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RESUMO

ARTEAGA, H.L. Efeito dos campos magnéticos pulsados no congelamento de
alimentos: aprimoramento da técnica e sua aplicagdo em Mirtilo. 2019. 160 f.
Tese — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o

Paulo, Pirassununga, 2019.

O uso de tecnologias emergentes € cada vez maior na conservagdo de alimentos,
dentre elas os campos magnéticos tem o potencial de serem aplicados nas diferentes
etapas do processamento. Nesse contexto o objetivo desta pesquisa foi desenvolver
um equipamento gerador de campos magnéticos pulsados para testar sua aplicacao
no congelamento de alimentos, especificamente nas caracteristicas fisicas e quimicas
do mirtilo. O mirtilo € um fruto perecivel com teores elevados em compostos bioativos
como as antocianinas e polifendis que precisam ser preservados. O equipamento
desenvolvido foi um eletroima portatil cuja densidade de campo pode-se regular de
acordo com a entrada de tensdo até 220 V e nas frequéncias de 0,5 Hz até 200 Hz.
Também, foi desenvolvido um sistema eletronico (Data Logger) para a coleta de dados
em tempo real tanto dos campos magnéticos quanto das temperaturas. Com a ajuda
deste sistema foi possivel determinar a distribuicdo ndo uniforme nem homogénea dos
campos magnéticos no espaco de ensaio, fixando os valores rms em 36,8 mT e 44,7
mT na densidade de fluxo magnético, e nas frequéncias de 30, 60 ,90 e 120 Hz
durante a experimentacdo. Na caracterizagdo dos campos magnéticos no espaco de
ensaio se evidenciou que nas frequéncias superiores a 10 Hz acontece o fenbmeno
de magnetizacdo do nudcleo do eletroim&, que permite coexistir simultaneamente
campos magnéticos estatico (= 30 mT) e pulsado (acima do estatico). Este
comportamento dual foi responsavel pelas mudancas nas caracteristicas do
congelamento de mirtilo (tempo e temperatura de nucleacdo, grau de sub-
resfriamento, tempo de mudanca de fase e temperatura final no congelamento)
guando comparado ao congelamento convencional. A densidade de fluxo magnético
de 44,7 mT e frequéncia de 90 Hz permitiu melhorar o processo de congelamento do
mirtilo. Nessa condicao foi obtido o maior grau de sub-resfriamento, e menor tempo
de mudanca de fase, caracteristicas que provocam maior nucleacdo na mudanca de

fase da agua, formando cristais de gelo com menor tamanho e mais uniformes. Tais



fatos foram evidenciados na melhor preservagédo das membranas celulares o que foi
confirmado com a técnica da impedancia bioelétrica. Nesta condicdo também se
evidenciou melhor preservacdo das antocianinas e dos compostos fenélicos com a
consequente melhoria na atividade antioxidante. 1ISso ndo ocorreu para o caso dos
acucares (°Brix) e acidos (acidez titulavel) que se mantiveram constantes em todos os
tratamentos. As enzimas polifenoloxidase e peroxidase tiveram a atividade reduzida
nos tratamentos aplicados. Dos resultados encontrados se conclui que o
congelamento assistido com campos magnéticos pulsados altera as caracteristicas
fisicas e quimicas do mirtilo. Com uma densidade de fluxo de 44,7 mT e 90 Hz, se
obtém melhor preservacao da estrutura do mirtilo e consequentemente a preservacao
das antocianinas e polifendis. Fato que reforca a possibilidade de usar esta tecnologia

para a conservacao de compostos bioativos em frutos durante o congelamento.

Palavras-chave: Campos eletromagnéticos. Bioimpedancia. Relaxometria. Textura.

Cor. Compostos bioativos.



ABSTRACT

ARTEAGA, H.L. Effect of pulsed magnetic fields on food freezing: improvement
of the technique and its application on Blueberry. 2019. 160 f. Ph.D. Thesis - Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga,
20109.

The use of emerging technologies for food preservation is increasing, among them the
magnetic fields have the potential to be applied in the different processing steps. In
this context the objective of this research was to develop a pulsed magnetic field
generator equipment to test its application in food freezing, specifically in the physical
and chemical characteristics of blueberries. Blueberry is a perishable fruit with high
concentration of bioactive compounds such as anthocyanins and polyphenols that
need to be preserved. The equipment developed was a portable electromagnet whose
field density can be adjusted according to voltage input up to 220 V and at frequencies
from 0.5 Hz to 200 Hz. Also, an electronic system (Data Logger) was developed for
collect the real-time data from both magnetic fields and temperatures. With the help of
this system it was possible to determine the non-uniform or homogeneous distribution
of magnetic fields in the test space by setting the rms values at 36.8 mT and 44.7 mT
at magnetic flux density and at frequencies 30, 60, 90 and 120 Hz during the
experiment. In the characterization of the magnetic fields in the test space, it was
evident that at frequencies above 10 Hz there is the magnetization phenomenon of the
electromagnet core, which allows the static (= 30 mT) and pulsed (above the static)
magnetic fields to coexist simultaneously. This dual behavior was responsible for
changes in the characteristics of blueberry freezing (time and temperature of
nucleation, degree of supercooling, phase change time and final freezing temperature)
when compared to conventional freezing. The magnetic flux density of 44.7 mT and 90
Hz frequency allowed to improve the blueberry freezing process. At this condition the
highest degree of supercooling and shorter phase change time were obtained,
characteristics that cause greater nucleation in the water phase change, forming
smaller and more uniform ice crystals. These facts were evidenced in the better
preservation of the cell membranes, which was confirmed by the bioelectrical
impedance technique. This condition also showed better preservation of anthocyanins

and phenolic compounds with a consequent improvement in antioxidant activity. This



did not occur for sugars (° Brix) and acids (titratable acidity) which remained constant
in all treatments. The polyphenol oxidase and peroxidase enzymes had reduced
activity in the applied treatments. From the results it can be concluded that assisted
freezing with pulsed magnetic fields alters the physical and chemical characteristics of
blueberries. With a flow density of 44.7 mT and 90 Hz, better preservation of the
blueberry structure is achieved and consequently the preservation of anthocyanins and
polyphenols. This fact reinforces the possibility of using this technology for the

preservation of bioactive compounds in fruits during freezing.

Keywords: Electromagnetic fields. Bioimpedance. Relaxometry. Texture. Color.

Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

De todo o alimento produzido no mundo um terco é considerado como perda
ou desperdicio, a porcentagem da perda varia em cada etapa na cadeia de producéao.
No caso das frutas e hortalicas esta perda é de aproximadamente 12% na etapa de
processamento em paises da América Latina (FAO, 2011). Esta porcentagem é alta
comparada como os paises desenvolvidos, associado ao carater perecivel das frutas

e aos problemas técnicos durante o processamento (RAAK et al., 2017).

Em aplicagbes praticas, o uso de tecnologias obsoletas e inadequadas sao
responsaveis em grande parte por estas perdas e, portanto, deve-se aprimorar estas
tecnologias (ADEYEYE, 2017). O aprimoramento implica maior instrumentacdo para
0 controle dos processos e, monitoramento em tempo real das caracteristicas de
gualidade do produto (PEREIRA et al., 2016). Outra opcgéo é procurar tecnologias mais
eficientes que substituam ou que possam ajudar no desempenho das convencionais,

como as tecnologias emergentes (LEE; CHOI; JUN, 2016).

A conservacdo de produtos frescos como as frutas e hortalicas é feita
principalmente pela aplicacdo de resfriamento ou congelamento como tecnologia
convencional. A reducdo da temperatura nestes processos, decresce o metabolismo
de degradacéao, incrementando a vida de prateleira desses produtos.

No entanto, no congelamento acontece uma mudanca de fase da 4gua formando
cristais de gelo, que podem ser de diversos dependendo da velocidade de
congelamento. Quando os cristais de gelo sdo grandes as estruturas celulares dos
produtos ficam danificadas que levam a perda de textura, mudanca de cor e

esvaziamento apos o descongelamento.

Para minimizar o dano aos produtos congelados, tém-se procurado solucdes que
sédo categorizadas em quatro linhas de pesquisa: a) melhora no desempenho dos
equipamentos de congelamento lento, aplicando o congelamento rapido individual IQF
(do inglés, Individual Quick Freezing) (JOY; LADA, 2006); b) aplicacdo da congelacédo
criogénica em que se utiliza nitrogénio liquido (-196 °C) e dioxido de carbono; c)
utilizacdo de substancias anticongelantes (WATHEN; JIA, 2005; HAGIWARA,;

AOMATSU, 2015) e, d) Combinacéo do congelamento convencional com tecnologias



25

emergentes como as altas pressdes (CHEVALIER; LE BAIL; GHOUL, 2000),

ultrassom e, pulsos elétricos.

Na combinacao de tecnologias, as solucdes propostas precisam de elementos
adicionais para seu total funcionamento em produtos frescos; assim, a alta presséo
requer agua e um espaco fechado para exercer a pressao, o ultrassom precisa de
agua como meio para o funcionamento e, no caso dos pulsos elétricos séo

necessarios eletrodos para ter contato com o produto.

Diante destas desvantagens, aparecem 0S campos magnéticos, tecnologia
emergente que é pouco explorada na industria de alimentos e, que ndo precisa de
meios especificos ou eletrodos para agir sobre os alimentos, vantagem que faz dela
uma tecnologia de facil adaptacdo. No entanto, em algumas pesquisas tem-se
reportado resultados com efeitos positivos marginais e em outros estudos resultados
adversos ou contraditérios na aplicacdo no congelamento da agua e em alguns
alimentos. Motivo, pelo qual, os estudos precisam ser aprofundados e ampliados para

elucidar como agem 0s campos magnéticos nos alimentos.

Neste contexto, esta pesquisa combinou duas tecnologias, o congelamento
convencional e os campos magnéticos pulsados, com equipamentos em escala de
laboratério, a fim de estudar seus efeitos sobre as caracteristicas fisicas e quimicas
do mirtilo, visando obter menor dano da estrutura celular quando comparado ao
congelamento convencional, e como consequéncia preservar as caracteristicas
fisicas e quimicas do mirtilo. Além disso, sdo apresentados 0s possiveis mecanismos
subjacentes da aplicacdo dos campos magnéticos pulsados nas caracteristicas

avaliadas.
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2 REVISAO BIBLIOBRAFICA

2.1 Mirtilo

O Mirtilo € uma fruta que pertence a familia Ericaceae, € uma baga de cor azul que
esta inclusa na categoria de frutas pequenas. Em paises que falam inglés é conhecido
como Blueberry, nos que falam Portugués é conhecido como mirtilo, e Arandano em
paises que falam espanhol (FACHINELLO, 2008).

Este fruto é constituido por trés partes principais (Figura 1), o exocarpo (casca),
mesocarpo (polpa) e o endocarpo (sementes) (KARELOVIC, 2012). Sobre o exocarpo
apresenta uma camada Unica de epidermes sem estomas que € recoberta por uma
superficie hidrofébica de cuticula e cera epicuticular que além de servir como fator de
gualidade, oferece protecdo contra os fatores externos controlando o ganho e a
liberagdo da agua e compostos bioativos durante o transporte, estocagem e
processamento (MICHALSKA; LYSIAK, 2015)

Figura 1 - Estrutura do mirtilo

/—{ Exocarpo
Endocarpo
/—{ Mesocarpo

Fonte: Adaptado de Karelovic, 2012.

O fruto do mirtilo é de sabor agradavel e nobre aroma (CELEJEWSKA;
MIESZCZAKOWSKA-FRA, 2018) é consumido principalmente fresco, e aqueles frutos
gue nao cumprem com as caracteristicas de qualidade s&o conservados por
congelamento, assim 60% da producdo nos Estados Unidos é mantida a fresco e o
resto é congelada (SIDDIQ; DOLAN, 2017). A maior producdo desta fruta € na
Ameérica do Norte, mas tem a desvantagem de ser produzida numa Unica estacdo ao
longo do ano. A deficiéncia deste produto nas outras estacdes fez com que paises da
Ameérica do Sul como Chile, Argentina, Uruguai, Peru e Brasil comegassem a produzir.
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No Brasil o cultivo foi introduzido pela Embrapa em 1980 com o objetivo de
adapta-lo ao clima. O resultado disso € que o Brasil tem o potencial de produzir mirtilo
durante a maior parte do ano, o que representa uma grande vantagem para cobrir a
demanda nos principais centros de consumo nos EUA (Estados Unidos da América)
e na UE (Unido Europeia) (PERTUZATTI et al., 2012). Assim, a produgao de mirtilo
constitui uma possibilidade econémica muito atrativa para a agroindustria brasileira

pela renda que pode trazer a exportacéo deste produto.

O mirtilo € uma das frutas mais consumidas no mundo (RODRIGUEZ-SAONA;
VINCENT; ISAACS, 2019), seu alto consumo € derivado das agradaveis
caracteristicas sensoriais e pelos beneficios que trazem para a saulde, seus
compostos bioativos, como 0s compostos fendlicos e especialmente as antocianinas
gue sdo responsaveis pela sua elevada capacidade antioxidante (PERTUZATTI,
2014; PAVLIDOU et al., 2018). Tanto que Reque et al. (2014) consideram que o mirtilo
€ uma das melhores fontes de antioxidantes na dieta.

Nas quantidades apropriadas estes compostos podem agir como agentes
anticancerigenos (DUTHIE, 2007; SEERAM, 2008). Além disso, podem dar alivio para
a obesidade, diabetes, lesdo da retina, inflamacéo do coragéo, figado, estbmago e
rim, tumores, infeccdo microbiana, declinio cognitivo e perda 6ssea (PATEL, 2014).
Embora os mecanismos responsaveis pela atuacao sobre estas doencas ainda sejam

objeto de pesquisas.

2.1.1 Caracteristicas

A qualidade do mirtilo esta dividida em uma série de fatores agrupados como
gualidade visual ou aparéncia (cor azul uniforme, presenca de cera epicuticular
(bloom), auséncia de defeitos, forma e tamanho da fruta e firmeza adequada),
gualidade organoléptica (conteudo de acgUcares, acidos e compostos volateis,
responséveis pelo aroma) e, qualidade nutritiva (relacionada principalmente com o
teor de compostos fenolicos) (MINAGRI, 2016). A composi¢do proximal do mirtilo é

apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao quimica do mirtilo (fruto)

Caracteristica Concentracéao (g/100 g
peso seco)
Umidade 85,78+0,62
Lipidios totais 0,73+0,06
Proteinas 4,10+0,08
Cinzas 1,80+0,01
Acucares redutores 68,54+0,75
Acucares totais 70,65+1,55

Fonte: Reque et al. (2014)

2.1.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos nos alimentos sdo derivados da fenilalanina e, em
menor grau da tirosina. Estas sdo substancias que possuem um anel aromatico que
contém um ou mais grupos hidroxila (Grupo fenol), incluindo os seus derivados
funcionais. Esta configuragéo faz com que estes compostos tenham muitas variantes
estruturais, que podem ser divididas em subgrupos como os acidos fendlicos,

flavonoides e taninos (Figura 2).

Os flavonoides consistem de um anel aromético condensado a um anel
heterociclico, no qual se insere um segundo anel aromatico, que por sua vez sao
divididos em antocianinas e antoxantinas (HAN; SHEN; LOU, 2007). Rodriguez-
Mateos et al. (2014) indicaram que o maior grupo de polifendis presente no mirtilo séo

as antocianinas, seguido pelas procianidinas, flavonadis e &cido clorogénico.

Os compostos fendlicos nas plantas cumprem um papel fisiolégico principal que
esta relacionado ao aumento da tolerancia ao estresse (ZAREEI et al., 2019) e assim
gue protegem do ataque dos radicais livres a outras macromoléculas essenciais como
as proteinas, as enzimas, os acidos nucleicos, as lipoproteinas e os lipidios da

membrana.
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Figura 2 - Classificacdo dos compostos fendlicos

Fendlicos antioxidantes naturais @ G
WA
i l M l A A
Acidos fendlicos Estilbenos Flavonoides Cumarinas Lignanos Taninos

&

IR l

Flavonois || Flavanonois Flavonas Flavonois-catequina Flavanonas Antocianidinas Isoflavonoides
Quercetina Apigenina  (+)-Catequina Eriodictiol Cianidina Genisteina
Kaempferol Crisina (+)-Epicatequina Naringenina  Leucocianidina Daidzeina
isoramnetina Luteolina  (+)-Epicatequina-3-galato Morina Delfinidina Gliciteina
Rutina (+)-Galocatequina Prodelfinidina Formononetina
(+)-Epigalocatequina Leucodelfinidina
(+)-Epigalocatequina-3-galato Propelargonidina

Qﬁ/@

Fonte: Adaptado de Shahidi e Ambigaipalan (2015), estruturas inseridas de Shahidi
e Naczk (2004)

~

A presenca dos polifenois, em tecidos de animais € devido a ingestdo de
alimentos vegetais, ou pela ingestao de fendlicos sintéticos, a fim de evitar a oxidacao
dos seus componentes lipidicos (SHAHIDI; NACZK, 2004). No entanto, estes
compostos para trazerem o0s beneficios a salde devem suportar a etapa de
processamento dos alimentos que os contém, liberando-se apds a ingestao da matriz
alimentar e ficando acessiveis no trato gastrointestinal para serem submetidos ao
metabolismo, a fim de que o composto ativo possa chegar ao tecido alvo. Portanto, as
condicbes de processamento dos produtos que contém estes compostos devem
permitir preservar a atividade biolégica dos polifendis (RODRIGUEZ-MATEOS et al.,
2014).

Os polifendis do mirtilo sdo susceptiveis a perdas durante o processamento ou
armazenamento (PERTUZATTI, 2014). Ja no consumo a perda é pelo descascamento

(eliminando a casca, na qual esta a maior quantidade destes compostos) e pela
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atividade das enzimas oxidativas, que € inclusive incrementada pelo dano mecéanico
durante o transporte e o preparo (RUIZ-RODRIGUEZ et al., 2008).

Choi e Kwak (2014) reportaram que o contetdo de polifendis no mirtilo oscila
entre 181 e 585 mg/100 g de peso fresco, sendo o0 acido cinamico e o acido benzoico
os principais. Nessa mesma linha de pesquisa, Prior et al. (1998) avaliaram quatro
espécies de mirtilo [Vaccinium corymbosum L (Highbush), Vaccinium ashei Reade
(Rabbiteye), Vaccinium angustifolium (Lowbush) e Vaccinium myrtillus L(Bilberry)]
para quantificar os polifendis totais, antocianinas totais e atividade antioxidante. Estes
pesquisadores reportaram que os valores de polifendis totais estdo entre 233 e 495
mg/100 g de peso fresco, as antocianinas entre 61,8 e 235,4 mg/100 g de peso fresco
e, a atividade antioxidante oscilou entre 13,9 a 45,9 umol Trolox equivalente (TE)/g de
peso fresco. Os limites superiores nestas caracteristicas corresponderam aos frutos
com maior grau de amadurecimento. Entdo fica evidente que conservar estes
compostos durante o processamento e armazenamento do mirtilo € de extrema

importancia.

2.1.1.2 Antocianinas

As antocianinas sdo uma classe natural de compostos fendlicos que dao
coloracdo a maioria das flores e frutos (CHEN et al., 2014), variando do vermelho até
o azul dependendo do tipo e da quantidade (CHUNG,; YU; LEE, 2016). As antocianinas
sédo formadas das antocianidinas (que derivam do cation flavilo) com uma ou mais

moléculas de acgucar.

A variacdo de cor destes compostos € resultado dos graus de hidroxilagao,
metoxilacao, glicosilacdo, acilacdo, co-pigmentacao com flavondis das antocianidinas,
pH dos vacuolos, tipo e concentracdo de ions metdalicos e, efeitos de gendtipo
associados (AZUMA et al., 2015). Das 21 antocianidinas reportadas na literatura, seis
estdo presentes nas frutas e hortalicas: pelargonidina, cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina, no mirtilo a pelargonidina ¢ a faltante (NICOUE;
SAVARD; BELKACEMI, 2007).

O conteudo de antocianinas depende do cultivar, lugar onde foi cultivado e as
condicbes ambientais. Assim, Lohachoompol et al. (2008) informaram valores para

mirtilo cultivado na Australia de 13,7 g de cianidina 3- glicosideo/kg de peso seco. Por
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sua vez Mi et al. (2004) apresentaram uma faixa de 1.435,2 mg/kg até 8.227,3 mg/kg
de peso fresco para mirtilo cultivado nos Estados Unidos. Além disso, a concentracéo
de antocianinas aumenta na medida que se atingem certos graus de amadurecimento,
no entanto, os flavonois e os acidos hidroxicinamicos decrescem (CASTREJON et al.,
2008), isto concorda com o reportado por Chung, Yu e Lee, (2016) que identificaram
guatro tipos no estado roxo avermelhado da casca do mirtilo, e 22 quando a casca

virou roxo escuro, sendo estas glicosiladas com glicose, galactose ou arabinose.

As antocianinas na forma isolada sdo muito instaveis e de facil degradacao, o
gue se pode evitar em parte ao incrementar o nivel de glicosilagdo que Ihe confere
maior estabilidade, mas se for hidroxilagdo, pode ficar ainda mais instavel. Outros
fatores implicados na degradacdo das antocianinas sédo: o pH (recomendavel <7,
muda a cor dependendo do valor), a luz, o oxigénio, o acido ascérbico, o didxido de
enxofre, a presenca de enzimas (polifenoloxidase, peroxidase e glicosilase), os ions

metalicos, as proteinas e os outros flavonoides (REQUE et al., 2014).

2.1.1.3 Atividade antioxidante

As propriedades antioxidantes dos alimentos, referem-se a capacidade que
alguns compostos tem de retardar ou prevenir o aparecimento da alteracao oxidativa
(MOURA, 2011). No caso do mirtilo, esta capacidade é devida ao conteudo de
polifenadis, principalmente as antocianinas (CANUTO et al., 2016), que atuam sobre
os radicais livres como € o caso do oxigénio singleto, as espécies reativas do oxigénio,
o radical hidroxila, o anion superédxido, o radical peroxil, o radical alcoxil e o éxido

nitrico.

Shahidi e Ambigaipalan (2015) e Chorfa, Savard e Belkacemi (2016) sugerem
gue o mecanismo de captura dos radicais livres pelas antocianinas é resultado da
transferéncia de hidrogénio. Moraes e Colla (2006) agregam que algumas vezes
atuam como quelantes de metais agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacao do processo de oxidagdo, sendo que os produtos intermediarios formados
sao relativamente mais estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentado
pelos compostos fenodlicos. Deste modo o consumo do mirtilo pelos compostos
antioxidantes presentes pode ajudar a diminuir danos relacionados a doencas
cardiovasculares e, outras atividades anticancerigenas, como é discutido na literatura
(NETO, 2007; NORBERTO et al., 2013; PRIOR, 2015; RAMIREZ et al., 2015; ZHAO
et al., 2015).
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A atividade antioxidante do mirtilo pode variar pelo seu grau de amadurecimento
na colheita, o tamanho e as condi¢cdes pos-colheita. O grau de amadurecimento, por
espécie e por cultivar (MALLIK; HAMILTON, 2017). Sendo que o0s genotipos se
diferenciam na sua capacidade de sintetizar compostos fendlicos. Por outro lado, o
tamanho € um fator a se levar em consideracdo, pois como as antocianinas estao
concentradas nos tecidos epidérmicos, entdo mirtilos pequenos com uma grande
relacdo area superficial/volume tendem a ter maior conteddo destes compostos. A
variagdo nas condi¢cdes de pos-colheita depende do transporte e das tecnologias
aplicadas para sua preservacao. Assim 0s campos magnéticos representam uma

alternativa para este fim.

