,8 4,92 4,79 4,45 4,24 4,86
120 4,59 5,78 5,73 5,17 512 5,88

* Exp. 1: experimento 1; Exp. 2: experimento 2; Exp. 3: experimento 3; Exp.
4: experimento 4; Exp. 5: experimento 5; Exp. 6: experimento 6.

Muitos estudos tém sido conduzidos com aplicagdo de CEP para
reducdo da carga microbiana e carga térmica em matrizes de alimentos
liquidos a baixas temperaturas. O CEP e o tratamento pelo calor levam
vantagens de efeitos sinérgicos de ambos mecanismos de inativacdo para
reduzir a carga térmica e o consumo de energia especifica. Quando a
temperatura e a forca de campo aumentam, o consumo de energia pode ser
diminuido. Com o0 uso de menores temperaturas, uma maior forca de
campo produz uma reducdo expressiva em consumo de energia, enquanto
que a altas temperaturas o efeito da forca de campo é levemente
diminuido, devido a sobreposicdo com a inativacdo térmica (HEINZ et al.,
2003).

Um aumento na temperatura pode reduzir fortemente a
estabilidade da membrana em relacdo a ruptura dielétrica induzida pelo
campo elétrico externo. Isto é devido primeiramente a transicdo de um
estado cristalino para um estado amorfo, que permite uma maior taxa de
oscilacdo de imperfeicBes internas da membrana, afetando a estabilidade
da membrana celular (HEINZ et al., 2003; MITTAL et al., 2005; TOEPFL
et al., 2007; TIMMERMANS et al., 2014). Timmermans et al. (2014)
avaliaram a inativacdo de micro-organismos em suco de frutas por CEP e
relataram que, além da temperatura de entrada, a inativacdo depende do
pH e do tipo/espécie do micro-organismo.
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O efeito da temperatura inicial de tratamento, forca de campo
elétrico e energia especifica aplicada para a inativacdo de E. coli foi
investigada por Toepfl et al. (2007). Os autores encontraram uma relacéo
significativa entre a contagem de sobreviventes e a energia especifica de
aplicacdo em um processo continuo. Ao aumentarem a temperatura inicial
ou a forca do campo elétrico, verificaram uma melhoria na eficiéncia do
tratamento. A forca de campo elétrico neste caso foi de 15000 V/cm.
Heinz et al. (2003) fizeram uma modelagem da influéncia da forca de
campo baseada na cinética de inativacdo de E. coli em suco de macd e
relataram que forgas de campo elétrico acima de 15000 V/cm melhoram a
eficiéncia do tratamento. Quando a forca de campo elétrico aumenta de
16000 para 20000 V/cm a 35 °C, a inativagdo microbiana aumenta de 2
para 3,3 ciclos log em energia especifica aplicada de 80 J/g (TOEPFL et
al., 2007).

Em um estudo conduzido por Gurtler et al. (2011) para inativar E.
coli em puré de morango por CEP, os autores relataram que a populagdo
de E. coli reduziu mais de 7 ciclos log em tratamento a 52,5 °C e 24,0
kV/cm de campo de forca, mostrando que o aumento da temperatura tem
significante efeito na inativacdo, também demonstrada por Geveke et al.
(2005) que ao inativarem E. coli em agua peptonada (AP) a 55 °C e 28 —
33,6 kV/cm de forca de campo e 57,5 °C e forca de campo entre 30 e 33,6
kV/cm, na menor temperatura reduziram entre 2,65 e 3,35 ciclos log,
enquanto que na temperatura mais alta, a inativacdo atingiu mais de 6,55
ciclos log. Inativacdo de E. coli por Gurtler et al. (2011) foi testada com
forga de campo de 18,6 kV/cm a 45, 50 e 55 °C, obtendo 2,86, 3,12 e 3,79
ciclos log de reducdo, respectivamente.

Moody et al. (2014) investigaram a inativacdo de E. coli em suco
de macé e verificaram que, a 20 °C, a inativa¢do foi maior quando testada
em menor pico de voltagem (23,7 kV/cm), comportamento semelhante ao
deste trabalho. Ao usarem uma temperatura maior de tratamento (40 °C),
as reducbes foram semelhantes as obtidas em 20 °C, tanto com 23,7
kV/cm quanto 30,76 kV/cm (maior pico de voltagem testado pelos
autores).

Um tratamento de CEP com alta energia de entrada a baixas
temperaturas resulta em altos custos de operacdo. A combinacdo do
tratamento de CEP e aplicagdo de calor pode reduzir o consumo de
energia e a temperatura maxima de tratamento. Em comparagéo com o0 uso
de apenas tratamento térmico, um dado nivel de inativagdo pode ser obtido
a baixas temperaturas, resultando em uma menor carga térmica e isto
poderia resultar em uma grande conservagdo de qualidade e de frescor
caracteristico do suco. A inativagdo microbiana poderia ser melhorada
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por maiores diluicBes do suco, no intuito de reduzir sua condutividade
elétrica, o que ndo foi suficiente no caso da abobora. Pode ser também
enfatizado que ha diferencas em sistemas de batelada, como apresentado
neste trabalho, com o modo de sistema continuo, como relatado na
maioria das referéncias deste trabalho, principalmente pelas condi¢des
isotérmicas que o sistema de batelada pode manter, ao contrario do
sistema continuo (HEINZ et al., 2003).

Espera-se que o sistema comercial possa reduzir mais micro-
organismos do que o sistema de bancada porque o sistema comercial de
CEP nédo possui longos tempos de tratamento, devido ao formato da
camara (grande zona de tratamento), enquanto que a forca do campo,
frequéncia do pulso e amplitude sdo limitadas pelo sistema em batelada. A
transferéncia dos resultados em escala laboratorial para a escala industrial
requer consideracOes de todos os pardmetros envolvidos. Quando ocorre
garantia na seguranca de alimentos e estabilidade dos pardmetros com o
nivel desejado de inativacdo microbiana, verifica-se a intensidade do
tratamento com certa precisdo para outros processos e condicles de
produgo.

Desta forma, em uma escala comercial é possivel atingir uma
maior redugdo comparada a atingida por este trabalho. Uma avaliacdo da
estabilidade microbiol6gica, compostos bioativos, propriedades fisico-
quimicas e aceitagcdo do consumidor de suco de ab6bora processado por
um sistema CEP em uma escala comercial pode ser realizada em futuros
estudos de ampliacdo de escala. Trabalhos em escala piloto séo
necessarios para confirmar que os parametros estimados do processo em
estudos laboratoriais sdo consistentes com os resultados obtidos na planta.
Este estudo pode providenciar informagdes valiosas para pesquisadores de
CEP e industrias de sucos, para entender estes parametros visando a uma
futura ampliacdo de escala para aplicacdo industrial da tecnologia CEP.

53 TRATAMENTO NAO TERMICO DO PURE DE ABOBORA
UTILIZANDO APDC

5.3.1 Efeito da APDC sobre as caracteristicas fisico-quimicas do puré
de abdbora

As amostras de abdbora in natura, puré de abdbora, puré de
abobora esterilizado, puré de abdbora ndo esterilizado e esterilizado
submetidos ao tratamento com APDC, foram caracterizados quanto as
suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 12).
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Tabela 13 - Caracterizacdo da matéria prima e dos purés de abdbora quanto ao pH, teor de sélidos solGveis totais
(TSS), acidez titulavel (AT), aclcares redutores totais (ART), carotenoides totais e umidade.

Carotenoides

Amostras pH (°TBSI’|SX) (% Naoﬁ-[mol LY (g ?CI)QC)El) (Eg{’;ﬁ) (Lé T(I)%de)
In natura 6,50 +0,01° 6,07+0,12° 0510+0,004° 121+0,010° 6321+165 9248+0,16*
Puré 6,35+0,01° 6,20+0,00° 0,710+0,002" 1,78+0,003° 59,97 +0,62° 92,50 +0,11°
Purgestéril  575+007° 620+0,00° 1,240+0,001° 1,84+0,020° 60,82+054° 92,07 +0,07°
QUF;?C no 6,33+£0,01° 627+0,12° 0,750+0,001° 1,81+0.003° 8259+0,29° 91,61+0,01°
APDCINO 5 6ory003° 693+0,12° 1,040+0010° 191+0010° 76,82+1,06° 91,99 +0,01°
puré esteéril

*Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com o

teste de Tukey.
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Como pode ser observado pela Tabela 12, os purés de ab6bora
esterilizados possuem o menor pH, e mesmo depois de submetidos ao
processo de APDC, nédo apresentam diferenca significativa entre eles, o
que indica que o maior efeito sobre o pH foi da esterilizagdo e ndo do
tratamento APDC. Os purés ndo esterilizados tiveram o mesmo
comportamento entre eles, ndo apresentado diferenca significativa
mesmo ap6s APDC. A excec¢do foi a fruta in natura, que tem maior pH
e se diferencia estatisticamente de todas as outras amostras (p < 0,05).

