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Processamento por Campo

Elétrico Pulsado

» Conceitos

» Equipamentos

» Aplicacoes
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<=1 Processamento por Campo =t =

Protectve redeior <> [ 11 }

Eletrico Pulsado _"w -

» Aplicacao de um campo elétrico externo por alguns microssegundos

(PEF ou campo elétrico pulsado)
» Induz mudancas estruturais locais e rompimento da membrana celular

» Formacao de poros pela diferenca de potencial
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<=1 Processamento por Campo ===
Elétrico Pulsado

~ Descargas elétricas pulsadas em alta voltagem entre dois eletrodos
» Pulsos curtos e homogéneos sem a formacao de arcos voltaicos

» Minimizacao de reacoes eletroquimicas (ondas de choque, luz UV
formando radicais livres) e do aumento de temperatura (efeito nao
téermico)
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Cell membrane

-I=I"I' " Processamento por Campo
Elétrico Pulsado

~ Efeito na membrana celular e ruptura de organelas intracelulares

» Permeabilizacao da membrana celular:
v i) formacao do poro induzida pelo campo elétrico aplicado

v ii) estabilizacao do poro formado para que haja interacao e troca

de material intra e extracelular
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Il Processamento por Campo
Eletrico Pulsado

» Membrana celular € um capacitor preenchido com material dielétrico

de baixa condutividade

» Cargas elétricas opostas dos dois lados da membrana formando um

potencial transmembrana (10 mV)

» Exposicao a um campo elétrico externo aumenta o potencial causando

a deformacao viscoelatica da membrana
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<11 Processamento por Campo = |
Elétrico Pulsado

Valor critico de potencial a partir do qual ocorre a ruptura da

membrana (=1 V)

Pode ser reversivel se o numero de poros for pequeno em relacao a

area total da membrana

Campo elétrico mais forte ou aumento do numero de pulsos ou da

largura do pulso resultam em ruptura irreversivel provocando a morte

celular
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado

» Forca do campo elétrico entre dois eletrodos € dada por:
v E = v
d

~ Geracao de pulsos de decaimento exponencial ou quadrados

v Pulso de decaimento exponencial: longa cauda de baixo campo elétrico

v Pulso quadrado: alta voltagem durante toda a duracao do pulso (economia de

energia)
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-1 Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Charging resistor .3’
<

Storage capacitors.

» Parametros de processo:

v Forca do campo elétrico

- Garantir que exceda o valor critico para a formacao de poros com danos irreversiveis

as células dos microrganismos de interesse

- 0 valor critico depende do tamanho das células e de sua orientacao em relacao ao

campo
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado
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Characteristical dimensions (um):
Saccharomyces cerevisiae
(A:4; Ax3; A3 2)

Escherichia coli
(A:2.0; A:0.7; A5:0.55)

Listeria innocua
(Aq: 0.625; A,:0.255; Aj5:0.255)
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-1 Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Charging resistor .3’
<

Storage capacitors.

» Parametros de processo:

v Forca do campo elétrico

- Quanto maior a forca do campo elétrico maior a eficacia do processo
- Em alguns casos é necessario atingir 35 kV/cm

- Limite € dado pelas propriedades dielétricas do material
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Charging resistor .:_’_
<

Storage capacitors.

| ;
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» Parametros de processo:

v Forca do campo elétrico

- Se houver formacao de arco a corrente provocara reacoes eletroquimicas, corrosao dos

eletrodos e formacao de bolhas

- Otimizar a distribuicao do campo elétrico na camara evitando a formacao de pontos

quentes e a presenca de bolhas de ar
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-1 Processamento por Campo Elétrico Pulsado =

» Parametros de processo:

v Tempo de tratamento, energia especifica e geometria de pulso

- Intensidade do tratamento dada pelo produto da largura do pulso pelo nimero médio de

pulsos

- Largura do pulso é o tempo de manutencao do pico para pulso quadrado ou do tempo de
decaimento para 37% do pulso para os de decaimento exponencial que é determinada pela

configuracao do equipamento

- Maior nUmero de pulsos aumenta o tempo de tratamento

L]
®
O

[EETTEEET TR
+
+
AT
[FTETRETE R
+
o ——
ST
(e +



Coll membeans e ———

-L Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Parametros de processo:

v Tempo de tratamento, energia especifica e geometria de pulso

- Aumento do tempo de tratamento causa maior inativacao microbiana até certo ponto

depois ocorre a saturacao

Equipamento em batelada o nimero de pulsos é bem definido para equipamentos com

escoamento é necessario calcular o nimero médio

- Trabalhos que comparam os dois tipos de pulso nao sao conclusivos quanto a eficiéncia do

tratamento em relacao a geometria do pulso
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-L Processamento por Campo Elétrico Pulsado