2.1.2 Enzimas no mirtilo

No mirtilo, assim como na maioria de frutas e hortalicas frescas, um dos fatores
a ser levado em consideracdo como caracteristica de qualidade € o escurecimento do
produto. Este escurecimento é devido principalmente a atividade de duas enzimas: a
polifenoloxidase (PFO) e a peroxidase (POD) que agem sobre os compostos fendlicos
oxidando-os e levando a formacédo de pigmentos marrons, processo que é conhecido
como escurecimento enzimatico e que se da de forma imediata quando a estrutura
celular destruida permite a mistura das enzimas com os substratos (JANG; MOON,
2011). O escurecimento enzimético também pode afetar o sabor e aroma dos produtos
resultando em caracteristicas indesejaveis para o consumidor (DAAS AMIOUR,;
HAMBABA, 2016).

A degradacao de antocianinas e outros polifendis no mirtilo pode ser atribuida
tanto a polifenoloxidase quanto a peroxidase (TEREFE et al., 2015; TEREFE; DELON;
VERSTEEG, 2017a). A polifenoloxidase e a peroxidase estdo amplamente

distribuidas nos compartimentos celulares, como mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Localizacao da polifenoloxidase (PFO) e da peroxidase (POD) nas

células vegetais e seus substratos os compostos fendélicos

Fonte: Adaptado de Toivonen e Brummell (2008)

2.1.2.1 Polifenoloxidase

A polifenoloxidase (PFO) é uma enzima oxido-redutase que contém o ion cobre
no seu sitio ativo (KANADE et al., 2007; BRAVO; OSORIO, 2016). Na estrutura do
sitio ativo da PFO o cobre € ligado por seis ou sete residuos de histidina e um Unico
residuo de cisteina (RAGHAVENDRA et al., 2015) como mostrado na Figura 4.

Na presenca de oxigénio a polifenoloxidase catalisa duas reacdes: a primeira é
a hidroxilacdo dos monofenois e, a segunda a oxida¢ao de o-difenois a o-quinonas
reagindo com grupos amino e sulfidrila em proteinas, podendo estes polimerizar ou
condensar com outras proteinas dando como resultado pigmentos marrons, as
melanoproteinas (DE LIMA et al., 2000; GONZALEZ; DE ANCOS; CANO, 2000;
JANG; MOON, 2011; SIDDIQ; DOLAN, 2017). Além disso, a PFO é capaz de agir nos
pigmentos vermelhos como as antocianinas degradando-as (GONZALEZ; DE
ANCOS; CANO, 2000).
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A PFO é a enzima que apresenta a maior contribuicdo no escurecimento
enzimatico ou degradacdo da cor em frutas e hortalicas durante a pés-colheita e
operacbes de processamento (SIDDIQ; DOLAN, 2017). Este escurecimento
enzimatico produto da atividade da polifenoloxidase também esta associado a perda
de sabor e nutrientes dos frutos (SULAIMAN et al., 2015).

Figura 4 - Estrutura 3D da Polifenoloxidase. A) a estrutura de cor azul corresponde a
polifenoloxidase de uva e a estrutura da cor amarela corresponde a batata doce, B)

Detalhe dos sitios de coordenacao do sitio ativo

Fonte: Virador et al. (2010)

Siddig e Dolan (2017) relataram algumas caracteristicas especificas da
polifenoloxidase de mirtilo, a PFO mostra uma afinidade variavel com o-difenois, e
nenhuma atividade foi observada em monofenois, € responsavel pela perda de
antocianinas. A perda de antocianinas pode ser diminuida se o pH for reduzido para
menos de 4,5 onde a PFO perde significativamente sua atividade. No entanto, Terefe
et al. (2015) relataram que as temperaturas médias de 30-50 °C e pressdes
hidrostéticas medias de 200-500 MPa a atividade da PFO do mirtilo foi incrementada,
para logo passar a decrescer quando as temperaturas sao superiores a 80 °C e as

pressdes superiores a 600 MPa.
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A pesquisa cientifica tem procurado tratamentos que possam inativar a
polifenoloxidase. O tratamento mais conhecido é o tratamento térmico, cujo
mecanismo de acao é principalmente desnaturar a estrutura da polifenoloxidase nas
temperaturas iguais ou maiores que 80 °C, este mecanismo também € atribuido
guando aplicam o ultrassom e altas pressdes, assim como a combinacdo destes
processos (ZHU et al., 2017).

Duong, Balaban e Perera (2015), Tinello e Lante (2018) e Marques e Sulaiman
(2019) agregam que a PFO pode ser inativada com o uso de tecnologias ndo térmicas
como as altas pressdes hidrostéticas, ultrassom, pulsos elétricos, radiacdao UV-C,
pulsos de luz e plasma a frio, agindo sozinhos ou combinados com temperatura, gases
(CO2) e inibidores. Os mecanismos sugeridos dessa inativacdo estdo ligados as
mudancas na conformacéo secundaria, terciaria e quaternaria da PFO decrescendo a
a-hélice, aumentando a desordem nas cadeias e o aumento no tamanho da proteina,
agregacdao e dispersdo, mas a eficicia destes tratamentos depende tanto dos fatores
modificaveis de cada tecnologia, assim como do produto. Além disso, € preciso
sintonizar cada um dos fatores das tecnologias, pois niveis baixos destes fatores, em

lugar de inativar podem sobreativar a PFO.

Mishra e Gautman (2016) mostraram que o sitio ativo da PFO sofre transicdes
entre as formas met-, oxi- e desoxi- de forma ciclica para a catalise dos polifendis
(Figura 5). Estes pesquisadores, sugerem que para inativar a PFO é preciso eliminar
ou trocar uma ou mais de dois componentes essenciais durante a catalise (oxigénio,

enzima, cobre ou substrato).

No caso da acdo dos campos magnéticos sobre a polifenoloxidase, tem-se
reportado mudanca nas estruturas conformacionais, além disso, aqui se considerou a
hip6tese de que como o sitio ativo € constituido por ions de cobre, entdo os campos
magnéticos pulsados podem causar mudancas conformacionais na geometria de
coordenacdo dos sitios ativos, o que pode mudar a afinidade pelo substrato.
Dependendo da densidade de fluxo magnético, pode inativar quando a densidade é

alta e em densidades menores pode aumentar a sua atividade.

Por outro lado, levando em consideragdo que o passo da estrutura primaria até
a quaternaria da PFO envolve ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas,
interacdes eletrostaticas e, forcas de van der Waals (MARQUES SILVA; SULAIMAN,
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2019), entdo é plausivel que os campos magnéticos podem agir sobre as mudancas
conformacionais (MARQUES SILVA; SULAIMAN, 2019). Dependendo da mudanca
podem se esperar trés resultados: parcial ou total inativacdo, que ndo haja alteracao
na atividade e, ativacdo da PFO. Inclusive pode-se esperar que a desnaturacéo seja

reversivel na auséncia do elemento que o causava.

Figura 5 - Transi¢des ciclicas no sitio ativo da polifenoloxidase durante a catalise de

polifendis

Fonte: Adaptado de Eicken, Krebs e Sacchettini (1999) e Mishra e Gautman
(2016)

2.1.2.2 Peroxidase

A peroxidase (POD) é outra enzima responsavel pelo escurecimento de frutos e
hortalicas, esta enzima precisa de compostos receptores de elétrons como o peroxido
de hidrogénio para sua participacdo ativa (JANG; MOON, 2011). A POD € uma oxido-
redutase que contém ferro no seu sitio ativo, formando um grupo prostético
ferriprotoporfirina Ill, aléem disso, pode conter calcio (Figura 6) (PAZ, 2010; PELLICER,;
GOMEZ-LOPEZ, 2017).
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Figura 6 - Estrutura 3D da peroxidase, a cor roxa corresponde a uva e 0

vermelho a ervilha.

Fonte: Nokthai, Lee e Shank (2010)

Nos frutos, a peroxidase se encontra na forma soltvel no citoplasma e na forma
insolivel na parede celular ligada iénica ou covalentemente (VAMOS-VIGYAZO;
HAARD, 1981). No mirtilo, a maior parte da POD tem ligacao ibnica com a parede
celular e durante o amadurecimento do fruto o nimero de isoenzimas aumenta
(KADER et al., 2002). Com relacéo a afinidade dos polifendis, Nokthai, Lee e Shank
(2010) reportaram que a peroxidase tem maior afinidade pela epicatequina e
catequina.

Segundo Vamos-Vigyaz6 e Haard (1981) a atividade da POD de forma geral

segue a reacao:

POD
ROOH + AH, — H,0 + ROH + A

Em que: R= H+, CH3 ou C2H5; AH2= Doador de hidrogénio na forma reduzida
(polifendis); A= doador de hidrogénio na forma oxidada. A sequéncia da reacédo
envolve a formacdo de produtos intermediarios, em que a Ultima reacéao € a limitante:

POD + H,0, — Componente |
Componente I + AH, — Componente Il + A
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Componente Il + AH — POD + A

A POD é muito sensivel ao pH podendo passar a uma desnaturacgao irreversivel
guando o pH é baixo (2,5), podendo perder o grupo heme por efeito da temperatura
(SANTOS, 2001). Tem-se sugerido uma sequéncia de etapas na inativacdo desta
enzima pela temperatura: (1) dissociacéo do grupo prostético da holoenzima, (2) uma
alteracédo na conformacao da apoenzima e, (3) a modificacdo ou degradacao do grupo
prostético.

Além disso, também foram relatados agregacio e desdobramento (VAMOS-
VIGYAZO; HAARD, 1981). Dependendo da temperatura & qual é submetida a POD
tem a possibilidade de recuperar sua atividade (PAZ, 2010), ja em valores superiores
a 90 °C normalmente apresenta desnaturacao irreversivel.

No resfriamento ou congelamento, Vamos-Vigyazé e Haard (1981) sugerem que
a estabilidade da POD a baixas temperaturas se deve a: a) 0 aumento da for¢a i6nica
na fase solluvel causada pelo congelamento o que afeta as ligacfes, b) a ruptura da
estrutura celular pelo congelamento o que leva a liberar novos locais de ligacdo i6nica
e ¢) desesterificacdo das pectinas, como resultado da qual a capacidade de ligacao a
parede celular da POD pode ser alterada.

Terefe, Delon e Versteeg (2017) reportaram pela primeira vez algumas
caracteristicas especificas da POD de mirtilo, mostrando que é uma enzima
termolabil, cuja completa inativacdo € conseguida a 80 °C. Também reportaram a
presenca de duas isoenzimas com diferentes graus de estabilidade em tratamentos
térmicos e, moderadas pressées hidrostaticas 390 MPa podem aumentar a atividade
da POD do mirtilo em 40 %.

A inativagao/ativacdo da POD quando submetida a tecnologias emergentes;
altas pressoées hidrostaticas, ultrassom, pulsos elétricos, UV-C, plasma, depende dos
fatores atuantes em cada uma destas tecnologias e o produto no qual é aplicado.
Chourio et al. (2018) encontraram efeito antagonista entre a presséao (200-600 MPa)
e a temperatura (40 °C), na agua de coco. Entretanto, quando a temperatura foi
aumentada até 90 °C a 600 MPa, obteve-se efeito sinérgico na inativacdo da POD.
Para explicar o efeito antag6nico sugerem gue esses niveis de pressao soO rearranjam
a estrutura da POD que melhora a interacdo do substrato, ja nas altas pressdes
conseguiram quebrar as interacdes hidrofébicas e eletrostaticas da estrutura

secundaria e terciaria da POD.
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Surowsky et al. (2013) reportaram perda da estrutura secundaria da POD,
perdendo a a-hélice e incrementado as folhas- 3, apds o tratamento com plasma. Além
disso, as substancias reativas de nitrogénio produzidas podem agir como inibidores
oxidando o triptofano, estas reacfes de oxidacdo combinadas com efeitos de

resfriamento podem ajudar na inativagao.

Oliveira et al. (2018) relatam que em acai foi melhor o tratamento com ozoénio do
gue com ultrassom na inativagado da POD, em ambos 0s casos 0 mecanismo sugerido
da inativagédo foi a oxidag&o da POD diretamente pelo o0z6nio, ou por radicais formados
pela sondlise da agua ou por forcas de cisalhamento resultantes da formacédo ou

colapso das bolhas cavitantes.

Tsikrika et al. (2018) ampliaram o estudo de inativacdo da POD com ultrassom
a potencias de entre 2,1 e 64 W e frequéncias na faixa de 20 até 1175 kHz, mostrando
gue em todos 0s casos se consegue inativar a POD com maior efetividade na poténcia
de 48 W e frequéncias de 378 e 583 kHz. A inativacao foi explicada pela perda do
ferro do grupo heme facilitada pelos radicais hidroxila e formagéo de di-tirosina.

Pellicer e Gbmez-Lopez (2017) explicaram que os mecanismos relatados com a
inativacdo da POD sob pulsos de luz (128 Jcm™2), foram, a perda da a-hélice, fraco
desdobramento e ejecao do grupo prostético. Wang et al. (2017) agregam que 0S
pulsos de luz podem quebrar as ligacdes de enxofre destruindo a estrutura quaternéria

e mudando a secundaria em uma proporcéao diferente da a-hélice com as folhas- B.

Aguilar, Garvin e Ibarz (2018) reportaram ativacdo da POD por UV-C no inicio
do tratamento logo depois tem uma queda n&o atingindo completa inativacdo. Como
explicado por estes pesquisadores, a radiagdo UV-C pode dar lugar a formas

intermediarias da POD que podem ter atividade enzimatica maior que a forma nativa.

A respeito do efeito dos campos magnéticos tanto na PFO quanto na POD do
mirtilo ndo foram encontrados trabalhos. Desta forma este trabalho, d4 uma primeira
visdo do que acontece com estas enzimas quando é aplicado campo magnético

pulsado junto com congelamento no mirtilo.
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2.2 Congelamento
O congelamento esta entre os métodos mais usados para a conservagao de
alimentos por tempo longo (BIGLIA et al., 2016), sobretudo para frutos e hortalicas

gue sao pereciveis devido a seu elevado conteudo de agua.

Neste processo, a agua contida no alimento muda de fase para se converter
em gelo, o que reduz a atividade da agua e consequentemente a atividade microbiana
e enzimatica, além da oxidacao e respiragdo. Porém, o congelamento pode diminuir a
gualidade do alimento (HAIYING; SHAOZHI; GUANGMING, 2007), pela formacéao e
pelo crescimento dos cristais de gelo que danificam as estruturas celulares
(ANZALDUA-MORALES; BRUSEWITZ; ANDERSON, 1999).

O tamanho e a estrutura dos cristais de gelo dependem da velocidade de
congelamento e da concentragao de solutos, fatores que fazem a diferenca na etapa
de nucleacao. O congelamento rapido, tende a formar pequenos cristais de gelo que
causam menor dano a estrutura do produto comparado ao congelamento lento
(CHEVALIER; BAIL; GHOUL, 2000). Este fato foi evidenciado por Charoenrein e
Owcharoen (2016) ao estudar a microestrutura de manga uma vez que as paredes
celulares das amostras congeladas foram destruidas pela formacao de gelo, levando
ao encolhimento celular e ao colapso, que foi mais intenso quando o congelamento

foi lento.

No caso do mirtilo, o congelamento lento forma uma pequena quantidade de
cristais de gelo de tamanho maior, propiciando a quebra da estrutura celular,
apresentando uma aparéncia encolhida quando é descongelado resultado da perda
de agua (ALFARO et al., 2018). Li, Zhu e Sun (2018) enumeram que 0S principais
fatores causadores de dano celular dos alimentos apos
congelamento/descongelamento sdo a formacéo de cristais, a migracdo da agua e as

caracteristicas inerentes do produto.

Na medida em que se formem maior nimero de ndcleos os cristais de gelo serdo
de menor tamanho e mais uniformes. Considerando que nos frutos o principal
componente € a agua, é importante saber que o processo de congelamento da agua
apresenta trés etapas: a) resfriamento do liquido, b) fase de transicéo e c) resfriamento
sélido. Estas etapas incluem as seguintes mudancas (Figura 7) (OTERO et al., 2016;
ZHAO et al., 2017) : (1) resfriamento a partir da temperatura inicial (To) até abaixo da
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sua temperatura de congelamento (Tr) a uma taxa de resfriamento definida chegando
a sua temperatura de nucleacéo (Tn); (2) nucleagéo primaria que é a formacgéo de um
nacleo de gelo; (3) nucleacédo secundaria que segue instantaneamente a nucleacao
primaria e descreve o crescimento do ndcleo em cristais de gelo até atingir a
temperatura de congelamento; (4) conclusdo da transicao da fase liquida para sélida
pelo crescimento adicional de cristais de gelo a partir da agua que nao conseguiu ser
congelada nas etapas prévias, e (5) quando toda a agua foi convertida em gelo, a
temperatura decresce até chegar préxima a temperatura do meio de resfriamento
(GEIDOBLER; WINTER, 2013).

Figura 7 - Fases do congelamento da agua

To

(4)

Tt

AT Sub-resfriamento

_|
>

)

Nucleacao

(5)

Temperatura

Temperatura do congelador

v

Tempo

Processos: 1-2 resfriamento da agua liquida, 2-3 nucleagdo e crescimento de cristais de
gelo, 3-4 mudanca completa de fase de liquido para solido, 4-5 resfriamento da fase solida
da agua.

Fonte: Adaptado de (OTERO et al., 2016)
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A diferenca entre a temperatura de congelamento e a temperatura na qual uma
solucdo ou material é reduzida abaixo do seu ponto de congelamento sem que a
cristalizacdo ocorra é chamada de sub-resfriamento, fendmeno que é devido a uma
barreira de energia que deve ser superada antes do inicio da nucleacdo (JAMES;
SEIGNEMARTIN; JAMES, 2009).

Neste estado tem-se muitas possibilidades para formar redes de ligacdes de
hidrogénio, mas a nucleacdo ocorre uma vez que se tem um numero suficiente de
ligacdes de hidrogénio de vida relativamente longa, provocando a formacao de um
nucleo inicial bastante compacto, que em seguida, muda lentamente de forma e
tamanho até atingir um estigio que permite uma rapida expanséao, resultando na
cristalizacao de todo o sistema (MATSUMOTO et al., 2002).

Como o movimento das moléculas da agua e as ligacdes de hidrogénio dentro e
entre as moléculas seguem um padrdo aleatério, pode-se inferir entdo que a
nucleacao também depende dos arranjos aleatérios destas liga¢cées. Quanto maior o
grau de sub-resfriamento maior a probabilidade de arranjos nas ligacdes duradoras
permitindo um nuimero maior de nucleos (GEIDOBLER; WINTER, 2013).

Por isso, o grau de sub-resfriamento e o tempo decorrido para voltar a
temperatura de congelamento sdo importantes para serem avaliados no processo de
congelamento dos alimentos. Outro aspecto a considerar € a presenca e o tipo de
sélidos na agua que influenciam na velocidade de crescimento dos cristais de gelo,
sendo maior quando ha presenca de solidos quando comparado a agua pura
(LINDENMEYER et al., 1957).

Em frutos pequenos, Abd-Elhady (2014) relatou que a degradacéo da textura e
0 desvanecimento da cor em morangos é devido ao congelamento, ocorrendo perda

de nutrientes e peso quando estes sao descongelados.

Reque et al. (2014) em mirtilo encontraram uma perda de 59 % do conteudo total
em antocianinas durante o armazenamento congelado a -18 °C, no entanto, a
atividade antioxidante teve um comportamento relativamente estavel, sugerindo que
ocorrem processos de oxidacdo ou condensacdo entre as antocianinas e outros
compostos fenodlicos que geram novos compostos fendlicos que mantém a atividade

antioxidante.
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A perda de antocianinas, principalmente a cianidina-3-glicosideo, pode ocorrer
pelo dano das células durante o congelamento o que libera a polifenoloxidase que
atua sobre este substrato (DE ANCOS et al., 2000). Outra hipétese sustentada por
Sablani et al. (2010) é que os tipos de antocianinas tém ligacGes diferentes
dependendo da estrutura celular a qual estdo unidas, sendo que umas prevalecem

enguanto as outras sao degradadas.

O mirtilo congelado via IQF e armazenado a -20 °C, teve a menor perda em
antocianinas e cor polimérica, além de um leve incremento nas antocianinas apos seis
meses de estocagem, tal fato pode ser explicado pela perda de umidade e, a maior
extracdo pela quebra das estruturas celulares (HAGER et al., 2008). Os resultados
destes trabalhos sugerem que na medida que se possa controlar o nimero e 0
tamanho dos cristais de gelo, tem-se uma chance maior para a conservacao dos
compostos funcionais do mirtilo, pelo que procurar tecnologias que possam ajudar no
processo de congelamento ajudaria a concretizar este fim, e é com esse foco que 0s

campos magnéticos podem ser aplicados.

2.3 Campos magnéticos

E um fato que o campo magnético oriundo do geomagnetismo terrestre, da
ordem de grandeza de 25 a 70 uT, atua em alguns seres vivos do planeta e este fato
por si s6 jA demonstra a importancia de tal fenbmeno para a ciéncia, no que diz
respeito a sua acio em sistemas biolégicos (ANAYA; GUZMAN; ACEA, 2011).

Um campo magnético € uma regido do espaco onde uma carga elétrica (q) que
se movimenta a uma velocidade (v) sofre os efeitos de uma forca (F) chamada de
forca magnética (eq. (1)) que € perpendicular e proporcional tanto a velocidade quanto
ao campo (JOHNK, 1988).

A fonte do campo magnético é o movimento das cargas elétricas no interior da
estrutura atdbmica dos imas permanentes, ou pelas cargas elétricas livres que
percorrem um fio condutor (EDMINISTER; NAHVI-DEKHRODI, 2013). Quando duas
cargas estdo em movimento, as forcas que aparecem entre elas sdo de coulomb
(elétrica) e a magnética, sendo esta Ultima mais fraca que a primeira. No entanto, as
forcas de duas correntes percorrendo bobinas geram forca magnética que chega a
ser maior que a elétrica (POPOVIC; POPOVIC, 1999).
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F = qvxB Q)
Em que:

F= Forca magnética (N), também é denominada for¢ca de Lorentz.
g= carga (Coulomb)
v = Velocidade da carga (m.s™)

B = Densidade de fluxo magnético (W.m=2 ou T)

Os campos magnéticos com permeabilidade magnética y estdo governados
pelo segundo par de Equacdes de Maxwell que geram a eq. (2) (ULABY;
MICHIELSSEN; RAVAIOLI, 1994).

B = uH )
Em que:
u = Permeabilidade magnética (T.m.A?)
H= Intensidade de campo magnético (A.m)

Quando se trata de uma bobina com nucleo, ou quando os campos sao
aplicados em materiais que podem sofrer magnetizacdo, deve-se considerar a
susceptibilidade magnética, como é mostrado na eq. (3).

X =T ®3)
Em que:
M= Magnetizacdo (A.m)
x = Susceptibilidade magnética (adimensional)

A susceptibilidade magnética € uma medida da forca exercida pelo campo
magnético sobre a unidade de massa do corpo, é especifica para cada material e
depende do numero de elétrons desemparelhados por unidade de massa (LIMA,
2017).