Garcia-Gonzalez et al. (2009) argumentaram que o principal
fator que determina a suscetibilidade bacteriana ao tratamento por
APDC pode estar relacionado a resisténcia ao acido dos micro-
organismos, porque um fator chave no mecanismo de inativacdo parece
ser a concentracdo de CO; (e, consequentemente, o pH extracelular) na
fase liquida do alimento. A acidificagdo do meio pode ser explicada por
reacOes que acontecem quando CO, se dissolve no alimento para atingir
o0 equilibrio. O CO, é hidratado, formando o &cido carbénico (H,CO3),
processo no qual ha liberacdo de ions hidrogénio e diminuicdo do pH
extracelular. O CO, dissolvido pode facilmente difundir na célula
bacteriana devido ao aumento da permeabilidade da membrana e
acumular no citoplasma, diminuindo o pH interno. Estes autores
enfatizam também que a APDC com acidificacdo aumenta a eficacia
bactericida dos tratamentos. No entanto, deve ser levado em conta que
diferentes constituintes no meio suspenso podem também influenciar a
inativacdo (HAAS et al., 1989; BALESTRA et al. 1996; KIM et al.,
2007; LIU et al., 2012).

Spilimbergo et al. (2013), trabalhando em APDC com cortes
frescos de cenoura, relataram 0 aumento da acidez nas amostras ap6s
APDC de 6,1 + 0,1 nas amostras nao tratadas para 5,6 + 0,1 em amostras
tratadas a 120 bar, 40 °C e 15 minutos, um comportamento similar ao do
presente trabalho. Zhou et al. (2014), quando analisaram abdboras
(Cucurbita maxima Duch.) antes (pH = 5,48 + 0,02) e depois de alta
pressdo hidrostatica (pH = 5,47), ndo apresentaram diferenca no pH
apos tratamento em alta pressdo (450 MPa/15 min e 550 MPa/10 min) e
estes valores permaneceram constantes durante todo o periodo de
estocagem (60 dias).

O pH em suco de melancia apés APDC (10, 20 e 30 MPa por
15, 30, 45 e 60 min) a 50 °C diminuiu significantemente de 5,83 para
5,46 — 5,65 (p < 0,05), fato que esta de acordo com o encontrado nas
investigagdes para suco de cenoura € maga (LIU et al., 2012). Em puré
de goiaba (goiaba serrana) do tipo feijoa, o pH de todas as amostras
tratadas em diferentes pressdes aumentou significativamente (p < 0,05)
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comparado as amostras controle, mas nenhum efeito significativo da
pressdo no pH final foi atingido (ORTUNO et al., 2013; DUONG et al.,
2014). Em puré de cenoura estudado por Wang et al. (2011), o pH
inicial foi 6,21 + 0,02. Fabroni et al. (2010) ndo encontraram diferenca
significativa no pH (3,39 — 3,56) em suco de laranja tratado e nédo
tratado por APDC (130 e 230 bar a 36 °C). Ferrentino et al. (2009)
relataram mudancas significativas (p < 0,05) no pH de suco de magd em
amostras ndo tratadas, tratadas termicamente e tratadas via APDC.

A Tabela 12 também ilustra os teores de sélidos soliveis totais
(TSS) antes e apds APDC. A Unica amostra que diferiu estatisticamente
(p < 0,05) foi a estéril apés APDC (APDC no puré estéril), que teve o
maior valor de TSS (6,93 £ 0,12 °Brix). Este comportamento pode estar
relacionado ao efeito da alta pressdo e do CO,, formando novos sélidos
sollveis no puré apos o tratamento.

Zhou et al. (2014) ndo apresentaram diferenca significativa (p <
0,05) em TSS antes (8,9 = 0,01 °Brix) e depois de alta pressdo
hidrostatica (8,9 £ 0,06 °Brix) em abdbora (Cucurbita maxima Duch.)
com 550 MPa/10 min de tratamento e durante estocagem o valor
permaneceu constante. Liu et al. (2012), observando o efeito do APDC
no TSS, apresentaram oscilacBes desde o valor inicial de 9,55 °Brix,
mas ndo mudaram significativamente (p < 0,05), comportamento similar
apresentado por Zhou et al. (2009) em suco de cenoura e ao estudado
por Ferrentino et al. (2009) em suco de macd. No puré de cenoura,
Wang et al. (2011) encontraram 8,63 + 0,17 °Brix de TSS. Em suco de
laranja, o TSS ndo mudou com APDC em comparagdo com a amostra
ndo tratada e este comportamento inclui também a estocagem até 30 dias
a 4 °C (FABRONI et al., 2010). Duong et al. (2014) mostraram que 0
TSS em puré de goiaba serrana (feijoa) de 9,08 £ 0,04 °Brix ndo se
modificou apds APDC.

Para os resultados de AT (Tabela 12), todas as amostras
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre elas e 0 maior
valor deste parametro foi no puré estéril (1,240 £+ 0,001 % NaOH 1 mol
L™). O puré estéril apés APDC apresentou o segundo maior valor de
AT, indicando que o processo de esterilizacdo pode influenciar os
resultados deste parametro, assim como no pH.

Liu et al. (2012), analisando o efeito da APDC na AT de suco
de melancia, relataram um aumento significativo (p < 0,05) de 0,69 mg
L™ para 0,80 — 1,05 mg L™. Estes autores também relatam que o &cido
carbonico derivado da dissolucdo do CO, no suco induziu 0 aumento da
AT, e também atribuiram a dissolugdo do CO, no suco como uma
relevante solubilidade do CO, em suco de melancia, apesar do suco
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tratado termicamente a 95 °C por 1 minuto ndo ter mudado
significativamente (p < 0,05) em relacdo a amostra controle.

Em suco de laranja, ndo houve diferenca significativa
estatisticamente entre as amostras tratadas por APDC e amostras
controle, onde o valor de AT, mesmo em estocagem de 30 d a 4 °C foi
de 1,09 — 1,12 % é&cido citrico (FABRONI et al., 2010). Spilimbergo et
al. (2013) apresentaram, em amostras de cortes frescos de cenoura, apds
tratamento via APDC, um valor de 0,2 + 0,0 (mg &cido citrico mL™) de
AT, enquanto que amostras ndo tratadas tiveram 0,1 £ 0,0 (mg acido
citrico mL™), ndo variando durante o tempo de estocagem. Tendéncias
semelhantes para AT foram frequentemente relatados para alimentos
liquidos e solidos tratados por APDC, devido a solubilizacdo do CO; na
fase liquida e formacdo de acido carbono (FERRENTINO et al., 2011).

A APDC e a esterilizagdo afetaram o teor de agucares redutores
totais nas amostras e os resultados variaram entre 1,781 + 0,03 (g 1009
) em puré e 1,906 + 0,010 (g 100g™) em puré estéril apés APDC,
enguanto que a amostra referéncia (in natura), os ART foram de 1,214 +
0,010 (g 100g™), indicando que este processo aumenta a concentragéo
de acUcares redutores nas amostras estudadas. Este aumento em ART
pode estar relacionado com a degradacdo do amido e subsequente
conversdo em agucar, conforme pode ser observado na microscopia
Otica, apresentada na secdo 5.3.3, em relacdo aos efeitos destes
tratamentos sobre a estrutura da matriz da abdbora e dos purés.

Como pode ser observado na Tabela 12, uma leve mas
significante (p < 0,05) variacdo nos carotenoides totais ap6s APDC foi
observada. O puré de abdbora (nédo esterilizado) apés APDC apresentou
o maior teor de carotenoides totais (82,58 + 0,29 pg g). Estes
resultados sdo particularmente interessantes, uma vez que carotenoides
tém efeitos positivos na salde humana e sua presenca oferece uma
importante contribuicdo para a aceitagdo geral do puré de abdbora
tratado por APDC, que mostrou ndo ter efeitos em detrimento aos niveis
de carotenoides.

Barba et al. (2015) relataram que o tratamento em alta pressdo
pode melhorar quantidades de carotenoides extraiveis em produtos
vegetais. Alguns autores explicam que o aumento na extragdo de
carotenoides de suco de laranja e puré de caqui via alta pressdo e o
rendimento de licopeno do puré de tomate podem ser atribuidos a varios
fatores, tais como permeabilizacdo da membrana plasmatica da célula e
desnaturacdo da proteina ligada ao carotenoide induzida pela alta
pressdo (KREBBERS et al., 2003; SANCHEZ-MORENO et al., 2004;
SANCHEZ-MORENO et al., 2005; QIU et al., 2006). Patras et al.
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(2009) investigaram os efeitos da alta pressdo na recuperacdo de
carotenoides de puré de cenoura e observaram um aumento significativo
(de 3%) no teor de carotenoides apds tratamento em alta pressdo (600
MPa/15 min).

Por outro lado Spilimbergo et al. (2013), em seus estudos com
cortes frescos de cenoura, ndo verificaram reducdes significativas em
contetdos de carotenoides apds APDC e durante a estocagem (a 4 °C).
Shi et al. (2010), quando analisaram carotenoides extraidos de abdbora
fresca (Cucurbita moschata) por APDC, confirmaram que os principais
carotenoides presentes foram a-caroteno, B-caroteno e ésteres de luteina.
Eles também observaram que o aumento na temperatura resultou em
aumento na isomerizacdo dos compostos biologicamente ativos,
especialmente 3-caroteno.