» Parametros de processo:

v Tempo de tratamento, energia especifica e geometria de pulso

- A energia fornecida ao sistema pode ser utilizada como parametro para determinar a

intensidade do processo

uo)
: Wpulso :f ) dt

. 1 poo
: Wespecifico zm;fo O'(T)E(t)z dt

- Em que: m € a vazao massica, m € a taxa de repeticao, ¢(T) € a condutividade

elétrica do meio e E é a forca do campo elétrico
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-l Processamento por Campo Elétrico Pulsado ——

» Parametros de processo:

v Temperatura do tratamento

- Efeito sinérgico da temperatura pelo aumento da fluidez dos fosfolipidios da

membrana celular

) _ (tE?)
=T

- Em que: AT, é a diferenca de temperatura volumétrica (°C/m3), t € o tempo de
processo (s), E € a forca do campo elétrico, C, € o calor especifico (J/°C)eré

resistividade do meio (©2.m)
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- Processamento por Campo Elétrico Pulsado -

» Parametros de processo:

v Fatores referentes ao meio
- pH - reducao favorece a inativacao dos microrganismos

- Composicao - forca idnica (alta condutividade elétrica do meio) favorece a passagem
da corrente mas gera um pico de forca do campo. Presenca de globulos de gordura

podem dificultar o processamento.
- Atividade de agua - baixa protege os microrganismos

- Presenca de bolhas de ar e/ou outros gases
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-L Processamento por Campo Elétrico Pulsado

» Inativacao microbiana
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v Modelos empiricos para a determinacao do numero de sobreviventes

=[]

- Em que: t € o tempo de processo (s), tB,. € o tempo critico de processo (s), E € a

- Os parametros tf

_(E-Ecr)

forca do campo elétrico (kV/cm), EB_,. € a forca critica do campo elétrico (kV/cm) e k

€ uma constante (kV/cm)

Ed,, e k dependem do microrganismo

cr )



Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Charging resistor .:_’_
<

Storage capacitors.

° ~ o 7 . T g
» Inativacao enzimatica -

v Reducao da atividade enzimatica

v Requer condicoes mais severas que a inativacao microbiana

v Alteracao da estrutura conformacional da enzima e desnaturacao
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Table 5.1 Rates of microbial inactivation per pulse applied for selected trials (adapted from Hodgins and Mittal, 2003)

Source Organism Medium Es Q N D D/n
(kV/em)  (J/ml)

Simpson et al. (1999) S. typhimurium Distilled water, model 15 Insufficient  0-10000 0-6 6E-4
beef broth Information

Pothakamury et al. (1995) E. coli Simulated milk ultra filtrate 12 Upto 3024  20-60 2-3.5 0.04

Vega-Mercado et al. (1997a) E.coli, B. subtilis  Pea soup 28 Up to 49 0-20 0-1 0.05

Martin-Belloso et al. (1997)  E. coli Liquid egg 258 Upto 1025 0-100 0-6 0.06

Dunn and Pearlman (1987)  Natural Orange juice 357 Insufficient  0-35 0-5 0.14
microflora Information

Zhang et al. (1994b) S. cerevisiae Apple juice 12 Up to 222 1-20 1-4 0.16

Zhang et al. (1995b) E. coli Simulated milk ultra filtrate 36 Upto 2.4 1-10 0-2.5 0.28

Vega-Mercado et al. (1997b) E. coli Simulated milk ultra filtrate 55 Up to 121 0-8 0-3 0.38

Er = electric field (kV/cm); Q = energy applied per ml (J/ml); n = number of pulses; D = log cycle reductions in colony counts;
D/n = log cycle reductions per pulse applied.
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Cell membrane

E

Table 7.1 Effects of pulsed electric fields on enzymes

Enzyme

Pectin methyl esterase
(tomato)

Pectin methyl esterase

Pectin methyl esterase
(orange peel)

Polygalacturonase

Polyphenoloxidase
(mushroom)