2.3.1 Geracéao

O fenbmeno magnético pode ser observado e gerado de trés formas: (1) os
campos magnético estaticos (CME/SMF) que apresentam uma intensidade constante
e sao produzidos por imas permanentes ou pela passagem de uma corrente continua
numa bobina ou eletroima, (2) os campos magnéticos oscilantes (CMO/OMF) cuja
intensidade varia no tempo e de acordo com a frequéncia, estes sédo produzidos em

eletroimés de corrente alternada e, (3) os campos magnéticos pulsados (CMP/PMF)
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gue sdo uma variante dos CMO em que a corrente é retificada por um banco de
capacitores e a descarga € por pulsos a uma determinada frequéncia e tipo de onda
(KOVACS; VALENTINE; ALVAREZ, 1997; BARBOSA-CANOVAS et al., 2000).

2.3.2 Efeitos dos campos magnéticos nos alimentos

A pesquisa envolvendo a acdo do campo magnético em alimentos é ainda
escassa. A abordagem cientifica para elucidar estes efeitos apresenta trés enfoques
principais: (1) a qualidade do produto, (2) a influéncia no processo produtivo e, (3) a

forma como o processo e a qualidade interagem depois da acdo do campo magnético.

Assim no primeiro enfoque as questdes cientificas surgem das variaveis fisico-
guimicas, enzimaticas, microbiolégicas, nutricionais e sensoriais do produto (HARTE
et al., 2001; FOJT et al., 2004; JANAS; BARABASZ, 2004; GAO; ZHANG; FAN, 2007,
LIPIEC; NOVAK et al., 2007; CELLINI et al., 2008; GAO et al., 2008; HAILE et al.,
2008; CELIK et al.,, 2009; MA; HUANG; ZHU, 2010; HUANG; ZHU, 2011; GAO;
ZHANG; FENG, 2011; MA; ZHANG et al., 2012; MESA et al., 2012; MIHOUB et al.,
2012; AHMED et al., 2013; VOJISAVLIEVIC; PIROGOVA, 2013; ZAGULA;
PUCHALSKI, 2013; JIA et al., 2015; FUENTES; ACEVEDO; GELVEZ, 2016; QIAN et
al., 2016a; QIAN et al., 2016b; LINS et al., 2017; AHMED; WU et al., 2017; RACUCIU;
OANCEA, 2018; SAKDATORN et al., 2018; ZHAO et al., 2018; LIN; WANG; CUI,
2019).

No segundo enfoque avaliam-se os aspectos do processo nos rendimentos,
aceleracdo de reacdes, melhora na operabilidade, reducéo de custos (CANLI et al.,
2011; JIN et al., 2015; ZHANG et al., 2015; DAI et al., 2016; JIN et al., 2016a; JIN et
al., 2016b; ZHAO et al., 2016).

No terceiro tem-se procurado a melhor combinacao de condigcdes operacionais
para a melhoria da qualidade do produto durante o seu processo (ANAYA et al., 2013;
SHOKRIBOUSJEIN et al., 2015).

A combinacdo dos campos magnéticos com o processo de resfriamento ou
congelamento de alimentos frescos ou processados, pertence ao terceiro enfoque, e
estd sendo estudado faz pouco tempo. Assim, James, Reitz e James (2015)
reportaram a agcdo do campo magnético no processo de congelamento de bulbos de

alho e, discutem que esta acdo pode estar relacionada as caracteristicas da agua
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como a capacidade calorifica, calor latente e condutividade térmica como também
reportado em outros estudos (IWASAKA; UENO, 1998; IMBERT, 1999;
ALEKSANDROV; BARANNIKOV; DOBRITSA, 2000; OWADA; KURITA, 2001; SATO;
FUJITA, 2006; PANG; DENG, 2008; DALVI-ISFAHAN et al., 2017). Nesta mesma
linha de pesquisa, a literatura mostra 0 uso de campos magnéticos no congelamento
de proteinas de frutos do mar (OTERO et al., 2017) e os efeitos na formacéao de cristais
de gelo no congelamento de solucao de cloreto de sodio (MOK et al., 2015), em peitos
de frango (MOK et al., 2017) e, em cubos de manga (PUZA et al., 2019).

Porém, em alguns estudos se manifesta a controvérsia da efetividade dos
campos magneticos ja que os resultados encontrados em alimentos usando
equipamentos comerciais da tecnologia CAS (do inglés Cell alive System), que usam
o chamado congelamento eletromagnético e ndo conseguiram manter a estrutura
celular quase intacta apos o descongelamento, resultados que séo pretendidos com
0 uso desta tecnologia (ERIKSON et al., 2016; OTERO et al., 2017; PURNELL,;
JAMES; JAMES, 2017; RODRIGUEZ; JAMES; JAMES, 2017; FERNANDEZ-MARTIN
et al., 2018; PUZA et al., 2019).

No entanto, a tecnologia CAS foi recomendada para uso na criopreservagao de
células do ligamento periodontal, células tronco mesenquimais (KAKU et al., 2010;
KAWATA et al., 2010; KOJIMA et al., 2013) que foram congeladas adicionando
solucdes crioprotetoras de sulfoxido de metila, solucdo que tem por funcdo atingir um
equilibrio osmético com as células para protegé-las (LEE et al., 2012).

Um resumo das aplicacbes dos campos magnéticos especificamente em

alimentos é apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condi¢gBes experimentais da aplicagcdo dos campos magnéticos em alimentos continua
Produto/Processo Obijetivo Equipamento CondicOes experimentais Principais resultados Referencia
Meldo Cantaloupe Qualidade de Bobinas B:2mT A 2 mT por 15 min, (JIA et al,
cortado meldo cortado.  Helmholtz, t:0,5,10,15,20 e 25 min de reducdo da taxa de 2015)

campo exposicao. respiracdo e perda de
estatico. T=5°C qualidade.

Rabanete Atividade da Gerador de B:234T A méxima inativacdo foi a (MA,

peroxidasse pulsos a Pulsos: 5-40 4 T e 40 pulsos, perdendo  HUANG;
escala de 67,7% da atividade ZHU, 2011)
laboratorio. enzimatica.

Carne moida Conservacao Bobina B: 10 mT Retarda a oxidagcdo de (LINS et al.,
solenoide, f=1 Hz, oximioglobina a 2017)
campos Onda: quadrada metamioglobina, a 2 h de
pulsados Tempo: 0, 2 h e 12 dias. exposicao.

T=4°C

Caldo de cana Conservacao Bobina B: 18 mT Reduz  microrganismos (UEKI,
solenoide, f= 40, 50 e 60 Hz, com 50 Hz e tempos 2013)
campos Onda: quadrada maiores a 120 min., mas
pulsados Tempo: 30, 120 e 210 min. diminui a atividade

T=4°C

antioxidante e compostos

fendlicos
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Saccharomyces
cerevisiae ATCC
7754

Clarade ovo

Ultrafiltracdo de
solugdes

proteicas

Queijo

Producéo de Bobina

Glutationa solenoide

Atividade da Imas

lisozima

Melhorar 0 Imas
desempenho e

a recuperacdo

da

permeabilidade

Rendimento e Imas
caracteristicas

sensoriais

B:25mT, 34,3 mT
Tempo: 8,12 e 16h
T=20°C

B: 0,7/mTel,34mT
Tempo: 2h
T=20°C

B: 0,7T
Tempo: 2h

B: 0,365T
Tempo: 0-60 min

Efeito estimulante na
producdo de Glutationa
com 39% de incremento a
25 mT por 16h.

A 1,34 mT e pH de 13,7
obteve-se um incremento
de 212% na atividade da

lisozima.

O campo magnético
aumento o fluxo da
permeacao e a
recuperacao da

permeabilidade.

Incremento do rendimento
e maior aceitabilidade

sensorial.

(SANTOS,
2008)

(LIMA,
2017)

(ZIN, 2014)

(AL, AL-
HILPHY;
AL-
DARWASH,
2015)




49

Tabela 2 - CondicGes experimentais da aplicacdo dos campos maagnéticos em alimentos concluséo

Maca Atividade da Solenoide H: 0.87- 4.22 A/m. Inativagdo quando supera (GAO et al.,
Polifenoloxidase 0.5 6h 1,67 A/m 2009)

Amido Atividade da a- Solenoide B: 12 mT Incrementa a atividade (MIZUKI et
amilase f: 1-30Hz al., 2010)

t: 30 min

Frutas e vegetais Atividade da Solenoide B:25-45T Inativagdo do 93,10% (MA;

Polifenoloxidase Pulses: 5-40 HUANG,;
ZHU, 2010)

Leite Listeria Imas B: 2000 G Diminuicdo do (KHLIL et

Monocytogenes crescimento al., 2010)

Fonte: Autores citados na tabela.
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Nos trés enfoques descritos tem-se utilizado diferentes configuracdes do
equipamento e as condi¢des que foram levadas em conta mudam tanto a frequéncia
guanto a densidade de fluxo do campo magnético, mas na maioria dos casos se
utilizam-se campos de alta densidade de fluxo o que limita a praticidade do sistema
quando comparado ao uso de campos de baixa densidade (MA; HUANG; ZHU, 2011).
As configuracdes descritas sdo: bobina solenoide (MINGDAN et al., 2013; CHO et al.,
2016), bobinas tipo Helmholtz (GARCIA et al., 2005), quatro bobinas tipo Helmholtz e
até com seis bobinas tipo tri axial (RESTREPO; FRANCO; PINEDO, 2014). Séo
poucos os trabalhos que utilizam eletroimas, ou bobinas com nudcleos. Apenas
Homayuni et al.(2011) aplicou uma configuracéo de bobina com ndcleo em forma de

C, para a reducao da viscosidade de 6leo.

Por outro lado, deve-se considerar que a diferenca dos tratamentos térmicos é
um erro considerar que um tratamento usando campo magnético € mais inibitério
guanto maior € a sua densidade de fluxo, frequéncia e, tempo de exposicdo. Este
fenbmeno sugere a existéncia de valores de densidade de fluxo magnético e
frequéncia que devem ser encontrados em funcdo do tipo de aplicacdo, arranjo
experimental e do tipo de alimento que se deseja avaliar (ANAYA; GUZMAN; ACEA,
2011). Este fato demonstra que véarias questdes cientificas precisam ser elucidadas
no que se refere a aplicacdo do campo magnético em alimentos e, portanto, sua
aplicabilidade tecnologica depende ainda de estudos, modelos e da instrumentacéo
eletrbnica necessaria para 0s arranjos experimentais Uteis para estudar tais efeitos no

congelamento dos alimentos.

Para corroborar alguns resultados, a literatura cientifica reporta algumas
hipéteses sobre o efeito dos campos magnéticos no processo de congelamento da
agua e dos alimentos, assim no trabalho Iwasaka e Ueno (1998) foi sugerido que as
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua sao fortalecidas na presenca do
campo magnético estatico na ordem de 14 T, dando uma configuracdo mais ordenada
e estavel, o que concorda com Chang; Weng (2006) que observaram um incremento
de 0,34 % no numero de ligacdes com campos magnéticos da ordem de 1 a 10 T,
resultado este também observado num trabalho similar (HU; HOU; WANG, 2012).

Por sua vez, Sato e Fujita (2006) propuseram uma hipotese contraria supondo
gue o campo magnético oscilante faz as moléculas vibrarem com maior intensidade,

enfraquecendo as pontes de hidrogénio entre as moléculas de agua, impedindo o



51

congelamento, esta hipotese é reforcada por Wang et al. (2013) que relacionaram o
enfraquecimento destas ligacfes devido a forca de Lorentz que sofre acdo dos

campos magnéticos com intensidades superiores a 0,1 T.

Diante destas hipéteses aparentemente contraditorias, aparece a proposta de
Toledo, Ramalho e Magriotis, (2008) que sugerem que sendo as ligacdes de
hidrogénio capazes de possuir interacoes de longo e de curto alcance, os campos
magnéticos numa dada densidade de fluxo, agem nas interagdes de longo alcance o

gue favorece o fenbmeno de curto alcance.

Outros aspectos importantes sdo discutidos por Owada e Kurita (2001) que
sugerem gue 0s campos magnéticos podem ajudar na manutencdo da agua em um
estado metaestavel levando a um maior grau de sub-resfriamento. Entdo, se os
campos magnéticos influenciam no sub-resfriamento pode-se inferir que tal efeito
criara cristais com menor tamanho e maior uniformidade (HIRASAWA et al., 2001,
OWADA; KURITA, 2001; DO et al., 2004; INO et al., 2005; NAKAGAWA et al., 2006;
PETERSEN et al., 2006; OWADA, 2007; OWADA; SAITO, 2010) mais
detalhadamente este efeito foi observado por Mihara et al. (2011) e por Niino et al.
(2012) que apresentam resultados inclusive relacionando o efeito da frequéncia de
acao do campo magnético no fendmeno de sub-resfriamento, especificamente, para
frequéncias superiores a 2 KHz e intensidades de campo da ordem de 0,01 a 0,4 mT
(WOO; MUJUMDAR, 2010; MIHARA et al., 2011; NIINO et al., 2012).

E assim, que esta pesquisa esta sob o terceiro enfoque da aplicacdo dos
campos magnéticos, visando combinar duas tecnologias, uma convencional
(congelamento) com uma emergente (campos magnéticos pulsados), para aprimorar
a técnica e avaliar a qualidade dos alimentos, especificamente o mirtilo apds o

descongelamento.
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3 OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo principal testar a hipotese:

O campo magnético com densidade de fluxo magnético e frequéncia especificas
pode agir no congelamento dos frutos de mirtilo alterando suas caracteristicas

fisicas e quimicas.
Para testar esta hipotese tem-se 0s seguintes objetivos especificos:

e Desenvolver em escala laboratorial um equipamento portétil gerador de campos
magnéticos pulsados com variacdo da densidade de fluxo e frequéncias, para
aprimorar o processo de congelamento dos alimentos.

e Desenvolver um sistema de instrumentacdo eletrbnica (Data Logger) com
sensores de campo magnético e temperatura para monitoramento em tempo real
durante o processo de congelamento.

e Caracterizar o comportamento dos campos magnéticos no espago de ensaio.

e Avaliar os parametros obtidos das curvas de congelamento do mirtilo sob
aplicacdo dos campos magnéticos pulsados.

e Avaliar o efeito dos campos magnéticos pulsados nas caracteristicas fisicas e

quimicas do mirtilo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenvolvimento de um equipamento portatil gerador de campos
magnéticos pulsados

Foi projetada e construida uma bobina solenoide (retangular) a que foi inserida
em nucleo tipo E de alheagédo de ferro laminado (adaptado de um micro-ondas) e unida
a outro nudcleo tipo E com recortes do mesmo material do nucleo (parte | do nucleo),
deixando um espaco de ensaio para o tratamento das amostras. O motivo do uso dos
nucleos de ferro foi aumentar a densidade de fluxo magnético (Figura 8). O controle
da densidade de fluxo magnético foi realizado por um regulador de tensdo monofasico
VARIAC (Minipa, Brasil) que tem a possibilidade de variar a tensédo de 0 até 220 V (A

maxima tenséo usada foi de 54 V, limitado pelo efeito Joule).

Figura 8 - Esquema do equipamento para geracdo dos campos magnéticos pulsados

Fonte: Prépria autoria

Para o controle da frequéncia foi desenvolvido um controlador usando um
microcontrolador e componentes eletrénicos e, circuitos de retificacdo de corrente.
Estes pelo uso de um transistor Mosfet descarrega pulsos de corrente dos capacitores
gue passa pela bobina a qual induz os campos magnéticos pulsados (RODRIGUEZ,

2017). Este controlador tem a capacidade de geragao de pulsos quadrados na faixa
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de frequéncias de 0,5 até 200 Hz. Nas Figuras 9 e 10, pode-se visualizar o esquema
elétrico do controlador de frequéncias, assim como o diagrama PCB projetado no

software Proteus-2008.

Figura 9 - Esquema elétrico para o controle de frequéncias do campo magnético

Fonte: Prépria autoria



Figura 10 - Layout PCB do controlador de frequéncias do campo magnético
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Fonte: Prépria autoria
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4.2 Desenvolvimento de um Data Logger para monitoramento do campo

magnético e temperatura em tempo real.

Foi desenvolvido um Data Logger para o monitoramento em tempo real tanto
do campo magnético quanto das temperaturas durante o congelamento. Na Figura 11,
pode-se observar o diagrama de blocos do hardware do Data Logger, que consta de
trés sensores de Temperatura (TMP100) e um sensor Hall (SS495A) que sé&o
monitorados por uma placa Arduino ProMini. O Arduino coleta as temperaturas
usando o protocolo I°C e, no caso dos campos magnéticos usando o conversor
analégico digital; os dados coletados sao enviados por sua vez através do protocolo

RS232 até um modulo Bluetooth modelo HCO5 que transmite até o software coletor.

Figura 11 - Diagrama de blocos do hardware do Data Logger para coleta de

dados de temperatura e campos magnéticos.

Fonte: Prépria autoria
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Na Figura 12 pode-se visualizar o Layout PCB do hardware do Data Logger.

Figura 12 - Layout PCB do Data Logger

Fonte: Prépria autoria

O software coletor de dados do Data Logger foi desenvolvido no ambiente
Visual Studio 2013 utilizando a linguagem Visual Basic, na Figura 13 pode-se
visualizar a interface do software a partir da qual se pode selecionar em ordem
sequencial as seguintes acdes: 1) criar um arquivo *txt em que serdo salvos os dados,
2) selecionar a porta de conexao para a comunicacao com o hardware do Data Logger,
e fazer a conexao, 3) escolher o tipo de coleta, isto &, se é coleta simultanea de
temperaturas e campo magnético, ou somente este Ultimo. Esta selecdo esta
diretamente relacionada com a escolha da frequéncia de amostragem, sendo a

maxima de 140 Hz, 4) escolher o tempo de amostragem e 5) iniciar a coleta de dados.
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Figura 13 - Interface do software do Data Logger
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Fonte: Prépria autoria

4.3 Caracterizacdo do comportamento dos campos magnéticos no espaco de
ensaio

Foi feito um mapeamento dos campos magnéticos no espaco de ensaio, para
isso, foram codificados 120 pontos separados simetricamente (nas coordenadas X, Y,
z) (Figura 14), nos quais foi medida a densidade de fluxo magnético (B). O sensor Hall
foi posicionado em cada ponto, e foram adquiridos os dados via Bluetooth a uma
frequéncia de amostragem de 140 Hz, num intervalo de 10 segundos. Os dados foram
coletados para as frequéncias de 30 e 60 Hz, frequéncias maiores nao foram
caracterizadas pela limitacdo da méxima frequéncia de amostragem do Data Logger
gue é de 140 Hz. Os dados coletados foram armazenados em um arquivo de dados
com extensao *.txt, para posteriormente calcular a raiz média quadratica, ou valor rms,

(do inglés, root mean square) e finalmente serem graficados usando MatLab 2016a.
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Figura 14 - Codificacdo dos pontos para 0 mapeamento do campo magnético no espaco
de ensaio

Y (cm)

Z (cm)

v

0 1,25 2.50 3,75 5,00 X (cm)
Fonte: Prépria autoria

O arranjo dos equipamentos para a coleta de dados dos campos magnéticos,

foi como se vé na Figura 15.
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Figura 15 - Arranjo dos equipamentos para a coleta dos dados do campo magnético

Controlador da
frequéncia de pulso

Data Logger

VARIAC

Gerador de Campos
magnéticos

Fonte: Prépria autoria

4.4  Avaliacdo dos parametros obtidos das curvas de congelamento do mirtilo
sob campos magnéticos pulsados

Foram utilizados mirtilos (Vaccinium corymbosum) da marca Bloom procedente
do Peru, em estado fresco com aceitavel recobrimento natural de cera, com diametro
entre 10 e 18 mm e, com aproximadamente 75 % de coloracao azul.

O congelamento foi realizado num congelador (Indrel CPS10D-Londrina,
Parana, Brasil) que atinge temperaturas de até -35°C+1 °C, dentro do qual foi inserido
0 equipamento de campos magnéticos pulsados (Figura 16). Para cada ensaio o
congelador foi ligado previamente para atingir a temperatura de equilibrio como
sugerido por Liu et al. (2017) e Puza et al. (2019), o que levou um periodo de

aproximadamente duas horas.
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Figura 16 — Montagem experimental para o congelamento do mirtilo assistido por

campos magnéticos pulsados

Fonte: Prépria autoria

Os mirtilos foram colocados dentro das cestas porta amostras que tém uma
capacidade para 13 frutos (Figura 17) para cada tratamento, neste grupo em um dos
mirtilos foi inserido um sensor de temperatura, e na base da cesta foi fixado o sensor
hall. Para o controle s6 foi usado um mirtilo para o0 monitoramento da temperatura
(neste mirtilo foi inserido o segundo sensor de temperatura) e, o terceiro sensor de
temperatura ficou em contato com o meio de congelamento. Uma vez atingida a

temperatura de equilibrio do congelador foram inseridas as amostras, e se
registrou o comportamento da temperatura em funcdo do tempo através da
comunicacao Bluetooth considerando uma frequéncia de amostragem de 1 Hz. Cada
tratamento foi repetido trés vezes.

Com os dados da temperatura, foram feitas as curvas de congelamento para
cada ensaio. A partir destas curvas, foram extraidos os parametros: Temperatura de
nucleacao (Tn), grau de sub-resfriamento (ATsr), tempo de nucleacao (tn), tempo de

mudanca de fase (tmf) € temperatura final de congelamento (Txc).
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Figura 17 — Mirtilos arrumados na cesta porta amostras

Fonte: Prépria autoria

4.5 Avaliacao do efeito dos campos magnéticos pulsados nas caracteristicas

fisicas e quimicas do mirtilo

4.5.1 Propriedades fisico-quimicas do mirtilo

Umidade: A umidade do mirtilo foi determinada pelo método de secagem em estufa
(AOAC, 2005). Um mirtilo foi pesado e colocado na estufa (MA033/1, Marconi,
Piracicaba, Brasil) a 105 °C até atingir um peso constante (8 horas) de acordo com o
sugerido por Nowak, Zielinska e Waszkielis (2019). O resultado foi a média da

triplicata.

pH: A medigéo foi feita utilizando um pHmetro digital (MA-522, Marconi, Piracicaba,
Brasil) sob o método (AOAC, 2005) com ligeiras modificacbes. O equipamento foi
calibrado antes do uso com as solucdes tampédo 4 e 7, em seguida o eletrodo foi
inserido dentro do mirtilo (foi feito um corte na coroa do fruto, e sem quebrar o resto
da casca, a polpa foi exposta usando bisturi, isso assegurou o bom contato do fruto
com o eletrodo) a leitura foi registrada, apds a estabilizacdo. As medi¢des foram feitas

em dois mirtilos em triplicata.
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Sdlidos soluveis totais (SST): Os sélidos soluveis totais presentes no mirtilo foram
determinados com um refratdmetro digital (Pocket PAL-a, Atago, Téquio, Japao) sob
0 método (AOAC, 2005). Para a medicao, foi utilizado a polpa obtida dos mirtilos usada
para medir o pH. A polpa foi depositada dentro do prisma do refractdmetro para
realizar a leitura. O resultado foi expresso em °Brix, a determinagao foi feita em

triplicata.