Em geral, os autores que avaliaram a viabilidade do tratamento
em alta pressdo para aumentar a quantidade de carotenoides extrativeis
em bebidas baseadas em vegetais e frutas obtiveram bons resultados.
Eles observaram que a extratibilidade de carotenoides em amostras foi
claramente influenciada pelas condicGes de tratamento em alta pressao,
mas futuras investigagdes sdo necessarias para estabelecer a viabilidade
da extracdo de carotenoides (SANCHEZ-MORENO et al.,, 2005;
PLAZA et al., 2006).

De Ancos et al. (2000) obtiveram um aumento no contetido de
carotenoides totais em puré de caqui ap6s tratamento a APH (400
MPa/25 °C/1 min). Kebede et al. (2013, 2014a, 2014b) relataram que a
degradagdo de carotenoides e &cidos graxos insaturados podem estar
ligadas as reagBes oxidativas, que parecem ser mais favoraveis em alta
pressdo. Esta linha segue com relatos de que a rea¢do quimica oxidativa
foi melhorada com o aumento da pressdo. Patras et al. (2009)
trabalhando com APH observaram que uma leve mas significante
diminuicdo no conteldo de carotenoides ocorreu em amostras de puré
de tomate processado a 400 MPa. A 600 MPa, um aumento significativo
(aproximadamente 172%) na extragdo de carotenoides ocorreu em
comparacdo as amostras ndo processadas. Em puré de cenoura, estes
mesmos autores observaram um aumento de 58% no conteldo de
carotenoides totais a 600 MPa, sugerindo que a homogeneizacdo e o
tratamento térmico romperam as membranas celulares e o complexo
proteina-carotenoide, fazendo com que os carotenoides estivessem mais
acessiveis para extracdo. Eles concluiram que o processamento a alta
pressdo em moderadas temperaturas refletiram em melhor retencdo de
carotenoides, podendo manter a qualidade nutricional dos purés e
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poderia ser uma alternativa ao processamento térmico na producdo de
alimentos com alto valor nutritivo.

A Tabela 12, por fim, ilustra os valores de umidade, que
decresceram quando o puré foi esterilizado e submetido a APDC. Uma
diferenca significativa entre todas as amostras foi para o puré ndo
esterilizado ap6s APDC (APDC no puré), porém observa-se que este
parametro ndo sofre influéncia do processo. Os resultados sugerem que
a APDC pode induzir a perda de umidade especialmente na etapa de
despressurizacéo.

5.3.2 Efeito da APDC na inativacgao de E. coli em puré de abébora

Um procedimento de selecdo foi inicialmente realizado para
determinar que varidveis e niveis destas variaveis resultariam em uma
melhor condicdo experimental para inativacdo de E. coli em puré de
abobora, como apresentado na Tabela 4 (se¢do 4.5), que apresenta 0s
resultados em funcdo da pressao e da proporcdo de volume entre puré de
abobora e solvente através de um delineamento 22 com triplicata no
ponto central. Nesta mesma Tabela 4 (secdo 4.5), os resultados mostram
uma tendéncia de maior reducdo no nimero de micro-organismos
conforme a pressdo aumenta, em acordo com o relatado também por
Erkmen (2001a) e Silva et al. (2013), que ressaltaram a importancia de
taxas de ciclos de pressdo e despressurizagdo na inativacdo de E. coli.
Ainda na Tabela 5 da se¢do 4.5, pode ser observada a mesma tendéncia
quando o volume de proporgao entre soluto e solvente séo equivalentes.

A melhor condicdo experimental escolhida para realizar a
cinética é a de 275 bar e razdo 1:1 (m/m), que obtiveram uma reducédo
de 2,04 ciclos log em puré de abobora. Soares et al. (2013) relataram
gue um aumento da propor¢do de CO, no sistema favorece a inativacdo
de micro-organismos. Estes autores citam Erkmen (2001a, 2001b,
2001c), que explica que o aumento da concentracdo de CO, permite
uma melhor difusdo através das membranas celulares, facilitando o
rompimento das células durante a despressurizagéo, quando a expansao
do CO, ocorre, levando a melhoria da eficiéncia da inativacdo. Em
concordancia, Yuk et al. (2010) verificaram que o efeito da APDC de
modo continuo (vazao de amostra de 1 L min™) na inativac&o de E. coli
K12 em sidra foi determinada como uma funcdo da concentragdo do
CO, e temperatura, ou seja, 0 grau de inativacdo microbiana aumentou
significativamente (p < 0,05) com o aumento da concentracdo de CO,
em cada temperatura de aquecimento na saida.

Na Tabela 13 e na Figura 33, pode ser observada uma tendéncia
de maior reducdo microbiana a medida que o tempo de processo
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aumenta. Cada ponto do processo esteve sob as mesmas condicdes de
pressdo e temperatura durante todo o processamento via APDC.

Tabela 14 - Efeito do tratamento via APDC sobre E. coli em puré de
abobora a 275 bar de presséo e razédo (M coz / M pue de abobora) 1:1 €M
funcdo do tempo de tratamento (t). Resultados sdo médias baseadas em
dados de trés experimentos a 32 °C e desvios padrdo sdo apresentados
com o Teste de Tukey (p < 0,05).

Experimento t (h) - log (N/Np)
1 1 1,101 +0,077°¢
2 2 1,377 +0,194°
3 3 1,701 + 0,060 °
4 4 2,663 + 0,093°
5 5 2,529 +0,450°
6 6 3,054 + 0,130%
7 8 3,186 +0,077°

* Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem diferenga
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey

Figura 33 - Efeito do tratamento por APDC sobre a inativagdo de E.
coli em puré de abdbora sob pressdo de 275 bar, 32 °C e razdo (V coz / V
puré de abobora) 1:1 €m funcéo do tempo.
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A Figura 33 ilustra os dados experimentais e preditos pelo
modelo de primeira ordem para 275 bar. Pode-se observar que a
inativacdo da E. coli com diéxido de carbono supercritico segue uma
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cinética de primeira ordem, confirmada pelo bom ajuste dos dados
experimentais. Como proposto por Silva et al. (2013), o efeito da
pressdo na inativagdo de E. coli com CO, supercritico é dado pela
Equacéo 16.

dN .
e k-N (16)

onde Z—IZ é a contagem microbiana (N e Ng) obtidas no tempo

inicial (t;) e no tempo final (t) e k é uma constante de inativacdo, dada
pela linearizagdo da Equacdo 16. O valor da constante da inativagdo (k)
depende do tipo de micro-organismo, do meio, da pressdo e da
temperatura.

O coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,90 nesta etapa,
semelhante ao obtido por Silva et al. (2013). Estes autores relataram que
a constante de inativacdo aumenta com a pressdo, indicando que altas
pressbes aceleram a taxa de inativacdo enquanto o tempo de redugdo
decimal (D) diminui com o aumento de pressao, 0 que € esperado.

Nesta etapa com puré de abdbora, k a 275 bar foi de 0,018 min™
e D foi de 125,53 min. O valor de k foi menor e, consequentemente, o D
foi maior do que o encontrado por Silva et al. (2013). Estes valores
podem ser explicados pela diferenca entre as matrizes usadas para
APDC. Pela complexidade quimica do puré de ab6bora, talvez somente
pressdes elevadas ndo sejam suficientes para atingir uma alta taxa de
inativacdo e assim, & necessario um estudo da variacdo de outros
pardmetros. Como ilustrado na Figura 33 e na Tabela 13, a redugdo
maxima atingida pela APDC no puré de abdbora foi de 3,19 + 0,08
ciclos log ap6s 8 h de processo.

A contagem de E. coli diminui quando o tempo de exposi¢do ao
processo aumenta, mas ndo atinge total inativagcdo. Este comportamento
estd em acordo com diversas publicacbes (KARAMAN et al., 2001;
SPILIMBERGO et al., 2003; LIAO et al., 2007; SILVA et al., 2013;
SOARES et al., 2013). Ballestra et al. (1996) relataram que um pouco
mais de 3 ciclos log de reducdo de E. coli em caldo TSB (soja
tripticaseina) foram obtidos apds 60 minutos a 120 bar e 45 °C. Os
fatores envolvidos na inativagdo por APDC de acordo com Ortufio et al.
(2012) séo: nivel de pressurizacéo, acidificacéo, extracdo de substancias
da célula e disfun¢des na permeabilidade da membrana.
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De acordo com estes resultados, pode ser deduzido que o
abaixamento do pH é uma das causas da inativacdo microbiana por
APDC (BALLESTRA et al., 1996; ERKMEN, 2001a, 2001b, 2001c;
KIM et al., 2007; ORTUNO et al., 2012). A dissolugio do CO, na
suspensao, que resulta em formacdo de acido carbbnico, pode causar
uma mudanca no equilibrio em direcdo a geracdo de mais ion hidretos,
uma vez que o Aacido carbdnico é dissociado (KIM et al., 2007;
ORTUNO et al., 2012). Também tem sido sugerido por Lin et al.
(1994), Ballestra et al. (1996) e Erkmen (2001a, 2001b, 2001c) que CO,
em altas pressdes pode extrair constituintes vitais, incluindo
fosfolipideos e componentes hidrofébicos das membranas celulares, o
gue causaria a inativagdo microbiana com a ruptura das paredes
celulares. Garcia-Gonzalez et al. (2010) concluiram que o papel do
decréscimo do pH no meio suspenso em inativacdo por APDC néo deve
ser negligenciado devido a sua contribuicdo para causar mudancas
conformacionais no DNA.