Polyphenoloxidase
(apple)

Polyphenoloxidase

Polyphenoloxidase

(pear)

Polyphenoloxidase
(peach)

Media

NaCl solution (8.8%)
Distilled water

Orange juice
Orange juice
Orange juice
Blended orange-carrot juice

Orange juice
Distilled water and
Mcllvaine

buffer (pH = 3.7)

Commercial enzyme
formulation

Buffer (pH = 6.5)
50 mM K-phosphate
Distilled water

Mcllvaine buffer (pH = 6.5)
+ 1M NaCl + 5% PVPP
Mcllvaine buffer (pH = 3.8)

Apple juice

Mcllvaine buffer (pH = 6.5)
+ 1M NaCl + 5% PVPP

Mcllvaine buffer (pH = 4.5)
+ 1M NaCl + 5% PVPP

Treatment conditions*

424kV/cm, 8000 ps, 15°C
230 kV/cm, 40000 ps

35kV/cm, 59 us, 60.1°C
®25kV/cm, 250000 ps, 65°C
35 kV/cm, 1500 ps, 45°C
P25 kV/cm, 340 us, 63°C

#35kV/cm, 1000 ps
230 kV/cm, 40000 p.s

310.3 kV/cm, 32400 ps,
25°C

280 kV/cm, 60 ps, 20°C
230 kV/cm, 40000 ps

324.6 kV/cm, 6000 ps, 15°C
231kV/cm, 1000 ps

231 kV/cm, 1000 s
422.3kV/ecm, 6000 ps, 15°C

424.3 kV/cm, 5000 ps, 25°C

Inactivation
(%)

93.8
<10

88
90
80
79

<10
<10

98

40
<10

96.85
<10

<10
62

70

Reference

Giner et al. (2000)
Van Loey et al. (2002)

Yeom et al. (2000b)
Yeom et al. (2002)
Elez-Martinez et al.
(2003a)

Rodrigo et al. (2001)

Van Loey et al. (2002)
Van Loey et al. (2002)

Giner et al. (2003)

Ho et al. (1997)
Van Loey et al. (2002)

Giner et al. (2001)
Van Loey et al. (2002)

Van Loey et al. (2002)
Giner et al. (2001)

Giner et al. (2002)




Peroxidase
(soybean)

Peroxidase
(horseradish)

Peroxidase

Lipoxygenase
(soybean)

Lipoxygenase
(green peas)

Lipoxygenase
Alkaline phosphatase
(milk)

" Alkaline phosphatase
(bovine intestinal
| mucosa)

Media

Buffer (pH = 6.0)
100 mM K-phosphate

Distilled water and
phosphate buffer (pH = 7)
Milk

Milk

Orange juice

Distilled water
Green pea juice

Tomato juice
SMUF*

Skim milk
2% fat milk
Whole milk
Milk 1.5% fat
Milk 3.5% fat
Raw milk

Buffer (pH = 9.8)

Treatment conditions*

75kV/em, 60 ps, 20°C
230 kV/cm, 40000 ps

321.5kV/cm, 20 pulses
#19kV/cm, 500 ps
®35kV/cm, 1500 ws, 35°C

30 kV/cm, 40000 ps
320 kV/cm, 400 ps

®35kV/cm, 50 ws, 30°C
322 kV/cm, 51800 ps
218.8 kV/cm, 28000 ps
421.5kV/cm, 780 ps

220 kV/cm, 400 ps
480 kV/cm, 60 ps, 20°C

Inactivation
(%)

30

<10

25

100

<10

80
65
59
<10

Reference

Ho et al. (1997)
Van Loey et al. (2002)

Grahl and Markl
(1996)
Van Loey et al. (2002)

Elez-Martinez et al.
(2003b)

Van Loey et al. (2002)
Van Loey et al. (2002)

Min et al. (2003b)
Castro et al. (2001b)

Grahl and Mairkl
(1996)

Van Loey et al. (2002)
Ho et al. (1997)




Protease
(P. fluorescens)

Protease
(B. subtilis)

Lipase

Lipase
(P. fluorescens)
Lipase
(wheat germ)
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Media

Casein solution
Skimmed milk

Skimmed milk
Whole milk

SMUF¢

SMUF¢

Skimmed milk (SM)