Acidez titulavel total (ATT): Se utilizou os mirtilos usados na determinacdo do pH e
sélidos soluveis, os que foram pesados (individualmente) e transferidos a um béquer,
em seguida se acrescentou agua destilada até completar 10 mL, logo depois foi
triturado no turratec (TE-102, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 10.000 rpm (nivel 3) por 2
minutos. O homogeneizado foi filtrado a vacuo, e do filtrado se coletou uma aliquota
de 1 mL para dissolvé-lo com 9 mL de agua. Aos 10 mL foram agregadas trés gotas
de fenolftaleina e foi realizado a titulagdo com NaOH 0,1 N de acordo com o método
(AOAC, 2005). A acidez titulavel total do mirtilo expressa em acido citrico foi calculado

usando a eq. (4):

. m\ __ GxNxmequiv+FD
% Acidez (E) = % 100 (4)

Em que:

G= Volume de hidroxido de sddio usado na titulagéo
N= Normalidade da solucéo de hidroxido de sédio
FD= Fator de diluicado (envolve a massa do mirtilo)
Vt= Volume da aliquota

meqg= miliequivante do 4cido citrico 0,064

4.5.2 Textura

Usando trés mirtilos foram avaliadas a forca méaxima de perfuracdo e modulo
de Young segundo a metodologia proposta por Zapata et al. (2010) num ensaio
mecanico de compressao. Foi usado um analisador de textura (TA.XT Plus, Stable
Micro Systems Ltd., Surrey, UK) com célula de carga de 50 N. A ponta de prova de 3

mm (P/3) de diametro foi inserida no mirtilo a uma velocidade de 1 mm s no lado
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equatorial do mirtilo e a inser¢cdo foi continua até que a tensdo de compressao
atingisse 80 % da espessura inicial, de acordo com Giongo et al. (2013).

Para o teste, cada mirtilo foi colocado num suporte impresso-3D em Acrilonitrila
butadieno estireno (ABS) (Figura 18), para manter o mirtilo na posi¢cao equatorial
durante a perfuragdo. A forca maxima de perfuracdo da casca (N) e o médulo de
Young (N/mm) foram extraidas da curva forca-tempo resultante usando o software
Exponent v.4 (Stable Micro System, Ltd., Godalming, Reino Unido). As experiéncias

foram replicadas trés vezes para cada ensaio a temperatura ambiente.

Figura 18 - Suporte impresso 3D em ABS para manter o mirtilo em posicéo

equatorial durante o ensaio de textura

Fonte: Prépria autoria

4.5.3 Cor

A cor foi obtida por um colorimetro MiniScan plus (EZ 4500L, HunterLab Inc.,
USA), de acordo com o método de Hunter Lab detalhado por Zielinska e Michalska
(2016). A medida foi realizada tanto para a superficie (casca) como para a polpa do
mirtilo (neste caso foi realizado um corte da coroa da fruta) (Figura 19). A medida
consistiu na obtencdo das coordenadas L* (luminosidade), a* (medida do verde ao
vermelho) e b* (medida do azul ao amarelo) do sistema de cor CIE (Commision
Internacional L’Eclairage) considerando um iluminante D65, angulo de observacao de

10° e abertura de célula de 25 mm.
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Figura 19 — Posicéo para medic&o da cor na casca (a) e na polpa (b) do mirtilo

(@) (b)

Fonte: Prépria autoria

4.5.4 Antocianinas totais

Para a quantificacdo das antocianinas totais (AT), polifendis totais (PT) e
atividade antioxidante (AA), foi feita uma extracdo segundo a proposta de Albarici, De
Freitas e Cruz (2009) e Jin, Yu e Gurtler (2017). Com as seguintes modificacdes, dois
mirtilos foram pesados num tubo falcon de 50 mL o volume foi completado a 20 mL
com etanol absoluto. A mistura foi moida e homogeneizada num turratec a 10.000 rpm
e deixada para a extracdo na escuriddo por 60 min. Depois da extracao realizou-se
uma filtragem a vacuo (400 mmHg) com papel filtro quantitativo (MALLIK; HAMILTON,

2017) obtendo o extrato bruto. O que foi realizado em triplicata.

As antocianinas totais (AT) do mirtilo foi determinado pelo método de pH
diferencial com as modificagOes de Ketata, Desjardins e Ratti (2013), Chung, Yu e Lee
(2016) e Jin, Yu e Gurtler (2017). Assim foi diluido o extrato bruto com fator de diluicdo
(FD) entre 5 e 10 completando 5 mL com agua destilada, o que foi chamado de extrato
diluido. Apés, se agregou 0,6 mL do extrato diluido em tubos de ensaio de 10 mL e
completou-se com 2,4 mL com tampdo cloreto de potéssio (pH 1,0), em duplicata, 0s
tubos foram homogeneizados em vortex e armazenados por 30 min na auséncia de
luz; o mesmo procedimento foi realizado com o tampao acetato de sédio (pH 4,5).
Apoés esse tempo foram lidas as absorbancias a 520 nm (maxima para cianidina 3-
glocosideo) e 700 nm respectivamente em espectrofotdmetro UV-Vis (Metash UV
5100, China) como sugerido por Jin; Yu; Gurtler (2017). Com os dados das leituras,

foi calculado o teor de antocianinas totais expressos em miligramas equivalentes de



66

cianidina-3-glicosideo/ grama de mirtilo, usando a eq. (5) (KETATA; DESJARDINS;
RATTI, 2013).

mg C3G) _ AxMW+FD*Vef+1000
exlxMm

(5)

Antocianinas totais (

Em que:

A= (Aszonm - A700nm)pH1 - (Aszonm - A700nm)pH4,5

MW= Peso molecular (449,2 g/mol) para cianidin-3-glicosideo (C3G).
FD= Fator de diluicao

|I= espessura da cubeta do espectrofotdmetro (cm)

&= Coeficiente de extingdo molar (26900 L/mol.cm), para (C3G)

Vef= Volume do extrato filtrado

Mm= Massa do mirtilo fresco (g)

4.5.5 Polifendis totais

O conteudo de polifendis totais (PT) foi determinado pelo método de Folin e
Ciocalteau de acordo com as modificagdes de Albarici, De Freitas e Cruz (2009); Jin,
Yu e Gurtler (2017). Do extrato bruto (item 4.5.4) se fez uma diluicio em balédo
volumétrico de 5 mL, no qual foi adicionado 1 mL do extrato e o volume completado
com &gua destilada (com FD entre 1 e 10). Em seguida, 0,3 mL do extrato diluido
foram adicionados em duplicata em tubos de ensaio, logo depois foi adicionado 1,5
mL do reagente de Folin-Ciocalteau (diluido em agua FD=10) e foi mantido por 8
minutos a temperatura ambiente. Apos foram adicionados 1,2 mL de solucédo de
carbonado de sédio (Na2CO3) 75 g/L e os tubos foram homogeneizados em vortex e
em seguida colocados em banho maria (NewLab NL-2401-C, Piracicaba, Brasil) a
50°C durante 15 min para a reacdo, entdo foram imediatamente resfriados até
temperatura ambiente em banho maria a 4°C (NewLab NL-2401-C, Piracicaba, Brasil).
Em seguida foi lida a absorbancia a 765 nm em espectrofotdmetro UV-Vis (Metash
UV 5100, China) e o conteudo de polifendis totais foi calculado pela curva padréo do
acido galico previamente elaborada. Os resultados obtidos foram expressos em mg
de &cido galico equivalente (AGE) / grama de mirtilo, calculados usando a eq. (6)
(KETATA; DESJARDINS; RATTI, 2013)
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_ (4765 nm_b)*Vef*FD

. . . (mg AGE
Polifenois totais ( g )
9 a*Mmp

(6)
Em que:

A76s nm - Absorbancia do extrato de mirtilo a 765 nm

b: intercepto da curva padrédo de acido galico

a: inclinacéo da curva padréo de acido galico

Vef: Volume do extrato de mirtilo (L)

FD: Fator de diluicédo

M,, : Massa do mirtilo fresco (g)

4.5.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi quantificada pelo método do radical ABTS™
desenvolvido por Re et al. (1999), com as modificagdes propostas por Pannala et al.
(2001); Prior, Wu e Schaich (2005) e Moura et al. (2007). Assim foi diluido o extrato
bruto (item 4.5.4) com FD entre 1 e 10 completando 5 mL com etanol absoluto, o que

foi chamado de extrato diluido.

Com antecedéncia foi preparada a solucdo de estoque do ABTS com agua
destilada a concentracdo de 7 mM. O radical ABTS™* foi obtivo pela reagédo de 10 mL
da solucéo de estoque ATBS com 10 mL da solu¢éo de persulfato de potassio 2,45
mM e completado a 25 mL com agua destilada, a mistura foi mantida em agitagédo
magnética na escuriddo por 16 horas. Apds esse tempo, o radical foi diluido com

etanol até obter uma absorbancia de 0,7 + 0,05 a 734 nm.

A curva padrao de trolox foi preparada a partir da solucéo estoque de Trolox
500 uM, em concentracdes de 0 até 16,7 uM (7 tubos). Em cada tubo em ordem
progressiva foi adicionado etanol (0-100 pL), solugéo de trolox 500 uM (0-100 uL) e
finalmente 2,9 mL do radical ABTS™, cada tubo foi agitado em vértex e mantido na
escuriddo por 6 min para completar a reacdo. A seguir, foi feita a leitura da
absorbéancia a 734 nm, previamente foi lida a absorbancia do tubo controle (0 uM) ao
tempo zero. Com as absorbancias calculou-se a porcentagem de inibicao, para cada

concentragéo segundo a eq. (7):
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Inibicio ABTS™+(%) = [1 - (M)] (7)

Ac_omin
Em que:
Asmin= Absorbancia de cada tubo depois de 6 min de reacéo
Ac_omin= Absorbancia do controle ao tempo 0

Com as concentracdes de trolox (ug/mL) e as respectivas porcentagens de
inibic&o foi graficada a curva padrao de trolox.

Com os extratos diluidos do mirtilo o preparo foi similar a curva padrao de trolox
com a diferenca de que em lugar do trolox foram adicionados os extratos diluidos.
Apés a reacao foram lidas as absorbancias a 734 nm e calculada a inibicdo com a eq.
(7). A atividade antioxidante foi calculada substituindo os valores obtidos nos extratos
diluidos de mirtilo, na curva padrédo de trolox, como sugerido por Moura et al. (2007),

e expressos como mg de trolox equivalente (TE)/g de mirtilo.

4.5.7 Impedéncia bioelétrica

Para determinar a bioimpedancia foi usado um analisador de impedéancia
(HP4192A, Hewlett-Packard, Japdo) a 0,035 V numa faixa de frequéncia de 5 Hz a 13
MHz de acordo com o método proposto por Ando, Mizutani e Wakatsuki (2014);
Imaizumi et al. (2015). Foram usados eletrodos de agulha de aco inoxidavel montados
num suporte 3D impresso em ABS, os eletrodos foram inseridos no ponto polar inferior
do mirtilo (Figura 20), e os dados elétricos obtidos foram a resisténcia (Zr), reatancia

(Zi) e a frequéncia (f).

Os dados elétricos permitiram ajustar os modelos de circuitos elétricos
equivalentes para extrair informacdes da estrutura do mirtilo. Para isso foram
estruturados algoritmos de ajuste num GUIDE em MatLab (Figura 21). O modelo que
melhor ajustou os dados foi o de Hayden modificado (ANDO; HAGIWARA;
NABETANI, 2017) mostrado na eq. (8).

Re[1+WPT{(2R;+Re).cos(2p ) +wPTRy(R;+Re))]

{WPT(Ri+Re)}2+2wPT(Ri+Re).cos(3p ) +1

prRg.sin(gp)

J (8)

{wPT(Ri+Re)}2+2wPT(Ri+Re).cos(§p)+1
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Para extrair os valores da capacitancia da membrana foi usada a eq. (9)
desenvolvida por Hsu e Mansfeld (2001) e as eq. (10) e eq. (11) aplicadas por Ando,
Mizutani e Wakatsuki (2014).

C =T(wmn)P™* 9)
Wy = ;1__,, (20)
(T(Re+Ri)) p

1 1-p
Chn=TP(R, +R) P (11)

Em que: Re es a Resistencia extracelular, Ri es a Resistencia intracelular, w é
a frequéncia angular, T é o coeficiente do elemento de fase constante (do inglés
constant phase element, CPE) , p é o expoente (0-1) do CPE, C é a capacitancia
aparente, w,, € a frequéncia de relaxacéo angular e C,,, é a capacitancia da membrana

celular.

Figura 20 — Suporte de eletrodos de agulha para a medicao da impedancia

bioelétrica do mirtilo

Fonte: Prépria autoria
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Figura 21 — Interface que exibe o algoritmo implementado no GUIDE do MatLab para

ajuste dos dados de impedéancia a circuitos elétricos equivalentes

Fonte: Prépria autoria

Os parametros do modelo de Hayden modificado foram estimados com ajuste
ponderado de minimos quadrados nado lineares complexos (do inglés complex
nonlinear least squares -CNLS) reportados em literatura diversa (BOUKAMP, 1986;
MANOHARAN; BIRLASEKARAN; SURYANARAYANA, 1986; ZHANG; WILLISON,
1991; MACDONALD, 1992). Para isso, s6 foram usados os dados que formaram o
semicirculo depressivo, selecionando os dois pontos com o menu InterestRange do

algoritmo.

A funcdo a minimizar € apresentada na eq. (12) e para avaliar a qualidade de
ajuste do modelo foram estimados os coeficientes de determinacéo eq. (13) e eq. (14)
tanto para a parte real, resisténcia (Zr), quanto para a parte imaginaria, reatancia (Zi)
respectivamente (ANDO; MIZUTANI; WAKATSUKI, 2014)

~ N2 ~ 2
_ [1¢n Lrj 7o ZijThj
fval — |p4j=1 {( . + Z (12)
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R =1- Zj=1(er‘ij)2 (13)
Spe(2r-7r))
N2

Ry =1 Zltu), a4)
27a(2-2)

Em que: n é o nimero de dados, Z, e Z; s&o os valores estimados de Z, e Z; com 0

modelo de Hayden modificado, Z, e Z; sdo os valores médios.

4.5.8 Ressonancia magnética nuclear

Cortes de mirtilo de aproximadamente 10x3,5x3,5 mm tanto do fruto fresco
guanto dos frutos apos cada experimento, foram realizados usando um bisturi. Estes
cortes foram inseridos em tubos de Duran (Figura 22), para depois serem submetidos
a ressonancia magnética nuclear (RMN) de acordo com a metodologia sugerida por
Mattos, Souto e Tambelli (2015).

Figura 22 — Amostras de mirtilo acondicionadas para avaliagdo por ressonancia

magnética nuclear

Fonte: Prépria autoria

A RMN do *H, foi realizada em um espectrometro pulsado de RMN (RMN KEA-
2400, Magritek, Nova Zelandia) operando na frequéncia de 20 MHz em temperatura
ambiente. O tempo de relaxagdo spin-spin (T2) foi obtido numa sequéncia de pulso

Carr — Purcell — Meiboom — Gill (CPMG) que consiste de sequéncias 90 ° - (1 -180 °-
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T- €C0)n em que n € o numero de vezes que o ciclo é repetido (ARUNYANART et al.,
2015). Cada medida foi composta de 8000 numeros de ecos (NE) e 345 ms de tempo
de eco (TE), com um tempo de espera de 4500 ms, e 16 varreduras, proposta similar
a de Cheng; Zhang; Adhikari (2014). A distribuicdo continua para o T2 das amostras
foram obtidas através da aplicacao do algoritmo NNLS (do inglés Non Negative Least

square) sobre o decaimento da curva de relaxacdo usando o software PROSPA.

4.5.9 Atividade da polifenoloxidase

Para o preparo do extrato enzimético tanto da polifenoloxidase quanto da
peroxidase foi pesado 1 mirtilo num tubo falcon de 50 mL e completado até 20 mL
com tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7) a 4 °C (LAMIKANRA; WATSON, 2001;
ALBARICI; DE FREITAS; CRUZ, 2009; BENLLOCH-TINOCO et al., 2013; GE et al.,
2019). A mistura foi triturada com pildo, logo depois moida e homogeneizada no
turratec (TE-102, Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 10.000 rpm por 2 min em banho de gelo
a 4 °C. O homogeneizado foi filtrado a vacuo usando papel filtro quantitativo,
mantendo o filtrado em banho de gelo a aproximadamente 4 °C o que foi chamado de
extrato enzimatico.

A atividade da polifenoloxidase foi ensaiada usando uma aliquota de 0,2 mL de
extrato enzimético (puro ou diluido, para manter os valores da absorbéancia menores
do que 1) e 2,8 mL de uma solucdo de 0,07 M de catecol preparada com a solucéo
tampao fosfato de potassio (pH 7). A mistura foi agitada em vértex e imediatamente
colocada na célula do espectrofotdmetro UV-Vis (Metash UV 5100, China) para que a
reacao acontecesse e fosse registrado o incremento da absorbancia a 420 nm e 25
°C durante 5 min, com coleta a cada 5 s no software UV-Basic (TEREFE et al., 2015).
A atividade foi calculada a partir da inclinacdo entre a absorbéancia e o tempo como
mostra a eq. (15), considerando que uma unidade de atividade da polifenoloxidase é
definida como a quantidade de enzima que causa um incremento de uma unidade de
absorbancia por minuto (Abs mint) e, com a eq. (16) foi calculada a porcentagem de
inativacdo (BENLLOCH-TINOCO et al., 2013).

_ . ~ Vsolug:éo demedida V extrato diluido
Apro (U/g) = Inclinagio = ( * *

Valiquota extrato diluido Valiquota extrato bruto

V extrato bruto
(Fexratobruto (15)
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[ = AFA;Awao (16)

F

Em que:

I = Porcentagem de inativagéo

Ap = Atividade enzimatica do mirtilo fresco

A = Atividade enzimatica do mirtilo controle e tratado com campos magnéticos
pulsados

4.5.10 Atividade da peroxidase

A atividade da peroxidase foi determinada pelo método de oxidac¢ao do guaiacol
na presenca do peréxido de hidrogénio (ALBARICI; DE FREITAS; CRUZ, 2009;
TEREFE; DELON; VERSTEEG, 2017) com as seguintes modificacoes; foram
misturadas na ordem progressiva 0,2 mL de extrato enziméatico (item 4.5.9) puro ou
diluido (para manter a absorbancia menor do que 1), 0,3 mL de peréxido de hidrogénio
a 15 % (v/v) e finalmente 2,5 mL de solucédo de guaiacol 0,04 M (preparado com
tampao fosfato de potassio pH=7). A mistura foi agitada em vOrtex e adicionada na
célula do espectrofotbmetro UV-Vis (Metash UV 5100, China) para acompanhar a
reacdo, registrando o incremento da absorbancia a 485 nm e 25°C durante 5 min,
com a coleta a cada 5 s no software UV-Basic, tempo que foi adaptado segundo
diversos autores (LAMIKANRA; WATSON, 2001; GARCIA-PALAZON et al., 2004; MA
et al., 2015; TEREFE; DELON; VERSTEEG, 2017). A atividade foi calculada da
mesma forma utilizada para a polifenoloxidase de acordo com a eq. (16) e a

porcentagem de inativacao de acordo com a eq. (17), s6 trocando 0 nome da enzima.

4.6 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada considerando a combinacdo das densidades
de fluxo magnético (36,8 e 44,7 mT) e frequéncias (30, 60, 90 e 120 Hz) como
tratamentos (congelamento assistido por campos magnéticos pulsados), assim foi
possivel comparar tanto com o tratamento controle (congelamento convencional)
guanto com o produto fresco, com n=39 (triplicata com 13 mirtilos). A analise
estatistica aos dez tratamentos resultantes consistiu-se da analise de variancia one-
way e teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05. O que foi realizado utilizando
o Software OriginLab 2018.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Desenho do gerador de campos magnéticos pulsados

Na Figura 23a, pode-se observar o desenho do eletroima projetado no software
Autocad2018. Na Figura 23b, se apresenta o desenho do suporte para os nucleos
(cor vermelho) e a cesta porta amostras (cor preto), os que foram impressos em 3D
usando ABS, estas pecas permitiram conter e isolar o eletroim&, bem como conter os
frutos respectivamente. Ja na Figura 23c € apresentado o eletroima real. O tamanho
do equipamento foi limitado pelo tamanho do ndcleo, com base nas dimensdes deste
nucleo é que foi montada a bobina retangular, composta de 1058 espiras com fio de
cobre de diametro 0,6438 mm (AWG 22).

Figura 23 - a) Desenho do Eletroim&, b) Desenho do suporte e cesto porta amostras

impresso em ABS, c) Gerador de campo magnético pulsado

()

Fonte: Prépria autoria

Tanto o equipamento gerador do campo magnético pulsado quanto o suporte de
controle foram inseridos dentro do congelador a cada experimento (Figura 24), para
realizar o congelamento do mirtilo. As condi¢des elétricas fixadas no regulador de
tensao continua foram: a) 20 % VARIAC, saida de tensao 34 V, consumo de corrente
1,44 A, condicdo que permitiu obter 36,8 mT de densidade de fluxo magnético, e b)
30 % VARIAC, saida de voltagem 54 V, consumo de corrente 2,05 A, condicdo que
permitiu obter 44,7 mT de densidade de fluxo magnético.
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Figura 24 - Gerador de campos magnéticos pulsados e controle inseridos no

congelador

Eletroima ‘\ Controle

Cooler da bobina

Congelador

Fonte: Prépria autoria

Na Figura 25 visualiza-se a estrutura externa do controlador de frequéncia. Este
controlador possui quatro botbes, o primeiro é para incrementar a frequéncia, o
segundo é para diminuir, o terceiro para que a frequéncia passe a frequéncia minima

de 0,5 Hz, e o quarto permite a alimentacdo ao gerador de campo magnético na
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frequéncia selecionada. Este controlador recebe alimentacdo de corrente direta do

VARIAC.

Figura 25 - Estrutura externa do controlador de campos magnéticos pulsados

Bot&o para acréscimo
Entrada do unitario da frequéncia
VARIAC
’\

Botéo para decréscimo

unitario da frequéncia
er?a?ilc()j? d%a::zn(; o Botdo para decréscimo
9 magnético P da frequéncia a 0,5 Hz
Bot&o para acessar a

saida ao gerador de
campos magnéticos

Fonte: Prépria autoria

5.2 Desenvolvimento de um Data Logger
O Data Logger constitui-se de hardware como de software para o envio de

dados de temperatura e dos campos magnéticos. Na Figura 26 é mostrada a estrutura
externa do hardware. Para seu funcionamento sé precisa ligar o botao, e logo a seguir

configurar no software coletor como explicado no item 4.2 de material e métodos.

Figura 26 - Estrutura externa do hardware do Data Logger

Fonte: Prépria autoria
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5.3 Comportamento dos campos magnéticos no espaco de ensaio

Nas Figuras 27 até 30, sao apresentados os graficos do comportamento dos
campos magnéticos com alimentacdo de 34 e 54 V as frequéncias de 30 e 60 Hz
respectivamente. De modo geral pode-se conferir que a distribuicdo dos campos
magnéticos no espacgo de ensaio ndo é uniforme sendo maior na direcao ao nucleo, e
menor nas bordas da bobina, o que cria um gradiente espacial do campo magnético.
Este comportamento esta de acordo com o reportado por Rodriguez (2017) que usou
um nucleo tipo C, para induzir os campos magnéticos através de trés bobinas
dispostas em série (caracteristicas ndo descritas), tentando uniformizar o campo no
gap formado no ndcleo, mas também encontraram queda da densidade de fluxo
magnético nas bordas, inclusive com uma dispersdo embora menor na zona que
abrange o nucleo.