A penetracdo do CO, através da célula microbiana pode ser o
passo controlador na inativagio e a extracdo dos conteldos
extracelulares € um possivel mecanismo de inativacdo. A desnaturacdo
de proteina, inativacdo enzimética e mudancas nas fases lipidicas podem
perturbar a morfologia celular, mecanismos genéticos e reacdes
bioguimicas (HAAS et al., 1989; LIN et al., 1992a, 1992b;
BALLESTRA et al., 1996; ERKMEN 2001a, 2001b, 200lc;
KARAMAN et al., 2001; LIAO et al., 2007; GARCIA-GONZALEZ et
al., 2007).

Além do efeito da pressdo e da concentracdo do CO2, diversos
estudos sugerem que a elevacdo de temperatura também melhora o
efeito letal do CO2 sobre os micro-organismos (LIN et al., 19923,
1992b; BALLESTRA et al., 1996; ERKMEN, 2001a, 2001b, 2001c;
SPILIMBERGO et al., 2003; YUK et al., 2010). Hong et al. (1997)
concluiram que altas temperaturas podem aumentar a difusividade e
poderiam facilitar que o CO2 penetre na membrana da bactéria pelo
aumento na fluidez.

Kim et al. (2007) relataram que um periodo de 20 minutos foi
suficiente para inativar completamente 108 UFC mL-1 de E. coli em
caldo via APDC com pressdes variando entre 80 a 150 bar a 40 °C. A 35
°C, 120 bar foram suficientes para obter completa inativacdo. Com o
aumento da temperatura de 35 para 40 °C e de 40 para 45 °C, o tempo
para completa inativa¢do diminui de 30 para 20 minutos e de 20 para 15
minutos, respectivamente, sendo estimado pela modelagem dos dados
experimentais.
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Erkmen (2001a) mostrou que os efeitos da inativacdo do CO2 foram
melhorados com o aumento da temperatura de 20 para 40 °C,
demonstrando que a temperatura tem uma relacdo préxima com as
caracteristicas de transferéncia de massa do CO2 estimulando a fluidez
da membrana celular para facilitar a sua penetragdo, também em
concordancia com o que relatou Hong et al. (1997). Em suco de cenoura
com pH de 6,80, a maior inativagdo atingida via APDC foi de 7,37
ciclos log em 60 min a 37 °C e 30 minutos a 45 °C, todos em 5 MPa (BI
etal., 2011).

Garcia-Gonzalez et al. (2010) afirmam que o aumento da
temperatura e da pressdo causam altos niveis de inativacdo de micro-
organismos, como aconteceu em seu trabalho com E. coli. Yuk et al.
(2010) mostraram que uma elevacédo significante da temperatura (p <
0,05) melhorou o efeito bactericida via APDC em modo continuo sobre
a E. coli K12 em constantes niveis de CO2.

Ferrentino et al. (2009), quando avaliaram a inativacdo da
microbiota natural microbiana em suco de macd, observaram que era
necessario aumentar a temperatura até 60 °C por 40 minutos para atingir
5 ciclos log de inativagdo microbiana via APDC. Um aumento na
pressdo de 70 para 160 bar a 35 °C ndo apresentou uma grande melhoria
na redugdo microbiana (2,5 ciclos log em 140 min). Estes autores
concluiram que a temperatura de 35 °C néo foi capaz de produzir uma
reducdo log relevante embora em pressdes de 160 bar, que foi a maior
pressdo testada no referido trabalho.

A insuficiente reducdo microbiana pode também estar
relacionada ao aumento de TSS e ART. Os dados indicam que existe
uma alta disponibilidade de nutrientes para a E. coli. E observado que as
mudancas fisico-quimicas podem ser correlacionadas melhor com a
resisténcia/sensibilidade dos micro-organismos em que pH e acidez
ajudam na reducdo da contagem, mas ndo o suficiente pela
disponibilidade de nutrientes que o processo acarreta. Adicionalmente, a
natureza dos solidos sollveis e suspensos nesta matriz pode ter exercido
efeito fisico protetor sobre os micro-organismos.

A contagem inicial de E. coli pode também afetar os resultados.
Quando o numero inicial de micro-organismos é alto, isto pode ser
atribuido a aglutinagdo (clumping) de células como um resultado do
aumento da hidrofobicidade durante o processo. A taxa de formacéo de
aglutinac@es (clumps) é proporcional ao nimero inicial. A aglutinacdo
de micro-organismos dificulta a inativagdo porque a aglutinagdo forma
uma barreira protetora (FURUKAWA, 2002; LIAO et al., 2007). Além
disso, alguns estudos tém mostrado que a E. coli é capaz de liberar
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algumas substancias protetoras quando estdo em alta densidade através
do quérum-sensing, o que talvez possa ter ocorrido neste trabalho

(SWIFT et al.,, 2001; PILLAI et al., 2006; AMMOR et al., 2008;
SCHERTZE et al., 2009; BAI et al., 2011).

5.3.3 Microscopia otica

A observacdo dos efeitos do tratamento do puré de ab6bora por
APDC sobre a microestrutura desta matriz podem contribuir para o
conhecimento deste processo. As Figuras 34 — 38 ilustram as imagens
obtidas em microscopia 6tica com 400 vezes de aumento (400 x) da
abobora como matéria prima, com detalhes dos elementos de vaso
(xilema) (Figura 34); células de parénquima com amiloplastos intactos
na matéria prima (Figura 35); puré de ab6bora pressurizado (Figura 36);
pequenas deformacdes nas paredes (A) e ruptura dos granulos de amido
(B); puré de abdbora imediatamente apds cozimento (Figura 37) onde a
seta em (C) destaca o tubo crivado por onde passa a seiva (floema); e o
puré de abdbora estéril (Figura 38).

Figura 34 - Células do parénquima com amiloplastos intactos na
matéria prima integra (abobora in natura) aumentada 400 x. Seta:
elementos de vasos (xilema).
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Figura 35 - (A), (B), (C), (D), (E) e (F): Células do parénquima com
amiloplastos intactos na matéria prima integra (abdbora in natura)
aumentada 400 x.
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Figura 36 - Puré de abdbora ap6s processo de APDC aumentado 400 x:
pequenas deformacdes nas paredes (A) e ruptura dos granulos de amido

(B).

Figura 37 - (A), (B), (C), (D) e (E): puré de abdbora imediatamente
apo6s cozimento, aumentado 400 x. Seta em (C): elemento de tubo
crivado (floema).
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Figura 38 - (A) e (B): puré de abdbora esterilizado aumentado 400 X,
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Poucas mudancas histoldgicas significativas nas células da
abobora foram observadas. Comparando os tratamentos & abdbora in
natura, parece que O tratamento preservou a estrutura celular e a
integridade da parede celular. O processamento sé danificou o amido, o
que era esperado porque o produto é decorrente de um cozimento,
primeiramente. As amostras sujeitas a alta pressdo apresentaram
algumas poucas descontinuidades nas paredes celulares, mas
rompimentos ndo foram observados. Ndo ha dados na literatura
apresentando as mudancas de um puré em geral, através de um
tratamento por alta pressdo. A maioria das analises microscépicas tem
por objetivo observar os danos nas células dos micro-organismos e néo
no ambiente em que eles estdo inseridos. Estes resultados levam a crer
que o processamento via APDC dentro de uma seguranca
microbioldgica alvo preserva mais a integridade do produto que esta
sendo submetido a tal processo.

5.4 TRATAMENTO NAO TERMICO DO PURE DE ABOBORA
UTILIZANDO PLASMA FRIO

5.4.1 Efeito do plasma frio nas caracteristicas fisico-quimicas do
puré de abébora

Este € o primeiro trabalho, até o presente momento,
investigando os efeitos do tratamento do puré de ab6bora com plasma
frio. As Tabelas 14 e 15 ilustram as caracteristicas fisico-quimicas, e a
avaliagdo de cor, respectivamente, da abobora in natura, puré
esterilizado, e do tratamento em plasma frio por 5, 10, 15 e 20 minutos
dos purés de abdbora em estudo.
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Tabela 15 - Efeito do tratamento em plasma frio sobre o pH, acidez
titulavel (AT), teor de solidos sollveis (TSS) e carotenoides totais das
amostras de abdbora in natura, puré de abdbora esterilizado e do puré de
abobora esterilizado ap6s processo de plasma frio por 5 (Plasma 5), 10
(Plasma 10), 15 (Plasma 15) e 20 minutos (Plasma 20).

Carotenoides

AT TSS .