Milk

SMUF*

Deionized water

Treatment conditions*

14-15kV/cm, 196 ps
©23.3-31.6 kV/cm, 64 ps
14-15kV/cm, 196 s

25 kV/cm, 32 ps
P35.5kV/cm, 866 ps, 46°C
35.5kV/cm, 866 s, 46°C
b35.5kV/cm, 866 s, 40°C
#16.4-27.4kV/cm, 320 ps
26.1-37.3 kV/cm, 143 ps

321.5kV/cm, 20 pulses

#27.4kV/cm, 314.5 ps, 34°C
P37.3 kV/cm, 136 s, 35°C

387 kV/cm, 60 s, 20°C

Inactivation
(%)

0

0

60
Activation

81.1

57.1

62.7

0

SM: 0

SM:
activation-
inactivation

60

d

62.1
13

85

Reference

Vega-Mercado et al.

(2001a)

Bendicho et al.
(2003a)
Bendicho et al.
(2003b)
Bendicho et al.

(2001d)

Grahl and Markl
(1996)

Bendicho et al.

(2002c)
Ho et al. (1997)
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a-amylase

(B. licheniformis)
Glucose oxydase
(A. niger)

Papain

(papaya)

Lysozyme

(egg white)

Lactate dehydrogenase
(beef heart)

Pectic enzymes

Pepsin
(porcine stomach
mucose)

Media

Deionized water

Buffer (pH = 5.1)
50 mM Na-acetate

TmM EDTA

Buffer (pH = 6.2)
66 mM K-phosphate

Buffer (pH = 7.2)
20 mM K-phosphate

Commercial enzyme
formulation

Buffer (pH = 2.0)
10 mM HCI

Treatment conditions*

*80kV/cm, 60 ps, 20°C
263 kV/cm, 60 pis, 20°C
50 kV/cm, 2000 ps, 35°C
13 kV/cm, 60 ps, 20°C
#31.6kV/cm, 192 ps, 30°C
b35kV/cm, 1000 ps

340 kV/cm, 60 s, 20°C

“Electric field strength, treatment time, treatment temperature.
#Batch mode PEF treatment.

®Continuous PEF treatment.

‘SMUF: simulated milk ultrafiltrate.
9Depending on the frequency of the treatment.
“After 24 h storage at 4°C.

‘ LA

Inactivation
(%)

90

75

90¢

60

98.4

Activation

(250%)

Reference

Ho et al. (1997)
Ho et al. (1997)
Yeom et al. (1999)
Ho et al. (1997)

Barsotti et al. (2002)

Espachs-Barroso et al.

(2002)
Ho et al. (1997)
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» Equipamentos de Processo
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Cell membrane
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» Projeto da camara de processo

Storage capacitors.

S

ProdE flow Product flow Proda flow
(a) (b) (c)

inuous PEF treatment: (a) parallel plate,
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~ Processamento por Campo Elétrico Pulsado [

~ Aplicacoes

v Inducao de estresse em microrganismos para recuperacao de produtos

intracelulares
v Desintegracao de material biologico
v Permeabilizacao da membrana para alteracao genética

v Pasteurizacao de alimentos liquidos (Leite, Ovo liquido, Sucos: maca, laranja,

tomate, uva, manga, cranberry, cerveja, vinho de arroz)
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado

Charging resistor .:_’_
<

Storage capacitors.

- g
» Aplicacoes -

v Alimentos solidos: alteracoes de textura e microestrutura, como pré-tratamento

para extracao e secagem
v Combinacao de tratamentos (alta pressao, calor)

v Relacao custo x beneficio
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Processamento por Campo Elétrico Pulsado

~ Vida de prateleira de produtos tratados por pulso elétrico

Table 8.3 Shelf-life of food products processed by pulsed electric fields (Qin et al., 1995a)

Food Apple juice  Fresh Raw Beaten eggs Green pea
from apple juice  skimmed
concentrate milk

Peak electric field (kV/cm) 50 50 40 35 35

Pulse duration (ps) . 2 2 2 2

Pulse number 10 16 20 10 32

Initial temperature (°C) 8.5 1.5 85=*15 nwex1s 85x15 220 =210

Maximum treatment 45 + 5 g5 = 5 50 x4 45 + § 53 =2

temperature (°C)
Storage temperature (°C) 22-25 4-6 4-6 4-6 4-6
Shelf-life (days) 28 21 14 28 10
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