Em testes prévios foi encontrado que nas frequéncias maiores que 10 Hz
ocorreu o fendbmeno de magnetizacdo do nucleo, que segundo Chen et al. (2018) €
resultado tanto do campo magnético da bobina, quanto dos pdélos magnéticos
formados no mesmo nucleo (campos de desmagnetizacdo). O comportamento da
magnetizacdo depende da forma e do tipo de material e, estdo relacionados com a
susceptibilidade e anisotropia magnética. No caso do material puramente isotrépico,
0 campo magnético (H) é paralelo a magnetizacdo (M) e a inducdo magnética (B),
mas quando ndo cumprem esta regra o0 campo magnético (H) ndo necessariamente
permanece paralelo a M e a B, existindo uma defasagem espacial devido a
magnetizagcdo (KOLTERMANN, 2001). Este fenGmeno poderia explicar o
comportamento dos campos magnéticos em cada frequéncia, além da diferenca na
simetria de encaixe entre o nucleo e o solenoide.

E comum encontrar relatos da acio dos campos magnéticos sé como efeito no
produto, sendo poucos os trabalhos que caracterizam o campo magnético dentro dos
espacos de ensaio, entretanto este campo pode ser uniforme/ndo uniforme,
homogéneo/ndo homogéneo, e estas caracteristicas podem estar influenciar o
resultado obtido no produto mais do que um valor médio do campo magnético. Zhilong
et al. (2011) sugerem que no caso de bobinas, € importante que o enrolamento das
espiras seja homogéneo evitando montantes em demasia, pois isso pode aumentar
os valores de inducdo debilitando a densidade de fluxo magnético. Isto explicaria, o

comportamento dos campos no espaco de ensaio, além dos fatores, como a perda de
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contato entre os nucleos inferior e superior, devido as irregularidades na superficie
das laminas que unem estes nucleos. Além disso, estes pesquisadores reportaram
gue o aumento tanto da densidade de fluxo magnético quanto as divergéncias deste

fator aumentam com o aumento da tensao de descarga.

Figura 27 - a) Comportamento do valor rms da densidade de fluxo magnético B (mT)
no espaco de trabalho a 34 V e 30 Hz; b) Comportamento do campo magnético

pulsado nas coordenadas 20, 60 e 100 a 30 Hz; c) Diminui¢do na escala do tempo
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Fonte: Propria autoria
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Figura 28 - a) Comportamento do valor rms da densidade de fluxo magnético B (mT)
no espaco de trabalho a 34 V e 60 Hz; b) Comportamento do campo magnético

pulsado nas coordenadas 20, 60 e 100 a 60 Hz; c) Diminui¢do na escala do tempo
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Fonte: Prépria autoria

Como era de se esperar, 0 aumento da frequéncia de 30 para 60 Hz exibe uma
gueda na amplitude do pulso, também pode-se apreciar que o incremento faz com
gue o comportamento do pulso quadrado (até frequéncias de 10 Hz) mude, chegando
a ter um formato parecido a uma senoide deslocada no eixo positivo. Além disso, a

maior frequéncia o fendmeno de magnetizacéo foi maior. Do comportamento a 30 e
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60 Hz, pode-se inferir que nas frequéncias de 90 e 120 Hz (frequéncias que nédo
puderam ser caracterizados pela limitada frequéncia de amostragem 140 Hz) o

comportamento foi mais acentuado.

Figura 29 - a) Comportamento do valor rms da densidade de fluxo magnético B (mT)
no espaco de trabalho a 54 V e 30 Hz; b) Comportamento do campo magnético

pulsado nas coordenadas 20, 60 e 100 a 30 Hz; c) Diminui¢do na escala do tempo
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Figura 30 - a) Comportamento do valor rms da densidade de fluxo magnético B (mT)
no espaco de trabalho a 54 V e 60 Hz; b) Comportamento do campo magnético

pulsado nas coordenadas 20, 60 e 100 a 60 Hz; c) Diminui¢cdo na escala do tempo
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5.4 Curvas de congelamento do mirtilo com e sem (controle) campos
magnéticos pulsados

As curvas de congelamento do mirtilo com e sem (controle) campos magnéticos
pulsados séo exibidas nas Figuras 31 e 32. O congelamento de mirtilo sob campos
magnéticos pulsados apresentam as seguintes diferencas em relacdo ao
congelamento convencional (controle): a) A temperatura diminui mais devagar até

atingir as temperaturas de nucleagao, que sao sempre maiores b) o grau de sub-
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7

resfriamento é maior em todos os casos (apesar de nao alcancar diferenca
significativa, p > 0,05), ¢) o tempo para completar a mudanca de fase € sempre maior,
e muito maior no caso da densidade de fluxo magnético de 44,7 mT. Estas diferencas,
evidenciam que os campos magnéticos influenciam diretamente na estrutura
molecular da agua. Por outro lado, essas diferencas também podem ser devidas ao
efeito Joule que resulta no aquecimento da bobina, sendo este proporcional a
densidade de fluxo magnético, ja que este depende da corrente que percorre a bobina.
No entanto, para uma mesma densidade de fluxo magnético em que o efeito Joule é

guase constante, o efeito apresentado com a frequéncia é devido justamente ao
campo magnético.

Figura 31 - Curvas de congelamento do mirtilo. Controle e 36,8 mT nas frequéncias
de 30 Hz, 60 Hz, 90 Hz e 120 Hz.
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Figura 32 - Curvas de congelamento do mirtilo. Controle e a 44,7 mT nas
frequéncias de 30 Hz, 60 Hz, 90 Hz e 120 Hz
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Fonte: Prépria autoria

Na Tabela 3, pode-se visualizar os parametros extraidos das curvas de
congelamento do mirtilo. A analise detalhada destes parametros, permitiram atingir a
hipotese mais plausivel dos efeitos dos campos magnéticos pulsados no
congelamento de mirtilo. S&o poucos os trabalhos realizados usando o campo
magnético para assistir no processo de congelamento de alimentos, na maioria dos
casos foi aplicado em &gua, ou em soluc¢des simples, com o intuito de entender o
fenbmeno para entéo inferir destes resultados o que acontece com alimentos reais,
apesar de que a complexidade destes ultimos ndo pode ser eliminada das possiveis
inferéncias (ZHAN; ZHU; SUN, 2019). Entdo nessa linha de pensamento, é que as
andlises das curvas de congelamento do mirtilo foram feitas, j& que ndo tem padrao

de comparacao.
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Tabela 2 - Parametros extraidos das curvas do congelamento do mirtilo com e
sem (controle) campos magnéticos pulsados

Tratamento
Ta(°C) AT (°C)  Tw (°C) tn (s) tmt (S)
mT/Hz
36,8/30 -9,7+#1,3@ 2,6+0,9?2 -20,5+1,08 671,3+33,12 1281,0+200,72¢
36,8/60 -9,7+40,62 3,2+0,6  -19,1+0,92 890,7+106,3? 1541,0+15,72
36,8/90 -9,2+0,2aP 25+0,52  -18,3+0,62 843,0+16,12 1716,3%7,52
36,8/120 -9,8+0,12  2,7+0,52 -18,5+1,08 782,7+117,52 1466,7+66,92
44,7/30 -8,1+0,6"  3,0+0,72 -12,1+0,6° 2683,7+673,62 2487,3+186,1°°¢
44,7/60 -7,7+0,3°  2,9+0,12 -11,4+0,3° 2594,0+768,82 2654,3+265,0°°¢
44,7/90 -8,6+0,2a> 3 5+0,32 -10,8+1,1°¢ 5084,0+1658,6° 2367,0+£299,9°¢
44,7/120 -7,8+0,4°  3,2+0,12 -8,9+0,4°  4982,0+1849,0° 2901,7+28,4°
Controle  -11,5#0,5¢ 2,440,228  -28,1+1,0¢ 582+92,52 984,0+13,2¢

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05). Tn (Temperatura de
nucleagéo), ATsr (Grau de super-resfriamento), Tfc (temperatura final do congelamento), tn (tempo de
nucleacao), tmf (tempo de mudanca de fase)

Fonte: Prépria autoria

A temperatura de nucleacdo para o mirtilo controle foi a menor quando
comparada as amostras congeladas sob campo magnético, e nestas quanto maior a
densidade de fluxo magnético maior é a temperatura de nucleacdo. Percebe-se
também que o tempo necessario para atingir a nucleagdo foi menor no tratamento
controle, com leve incremento quando a densidade de fluxo magnético passou para
36,8 mT e muito maior quando a densidade de fluxo magnético foi de 44,7 mT nas
frequéncias de 90 e 120 Hz, mostrando assim trés grupos com diferencas
significativas (p < 0,05) nestes dois parametros.

Zhao et al. (2017) avaliaram a temperatura de nucleacao de trés substancias:
agua deionizada, solucao de cloreto de sddio a 0,9 % e solucéo de etilenoglicol a 5 %
no congelamento a -16 °C sob acéo de campos magnéticos estaticos de até 50 mT.
Na &gua ndo encontraram diferencas significativas, apesar da elevada disperséo (nédo
linearidade, com relagdo a densidade de fluxo magnético). No entanto, as diferencas
se apresentaram entre a solucéo de cloreto de sédio (relacdo inversa com a densidade
de fluxo magnético) e a de etilenoglicol (relacdo direta com a densidade de fluxo
magnético) sendo menor a temperatura de nucleacao no cloreto de sédio. A queda na

temperatura de nucleacdo na solugdo de cloreto de sodio foi associada a maior
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mobilidade dos ions Na* e Cl- aumentando o coeficiente de difusdo, ja que a difusédo
da agua dificulta a formacdo dos nucleos e consequentemente ajuda a diminuir a
temperatura. No caso do etilenoglicol, estes pesquisadores propdem a hipdtese de
gue os campos magnéticos reforcam as ligacdes de hidrogénio entre ions hidroxila
gue formam as moléculas do etilenoglicol, inibindo a rotacdo e vibracdo da molécula
no estagio de sub-resfriamento assim o raio critico de nucleacao € alcancado a maior
temperatura.

No congelamento eletromagnético a -20 °C de bulbos de alho James, Reitz e
James (2015) reportaram que a temperatura de nucleacdo deste produto dependeu
tanto da densidade de fluxo magnético e da frequéncia (niveis da tecnologia CAS),
guanto da temperatura de entrada do produto ao congelamento, estas foram de 21 e
4°C, atemperatura na qual atingiram a nucleacéo foi sempre menor quanto maior foi
a temperatura de entrada do alho (exceto para uma densidade de fluxo de 418 pT).
Por outro lado, o comportamento da temperatura de nucleacdo com a densidade de
fluxo magnético e frequéncia foi ndo linear.

Para o grau de sub-resfriamento mesmo havendo leves diferengas n&o foram
estatisticamente significativas (Tabela 2). Os extremos obtidos no grau de sub-
resfriamento pertencem ao tratamento controle, no extremo inferior com um valor de
2,4, e ao tratamento de 44,7 mT/90 Hz no extremo superior com um valor de 3,5.

O grau de sub-resfriamento é um fenbmeno em que a temperatura do material
€ reduzida abaixo do seu ponto de congelamento sem ocorréncia da cristalizacdo
devido a uma barreira de energia que deve ser superada antes do inicio da nucleacao,
guando comeca a cristalizacdo a temperatura sobe até atingir a temperatura de inicio
de congelamento pelo ganho de calor latente de cristalizacdo do gelo (JAMES;
SEIGNEMARTIN; JAMES, 2009; STONEHOUSE; EVANS, 2015).

Orlowska, Havet e Le-Bail (2009) argumentaram que o processo de formacao
e crescimento de cristais de gelo durante o congelamento de alimentos, € um processo
sumamente complexo e estocastico de dificil entendimento e controle. No entanto,
inUmeros trabalhos mostram que um maior grau de sub-resfriamento permite uma
nucleacdo homogénea quando a substancia é pura, e heterogénea quando se tratam
de solugbes ou materiais complexos como os alimentos (KIANI; SUN, 2011; JHA et
al., 2017). Com um maior grau de sub-resfriamento espera-se a formacao de muitas
particulas de gelo de estrutura homogénea, no entanto, a morfologia do cristal é

afetada pela estrutura celular do alimento (KOBAYASHI et al., 2015). Assim, estes
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pesquisadores encontraram particulas de gelo homogéneas em coalhada de soja,
mas no atum foi heterogénea independentemente do grau de sub-resfriamento, so
foram homogéneos na direcéo das miofibrilas, concluindo que a estrutura celular pode
limitar a mobilidade da 4gua afetando a morfologia dos cristais de gelo.

Kobayashi e Suzuki (2019) encontraram que o morango quando submetido ao
congelamento em sub-resfriamento formou maior niamero de cristais de menor
tamanho e mais uniforme, mas a qualidade ndo melhorou quando comparado com o
congelamento convencional. Assim, para explicar este comportamento, sugerem que
pela maior nucleac&o instantdnea promovida no sub-resfriamento ocorre uma drastica
migracdo de agua e enorme degradacdo nas células pela elevada diferenca de
pressdo osmotica. Em acordo com este fato, o congelamento do mirtilo a 44,7 mT,
manteve por maior tempo o estado de sub-resfriamento, permitindo assim que a
temperatura fosse o mais uniforme possivel em todo o volume do mirtilo e quando
atingida a temperatura de nucleacédo acontecesse a formacao de cristais menores e
uniformes, o que explicaria 0 menor tempo de mudanca de fase obtido na frequéncia
de 90 Hz.

Stonehouse e Evans (2015) advertem que quando um produto se encontra no
estado de sub-resfriamento, fica em estado metaestavel que qualquer vibracdo ou
mudanca de temperatura, pode levar a nucleacédo, e em frutos vermelhos como o
mirtilo o congelamento comeca do apice (célice) e ndo do final do pedunculo
(pedicelo). Geidobler e Winter (2013) agregam que quando o grau de sub-resfriamento
€ maior se tem maior numero de sitios para acontecer a nucleag¢édo. Mas, a nucleacao
s6 vai acontecer se ha a formacdo de ligacbes de hidrogénio de longa duracao
permitindo o crescimento do primeiro nucleo seguido da cristalizagdo homogénea e
rapida. Baseado neste argumento, pode-se dizer que em todos os tratamentos sob
acdo do campo magnético pulsado se evidenciou um aumento no grau de sub-
resfriamento quando comparado ao controle, entdo, naqueles tratamentos com maior
grau possibilitou-se maior numero de nucleos, e como no equipamento 0 campo
gerado é formado tanto por um campo magnético estatico quanto pulsado, tem-se as
condi¢cOes para formacao de pontes de hidrogénio de longa duracdo, sendo que a
frequéncia onde se apresenta esta condi¢cdo ideal é a de 90 Hz quando a densidade
de fluxo é de 44,7 mT.

Outro fator a considerar é a velocidade de congelamento, assim Bulut (2015)

reporta que o tamanho dos cristais de gelo formados durante o congelamento tem
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relacdo com essa velocidade. Quando a velocidade é lenta formam-se cristais
maiores com possibilidade de maior dano as organelas fracas e membranas que

podem causar a liberacdo de enzimas e seus substratos.

Liu et al. (2017) monitoraram microscopicamente a mudancga de fase no
congelamento de cenouras sob acao de campo magnético estético e oscilante (50 Hz)
entre 0,46 até 7,2 mT (gerados por bobinas Helmholtz). Assim, reportaram que o grau
de sub-resfriamento caiu com o aumento da densidade de fluxo magnético, sendo que
com campo estatico o grau de sub-resfriamento sempre foi maior, exceto na
densidade de fluxo magnético de 1,8 mT. No entanto, em todos os casos foram
maiores que o controle, o que concorda com os resultados desta pesquisa. Além
disso, na densidade de fluxo magnético de 3,6 mT as diferencas entre o grau de
resfriamento foram ampliadas. Entdo, estas diferencas do grau de sub-resfriamento
relativas ao controle, em ambos os tipos de campo magnético, resultaram numa
reducao do volume de cristais de gelo sendo mais densos que o controle. Com estas

caracteristicas mostraram menor dano da membrana celular das cenouras.

Por sua parte Ilwasaka et al. (2011) quando aplicaram campos magnéticos
pulsados da ordem de 6,5 mT (325T/s) e 10 Hz, no congelamento de solucdes
biolégicas (cloreto de sodio e meio de cultura celular) a -30 °C encontraram que foram
formados finos cristais de gelo, ja que a luz irradiada sobre as amostras foi levemente
dispersada no estado de sub-resfriamento, e fortemente dispersada na fase de
solidificacdo. Sugerindo que o mecanismo tem a ver com a inducao de pulsos elétricos
sobre os dipolos da agua que permitem a formacédo de inUmeros cristais de gelo mais
uniformes que se aglomeram para formar grédos maiores e uniformes, se comparados

com as amostras sem 0 campo magnético.

James, Reitz e James (2015) reportaram que o grau de sub-resfriamento de
bulbos de alho sob congelamento eletromagnético foi diferenciado dependendo tanto
da densidade de fluxo magnético quanto da temperatura de entrada do produto ao
congelamento, 21 e 4°C. O grau de sub-resfriamento foi maior, para a temperatura de
ingresso mais elevada (Exceto para 155 uT, em que se obtiveram os maiores graus
de sub-resfriamento tanto para a temperatura de 21 e 4 °C respectivamente), mas,
ndo foi exibida uma tendéncia especifica no que diz respeito a densidade de fluxo
magnético. Rodriguez, James e James (2017) também usando o congelamento

eletromagnético da tecnologia CAS sobre lombo de porco a -30 °C, com densidade
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de fluxo magnético na faixa de 0,04 até 0,53 mT concluiram que este processo ndo
apresentou melhoria com relacdo ao congelamento convencional, pois ndo foram
encontradas diferencas tanto no grau de sub-resfriamento quanto no tempo de
congelamento.

Mihara et al. (2011) sugerem que para atingir um maior grau de sub-
resfriamento deve-se usar campos magnéticos em frequéncias superiores a 200 Hz,
e com maior efetividade quando a frequéncia € 2000 Hz, com faixas de densidade de
fluxo magnético de 0,01 até 0,4 mT sendo preferivel 0,2 mT. Além disso, mostraram
que com maior grau de sub-resfriamento conseguiram reduzir o tempo de
congelamento em solucéo fisiologica.

Com relacao ao tempo de mudanca de fase, estes formaram trés grupos com
diferencas estatisticas significativas (p < 0,05), as que em ordem crescente comegcam
com o tratamento controle, apds os tratamentos com densidade de fluxo magnético
de 36,8 mT (ndo tendo influéncia da frequéncia) e finalmente os tratamentos com
densidade de fluxo de 44,7 mT (sendo que a frequéncia de 90 Hz foi a menor
comparada ao restante). Comportamento similar foi encontrado para a temperatura

final de congelamento (Tabela 2).

Otero et al. (2017) ao aplicar congelamento eletromagnético a -25 °C em palitos
de caranguejo, com densidade de fluxo menor que 2 mT e frequéncias na faixa de 6
até 59 Hz (valores que mudam dependendo da configuracdo do equipamento CAS),
reportaram que ndo houve diferenca significativa entre o congelamento
eletromagnético e o congelamento convencional, com valores de 14,4; 13, e 16
minutos para 0 % CAS, 100 %CAS e congelamento convencional respectivamente.

Lou et al. (2013) quando aplicaram campos magnéticos estaticos da ordem de
0,36 a 1,08 mT durante o congelamento de carpa a -30 °C, mostraram que 0s tempos
nas trés etapas de congelamento variaram em maior ou menor grau dependendo da
etapa e da densidade de fluxo magnético. Assim, na etapa de resfriamento o tempo
aumentou conforme a densidade de fluxo magnético até 0,72 mT, ja em 1,08 mT
apresentou uma queda. A etapa de mudanca de fase, apresentou uma queda
progressiva quando foi incrementada a densidade de fluxo magnético, ja na etapa de

reducdo da temperatura no estado sélido o tempo foi progressivamente maior.

Estas mudancas nos tempos de congelamento foram explicadas pelo equilibrio

dindmico transitério de ligacdo e quebra de ligacbes de hidrogénio na formacao de
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cluster da a4gua, que também leva a producdo de moléculas Unicas da 4gua sob a
acdo de campo magnético. Estes pesquisadores, enfatizam que com campos
magnéticos fracos é dificil mudar a taxa de transferéncia de calor tanto convectiva
guanto condutiva. Assim, sugerem que o campo magnético pode ser ativado em
estagios especificos durante o congelamento (nucleacao). Com isso, pode-se poupar
a energia necessaria para produzir os campos magnéticos, tornando esta tecnologia

economicamente mais viavel.

Cheng et al. (2017) afirmam que o principal fator que afeta o congelamento da
agua sob o campo magnético oscilante é a densidade de fluxo magnético que nao
pode ser nem muito baixa e nem muito alta, ja que no extremo inferior ndo aparece
efeito nenhum e no extremo superior a agua comeca a levitar. Hu, Hou e Wang (2012)
apos simulacfes dinamicas reportaram que as principais mudancas no congelamento
da agua acontecem quando a densidade de campo magnético é de 10 T, embora com
100 mT tenham reportado influencia para certo tipo de conformacéo estrutural do gelo
guando combinado com campos elétricos.

Na analise de Jha et al. (2017) feita sobre o uso dos campos magnéticos no
congelamento dos alimentos, refere-se que a agua, por apresentar uma
susceptibilidade magnética baixa (-9,07x10° m3kg? a 20 °C), precisa de densidades
de fluxo maiores a 10 T para exercer uma mudanca consideravel nas propriedades.
Esta afirmacéo também foi apoiada por Kitazawa et al. (2001) que argumentam que
as diferencas na susceptibilidade magnética dos compostos sob um gradiente de
campo magnético, podem inclusive, formar correntes convectivas, ajudando na
dissolucéo de compostos, ou separacdo destes.

Entdo, é preciso acompanhar o momento de dipolo magnético formado sob a
influéncia do campo magnético, se o campo é estatico, pode ajudar a formar pontes
de hidrogénio mais fortes e estaveis e, no caso dos campos oscilantes pode
enfraquecé-las. Diante desta afirmacédo, na caracterizacdo dos campos magnéticos
pulsados no espaco de ensaio, foi mostrado que a magnetizacdo do nucleo, faz

aparecer um campo estético, acima do qual aparece o campo magnético pulsado.

Kobayashi e Kirschvink (2014) na tentativa de explicar algumas mudancas no
congelamento de sistemas biologicos sob acdo dos campos eletromagnéticos,
sugerem que diversos compostos contém materiais ferromagnéticos que podem ser

inerentes ou obtidos como contaminantes do meio ambiente e, que no caso dos
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alimentos ambas afirmagfes sdo corretas. Entdo estes materiais ferromagnéticos sob
a acdo do campo magnético ja apresentam oscilagdo mecanica podendo assim
guebrar a nucleacdo de gelo em agua sub-resfriada, descartando os efeitos que
podem acontecer com materiais diamagnéticos (caso da agua) e paramagnéticos
(alguns ions) quando a densidade de fluxo é da ordem de uT. Como os alimentos sao
materiais complexos, esta hipotese, deve-se somar as hipéteses propostas para a

agua.