Amostras pH (% NaOH 1 mol LY (°Brix) totais

_ (ug g-1)
ﬁ;ﬁﬁ?gra N 666+002° 0526+0002 6,13+0,06® 7367 +1,094°
E;reemiza do 578t 0,14° 1,981+0,001° 6,33+0,15 72,74 + 0,04
Plasma 5 573+0,15° 1,578 +0,002° 5,23+0,06° 43,67 +5,63"
Plasma10  5,82+0,12° 1,045+0,002° 5,37 +0,15° 41,89 + 3,63"
Plasma15 5,77 +0,04° 1,270+0,001° 5,93+0,21° 42,71 +0,73"
Plasma20 6,12 +0,08° 0,943 +0,001° 593+0,12° 65,48 + 1,58

* Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem diferenca significativa
(p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 16 - Pardmetros de cor CIELab das amostras de abdbora in
natura, puré de abdbora esterilizado e puré de abdbora esterilizado apds
processo de plasma frio por 5 (Plasma 5), 10 (Plasma 10), 15 (Plasma
15) e 20 minutos (Plasma 20). O valor foi calculado com base na média
de 5 leituras de cada parametro.

Amostras L* a* b*
Abdborain natura 57,80 +1,19° 26,02 +3,32° 42,25+ 270%
Puré esterilizado 46,40 +0,79° 1569+1,17° 41,39 +1,10°
Plasma 5 51,16 +2,55°  11,65+0,85° 47,72 +3,37°
Plasma 10 50,52 +2,85° 10,65 +0,44° 46,09 + 3,69%
Plasma 15 47,44 + 147  1223+0,45° 42,25+ 2,44
Plasma 20 50,20 + 1,27 12,44 +0,06° 47,97 +1,71°

* Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem diferenca
significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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O pH das amostras de puré de abdbora ap6s ser processado por
plasma frio descarga corona com argdnio se manteve constante até 15
minutos. No entanto, em 20 minutos de processo, houve um leve
aumento no pH apresentando diferenca significativa (p < 0,05) entre as
demais condicdes, bem como na forma in natura.

Misra et al. (2014a) relataram um aumento no pH de tomates
cereja apds tratamento com plasma frio durante estocagem, mas
atribuiram estas alteracGes as mudancas metabolicas e a perda de agua
das amostras. Resultados onde ndo houve mudancas no pH sdo mais
comuns em plasma utilizando argbnio. Ma et al. (2015) analisaram
mudangas no pH em morangos tratados por jatos de plasma frio e
verificaram que o processamento ndo alterou significativamente (p <
0,05) este parametro ap6s ser processado e mesmo apds ser estocado por
4 dias.

Almeida et al. (2015) mostraram que o tratamento com plasma
reduz o pH de suco de laranja prebidtico, mas dentro do esperado para
um suco citrico (aproximadamente 0,40 — 0,50 a menos da amostra
controle de pH = 4,43). O comportamento deste parametro no presente
trabalho foi semelhante ao relatado por Gurol et al. (2012), que embora
tenham utilizado plasma a frio com descarga corona para inativagio de
E. coli em leite integral, o pH das amostras ndo variou em intervalos de
tempo de 0 a 20 minutos de aplicacdo, indicando que o tratamento nao
causa acidez ou alcalinidade.

Kim et al. (2011) testando plasma em bacons também relatam
que o processo nao influenciou no pH, assim como Surowsky et al.
(2013) ao utilizar um modelo de alimento para testar enzimas com
plasma frio, reportaram a manuten¢éo constante do pH durante toda a
atividade. Yong et al. (2015) ao testarem plasma DBD em fatias de
queijo cheddar, relataram que por mais de 5 minutos, o pH declinou
significativamente (p < 0,05). O pH também decresceu para agua
destilada e suco de laranja tratados por plasma (KORACHI et al., 2011;
SHI et al., 2011).

Tang et al. (2008) sugerem que reagdes formadoras de acidos
com moléculas acidogénicas (como o NO,) explicam a inducdo do
plasma em diminuir o pH, hipétese de acordo também com Fréhling et
al. (2012). Korachi et al. (2011) e Pal et al. (2016) sugerem que o
aumento em H*, que é dissociado das moléculas bacterianas ou H,0,
também contribuem para a reducdo do pH, observado em seguida ao
tratamento de plasma. A flutuagdo do pH é conhecida como um fator de
estresse na bactéria e pode causar a sua morte, desempenhando assim,
um importante papel na inativacéo de patdgenos.
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A acidez titulavel (AT) apresentou diferenca significativa entre
todas as amostras, tendo o menor valor, entre 0s processados, para a
condicdo de 20 minutos e o teor de solidos soliveis (TSS), diminuiu,
sendo esse decréscimo mais acentuado nos tempos iniciais.

Tappi et al. (2016) analisaram AT e TSS em cortes de meldo apds
processamento por plasma do tipo DBD por 15 (15 + 15) e 30 (30 + 30)
minutos. Os autores verificaram pequenas diferencas significativas entre
a amostra controle e as tratadas por plasma. A AT foi significativamente
menor (p < 0,05) do que as amostras controle apds estocagem por 2 dias
nos dois tempos de tratamento. Apenas apds 2 e 4 dias de estocagem o
TSS decaiu significativamente (p < 0,05).

Ramazzina et al. (2015) verificaram TSS e AT em kiwi apds tratar com
plasma do tipo DBD e observaram um aumento significativo (p < 0,05)
de TSS com o tempo de estocagem (4 dias) provavelmente devido a
conversdo do amido em acgucares, mas que isto ndo foi afetado pelo
processo, embora significante efeito interativo entre tempo de
tratamento de 20 minutos (20 + 20) e tempo de estocagem apresentaram
um aumento relevante. Ja a AT foi significativamente (p < 0,05) afetada
pelo tempo de estocagem, tempo de tratamento e suas interacoes,
principalmente apds 4 dias de estocagem com tempo de tratamento 10
minutos (10 + 10).

O processamento em plasma frio parece afetar o teor de
carotenoides totais. Embora a 20 minutos ndo tenha apresentado
diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras referéncias (in
natura e puré esterilizado), houve um decréscimo no teor de
carotenoides em todas as amostras processadas por plasma frio.
Ramazzina et al. (2015) trabalhando com plasma em kiwi verificaram
que o teor de carotenoides diminuiu significativamente (p < 0,05) com o
tempo de estocagem (até 4 dias) mas as amostras tratadas por plasma
apresentaram uma perda de pigmentos mais limitada ao longo do tempo
de estocagem do que as amostras controle.

O impacto do plasma na cor, principalmente na superficie dos
alimentos é provavelmente o pardmetro mais amplamente estudado em
plasma, talvez por ser um indicador de frescor e qualidade além de
influenciar o poder de decisdo de compra do consumidor. Em puré de
abobora, o parametro L* (luminosidade) apresentou um leve declinio
apos sofrer tratamento, sendo mais acentuado ao ser esterilizado. Entre
as amostras tratadas com plasma, houve pouca variacdo, embora a
estatistica mostre que houve diferenca significativa entre os tempos de 5
e 15 minutos com os demais. O pardmetro a* (vermelho/verde) foi o
mais afetado, apresentando grande perda em relagdo a amostra in



162 Resultados e Discussao

natura, sendo esta perda acentuada apds tratamento com plasma, néo
apresentando diferenca significativa entre todos os tempos expostos ao
tratamento (p < 0,05).

O parametro b* (amarelo/azul) foi levemente superior apds
exposicdo ao plasma, exceto no tempo 15 minutos em que o valor foi
préximo do puré estéril e da abdbora in natura. Significativas mudancas
na cor devido ao uso de plasma foram observadas para o pimentdo
vermelho em pg, independente do tempo de tratamento. O valor de a*
diminuiu enquanto o L* e o b* aumentaram, resultando em uma cor
mais clara e tendendo ao amarelo. No pimentdo em p6, o contetdo de
carotenoides é responsavel pela caracteristica avermelhada, porém ¢é
concebivel que RNS, como HNO,, dentro da amostra interage com os
carotenoides e provavelmente provogque oxidacdo, resultando nesta
perda de cor (HERTWIG et al., 2015).

Red et al. (2012) conduziram um estudo com produto carneo
“pronto para comer” (ready-to-eat) e verificaram 40 % de perda do
pardmetro a* que ficou mais evidente ap6s 14 dias de estocagem,
sugerindo uma possivel reagdo quimica dos pigmentos vermelhos da
carne com espécies do plasma. Lacombe et al. (2015) verificaram
alteragdes em mirtilo expostos a plasma frio por até 120 segundos, tendo
impacto significativo (p < 0,05) apds 45 s (b*) e 120 s (L* e a*).

Almeida et al. (2015) analisaram em suco de laranja prebiético
apos uso de jatos de plasma frio que o parametro L* teve um leve
aumento (3 unidades) em relagdo a amostra controle em tempos entre 15
— 60 minutos. Bermidez-Aguirre et al. (2013) observaram um leve
aumento no parametro a* em tomates apés plasma frio descarga corona,
porém sem diferenca significativa em relagdo ao controle (p > 0,05). J&
em cenouras, nenhuma mudancga nos parametros de cor (L*, a*, b*) foi
encontrada. Ma et al. (2015) avaliando plasma ativado em agua para
inativacdo de bactérias deteriorantes em morangos, verificaram que o
processo induziu a um pequeno aumento de a* e b* em 4 dias de
estocagem.