Diante destes resultados, pode-se inferir que, existe por um lado o refor¢o das
pontes de hidrogénio sob o campo estatico, mas também existe a quebra destas
ligagbes pelo campo pulsado, isto explicaria o aumento da temperatura de nucleagéo
na maior densidade de fluxo magnético e o alongamento da fase de transi¢do. O
campo magnético estatico aumentaria a ordem e, portanto, o alcance do raio critico a
menor temperatura, e por outro lado, essa competicdo entre a quebra e formacéo de
ligacBes entre 0 campo estético e o pulsado, fariam com que a mudanca de fase fosse

mais demorada.

Entdo levando em consideragdo todas as caracteristicas extraidas das curvas
de congelamento do mirtilo, e sabendo que no equipamento pela magnetizacao do
nacleo, formam-se tanto campo magnético estatico quanto pulsado, a hipétese mais
plausivel para explicar estes resultados é uma extensdo da proposta por Toledo,
Ramalho e Magriotis (2008), limitada apenas ao uso de campo magnético estatico de
45 a 65 mT, e que sugere que acontece uma competicdo entre redes intra- e
intermoleculares de ligacdes de hidrogénio enfraquecendo as ligacGes intra-
agrupamentos maiores (produto do campo magnético pulsado), formando
agrupamentos menores com ligagdes internas de hidrogénio mais fortes (produto do
campo magnético estético). Desta forma as caracteristicas de congelamento do mirtilo

mudam como discutido previamente.

5.5 Efeito dos campos magnéticos pulsados nas caracteristicas fisicas e
guimicas do mirtilo
5.5.1 Umidade, pH, SST e Acidez titulavel total no mirtilo

Na Tabela 4, sdo exibidos os valores de umidade, pH, solidos soluveis totais e
acidez titulavel total, tanto do mirtilo fresco, do mirtilo controle (congelado sem o
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campo magnético pulsado) e do mirtilo congelado sob campo magnético pulsado. Em
todas estas variaveis ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
(p > 0,05), portanto se pode concluir que tanto o congelamento convencional, quanto
0 congelamento sob campos magnéticos pulsados, ndo tém influéncia nestas

caracteristicas.

Tabela 3 — Umidade, pH, Sdlidos soluveis totais (SST) e acidez titulavel total

(ATT) do mirtilo fresco e congelado com e sem (controle) campos magnéticos

pulsados
Tratamento

Umidade (%) pH SST (°Brix) ATT (%)

mT/Hz
36,8/30 81,8+0,8? 2,7+0,12 17,4+41,12 1,5+0,12
36,8/60 81,6+1,12 2,7+0,32 16,2+1,42 1,9+0,42
36,8/90 82,7+0,92 2,740,122  16,240,62 2,2+0,82
36,8/120 82,8+0,32 2,9+0,02  16,5+1,42 2,340,52
44,7/30 81,7+1,72 2,8+0,12 16,7+2,12 1,8+0,32
44,7/60 82,612,172 2,6x0,12 13,8+0,72 1,9+0,32
44,7/90 83,7+1,82 2,60,12 14,3+1,52 1,6+0,32
44,7/120 82,6+2,22 2,9+0,32 15,3+1,62 1,2+0,42
Controle 83,4+3,22 2,9+0,12 17,2+0,62 1,8+0,52
Fresco 83,3+0,52 3,0+0,12 16,4+1,12 1,4+0,12

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Fonte: Prépria autoria

Em diversas pesquisas foi reportado que a umidade do mirtilo pode ir de 67,1
até 89,03 % (PRIOR et al., 1998; DE ANCOS et al., 2000; DIAZ et al., 2011; KETATA,;
DESJARDINS; RATTI, 2013; ALFARO et al., 2018; ALIBABIC et al., 2019). Estaampla
faixa, abrange diferencas inerentes ao produto como o grau de amadurecimento, a

variedade e, o lugar onde foi cultivado.
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Nowak, Zielinska e Waszkielis (2019) reportam que as perdas de agua por
congelamento podem atingir valores de até 3,3 %, o que é ainda maior no
descongelamento, em que se evidencia a quebra das membranas e paredes celulares
pelo crescimento de cristais de gelo durante o congelamento. Assim, as membranas
perdem a capacidade de serem semipermedveis ou barreiras de difusdo. Ketata,
Desjardins e Ratti (2013) confirmaram que durante o congelamento acontece reducao
da espessura da cuticula, perda da cera e fissuras na casca do mirtilo, que propiciam
maior perda de agua.

O pH do mirtilo pode oscilar entre 2,65 e 3,9 (DE ANCOS et al., 2000; KETATA;
DESJARDINS; RATTI, 2013; ABUGOCH et al., 2016; SANTOS et al., 2016; ALFARO
et al., 2018; CHEA et al., 2019), ja sua acidez titulavel pode variar de 0,25 até 2,23 %
(PRIOR et al., 1998; DE ANCOS et al., 2000; CASTREJON et al., 2008; ABUGOCH
et al., 2016; SANTOS et al, 2016; FANG et al., 2017; CELEJEWSKA;
MIESZCZAKOWSKA-FRA, 2018; CHU et al., 2018; ALIBABIC et al., 2019) em ambas
caracteristicas as faixas citadas abrangem os resultados desta pesquisa.

Zareei et al. (2019) sugerem que as mudancas do pH se devem ao fato de o
campo magnético pode aumentar a concentracéo de ions livres e 0 movimento destes.
Por outro lado, indicam que a 4gua pode sofrer polarizacdo e acontecer a separacao
podendo alterar a concentracdo de ions hidrogénio. Ponne e Bartels (1995)
reportaram que a energia nas ligacoes de hidrogénio € de 0,2 eV sendo a menor
comparada a outros tipos de ligacdes, entdo, os campos magnéticos podem causar
deslocamentos dos protons, e de outras moléculas que tenham esse tipo de ligacdes
como a agua, reduzindo o pH.

Entretanto, como os alimentos sdo materiais complexos, o caminho de cada
composto é de dificil predicdo. Apesar de ndo ser um fruto, Sakdatorn et al. (2018)
encontraram que o pH do mel cai quando s&o aplicados campos magnéticos estaticos
na ordem de 1,17 até 2,29 mT por duas horas. A queda foi em ordem inversa ao
incremento da densidade de fluxo magnético, o que foi explicado sob dois
mecanismos, o primeiro foi o enfraquecimento ou a distor¢do das pontes de hidrogénio
conseguindo menos hidratacdo dos ions, e por outro lado sugerem as quebras de
particulas de poélen liberando &cido ascérbico o que reduziria o pH.

Jia et al. (2015) reportaram que em meléo cortado submetido a acdo do campo
magnético de 2 mT, o comportamento da acidez depende do tempo de exposicao ao

campo, assim com tempos de até 15 min, a acidez apresenta uma queda até o



93

segundo dia de armazenamento, mas quando o tempo de exposi¢ao foi superior (20
e 25 min) obteve-se um incremento na acidez até o terceiro dia de armazenamento,
ja para o quarto dia, independentemente do tempo de exposicéo, a acidez teve uma
gueda. Estes pesquisadores sugerem que o campo magnético em 15 min de
exposicdo, pode agir mudando a atividade enzimética, a expressao de genes e
liberando calcio dos sitios de armazenamento intracelulares que ajudam na
cicatrizacdo do meléo cortado prolongado a sua vida de prateleira.

Os solidos soluveis totais do mirtilo tanto fresco quanto os submetidos a
congelamento sob campos magnéticos pulsados variaram de 13,8 até 17,4 °Brix, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles (p > 0,05), o que concorda com o
resultado de Jo et al. (2014) que ndo encontraram diferencas no que se refere ao pH
e SST do mirtilo fresco e quando estes foram congelados em diferentes temperaturas.
No que corresponde aos solidos soluveis totais a literatura cientifica reporta a faixa de
9,3 até 19 °Brix para os mirtilos (PRIOR et al., 1998; CASTREJON et al., 2008;
KETATA; DESJARDINS; RATTI, 2013; ABUGOCH et al., 2016; SANTOS et al., 2016;
FANG et al., 2017; ALFARO et al., 2018; CELEJEWSKA; MIESZCZAKOWSKA-FRA,
2018; CHU et al., 2018; CHEA et al., 2019).

Zaguta e Puchalski (2013) reportaram que os campos magnéticos pulsados
com densidade de fluxo magnético entre 50 uT e 100 mT e, frequéncias de 10 Hz a
100 Hz, estimularam a producéo de glicose e frutose em quatro variedades de macas,
sendo recomendavel as condi¢des de 100 uT, com frequéncias na faixa de 50-100 Hz
atingindo um incremento de até 8 % em glicose e 25 % em frutose. Por outro lado,
advertem que os campos magnéticos com densidades maiores que 5 mT podem nédo
ter efeitos (no caso de campos estaticos) ou também podem reduzir estes agucares
em campos oscilantes na faixa de 50-100 Hz.

Jia et al. (2015) também informaram um decréscimo dos sélidos soluveis em
meldo cortado, tratado previamente como fruto inteiro com campos magnéticos
alternados de 2 mT em tempos de 0, 5, 10, 15, 20 e 25 min. Sugerindo que 15 min
permitem manter os solidos soliveis em maior nivel comparado aos outros tempos.
Este comportamento foi explicado pela menor velocidade de respiracdo e a perda de
eletrdlitos do meldo. Em pepino também foi reportado menor velocidade de respiracao
guando estes foram tratados com campos magnéticos de 70 G (ZHAO et al., 2018).

Os acucares contidos no mirtilo podem ser deslocados e separados por efeito

dos campos magnéticos, produto da diferenca na susceptibilidade magnética
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volumétrica e dos gradientes obtidos em altos campos ndo homogéneos (MAKI,

HIROTA, 2014), e assim podem patrticipar das vias fisioldégicas podendo virar acidos.

5.5.2 Textura

Nas caracteristicas de textura, foram avaliadas a forca maxima (firmeza) e o
modulo de Young, estas caracteristicas servem para avaliar a resisténcia e a
possibilidade de distorcdo do mirtilo respectivamente, constituindo-se como
parametros para avaliar a qualidade da fruta (HU; LI, 2019)

Na Figura 33, € mostrada a forca maxima na ruptura do mirtilo fresco, e os
congelados com e sem (controle) campos magnéticos pulsados, apdés o
descongelamento.

Figura 33 — Forca maxima (Fmax) na ruptura de mirtilo fresco, congelado com e sem

campo magnético apds o descongelamento
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Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)
Fonte: Prépria autoria
Pode-se perceber claramente que o mirtilo fresco apresenta a maior forga na

ruptura com meédia de 3,4 £ 0,2 N valor com diferenca significativa (p < 0,05)
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comparado tanto com o controle, quanto com os tratamentos sob campos magnéticos
pulsados. Nota-se que os tratamentos com densidade de fluxo magnético de 36,8 mT
independente da frequéncia, ndo mostraram diferencas significativas entre si (p >
0,05), e ficam num segundo patamar depois do mirtilo fresco, junto com o tratamento
controle e, o tratamento a 44,7 mT e 120 Hz. Nos tratamentos com densidade de
fluxo magnético de 44,7 mT apesar de ndo houver diferencas significativas (p > 0,05),
ocorreu um aumento conforme foi aumentada a frequéncia de 30 até 120 Hz, mesmo
gue nas frequéncias de 60 a 90 Hz houve uma queda ténue.

Até o momento ndo foram reportadas mudancas da forca méxima de
perfuracdo no mirtilo congelado sob a acdo de campos magnéticos pulsados, porém,
para o mirtilo fresco Angeletti et al. (2010) e Deng et al. (2014) reportaram uma média
de 3 N, que concorda com os valores reportados neste trabalho. Diaz et al. (2011)
reportaram uma perda de textura do mirtilo quanto passou por processos de
resfriamento e congelamento, a queda vai de 3 N para 2 N.

Por outro lado, ndo foram detectadas diferencas significativas no congelamento
lento comparado com o rapido, sendo que o congelamento rapido apresentou o menor
valor. Assim, Chiabrando, Giacalone e Rolle (2009) afirmam que em frutos pequenos
como o mirtilo, a textura € dificil de interpretar durante tratamentos a baixa
temperatura, ja que depende de fatores tais como o tamanho (sendo que 0s menores
podem apresentar maior resisténcia), a variedade e o grau de amadurecimento.

No resfriamento a textura pode aumentar, devido a inibicdo da atividade
enzimatica e a reducdo da producdo de etileno (CHIABRANDO; GIACALONE;
ROLLE, 2009). Ja no congelamento a quebra das paredes e membranas celulares
junto com as lamelas sé@o os principais fatores para a queda da textura. No que diz
respeito ao tamanho do fruto, Donahue e Work (1998) mostraram a clara relagéo
inversa que existe tanto da firmeza quanto do médulo de Young com o tamanho.

Moggia et al. (2017) concluiram que a firmeza ndo € um bom parametro para
detectar a qualidade dos mirtilos, pois a sensibilidade deste teste ndo permite
diferenciar os diversos fatores que o influenciam. Assim, por exemplo destaca que
como a colheita do mirtilo é feita no lado equatorial, esta apresenta maior maciez,
comparado ao caliz.

Jo et al. (2014) por sua parte mostraram que o congelamento de mirtilo nas
temperaturas de -20, -45 e -70 °C afetou a dureza do mirtilo tendo uma queda

importante com relagdo ao mirtilo fresco, mas n&o teve diferengcas entre as
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temperaturas de congelamento. Este resultado concorda com o reportado com Nowak
(2018) que afirma que o congelamento/descongelamento diminui tanto a for¢a (Fmax)
quanto o trabalho (Area sob a curva) requerido para quebrar a casca do mirtilo no
teste de perfuracdo. Assim, em outro trabalho sob o teste de textura reportaram que
a dureza do mirtilo congelado € menos de trés vezes a do mirtilo fresco (NOWAK;
ZIELINSKA; WASZKIELIS, 2019). Neste trabalho reportou-se uma queda menos
impactante, mas com a mesma tendéncia.

Por outro lado, como a avaliagcdo da textura foi realizada dois dias depois do
armazenamento a 4 °C ap6s o congelamento, considera-se que a perda de textura no
mirtilo foi relacionada com as mudancas na parede celular causada pela atividade
enzimatica da poligalacturonase, da a-arabinofuranosidase e da -galactosidase que
degradam os compostos que formam o parénquima (pectinas insollveis,
hemicelulose, arabinose e galactose) dando produtos de pectinas soluveis (CHEA et
al., 2019).

Qinggang, Leren e Meiyan (2014) reforcam que a perda de textura nos mirtilos
submetidos tanto ao congelamento convencional quanto com o uso de nitrogénio
fluidizado se deve a mudancas na pectina e no contetdo de umidade. A pectina, o
seu precursor, protopectina, é convertido em pectina pela pectinase e dai a acido
péctico, deixando o produto mais mole.

Entdo, sabendo que os sitios ativos destas enzimas na maioria dos casos séo
ions, existe a possibilidade de serem ativados quando sdo aplicados campos
magnéticos pulsados com densidade de fluxo de 44,7 mT (assim como acontece com
a polifenoloxidase e a peroxidase, ver item 5.5.9, esta hipétese nas enzimas de
degradacéo da parede celular precisa de estudos especificos para ser validada, mas
a luz dos resultados desta pesquisa, parece ser a Unica possibilidade.

Além disso, como visto no item 5,3 a velocidade do congelamento tanto para o
tratamento controle quanto para o congelamento sob campo magnético pulsado de
36,8 mT em todas as frequéncias foi maior, comparado a densidade de fluxo
magnético de 44,7 mT. Isso poderia ter levado a formacéo de cristais com maior
velocidade em todo o volume do mirtilo, com a consequente perda parcial da
funcionalidade e estrutura das membranas celulares pela elevada diferengca osmdtica,
0 que explicaria os valores maiores obtidos na densidade de fluxo magnético de 36,8
mT. Isso ndo aconteceu para a densidade de fluxo magnético de 44,7 mT em que a

frente de congelamento foi mais lenta, e pode ter formado cristais maiores, mas néo
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em todo o volume do fruto, embora a 30 Hz possa ter acontecido pela menor forca
registrada, gerando entdo uma perda parcial na funcdo das membranas celulares que
sera melhor preservada as frequéncias de 60 e 120 Hz.

Charoenrein e Owcharoen (2016) evidenciaram que a membrana celular da
manga teve maior dano a temperatura de congelamento de -20 °C quando comparado
com a de -40 °C, o que foi explicado pelo maior desbalanco osmético acontecido no
crescimento dos cristais de gelo no congelamento lento.

Com similar comportamento ao da forca maxima de perfuracdo, na Figura 34
séo exibidos os valores do moédulo de Young, encontrado para o mirtilo fresco e para

o mirtilo congelado com e sem (controle) campos magnéticos pulsados.

Figura 34 — Mdodulo de Young (MY) de mirtilo fresco, congelado com e sem campo

magnético apos o descongelamento
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Fonte: Prépria autoria
Neste parametro o mirtilo fresco apresentou o maior modulo de Young, com

diferencas significativas (p < 0,05) em relagdo aos demais tratamentos. No
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congelamento, os Unicos tratamentos que reportaram diferencas significativas foram
os de 36,8 mT/120 Hz e 44,7 mT/30 Hz, sendo este Uultimo o que teve menor valor, 0
restante dos tratamentos pode ser considerado iguais (p > 0,05).

Hu e Li (2019) mostraram que o moédulo de Young do mirtilo apresentou
diferencas para as variedades de mirtilo (Bluecrop, M2 e Duke) com médias de 0,706
até 0,895 g/mm?/%. Zapata et al. (2010) para as variedades O’Neal, Misty, Reveille e
Emerald, reportaram uma faixa de 0,44 até 0,62 N/mm para os mirtilos maduros. Os
valores encontrados nesta pesquisa, estdo fora da faixa reportada por Zapata et al.
(2010) basicamente explicado pelas diferencas nas variedades, nesta pesquisa foi
utilizada a variedade Highbush. Zsivanovits e lliev (2019) sugerem que a perda de
turgor no mirtilo, em termos de velocidade acontece com maior rapidez na polpa que
na casca, motivo pelo qual o médulo de Young apresentou menos diferencas em

comparacao com a forca méaxima.

Puza et al. (2019) reportaram uma perda de textura na faixa de 63 até 77 %
(sem diferenca significativa) em cubos de manga quando foram submetidos a
congelamento eletromagnético no equipamento CAS configurado em 100 % e 0 %
respectivamente. Assim, a maior perda tem acontecido a maior densidade de fluxo
magnético e menor frequéncia, o que concorda com os resultados desta pesquisa.

Purnell, James e James (2017) agregam que também ndo encontraram
diferencas na forca maxima de ruptura de macd e de batata submetidas ao
congelamento CAS e ao congelamento convencional. Nessa pesquisa séo
destacadas as diferengas inerentes ao produto como responsaveis pela maior firmeza
e maior elasticidade da batata comparada a maga. Assim, dependendo da matriz do
produto sugere-se diferentes configuracdes do equipamento para obter a melhor
resposta, em batata foi 25 % CAS e para maca foi 75 % CAS, inferindo que para a
estrutura da batata € mais importante uma maior densidade de fluxo magnético e
menor frequéncia, no entanto, para a maca é preferivel maior frequéncia e menor
densidade de fluxo magnético.

Em outras matrizes alimentares, como o peito de frango, quando submetido ao
congelamento eletromagnético com densidade de fluxo magnético de 1,5-2,0 mT, nas

faixas de frequéncias de 20 a 30 Hz, e temperatura de -45 °C, ndo se encontraram
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diferengas no teste de fratura quando comparado ao congelamento convencional,
imediatamente descongelado. Porém, quando o armazenamento dos peitos de frango
foi prolongado até seis meses, obteve-se melhor resultado inclusive comparavel com
o peito fresco. Sugerindo assim, que o congelamento eletromagnético poderia ser
recomendavel para produtos de estocagem longa (YAMAMOTO et al., 2005)

5.5.3 Cor

No que corresponde a cor tanto da superficie (s) quanto da polpa (p) do mirtilo,
nas Tabelas 4 e 5 sdo mostradas respectivamente as coordenadas L*, a* e b*. A
literatura cientifica reporta valores das coordenadas s6 para a casca do mirtilo, ficando
nas faixas de: 25 até 74,8 para L* 0,4 até 14,53 para a* e, -7,02 até 16,4 para b*
(CHUNG,; YU; LEE, 2016; FANG et al., 2017; JIN; YU; GURTLER, 2017; CHU et al.,

2018), ja para a cor da polpa néo ha registros até o momento.

Tabela 4 — Coordenadas L*, a*, b* da cor na superficie (s) do mirtilo fresco e

congelado com e sem (controle) campos magnéticos pulsados

Tratamento
Ls* as* bs*
mT/Hz
36,8/30 53,2+0,12b 2,5+0,1ab -8,6+0,12P
36,8/60 50,6%4,92 2,3+0,2ab -8,2+0,72
36,8/90 53,9+1,62° 2,6+0,22b -8,6+0,22b
36,8/120 58,9+1,2ab 2,7+0,12 -9,5+0,1ab
44,7/30 60,8+2,3° 2,6+0,1ab -9,7+0,4°
44,7/60 52,8+6,02 2,3+0,22b -8,3+0,92b
44,7/90 53,5+3,62P 2,4+0,12P -8,4+0,52b
44,7/120 56,1+3,32b 2,4+0,12P -8,6+0,52b
Controle 56,2+1,32P 2,6+0,12b -8,8+0,22b
Fresco 53,1+2,2ab 2,2+0,1P -8,3+0,32P

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

Fonte: Prépria autoria
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Na Tabela 5, a coordenada Ls* mostrou semelhanca na maioria dos
tratamentos, com diferencas significativas (p < 0,05) nos tratamentos de 36,8 mT/60
Hz e 44,7 mT/30 Hz em que o primeiro foi mais escuro que o segundo. Na coordenada
as* a diferenca significativa se apresentou no mirtilo fresco e no congelado a 36,8
mT/120 Hz, no mirtilo fresco o valor foi menor mostrando menores tons vermelhos, ja
no 36,8 mT/120 Hz o valor foi maior mostrando que neste caso os tons vermelhos
foram mais intensos. Ja na coordenada bs* as diferencas foram percebidas entre os
tratamentos 36,8 mT/60 Hz e 0 44,7 mT/30 Hz em que no primeiro os tons azuis foram
menos intensos comparado ao segundo.

Jo et al. (2014) reportaram incremento das coordenadas L*, a* e b* da
superficie do mirtilo apés do congelamento/descongelamento a -20 °C/25 °C,
informacé&o que concorda com os resultados desta pesquisa em relagéo ao tratamento
controle e o mirtilo fresco. Esta afirmacao € majoritariamente cumprida quando se trata
dos mirtilos congelados sob campo magnético pulsado. Saftner et al. (2008) indicaram
gue maiores valores de Ls* estdo associados a maior quantidade de cera superficial
do mirtilo (bloom). Como o congelamento diminui o conteddo desta cera (KETATA;
DESJARDINS; RATTI, 2013) é plausivel esperar quedas em alguns tratamentos no
valor desta coordenada.

Na Tabela 6, pode-se observar que a coordenada Lp* ndo teve diferencas
significativas (p>0,05) em todos os tratamentos, apesar de que a polpa foi ligeiramente
mais clara no caso do mirtilo fresco.

Na coordenada ap* foram encontrados trés grupos estatisticamente diferentes (p <
0,05) comecando pelos tons menos vermelhos. O primeiro compreende o mirtilo
fresco e o tratamento a 44,7 mT/120 Hz, o segundo os tratamentos controle, 44,7 mT
a 60 e 90 Hz e, 36,8 mT a 60, 90 e 120 Hz, ja o terceiro grupo com maior tonalidade
vermelha foram os tratamentos a 36,8 mT e 44,7 mT ambos a 30 Hz. A coordenada
bp* apresentou menos sensibilidade do que a coordenada ap*, formando dois grupos
estatisticamente diferenciados (p < 0,05) com tratamentos intersectados nesses dois
grupos. O grupo que apresentou a menor tonalidade azul foi o mirtilo fresco, e o grupo
com o tom azul mais intenso inclui os tratamentos controle; 36,8 mT a 30, 60, 90 e
120 Hz e; 44,7 mT a 120 Hz. O grupo intermediario entre estes extemos compreendem

os tratamentos 44,7 mT nas frequéncias de 30, 60 e 90 Hz.
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Tabela 5 — Coordenadas L*, a*, b* e variacdo da cor na polpa do mirtilo fresco e

congelado com e sem (controle) campos magnéticos pulsados

Tratamento
Lp* ap* bp*

mT/Hz

36,8/30 52,6+4,12 4,9+0,62 -7,9+0,92
36,8/60 50,7+4,22 4,5+0,52p -7,7+0,62
36,8/90 57,3+1,52 4,2+0,02P -8,9+0,22
36,8/120 57,3+4,02 3,9+0,2° -8,6+0,82
44,7/30 55,6+1,72 4,8+0,32 -7,5+0,1ab
44,7/60 53,8+3,62 4,6+0,42P -7,0+0,5ab
44,7/90 56,2+3,42 4,5+0,22b -7,2+0,43b
44,7/120 58,4+4,22 3,7+0,3P¢ -7,8+0,72
Controle 56,4+4,72 4,3+0,22b -8,3+0,82
Fresco 59,7+5,62 2,8+0,2¢ -5,4+1,3°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05).

Fonte: Prépria autoria

Em geral o congelamento seja com ou sem a aplicacdo dos campos magnéticos
reduz a coordenada L, mas incrementa as coordenadas a e b. Isto concorda
parcialmente com o relatado por Nowak, Zielinska e Waszkielis (2019) que indica que
a casca dos mirtilos congelados sdo mais escuros, mais vermelhos e menos azulados.
Qinggang, Leren e Meiyan (2014) usando processamento de imagens avaliaram a cor
interna dos mirtilos submetidos a congelamento lento de -18 °C e com nitrogénio
fluidizado a -40 °C, obtiveram menor mudanga na cor com nitrogénio, associado ao
menor dano das células e consequentemente menos migracao de pigmentos.

Destes resultados, as leves diferencas, nas coordenadas de cor da superficie
do mirtilo, ndo permitiram avaliar o efeito do congelamento com e sem campos
magnéticos pulsados. No entanto, essas ténues diferengcas sdo amplificadas no caso
da polpa, sobretudo nas coordenadas ap* e bp* tendo maior peso ponderativo a
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densidade de fluxo magnético do que a frequéncia, assim na densidade de fluxo
magnético de 36,8 mT apresentou 0s maiores tons vermelhos e azuis, o que indica
maior dano as estruturas celulares tanto da casca quanto da polpa, permitindo a maior
difusdo de pigmentos (antocianinas) em todo o mesocarpo. Em menor medida
aconteceu esta difusdo no caso da densidade de fluxo magnético de 44,7 mT,
sugerindo que parte das estruturas celulares nédo foram danificadas. Zhang, Li e Yang
(2019) apesar de nao usarem coordenadas de cor, apresentaram assim 0S
coeficientes de absorcdo e espalhamento quando aplicada a espectroscopia de
infravermelho préximo, reforcam o argumento de que as mudancas na polpa do mirtilo
sa0 muito mais sensiveis que na superficie. Assim estes pesquisadores, conseguiram
diferencar mirtilos com hematomas, pelas mudancas na polpa, e ndo pelos valores
similares obtidos na casca. Essas mudancas foram percebidas justamente pela
migracdo de antocianinas, como sugerido nesta pesquisa. Por sua parte Jin, Yu e
Gurtler (2017) reportaram que ndo houve mudancas na cor superficial do mirtilo apés
o tratamento com pulsos elétricos, porém, indicaram migracdo das antocianinas da

casca para a pele, produto da quebra das paredes celulares por eletroporacéo.

5.5.4 Antocianinas totais

Na Figura 35 s&o exibidas o teor das antocianinas totais do mirtilo fresco e,
congelado com e sem (controle) campos magnéticos pulsados apdés o
descongelamento. Claramente se pode apreciar que 0s campos magnéticos pulsados
a 44,7 mT conseguiram (exceto a frequéncia de 120 Hz) preservar esta caracteristica
com valores préximos aos do mirtilo fresco (p > 0,05). Porém, os tratamentos, controle
e os de 36,8 mT em todas as frequéncias foram estatisticamente diferentes (p < 0,05)

do mirtilo fresco.
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Figura 35 — Antocianinas totais (AT) de mirtilo fresco e congelado com e sem

(controle) campo magnético apos o descongelamento
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Fonte: Prépria autoria

O teor das antocianinas totais no mirtilo, tem valores dispersos, assim
considerando varios trabalhos a faixa abrange de 0,1 até 6,8 mg C3G/g de mirtilo
fresco (CHUNG; YU; LEE, 2016; JIN; YU; GURTLER, 2017; ALIBABIC et al., 2019),
os valores reportados nesta pesquisa tanto do mirtilo fresco quanto dos congelados

ficam dentro desta faixa.

As antocianinas sao pigmentos que estdo alojados nos vacuolos das células
das frutas como o mirtilo (HORBOWICZ et al., 2008). Quando estes vacuolos por
efeito do congelamento sao quebrados, as antocianinas vazam e sao misturadas com

outros compostos; como ions metélicos, enzimas, agucares e oxigénio; que acabam
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afetando a estabilidade, tanto quanto outros fatores como a luz, o pH e a temperatura
(HORBOWICZ et al., 2008).

Vollmannova et al. (2009) informaram gue no congelamento a -18 °C o mirtilo
perdeu entre 14 a 19,6 % das antocianinas durante seis meses de armazenamento,
sendo que a porcentagem maior da perda correspondeu as variedades precoces.
Esta porcentagem foi aumentada para 57,6 % quando o mirtilo foi tratado com
nitrogénio liquido, passando seu conteddo de antocianinas de 1,07 mg C3G/g no
mirtilo fresco a 0,46 mg C3G/g quando o mirtilo foi congelado (ALFARO et al., 2018).

Sapers e Phillips (1985); Routray e Orsat, (2011) relataram que a perda de
antocianinas do mirtilo durante o armazenamento esta vinculada ao vazamento a
partir da casca, produto da perfuracao desta por efeito do congelamento, previamente
aumentado pela diminuicdo da espessura da cera na cuticula. Reque et al. (2014)
reportaram uma degradacao de 59 % das antocianinas do mirtilo apés seis meses de
armazenamento a -18 °C, aparecendo como a mais instavel a definidina-3-glicosideo
gue atinge perdas de até 80 %, enquanto a pelargonidina mostrou-se mais estavel
(com s6 9 % de perda). Estes pesquisadores agregaram que as antocianinas que
contém O-dihidroxilo no anel B, como a cianidina e delfinidina, sdo mais susceptiveis

a oxidacao pelos grupos catecol como as quinonas.

Com relacao a estabilidade das antocianinas, Srivastava et al. (2007) referem
gue a estrutura das antocianinas é o principal fator que afeta a sua estabilidade, assim,
um aumento na substituicdo glicosidica, acilacdo e metoxilacao tendem a melhorar a
estabilidade das antocianinas. O meio azedo também € outro fator que ajuda na
estabilidade das antocianinas (HOWARD et al., 2016).

Outro fator que pode afetar a perda das antocianinas € a atividade da
polifenoloxidase e da peroxidase, produto da quebra das membranas celulares
durante o congelamento, dando a possibilidade destas enzimas interagirem com 0s
substratos fendlicos (LEE; DURST; WROLSTAD, 2002; SRIVASTAVA et al., 2007). A
atuacao da polifenoloxidase e da peroxidase, pode ser beneficiada pela atuacéo da
enzima antocianase que converte as antocianinas em antocianidinas, sendo que as
antocianidinas tem maior afinidade tanto pela polifenoloxidase quanto pela peroxidase
(JIANG et al., 2004; ZHANG et al., 2005).
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Por outro lado, Chiabrando e Giacalone (2011) e Ge et al. (2019) indicaram que
no armazenamento refrigerado ou congelado as antocianinas do mirtilo tendem a se
incrementar por causa da perda de agua. Este argumento foi apoiado por
Lohachoompol, Srzednicki e Craske (2004) que apresentaram leves incrementos no
conteudo de antocianinas no mirtilo congelado quando comparado ao fresco. Em
ambas as pesquisas nao foi reportada a umidade para melhor sustento da
argumentacao. Neste ponto, como a umidade do mirtilo ndo apresentou diferencas
significativas entre o mirtilo fresco e os congelados com e sem (controle) campos
magnéticos, podemos desconsiderar a influéncia da perda de umidade no incremento
das antocianinas em alguns tratamentos. Mallik e Hamilton (2017) reportaram que o
congelamento ndo muda o teor das antocianinas nem dos polifenéis dos mirtilos,
sendo a reducdo do metabolismo respiratorio o responsavel por manter inalteravel

estas caracteristicas.

No que diz respeito ao comportamento das antocianinas do mirtilo sob acao
dos campos magnéticos, nao foram encontrados trabalhos. Porém, levando em
consideracdo que as antocianinas sdo moléculas carregadas positivamente
(HORBOWICZ et al., 2008) a influéncia do campo magnético pode recair na
velocidade de reacdo com outras moléculas, ou nas mudancas estruturais por quebras

ou formagé&o de novas ligacoes.

Em um trabalho recente Racuciu e Oancea (2018) encontraram uma melhora
na quantidade das antocianinas das variedades selvagens e cultivadas de amora ap6s
a acao de campo um magnético de 3 mT com o tempo maximo de exposi¢cdo de 6 h
a 22 °C. Para as variedades de amora de tipo selvagem o incremento oscilou entre 9
e 33%, e para as cultivadas passou de 30 a 129 %, sendo que 0 maior pico obteve-se
apos uma hora de exposi¢cdo ao campo magnético, e tempos de exposicdo maiores
gque 12 h causaram um decréscimo na producdo das antocianinas. Estes
pesquisadores, para explicar este comportamento, propdem a hipotese de que o
campo magnético poderia agir sobre a permeabilidade da membrana celular,

favorecendo a extracdo dos compostos bioativos dos espacos intracelulares.

Ja considerando os efeitos em plantas, Zareei et al. (2019) encontraram maior
producdo das antocianinas, polifendis em folhas de uvas apés serem irrigadas com
agua tratada magneticamente a 0,1 e 0,2T, concluindo que o campo magnético

estimula a biossintese dos compostos fendlicos, por trés vias, primeiro por ativar com
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maior rapidez as enzimas e horménios responsaveis pela sintese, segundo melhorar
a mobilidade dos nutrientes, e terceiro agir sobre a permeabilidade da membrana

celular permitindo uma rapida transferéncia de ions, agua e energia dentro da célula.

Por outro lado, os ions tém importante participacdo como reguladores em
processos hioquimicos podendo os campos magnéticos afetar a mobilidade e a
producdo destes. Assim Egitken e Turan (2004) reportaram que no morango
submetido a acdo de campo magnético oscilante na faixa de 0,096 a 0,384 T e 50 Hz,
as folhas da planta apresentaram um aumento nos niveis de N, K, Ca, Mg, Cu, Fe,
Mn, Na e Zn. Este aumento dos ions esteve associado a uma producdo mais uniforme
e de maior tamanho de morango, concluindo assim que 0S campos magnéticos
estimulam o metabolismo das plantas tais como a fotossintese, o balanceamento
enzimatico e hormonal, melhora de transporte dos solutos e, deixando os horménios
mais proximos as zonas de sintese. No entanto, para que estas vantagens sejam
garantidas a densidade de fluxo magnético deve ser menor ou igual a 96 mT, ja que

o incremento pode afetar os resultados negativamente.

Hara et al. (2003) reportaram que a biossintese das antocianinas em hipocotilos
de rabanete € melhorada na presenca de glicose, frutose ou sacarose. No caso da
sacarose dois genes, a chalcona sintase e a antocianidina sintase foram
significativamente ativados. Vitrac et al. (2000), Shin et al. (2013) e Xu et al. (2014)
agregam que além do aclcar, estdo envolvidos na transducdo do sinal o Ca?*, a
calmodulina e a relacéo quinase/fosfatase na inducéo da biossintese das antocianinas
em uva e arabidopsis. Esta € outra via pela qual o campo magnético poderia estar
influenciando na maior producdo das antocianinas no mirtilo. Outro mecanismo é a
estimulacdo da producao do acido abscisico que por sua vez estimula a producéo das
antocianinas no mirtilo (OH et al., 2018)

Routray e Orsat (2011) e Mallik e Hamilton (2017) sugerem que fatores que
geram estresse no mirtilo como: decréscimo da temperatura, deficiéncia dos
nutrientes, intensidade da luz, foto-inibicdo e umidade propiciam a sintese das
antocianinas, considerado este como um mecanismo de defesa. Como os campos
magnéticos pulsados aplicados no mirtilo superam o campo magnético da terra, entdo

pode-se considerar como outro fator de estresse.
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Entdo, com base nestes estudos, pode-se dizer que a estimulacao da producao
dos compostos bioativos pelos campos magnéticos pode ser um dos motivos que
explique o maior conteudo das antocianinas no mirtilo em tratamentos com campos
magnéticos pulsados de 44,7 mT nas frequéncias de 30,60 e 90 Hz (J& fora do
planejamento experimental desta pesquisa, com o intuito de reforcar a validade deste
mecanismo, foi realizado um experimento em mirtilo a 0 °C com e sem campo
magnético de 44,7 mT e 60 Hz, encontrando um incremento de 17,5 % no conteudo
das antocianinas). Sendo assim, a estimulacdo de compostos ativos em frutos e
hortalicas por campos magnéticos, abre uma linha de pesquisa a ser explorada e
desenvolvida. Routray e Orsat (2011) descrevem trés vias principais para a sintese
das antocianinas, a via do chiquimato, a via do fenilpropanoide e a via flavonoide. Nas
trés estdo envolvidos muitos fatores em que os campos magnéticos podem agir, por
isso é dificil apontar uma via sO, podendo inclusive influenciar nas trés de forma

independente ou paralela.

5.5.5 Polifendis totais

Na Figura 36, sdo apresentados o teor de polifendis totais no mirtilo fresco e
nos congelados com e sem (controle) campos magnéticos pulsados. Como era
esperado os polifendis totais apresentaram um comportamento semelhante as
antocianinas. Isso porque 90 % dos polifendis do mirtilo foram identificados como
antocianinas (DANTAS et al., 2019). No entanto, ao contrario das antocianinas, os
polifendis do mirtilo fresco conseguiram ter diferencas significativas (p < 0,05) com os
mirtilos do restante dos tratamentos, sendo que o maior contetdo de polifenéis foi no
mirtilo fresco com média de 3,3 + 0,4 mg AGE/g. J4 nos tratamentos com acdo do
campo magnético pulsado, os tratamentos que foram diferentes (p < 0,05) nesta
caracteristica foram 36,8 mT/60 Hz e 44,7 mT/90 Hz, com o menor e maior valor
respectivamente.

O contetdo de polifendis totais no mirtilo foi reportado numa ampla faixa que
vai de 1 até 6,8 mg AGE/g (SANTOS et al., 2016; GUINE et al., 2018), cobrindo os

valores obtidos nesta pesquisa.
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Figura 36 — Polifendis totais (PT) de mirtilo fresco e congelado com e sem (controle)

campo magneético apds o descongelamento
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Alfaro et al. (2018) reportaram uma diminuigdo no teor de polifendis totais no
mirtilo quando foi congelado por nitrogénio liquido, passando de 2,65 mg AGE/g no
mirtilo fresco a 2,33 mg AGE/g no mirtilo congelado, representando uma perda de 12
%. Tomando como referéncia o mirtilo fresco e o tratamento controle, a perda atinge
59,6 %, e aumenta quando comparada ao tratamento com campos magnéticos de
36,8 mT/60 Hz que atingem uma perda de 63,8 %. No entanto, quando o tratamento
foi de 44,7 mT/90 Hz foram s6 de 38,6 %, 0 que sugere que quando o mirtilo &
submetido ao congelamento sob campos magnéticos da ordem de 44,7 mT as perdas

sdo reduzidas quando comparado a densidade de fluxo magnético de 36,8 mT.
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Pertuzatti et al. (2012) ao estudar os compostos bioativos em seis variedades
de mirtilo, reportaram que a maioria destes compostos esta localizada na pele, e em
menor quantidade na polpa, informacdo que concorda com o reportado por Yuan
(2011) que agregaram as sementes como 0 segundo na ordem apos a pele e ja no
terceiro lugar a polpa. Sendo que na polpa o &cido gélico tem maior presenca e a
miricetina maior presenca na casca (PERTUZATTI et al., 2012).

Um incremento no teor dos polifendis de amora estimulado pelos campos
magnéticos foi reportado Racuciu e Oancea (2018), sendo que o nivel de incremento
foi menor quando comparado as antocianinas. Assim, em variedades selvagens o
incremento alcancou de 5 a 27 % e para as variedades cultivadas foi de 6,5 a 63 %.

Considerando o tratamento controle e o tratamento sob campos magnéticos a
44,7 mT/90 Hz, houve um incremento de 34 % no teor de polifendis, que de maneira
semelhante as antocianinas, podem ter sido estimulados pelos campos magnéticos.
Por outro lado, como se pode ver no comportamento da impedancia bioelétrica, a
capacitancia da membrana apresentou maior valor neste tratamento, indicando que
as membranas celulares foram menos danificadas e, portanto, houve menor
degradacdo dos polifendis.

Refor¢ando a linha da estimulacéo da producéo dos compostos bioativos pelos
campos magnéticos, Azimian e Roshandel (2015) reportaram incremento de polifendis
de 33 % em géneros de Artemisa quanto estes foram irrigados com agua tratada
magneticamente a 200 mT por 20 min. Estes pesquisadores argumentam que 0S
mecanismos associados a esse comportamento estéo ligados a melhora na atividade
enzimatica, maior mobilidade dos ions como o Ca?*, ativacdo dos genes, e a maior
absorcao de nutrientes.

A maior mobilidade de ions Ca?* sob campo magnético foi comprovada em
massa de milho (VARGAS et al., 2014) e em cubos de macga (YANG et al., 2016).
Estes mecanismos, sdo amplamente reportados na germinacdo de sementes
(ASGHAR et al., 2016; HAQ et al., 2016). Barnes e Greenebaum (2015) e Kipriyanov,
Doktorov e Purtov (2015) informaram que 0s campos magnéticos sejam estaticos ou
alternados podem modificar a distribuicdo do spin nuclear e eletrdnico, os niveis de
energia e o alinhamento dos momentos magnéticos dos componentes nos pares de
radicais, o que pode levar a mudancas biologicamente significativas.

Assim Okano (2008) relatou que os campos magnéticos tém a capacidade de

modular a reacdo dos radicais livres, resultando em acdo estimulante, inibitéria ou
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indiferente dependendo da densidade de fluxo magnético e do tempo de exposicéo,
além dos pares de radicais envolvidos. Zablotskii et al. (2016a, 2016b) propdem que
0S campos magnéticos que apresentam gradiente podem desencadear reacfes em
cadeia em sistemas biolégicos, baseado no fato de os lipidios das membranas terem
maior susceptibilidade magnética do que as proteinas e a agua, entao, estes lipidios
sob acdo do campo magnético podem ter um comportamento paramagnético sendo
fortemente influenciados, tanto quanto os canais iénicos.

Novitskii, Novitskaya e Serdyukov (2016) reportaram maior producao de lipidios
presentes nas membranas celulares, nos cloroplastos, nas mitocondrias e no
citoplasma em folhas de menta, e para isso s6 foi preciso aplicar 500 pT, propondo
gue 0s campos magnéticos poderiam usar um mecanismo substitutivo da luz nesta
estimulacdo. A interacdo dos campos magnéticos com os lipidios das membranas
celulares também foi reportada por Poinapen et al. (2013) quando aplicaram campos
magnéticos estaticos de 126 e 208 mT em sementes de tomate melhorando os lipidios
em gel, e diminuindo os lipidios fluidos.

Lipiec et al. (2005) reportaram aumento no conteudo de polifendis e na
atividade antioxidante de brotos de aveia, quando estes foram submetidos aos
campos magnéticos oscilantes da ordem de 3 T em 10 ciclos de 250 ps, nesta
condicdo o incremento foi de 1,5 e 1,3 vezes o controle para polifendis e a atividade
antioxidante respectivamente. No entanto, ao incrementar a densidade de fluxo
magnético para 8 T em 1 ciclo, ndo houve diferenca em relacdo ao controle, porém,
com trés ciclos a esta mesma intensidade tanto o contetdo de polifendis quanto a
atividade antioxidante cairam em torno de 20 %. Apesar de ndo dar explicacdo dos
resultados, estes pesquisadores encorajam fazer a avaliacdo dos polifendis na forma
individual, para aprofundar o mecanismo responsavel pela alteracdo positiva e
negativa nestes compostos, uma vez que existem duas categorias de compostos
biologicamente ativos, os hidrofilicos (entre estes os polifendis) que protegem o
ambiente aquoso das células, e os hidrofobicos (tocoferdis e carotenoides) que
protegem a membrana celular. Ambas as categorias pertencem ao mecanismo de
defesa frente a fatores de estresse como falta de umidade, radiagdo UV, e outros.

Assim, 0os campos magnéticos podem ser considerados como um fator de
estresse nas plantas, sendo que a resposta a este fator pode ser a estimulagéo ou a
degradacdo, e que depende tanto da densidade de fluxo magnético quanto da

frequéncia, como assim podemos verificar nos resultados desta pesquisa. Nessa
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procura do entendimento dos mecanismos, Hunt et al. (2009) descreve 11 possiveis
mecanismos de como 0s campos magnéticos podem agir nos sistemas bioldgicos. No
entanto, os modelos que ja foram bastante testados séo os de par radical, ion ciclotron
ressonancia e o papel da agua. Os que tém a possibilidade de explicar parcialmente
0s resultados obtidos nos compostos bioativos do mirtilo.

5.5.6 Atividade antioxidante

Guiné et al. (2018) sugere que a atividade antioxidante do mirtilo esta
estreitamente ligada ao conteudo de compostos fendlicos. Assim, na Figura 37 é
exibida a atividade antioxidante do mirtilo fresco e congelado com e sem (controle)

campos magnéticos pulsados.