Algumas publicagdes relatam que nenhuma mudanga
significativa ocorre nos parametros de cor L*, a* e b* apds processo de
plasma frio. Nenhuma mudanca nos parametros de cor foi observada em
alga comestivel estudada por Kim et al. (2015), em suco de roma
analisado por Kovacevic et al. (2016), mesmo em diferentes volumes e
tempos de tratamentos, em kiwi analisado por Ramazzina et al. (2015)
gue s apresentaram um leve decréscimo durante a estocagem (4 dias),
em amostras de carne com argbnio como gas de arraste relatadas por
Ulbin-Figlewicz et al. (2015), em macds submetidas a inativacao
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microbiana por Niemira et al. (2008) onde nenhuma alteracéo sensorial
foi detectada e em tomates cereja de acordo com Misra et al. (2014a).
De acordo com Critzer et al. (2007), a principal limitagdo do uso do
plasma na indUstria de alimentos é o tratamento dos produtos com alto
conteudo lipidico e antioxidantes devido a possivel oxidacdo gerada
pelas espécies reativas do plasma (ROS e RNS).Enquanto o plasma na
inativacdo de micro-organismos em alimentos ja estd sendo bastante
difundido em publicacdes, principalmente nos anos mais recentes, existe
uma caréncia muito grande de estudos de impacto do plasma nos
atributos de qualidade dos alimentos processados. Todavia, ©
conhecimento sobre as mudancas na qualidade é de grande importancia,
visto que ha limitagdes entre os alimentos sélidos e liquidos tratados por
esta tecnologia, sendo suscetiveis a reagdes de degradacéo.



164 Resultados e Discussao

5.4.2 Efeito do plasma frio na inativacdo de E. coli em puré de
abobora

Os efeitos do tratamento em plasma frio sobre a inativacdo de
E. coli, em puré de ab6bora foram acompanhados por 2, 4, 5, 8, 10, 12,
15 e 20 minutos de tratamento. A Tabela 16 e a Figura 39 ilustram os
valores de inativacdo de E. coli em puré de abdbora em descarga corona
sob pressdo atmosférica e temperatura ambiente em funcdo do tempo de
tratamento (t). Observa-se uma tendéncia de maior inativacdo
microbiana a medida que o tempo passa, visto que a regressdo linear
(Figura 39) obteve bom ajuste aos dados experimentais.

Tabela 17 - Efeito do plasma frio sobre a inativagéo de E. coli em puré
de abodbora, com descarga corona em pressdo atmosférica em funcéo do
tempo de tratamento (t). Resultados sdo médias baseadas em dados de
trés experimentos a temperatura ambiente (25 °C) e desvios sdo
apresentados com o Teste de Tukey (p < 0,05).

Experimento  t (min) - log (N/NO)

2 0,630 +0,223c
4 0,953 + 0,155c
5 1,154 + 0,069¢
8 1,096 = 0,194c

10 2,009 = 0,098b
12 2,374 £ 0,289
15 3,128 + 0,084a
8 20 3,624 + 0,304a

* Valores na mesma coluna com diferentes letras sobrescritas possuem
diferenca significativa (p < 0,05) de acordo com o teste de Tukey.
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Figura 39 - Efeito do plasma frio sobre a contagem de E. coli com
descarga corona em fun¢do do tempo de tratamento em puré de abdbora.
Resultados sdo médias baseadas nos dados de trés experimentos em
temperatura ambiente (25 °C) e pressdo atmosférica e os desvios sdo
representados pelas barras de erros.
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Estudos observando a descontamina¢do de produtos pastosos,
como o puré de abobora por aplicagdes de plasma frio sdo escassos. As
interacdes complexas entre plasma frio e 0s micro-organismos tratados
se tornam dificeis de comparar pelos resultados obtidos por varias
configuragdes de plasmas, pois ha diferenca em fatores, como o uso de
gas ou mistura gasosa do processo, 0 gerador de plasma, o tipo de
aplicacdo (modo direto ou indireto), os micro-organismos investigados
(bactérias vegetativas, endosporos ou bolores) e o produto a ser tratado
sdo todos de grande importancia para avaliar a eficiéncia de um
tratamento por plasma (SCHLUTER et al., 2013).

Muitos trabalhos reportaram 0s mecanismos de inativacao
microbiana, que ainda ndo estdo bem esclarecidos e sdo objetivos de
estudos mais recentes (BAIER et al., 2013; BERMUDEZ-AGUIRRE et
al., 2013; FERNANDEZ et al., 2013; NI et al., 2013; MISRA et al.,
2014a; 2014b). A maioria relaciona a inativagdo celular por plasma com
0 dano na membrana celular, em um mecanismo similar ao da
tecnologia de campo elétrico pulsado (CEP), tal como geracdo de poros
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e acimulo transmembranico de cargas (BERMUDEZ-AGUIRRE et al.,
2013).

Laroussi et al. (2004) relatam que radicais OH sdo capazes de
oxidar &cidos graxos que sdo importantes componentes das paredes
celulares de diversos micro-organismos, rompendo assim ligagdes
peptidicas e oxidando cadeias de aminoacidos. Da mesma forma,
Surowsky et al. (2014) relataram que os efeitos letais na inativacdo por
plasma sdo supostamente baseados nos danos nas membranas celulares e
na geracao de radicais peroxidos, que iniciam reacGes de oxidacao.

Ziuzina et al. (2014) expuseram tomates cerejas em plasma frio
para inativar E. coli e atingiram uma redug&o de 6,3 ciclos log em tempo
de tratamento de 60 segundos. Quando colocaram morangos expostos as
mesmas condi¢des, o tempo de tratamento de 300 s (em funcdo da
superficie do morango) foi necessario para atingir 3,5 ciclos log de
reducdo. Song et al. (2015) avaliando a inativacdo de E. coli O157:H7
obtiveram aproximadamente 5,5 ciclos log de inativagdo em 10 minutos
de tratamento via plasma frio. Prieto-Calvo et al. (2016) comparando a
eficacia de plasma frio com UV na inativacdo de bactérias E. coli VTEC
verificaram que o plasma foi menos eficaz, em geral, com redugfes < 3
ciclos log, apds tratamentos de até 3 minutos em equipamento de escala
laboratorial.

Kim et al. (2015) ao avaliarem a inativacdo microbiana em alga
marinha comestivel exposta em jatos de plasma observaram um redugéo
de até 99 % de contaminantes, mostrando-se eficiente neste tipo de
superficie. Surowsky et al. (2014) ao verificarem a inativacdo de C.
freundii em suco de magd por jatos de plasma, observaram que a
membrana do micro-organismo ndo foi completamente rompida pela
exposicdo do plasma e que as espécies reativas podem continuar agindo
mesmo apds a exposicdo do plasma (8 minutos), resultando num
aumento na permeabilizacdo da membrana durante o tempo de
estocagem (de até 24 h). No caso de plagueamento imediato, baixa taxa
de inativagdo (de cerca de 1 ciclo log) foi observada. Em comparagéo
com plaqueamento ap6s 3 h, uma reducdo de 4,4 ciclos log foi
observada e apds 24 horas, a reducdo foi em torno de 5,1 ciclos log.
Através de andlises de fluxo citométrico, os autores concluiram que
espécies reativas do plasma permaneceram ativas no suco de magé apés
ser submetida ao processo. Pasquali et al. (2016) relataram que o
tratamento de plasma DBD é capaz de redugdes significativas em E. coli
em chicéria vermelha, mas ndo o suficiente para eliminar todos os
patégenos em 15 ou 30 minutos. Fernandez et al. (2013) avaliaram a
eficacia de plasma frio para descontaminacdo de superficies de alfaces,
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morangos e cortes de batatas inoculados com Salmonella Typhimurium.
Eles sugeriram que a diferenca na eficiéncia do plasma nestes alimentos
frescos é consequéncia das caracteristicas das suas superficies.

Algumas publicacdes tém mostrado que a concentragdo inicial
de bactérias, duracdo do tratamento e a estrutura do meio de suporte
desempenham um fundamental papel na eficacia antimicrobiana de
aplicacGes de plasma frio (LAROUSSEI et al., 2004; OHKAWA et al.,
2006; SEN et al., 2013; BAIER et al., 2015). Bermudez-Aguirre et al.
(2013) em concordancia com vérias publicagdes relataram que a
contagem inicial no produto € um importante fator a ser considerado
durante a inativacdo porque quando uma alta concentracdo de micro-
organismos é utilizada, diversas camadas ou aglomeragdes (clumps) de
bactérias sdo formadas e as células se protegem contra a radiacdo do
plasma. No entanto, quando o nimero inicial de células é abaixo de 10°
UFC/mL, uma monocamada de células tem sido observada, expondo
todos os micro-organismos diretamente a radiacdo plasma e melhorando
a inativacdo. Bermudez-Aguirre et al. (2013) também relataram que
superficies altamente porosas podem ser responsaveis pela baixa taxa de
inativacdo bacteriana pois a bactéria pode migrar e se proteger da acdo
do plasma, como aconteceu com testes em cenoura, fatias de presunto e
gueijo. Em teste com plasma frio descarga corona destes mesmos
autores em tomate e alface para inativar E. coli, usando uma voltagem
de 11,45 kV, obtiveram reducdes (< 1 ciclo log em 10 minutos). Quando
a voltagem variou e o tempo foi fixo (10 minutos), conseguiram atingir
um nivel maior de inativacdo (aproximadamente 1,7 ciclos log a 12,83
kV).

O tomate obteve um nivel de inativagdo um pouco maior do que
a alface, devido a variacdo da superficie entre os vegetais, sendo o
tomate mais homogéneo e com superficie mais suave que ndo oferece
protecdo aos micro-organismos contra agentes de desinfecgdo, enquanto
que a estrutura da alface permite a migracdo interna dos micro-
organismos, 0 que esta de acordo também com o que sugeriram Huang
et al. (2007). Os autores relataram que o efeito de espécies carregadas da
descarga com argdnio ndo foi suficiente para inativar altas cargas de
micro-organismos. OXxigénio e nitrogénio sdo muito efetivos na
inativacdo de bactérias, virus e até esporos, mas o argdnio previne
alguma possivel reagdo nos vegetais, visto que espécies letais como Oe,
0O,, O3, OHe, NO+ e NO, sdo advindas de oxigénio e nitrogénio. O
oxigénio pode afetar a membrana lipidica dos micro-organismos devido
a formacao de peroxidos. A oxidagdo de aminoacidos e acidos nucleicos
tem importante efeito de letalidade nos micro-organismos (SONG et al.,
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2009; LACKMANN et al., 2014; SUROWSKY et al., 2014).Tappi et al.
(2016) apresentaram resultados imediatos de reducdo de viabilidade
celular em bactérias deteriorantes em cortes de meldo, com o aumento
do tempo. Em tempo de 30 minutos (30 + 30), as redugfes chegaram
entre 2 e 3,4 ciclos log para bactérias mesofilicas e &cido laticas,
respectivamente, mas a cerca de 1 ciclo log para bactérias psicotréficas.
Estes autores atribuem esses resultados de inativacdo as ROS e RNS
durante a descarga. Lacombe et al. (2015) avaliaram a eficiéncia de
plasma frio na microbiota nativa de mirtilo e observaram uma redugéo
de 0,8 — 1,6 ciclos log (entre 15 e 120 segundos de tratamento) que
persistiu ao longo do periodo de estocagem (a 4 °C) por até 7 dias, onde
todas as amostras apresentaram em torno de 1,5 ciclos log de reducédo
em comparagdo com as amostras controle. Dobrynin et al. (2009)
concluiram que a presenca de &gua € requerida para atingir uma répida
inativacdo e esta inativacdo € altamente dependente da quantidade de
agua, ap0s testes com tratamento a seco, Umido e molhado. Guo et al.
(2015) dizem que tudo indica que a umidade ou quantidade de agua
desempenha uma importante fun¢do no processo de inativagdo e ndo
pode ser negligenciada, porém o exato mecanismo fundamental da
interacdo de diferentes agentes de plasma com agua e micro-organismos
ainda permanece sem esclarecimentos, o que é atribuido as variagdes de
diferentes configuracbes de experimentos construidos por diversos
pesquisadores. A bactéria gram-negativa como E. coli € menos
resistente ao plasma devido a falta de uma parede celular rigida que as
gram-positivas possuem, porém, em alguns estudos, E. coli O157:H7
apresentou diferente resisténcia ao plasma frio de acordo com pH,
temperatura e outros fatores em relacdo as bactérias gram-positivas. As
células sdo menos resistentes ao plasma quando o pH é menor, sendo
preferido em relacdo ao pH neutro. Da mesma forma, amostras que sdo
incubadas a temperaturas baixas (10 °C) séo preferiveis em relacdo as
mais quentes (35 °C). Quando h& determinadas combinagBes destes
parametros, as células apresentam certa resisténcia ao plasma frio
(KAYES et al., 2007; OTTO et al., 2011; BERMUDEZ-AGUIRRE et
al., 2013).
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Baier et al. (2015) relataram que sob mesmas condicdes,
bactérias do género E. coli patogénicas ou ndo patogénicas apresentaram
desempenhos similares em relacdo a inativacao por jatos de plasma. Em
descarga corona fosforescente para inativacdo de bactérias deteriorantes
comuns em alimentos proposto por Mok et al. (2015), a E. coli, dentre
seis tipos de bactérias testadas, foi a que apresentou maior
suscetibilidade de inativacdo perante o processo. Lu et al. (2013)
relataram que a resisténcia da E. coli é baseada na conversdo de L-
glutamina em L-glutamato liberando prétons de aménia que leva a altos
valores de pH intracelular.

Shimizu et al. (2008) relatam que a radiacdo UV desempenha
um papel dominante como agente no processo de inativacdo microbiana
guando argbnio é usado como gas de arraste e a descarga & do tipo
micro-ondas a 2,45 Hz, sendo ainda maior quando usado argénio em
combinagdo com N,/O, neste mesmo tipo de descarga.

Timoshkin et al. (2012) concluiram que ROS e RNS
apresentaram efeito bactericida e a existéncia de uma correlagdo entre a
geracdo de ozbnio e os efeitos bactericidas induzidos pelo tratamento
indireto por descarga corona. Uhm et al. (2007) demonstraram
experimentalmente que a relacdo entre argdnio e O, em jatos de plasma
€ muito efetiva em inativar esporos de Bacillus e atribuiram este fato ao
radical oxigénio como fator dominante.
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Detalhadas discussdes dos mecanismos além do escopo deste
trabalho podem ser encontrados em recentes publicacdes, onde uma
relativa contribuicdo de compostos produzidos por plasma néo térmico
em pressdo atmosférica é analisada e muitas reagdes biogquimicas
intracelulares e vias biogquimicas, em que as reagdes com nitrogénio
(RNS) e oxigénio (ROS) desempenham um importante papel negativo
ou positivo (GRAVES, 2012; LACKMANN et al., 2014; YOUSFI et al.,
2014; SUROWSKY et al., 2015).



Capitulo 6 - CONCLUSOES E SUGESTOES PARA

TRABALHOS FUTUROS

6.1 CONCLUSOES

O tempo ideal para produzir um puré de abébora por cozimento
em vapor evitando maxima perda de compostos foi 20 minutos.

A esterilizagdo em autoclave a 121 °C continua sendo o método
mais eficiente para eliminagéo total da carga microbiana, visto
gue as tecnologias emergentes ndo térmicas ndo conseguiram
inativacdo total da E. coli nos processos estudados neste
trabalho.

O processamento em autoclave acarreta em alteragdes
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas do puré de
abobora, principalmente na acidificacdo do meio, mas ndo a
ponto de considerar o produto como alimento acido (pH < 4,6).

Foram identificados majoritariamente no headspace do puré de
abobora, esterilizado em embalagens pouch stand up, grupos
funcionais alcenos, aldeidos, alcoois, cetonas e ésteres. Muitos
compostos destes grupos estdo envolvidos na caracterizagdo do
perfil aromatico do puré de abobora, bem como em
componentes da degradacdo de carotenoides e acidificacdo do
meio.

A tecnologia de CEP atingiu inativacdo considerada moderada
(entre 1 e 3 ciclos log) sendo necessario mais estudos sobre
outros parametros que possam potencializar a taxa de morte
microbiana, dada a diversidade de pardmetros envolvidos neste
processo. A condutividade elétrica da matriz ndo foi suficiente
para aumentar a taxa de inativacéo da E. coli via CEP.

A APDC se apresentou limitada em relacdo a seguranca
microbioldgica do puré de abobora, visto que a maxima redugdo
de E. coli foi de 3,17 ciclos log em 8 h de processo a 275 bar e
32 °C, necessitando estudos futuros variando outros parametros
do processamento e ndo negligenciando a complexidade da
matriz alimentar tratada. A APDC induz a acidificacdo e
concentracdo de TSS, ART e carotenoides totais no puré de
abdébora. A microscopia 6tica confirmou que a APDC nas
condigdes estudadas preserva a integridade microestrural do
produto.

O plasma frio com descarga corona obteve uma reducdo de
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3,624 ciclos log em 20 minutos de processo, sendo, dentro do
proposto, insuficiente mas promissora para garantir a segurancga
microbioldgica do produto. HA& a necessidade de
aprofundamento das varidveis envolvidas no processo para que
haja esclarecimento de mecanismos de inativacdo no puré de
abobora, visto que sdo escassos dados com este propésito. O
plasma frio induz a acidificacdo e concentragdo de sélidos no
puré de abdbora, porém reduz significativamente os niveis de
carotenoides totais e o pardmetro a* e L*, o que pode ndo ser
sensorialmente desejavel.

A tecnologia de plasma frio mostrou ser mais promissora dentre
as tecnologias emergentes ndo térmicas por apresentar maior
inativacdo microbiana, com relativa rapidez de tratamento e
baixo consumo de energia no processo.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudo da vida Gtil do puré de ab6bora em embalagens flexiveis
do tipo pouch processado por autoclave em contra-pressdo,
analisando as alteragdes fisico-quimicas durante a estocagem.
Quantificagdo dos compostos volateis no headspace das
embalagens pouch por cromatografia.

Estudo do processamento do puré de abobora via CEP em modo
continuo, analisando a influéncia de cada pardmetro no
processo e as alteragBes fisico-quimicas, sensoriais e
microbioldgicas;

Estudo do processamento do puré de abdbora por APDC
variando outros pardmetros do processo como pressurizacdo em
ciclos e diferentes temperaturas visando a reducdo da carga
microbiana e alteracdes fisico-quimicas e sensoriais, bem como
em modo continuo.

Estudo do processamento do puré de ab6bora por plasma frio
com outros gases de processo e por tempos mais longos,
analisando as alteragdes fisico-quimicas e sensoriais ocorridas
durante o processamento.

Estudo de métodos combinados ndo térmicos com tratamento
térmico, utilizando temperaturas mais elevadas.
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APENDICES

APENDICE A. Soma das éreas dos picos cromatograficos analisados
no headspace da embalagem por SPME de puré de abdbora esterilizado
(PE) utilizando as fibras PDMS, PDMS/DVB e PDMS/DVB/CAR.
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APENDICE B. Numero de picos cromatograficos analisados no
headspace da embalagem por SPME de puré de abodbora esterilizado
(PE) utilizando as fibras PDMS, PDMS/DVB e PDMS/DVB/CAR.
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APENDICE C. Principais compostos volateis identificados por analise
de headspace/SPME para as amostras de PNE de abdbora (Cucurbita
moschata).

Nome Intensidade absoluta do %
pico

Alcoois 1,25

4-metil-1-hexanol 96013 0,02

2-etil-1-pentanol 738423 0,15

2-etil-1-butanol 181446 0,04

Aldeidos 0,05

o-metilbutanal 159936 0,03

Pentanal 97096 0,02

Alcenos 27,59

Tolueno 38836968 7,69

1,3,5-cicloheptatrieno 23123393 4,58

2,4-dimetil-1-hepteno 58233467 11,53

1,3-ciclopentadieno 2447157 0,48

1-octeno 1640474 0,32

o-xylene 467338 0,09

Cetonas 1,25

2-pentanona 1107115 0,21

4-metil-2-heptanona 311166 0,06

4-(1,1-dimetil-etil)- 3030671 0,06
ciclohexanona

Esteres 0,18

Acido oxalico 912510 0,18

Terpenos 0,63

a-pineno 1140741 0,22

2-careno 2060218 0,40
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APENDICE D. Principais compostos volateis identificados por analise
de headspace/SPME para as amostras de PE-10 de abdbora (Cucurbita
moschata).

Nome Intensidade %
absoluta do pico

Alcoois 7,12
4,8-dimetil-1-nonanol 2513413 1,50
Citronella 1923574 1,14
2-propil-heptanol 233829 0,14
1-octanol 122216 0,07
Isotridecanol 3142295 1,87
1-decanol 1794672 1,25
2-isopropil-5-metil-1-heptanol 1180488 1,01
Aldeidos 6,39
a-metilpropionaldeido 1615488 0,96
B-metilbutanal 2230628 1,33
Alcenos 2,03
Tolueno 3144333 1,87
1,3-ciclopentadieno 261160 0,16
Cetonas 2,24
4,4-dimetil-2-pentanona 132247 0,08
1-(2,2-dimetilciclopentil)-etanona 468165 0,28
a-lonona 927947 0,55
Esteres 1,63
Acido oxalico 224721 0,13

Acido sulfdrico 132737 0,06
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APENDICE E. Principais compostos volateis identificados por analise
de headspace/SPME para as amostras de PE-20 de abdbora (Cucurbita
moschata).

Nome Intensidade %
absoluta do pico

Alcoois 4,00
Isotridecanol 826612 2,02
3,7-dimetil-1-octanol 632049 1,54
2-isopropil-5-metil-1-heptanol 182321 0,44
Aldeidos 6,74
B-metilbutanal 1183111 2,89
o —metilbutanal 1486577 3,63
Alcenos 24,43
Tolueno 8201013 20,01
2,4-dimetil-1-hepteno 1379894 3,37
1,3-ciclopentadieno 255845 0,62
Ciclohexeno 174286 0,43
Cetonas 0,88
2,2,6-trimetil-ciclohexanona 245447 0,60
3-metil-4-heptanona 61323 0,15
3,5-dimetil-4-octanona 51819 0,13
Esteres 1,65
Acido oxalico 161574 0,39

Acido sulfarico 158854 0,39
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APENDICE F. Principais compostos volateis identificados por analise
de headspace/SPME para as amostras de PE-30 de abdbora (Cucurbita
moschata).

Nome Intensidade absoluta %
do pico

Alcoois 6,04
2-etil-1-butanol 57469 0,01
2-isopropil-5-metil-1-hexanol 388436 0,04
2-etil-1-hexanol 1507002 0,14
Dihidro-citronellol 18525821 1,72
2-isopropil-5-metil-1-heptanol 1214338 0,11
2-¢etil-1-decanol 2151980 0,20
2-hexil-1-decanol 4333529 0,40
Aldeidos 14,26
B-metil-butanal 13271208 1,23
2-metil-2-butenal 1084106 0,10
n-heptanal 590655 0,05
B-ciclocitral 7554277 0,70
Alcenos 9,05
Tolueno 23441423 2,18
5-metil-1-hepteno 50014370 4,65
Safranal 1188666 0,11
Cetonas 1,56
o-lonona 2210375 0,21
2,2,6-ciclohexanona 10210265 0,95
4-metil-2-heptanone 1205156 0,11
Esteres 0,32
Acido sulftrico 1504275 0,14
Acido oxalico 1276831 0,12
Eteres 0,19
Hexil-octil-eter 2031345 0,19
Terpenos 0,08

a-pineno 845124 0,08
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APENDICE G. Gréfico da soma das areas da intensidade absoluta dos
picos cromatogréaficos, separados por grupo funcional, em andlise de
headspace/SPME, para as amostras de puré de ab6bora ndo esterilizado
(PNE).
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APENDICE H. Gréafico da soma das éreas da intensidade absoluta dos
picos cromatogréaficos, separados por grupo funcional, em andlise de
headspace/SPME, para as amostras de puré de abdbora esterilizado por
10 minutos (PE-10).
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APENDICE |. Gréfico da soma das areas da intensidade absoluta dos
picos cromatogréaficos, separados por grupo funcional, em andlise de
headspace/SPME, para as amostras de puré de abébora esterilizado por
20 minutos (PE-20).
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APENDICE J. Gréfico da soma das areas da intensidade absoluta dos
picos cromatogréficos, separados por grupo funcional, em andlise de
headspace/SPME, para as amostras de puré de abdbora esterilizado por
30 minutos (PE-30).
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APENDICE K. Grafico comparativo da intensidade absoluta dos picos
cromatograficos, separados por grupo funcional, em analise de
headspace/SPME, dos trés diferentes PE’s de abobora.
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APENDICE L. Tempo de reducio
experimentos realizados.

decimal D (s) para todos os

Fg;ﬁ_]apgo Wespecifico DZO °C D20 °C D20 °C D20 °C DZO °C D40 °C
(V/em) caleutado (3/9) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
13000 80 - 19,78 - - - -
100 - 24,88 - - - -
120 - 29,21 - - - -
14000 80 16,44 - 20,15 20,25 18,8 22,24
100 20,84 - 25,17 2561 23,03 27,15
120 24,92 - 26,63 26,04 28,39 33,63
18000 80 9,87 11,95 - - - -
100 11,66 14,94 - - - -
120 1445 17,65 - - - -
18500 80 - - 11,02 11,94 1054 12,42
100 - - 14,55 1489 12,99 1527
120 - - 16,62 17,66 1547 18,16
22000 80 6,52 - - - - -
100 7,66 - - - - -
120 8,32 - - - - -
22500 80 - - 7,49 7,93 6,65 7,74
100 - - 9,62 9,83 8,22 9,55
120 - - 8,76 9,18 9,41 10,85
23500 80 - 7,66 - - - -
100 - 9,9 - - - -
120 - 10,95 - - - -
26000 80 4,2 - 4,39 4,69 4,35 4,96
100 5,12 - 5,50 5,95 6,04 6,99
120 6,14 - 7,69 7,08 6,75 7,73
27000 80 - 53 - - - -
100 - 6,49 - - - -

120 - 7,46
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30000 80 3,18 3,64 3,32 3,46 3,5 4,04
100 38 4,92 4,79 4,45 4,24 4,86
120 4,59 5,78 5,73 5,17 5,12 5,88
34000 80 - - 3,03 - - -
100 - - 3,24 - - -
120 - - 4,40 - - -