Figura 37 — Atividade antioxidante (AA) de mirtilo fresco e congelado com e sem

(controle) campo magnético apos o descongelamento

6 T T T T T T T T T T
c
5 | -
L ) ]
\84_ a,b 7]
L
[ a,b b
(@] o 4
5 -
$3b -
L a a i
a a a
2 + § + § .
1 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]

36,8/30 36,8/60 36,8/90 36,8/120 44,7/30 44,7/60 44,7/90 44,7/120 Controle Fresco

mT/Hz
Tratamento

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05)

Fonte: Prépria autoria



112

Da mesma forma como as antocianinas e os polifendis totais, a atividade
antioxidante do mirtilo fresco é maior quando comparada aos mirtilos que foram
congelados com e sem (controle) campos magnéticos (p < 0,05) atingindo uma média
de 50 = 0,6 mg TE/g. O tratamento controle teve uma atividade antioxidante
semelhante aos tratamentos sob campos magnéticos de 36,8 mT em todas as
frequéncias (p>0,05). Os tratamentos com 44,7 mT nao tiveram diferencas
significativas entre eles (p > 0,05), mas os tratamentos a 44,7 mT a 60 e 90 Hz,
conseguiram se diferenciar dos tratamentos a 36,8 mT em todas as frequéncias.
Sendo que o que atingiu maior atividade antioxidante foi o tratamento a 44,7 mT/ 90Hz
com uma média de 3,7 £ 0,5 mg TE/g, tratamento que também apresentou o0 maior
conteudo de antocianinas e polifendis.

Em trabalhos que usaram o método do radical ABTS, método usado nesta
pesquisa, foi reportado uma faixa de entre 2-6 mg TE/g (CELEJEWSKA;
MIESZCZAKOWSKA-FRA, 2018; GUINE et al., 2018) abrangendo a atividade
antioxidante obtida em cada tratamento desta pesquisa.

Bulut (2015) informou perdas de até 80 % na atividade antioxidante do morango
durante 13 semanas de congelamento a -27 °C. No mirtilo, a perda, no tratamento
controle que é s6 congelamento nessa faixa de temperatura, atingiu 61 %. Ja com o
congelamento sob campos magnéticos pulsados de 44,7 mT/90 Hz essa perda foi
reduzida para 26 %. Confirmando assim, que 0s campos magnéticos nessa condicao,
conseguiram evitar 35 % da perda na atividade antioxidante.

A atividade antioxidante de quatro variedades de mirtilo (“Bluecrop”, “Late
Blue”, “Chandler” e “Elliot”) apresentaram diferencas, sendo que a variedade Elliot
apresentou maior atividade antioxidante quantificada pelo método ABTS. Esta maior
atividade esteve correlacionada diretamente com a maior quantidade de compostos
fendlicos nesta variedade se comparado as outras. Além disso, dos 16 compostos
fenodlicos identificados 13 pertencem as antocianinas (CELEJEWSKA;
MIESZCZAKOWSKA-FRA, 2018)

Scibisz e Mitek (2007) advertem que no congelamento e no descongelamento
de mirtilo, podem entrar em contato os compostos ativos que estavam em diversos
compartimentos celulares reagindo e formando outros compostos. Em acordo com
este fato Hager et al. (2008) reportaram que a queda na atividade antioxidante por
degradacdo das antocianinas é compensada pela formacdo de polimeros em

framboesa.
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Reque et al. (2014) reportaram que o mirtilo no estado fresco apresenta uma
atividade antioxidante de 29,20 uM TE/g de fruto, e € aumentada apds trés meses de
armazenamento em estado congelado a -18 °C atingindo um valor de 90,38 uM TE/g
de fruto, logo depois sofre uma queda até 35,77 uM TE/g de fruto no final do sexto
més. Este comportamento foi explicado sob duas hipéteses, na primeira acreditam
gue as reacdes de sintese das antocianinas continuam e, na segunda atribuiram o
aumento ao dano do tecido do mirtilo causado no descongelamento que aumentou a
extracao das antocianinas.

Como a atividade antioxidante no mirtilo, esta intimamente ligada ao contetdo
de polifendis e dentre estes as antocianinas, entdo, os mecanismos de acao dos
campos magnéticos nestes compostos ativos explicariam da mesma forma o
acontecido com a atividade antioxidante. No entanto, fatores intermediarios, como a
ativacdo das enzimas antioxidantes, como a superoxidodismutase, poderiam ser
responsaveis pela atividade antioxidante reportada nas condi¢des de 44,7 mT/90 Hz
em que se obteve a maior atividade antioxidante.

Finalmente, Alfaro et al. (2018) relataram que tanto o teor de antocianinas e
polifendis quanto a atividade antioxidante pode ser acompanhada pelas mudancas
nas coordenadas de cor a* e b*. Afirmacdo que concorda com Macedo et al. (2019),
e gue no caso do mirtilo estd mais ligada as mudancas na coordenada b*, obtendo

valores de R? superiores a 0,78.

5.5.7 Impedancia bioelétrica

As Figuras 38 e 39 exibem os diagramas de Nyquist para o mirtilo fresco, o
controle e os submetidos a congelamento sob campo magnético de 36,8 mT e 44,7
mT nas frequéncias de 30 a 120 Hz.

Na Figura 38, claramente pode-se perceber que o arco formado pelo mirtilo
fresco € muito maior se comparado aos mirtilos congelados com e sem (controle)
campos magnéticos. O menor arco formado, pertence ao tratamento controle,
confirmando que neste caso 0 dano da estrutura celular foi maior que nos tratamentos
de congelamento sob campo magnético pulsado de 36,8 mT, inclusive no diagrama
de Nyquist inserido percebe-se que as frequéncias de 60 e 90 Hz apresentam arcos
maiores, indicando que estas frequéncias ajudam a conservar melhor a estrutura

celular.
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Figura 38 — Diagrama de Nyquist do mirtilo fresco, congelado com e sem (controle)
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Na figura 39, o diagrama de Nyquist tem 0 mesmo comportamento apresentado

na figura 38. SO que desta vez, a densidade de fluxo magnético de 44,7 mT permitiu

uma maior preservacdo comparada com a de 36,8 mT. Afirmacdo que é suportada

por atingir o dobro dos valores da resisténcia (Zr) e da reatancia (Zi) quando a

densidade de fluxo magnético foi de 44,7 mT. No que diz respeito a frequéncia, o

melhor comportamento foi obtido nas frequéncias de 60 e 90 Hz, em que se

apresentam as maiores componentes tanto da resisténcia (Zr) quanto da reatancia

(Zi), o que sugere melhor conservagédo da estrutura celular. No entanto, embora

ficando longe do comportamento do mirtilo fresco, claramente é superior quando

comparado ao tratamento controle.
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Figura 39 — Diagrama de Nyquist do mirtilo fresco, congelado com e sem (controle)
campo magnético a 44,7 mT em frequéncias de 30 a 120 Hz, apos o

descongelamento
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Na literatura, até o momento, nao foram encontrados relatos do comportamento
da bioimpedancia elétrica do mirtilo fresco e nem do mirtilo congelado sob campo
magnético pulsado, de modo que estes resultados sdo inéditos e ndo tem como ser

comparados.

Em outros frutos, o comportamento da bioimpedancia em relacdo ao
congelamento ja foi reportado. Assim vérios autores (HARKER; FORBES, 1997,
DEJMEK; MIYAWAKI, 2002; WU; OGAWA; TAGAWA, 2008; CARAVIA; COLLINS;
TYERMAN, 2015; ANDO et al., 2016a) mostraram um encolhimento dramético do
diagrama de Nyquist em caqui, batata, berinjela, uva e cenoura quando foram
congelados, estando por tanto de acordo com o comportamento observado no mirtilo
(Figuras 38 e 39). O encolhimento descrito foi explicado pelo dano das membranas

celulares que permitiram o vazamento dos fluidos dos compartimentos celulares.
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Permitindo assim que correntes a baixa frequéncia percorram todo o tecido (HARKER;
FORBES, 1997). Além disso, no congelamento, os vacuolos que representam em
torno de 90 % do volume total da célula sédo quebrados pelos cristais de gelo formados
esvaziando os ions contidos neles, favorecendo a passagem da corrente, assim o
caminho apoplastico desaparece nos tecidos congelados para s6 aparecer o caminho

simplastico.

Ohnishi et al. (2004) avaliaram na macéa e no brocolis as mudancas acontecidas
na impedancia bioelétrica apds o congelamento a -18 °C, seus resultados mostraram
gue no estado fresco os produtos tém uma impedancia dependente da frequéncia,
mas quando foram congelados/descongelados a impedancia jaA ndo dependente mais
da frequéncia, confirmando que o caminho percorrido pela corrente aplicada é
simplastico, pois a estrutura celular foi extremamente danificada, o que refletiu na
contracdo dramatica do diagrama de Nyquist. No entanto, na soja e na uva, a
contracdo ndo foi tdo dréstica, sugerindo que parte das células continuam ainda
intactas apds o congelamento/descongelamento. Isto sugere, que a tolerancia das

membranas ao dano por congelamento depende do tipo de produto.

Varlan e Sansen (1996) e Watanabe et al. (2018) sugerem que os estados de
amadurecimento dos frutos e as variedades mudam tanto a composicdo quanto a
geometria das células, assim, quando a fruta estd madura, as células sdo mais
uniformes o que leva a menores diferencas na impedancia. Como o nivel de
amadurecimento do mirtilo muda de fruto para fruto, este € um fator a levar-se em

consideracao para explicar as dispersdes encontradas dentro dos tratamentos.

Para melhorar o entendimento, do comportamento da impedancia bioelétrica
no mirtilo, os dados da impedéancia, foram ajustados a um modelo de circuito elétrico
equivalente, o modelo de Hayden modificado. A partir do qual foram ajustados os
parametros representativos da estrutura celular; a resisténcia extracelular, resisténcia
intracelular e a capacitancia da membrana, mostrados nas Figuras 40, 41 e 42

respectivamente.
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Figura 40 — Resisténcia extracelular (Re) do mirtilo fresco e congelado com e sem

(controle) campo magnético apos o descongelamento
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Ando et al. (2016b) reportaram que a impedéancia obtida a baixa frequéncia
(lado direito do diagrama de Nyquist) deve ser desconsiderada no ajuste, pois nao
fornece informacdo sobre a estrutura celular, s6 representa a impedancia de
polarizacdo da superficie dos eletrodos. Por isso, no ajuste, para obter as informacdes
da estrutura celular sé foram considerados os dados do semicirculo depressivo

formado no diagrama de Nyquist.

Na Figura 40, se evidencia que a resisténcia extracelular no mirtilo fresco é a
maior com uma média de 56.075,8 + 2.440,6 Ohm, sendo diferente (p < 0,05) para
todos os tratamentos. Ja nos mirtilos congelados sob campos magnéticos pulsados,

0 Unico tratamento que foi diferente em relac&o ao tratamento controle foi a 44,7 mT/90
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Hz (p<0,05). Isto evidencia que o campo magnético pulsado nessa condi¢do, permitiu
um menor dano das membranas celulares, evitando o vazamento em demasia, o que

explica a maior resisténcia extracelular.

Caravia, Collins e Tyerman (2015) sugerem que na uva 0 comportamento da
resisténcia extracelular, estava associado ao conteldo de soélidos solluveis totais,
sendo que ao aumentar os sélidos sollveis totais também aumentou a resisténcia
extracelular. Entretanto no mirtilo o efeito dos sdlidos sollveis totais s6 foi marginal

guando comparado com o efeito do congelamento.

O comportamento da resisténcia intracelular do mirtilo pode-se observar na
Figura 41, na que o mirtilo fresco apresentou a menor resisténcia intracelular com uma
média de 7159 + 331,2 Ohm. Mesmo tendo diferencas pequenas, estas nao
alcancaram significancia (p > 0,05). Sugerindo que a resisténcia intracelular € menos

sensivel as mudancas comparadas a resisténcia extracelular.

Ando et al. (2016a) descreveram que tanto a resisténcia extracelular quanto a
resisténcia intracelular dependem da concentracdo de eletrdlitos extra e intracelular
respectivamente. Assim, a diminuicéo da resisténcia extracelular esta ligada a perda
da permeabilidade das membranas (protoplasma e tonoplasto) permitindo o
vazamento dos eletrolitos do meio intracelular para o extracelular, 0 que por sua vez
explicaria o incremento da resisténcia intracelular. Este comportamento também foi
observado em outros produtos como cenoura e uva (CARAVIA; COLLINS; TYERMAN,
2015; ANDO et al., 2016a).

Por outro lado, Juansah et al. (2012) mostraram que nos frutos citricos, tanto a
resisténcia extracelular, quanto a intracelular ttm uma relagéo inversa com o pH.
Nesse contexto, Harker e Dunlop (1994) afirmaram que as mudancas no
comportamento da resisténcia intracelular e extracelular estao relacionadas ao grau
de amadurecimento. Em nectarina, estes pesquisadores, mostraram que 0 aumento
das resisténcias esteve associado ao maior conteudo de aguUcares, no entanto, a
gueda das resisténcias estava associada ao incremento do ion potassio. Este
argumento também foi usado por Imaizumi et al. (2015) para explicar as mudancas da
resisténcia intracelular e extracelular da batata. Inclusive o ion potassio esta

associado ao comportamento da membrana (JINYANG et al., 2016) assim em folhas
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de tomate nas concentragbes menores que 3,41 % se apresenta uma dramatica

gueda tanto na resisténcia extracelular quanto na capacitancia da membrana.

Figura 41 — Resistencia intracelular (Ri) de mirtilo fresco e congelado com e sem

(controle) campo magnético apos o descongelamento
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A deficiéncia deste ion, faz com que a membrana perca permeabilidade
permitindo 0 vazamento dos ions intracelulares para os espacos extracelulares.
Comportamento similar foi encontrado com o fésforo, mas neste caso, € nitido como
o fésforo tem um controle equilibrado da resisténcia intracelular e extracelular, ou seja,
enguanto a intracelular aumenta a extracelular diminui, isto é evidente até 0,45 %.
Enquanto a capacitancia a menos de 0,32 % ocorre uma queda drastica, e acima
desse nivel a capacitancia aumenta linearmente. Como o fésforo € parte importante
dos fosfolipidios das membranas, entdo, € um elemento que pode ajudar na sua

funcionalidade (MEIQING et al., 2016). Sabendo que os ions tanto potassio como
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fésforo sdo particulas carregadas, entdo, sdo susceptiveis a influéncia dos campos

magnéticos.

O comportamento da capacitancia da membrana do mirtilo pode ser visto na
Figura 42. A maior capacitancia da membrana foi obtida no mirtilo fresco,
apresentando uma média de 2,0 £ 0,2 nF, essa mesma ordem de grandeza foi obtida
nos tratamentos a 44,7 mT a 90 e 120 Hz (p > 0,05). No outro extremo, o tratamento
controle apresentou a menor capacitancia da membrana, nédo tendo diferengas com

os tratamentos a 36,8 mT (p > 0,05).

Figura 42 — Capacitancia da membrana celular (Cm) de mirtilo fresco e congelado

com e sem (controle) campo magnético apds o descongelamento
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Uma clara diferenca na capacitancia da membrana foi obtida ao mudar a
densidade de fluxo magnético de 36,8 mT para 44,7 mT (p<0,05), independentemente
da frequéncia. Estes resultados sugerem que 0s campos magnéticos a 44,7 mT

preservam melhor as membranas celulares.

Ando, Hagiwara e Nabetani (2017) sugerem que a membrana celular sofre uma
guebra da bicamada lipidica causada pelo estresse térmico, mas para isso tem que
se atingir uma temperatura na qual acontece este fenbmeno com maior rapidez, ou

entdo exposicao a temperaturas baixas por tempo prolongado.

Watanabe et al. (2017) comparando as mudancas da impedancia e da textura
de brécolis apds aquecimento por 40 s, concluiram que as mudancas nos parametros
elétricos obtidos da impedéancia, acontecem com antecedéncia e em maior magnitude
guando comparadas as mudancas na textura. Sugerindo assim, que a medida da
impedéancia tem informacao mais aprofundada e sensivel do que as técnicas de fratura
mecanica. Os resultados deste trabalho corroboram esta afirmacao pela coeréncia
encontrada entre os resultados de impedancia, e o teor de antocianinas, polifendis e

a atividade antioxidante.

Ando et al. (2016a) reportaram uma queda na capacitancia da membrana de
cenoura ap6s o congelamento/descongelamento que passou de 3,24 nF em estado
fresco, a 1,71 nF quando foi congelado/descongelado. Em uva madura a queda
passou de 4,61 para 1,34 nF (CARAVIA; COLLINS; TYERMAN, 2015). Confirmando
assim, que o congelamento danificou as membranas celulares. Os resultados desta
pesquisa estdo nessa mesma ordem de grandeza de reducdo. Além disso, quando a
densidade de fluxo magnético foi de 44,7 mT a capacitancia da membrana dos mirtilos
foi menos afetada, com maior preservacao nas frequéncias de 90 e 120 Hz sendo
estes muito préximos do mirtilo fresco. Isto sugere, que o dano da membrana no
congelamento convencional e na densidade de fluxo magnético de 36,8 mT € tanto
funcional quanto estrutural, mas em densidades de fluxo magnético maiores, parece

ser que € mais funcional e apenas estrutural.

Este comportamento da membrana também foi reportado por Ando et al.
(2016a) e Ando; Hagiwara e Nabetani (2017) na avaliacdo de congelamento de
cenoura e rabanete japonés, sugerindo que a membrana primeiro sofre uma perda

funcional, que modifica a permeabilidade a 4gua e aos ions, e depois uma perda
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estrutural pela quebra da camada bilipidica. Estas perdas, ao seguir o comportamento
da curva de congelamento, podem ocorrer no caso da perda funcional, no primeiro
estagio de congelamento em que s6 ha mudanca da temperatura sem mudanca de
fase, e a perda estrutural jA acontece na transicdo de fase em que a agua se
transforma em cristais de gelo, estes quebram tanto a membrana plasmatica quanto
o tonoplasto (ANDO et al.,, 2016b). Essa perda estrutural impede aos produtos

desidratados/congelados de se reidratar ao mesmo nivel dos produtos frescos.

Lamanauskas et al. (2015) mostraram que o congelamento a -20 °C de mirtilo,
nao conseguiu destruir completamente as membranas celulares, sua afirmacéo foi
baseada no comportamento do médulo da impedancia em funcdo da frequéncia
(Diagrama de Bode) que permitiu confirmar uma destruicdo maior da membrana
guando os mirtilos ap6s o congelamento foram submetidos a pulsos elétricos com o

intuito de melhorar a extracdo de compostos bioativos como polifendis e antocianinas.

Zelmat et al. (2017) indicaram que tanto a intensidade, o nimero de pulsos, a
amplitude dos pulsos e a frequéncia dos pulsos elétricos reduziram a impedancia na
batata. O dano & membrana foi associado a aplicacdo de tensdes superiores ao
potencial transmembrana, o que causa eletroporagcdo. Por outro lado, maiores

frequéncias (10 Hz) apresentaram melhor conservacao das membranas.

Em outra explicacdo das mudancas na capacitancia da membrana, foi sugerido
gue a queda da capacitancia das membranas quando sdo resfriadas, pode ser
atribuida a redugdo do tamanho das células ou aumento na proporgdo do xilema
(ZHANG; STOUT; WILLISON, 1992). Zhang e Willison (1992) mostraram que o dano
a membrana depende da natureza do produto, assim, em batata a mudanca drastica
aconteceu a -3 °C, no entanto, em cenoura s6 aconteceu a -12 °C, mostrando assim,
gue cada produto tem uma sensibilidade de membrana as temperaturas de
congelamento, e que o tonoplasto € o primeiro a perder a funcionalidade e a estrutura,

seguido pela membrana plasmatica.

Pela analise dos resultados da impedéancia bioelétrica, se conclui que o
congelamento do mirtilo sob campos magnéticos pulsados a 44,7 mT e 90 Hz, é o
mais recomendavel, pois ajuda a preservar a integridade das estruturas celulares, e
com isso evita a degradacédo dos compostos funcionais como reportado previamente.

Além disso, e de acordo com o comportamento das curvas de congelamento que nesta
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condicdo obteve a menor temperatura de nucleacdo, o maior grau de sub-
resfriamento, 0 maior tempo para atingir a nucleacdo e, o menor tempo de mudanca
de fase, caracteristicas que séo descritas como favoraveis para a formacéo de maior
numero de cristais de gelo, mais uniformes e de menor tamanho confirmando a

hipétese proposta nesta tese.

5.5.8 Ressonancia magnética nuclear

Os tempos de relaxacdo dos protons no mirtilo fresco, congelado com e sem
(controle) campos magnéticos pulsados a 36,8 mT e 44,7 mT nas frequéncias de 30

a 120 Hz sao apresentados nas Figuras 43 e 44 respectivamente.

Figura 43 — Tempos de relaxacéo (T2) de mirtilo fresco e congelado com e sem
(controle) campo magnético de 36,8 mT nas frequéncias de 30-120 Hz apés o
descongelamento
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Figura 44 — Tempos de relaxac¢éo (T2) de mirtilo fresco e congelado com e sem
(controle) campo magnético de 44,7 mT nas frequéncias de 30-120 Hz apos o

descongelamento
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Nota-se que no mirtilo fresco, claramente sdo distinguiveis trés tempos de
relaxagdo T21 (parede celular), T22 (citoplasma e espagos extracelulares) e T3
(vacuolos) como reportado por (CAO et al., 2018). Sendo que a intensidade do sinal
foi maior no tempo T23. Os mirtilos do tratamento controle e os que foram congelados
com campos magnéticos a 36,8 mT (Figura 43), apresentaram uma queda quase total
no tempo T23, enquanto o sinal em T2z foi aumentada, isto acontece em todas as
frequéncias. Fato que indica que o tonoplasto foi quebrado e os fluidos vazaram para
0 citoplasma e os espacos extracelulares. Os tratamentos com densidade de fluxo
magnético de 44,7 mT (Figura 44) apresentaram comportamento similar, embora, nas

frequéncias de 90 e 120 Hz apresentaram menor deslocamento tanto no T21, COMo no
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T22, € no T23, e que a frequéncia de 90 Hz apresenta a menor mobilidade julgada pela

intensidade do sinal.

Cao et al. (2018) reportaram que no mirtilo fresco os valores médios
correspondentes a cada compartimento sdo de 21,8 + 6,4; 128,8 + 31,3 e 652,7 £ 77,5
ms para T21, T22 e Ta3 respectivamente. Quando os mirtilos foram submetidos a
diferentes condi¢des de congelamento: -20 °C, -40 °C, -80 °C e em criogenia a -196
°C, os tempos de relaxacao de cada compartimento sofreram uma queda, sendo que
a temperatura de -80 °C houve a menor queda no que se refere a T23, motivo pelo
gual foi considerado como a temperatura que causa menor dano a estrutura dos

vacuolos levando a manter uma melhor textura do produto.

Arunyanart et al. (2015) e Li; Zhu e Sun (2018) relataram que a quebra da
membrana celular e dos vacuolos por aumento do tamanho dos cristais de gelo
durante o congelamento faz com que a agua migre dum compartimento para outro
guando sdo descongelados, sendo que o percurso principal é dos vacuolos para o
citoplasma e 0 meio extracelular. Um segundo motivo para explicar a mudanca do T2
€ a maior liberdade da 4gua apds o descongelamento, podendo se movimentar com

maior facilidade.

Nesse sentido, Hills, Takacs e Belton (1990) alertaram que para a interpretagao
do comportamento do T2 deve-se levar em consideracdo o intercambio da agua por
difusdo e o intercambio de protons que acontece entre a agua e 0S compostos
macromoleculares como carboidratos e proteinas. Assim, Khan e Karim (2017)
reportaram que a porcentagem da agua presente nos compartimentos celulares de
frutos oscila entre 80-86 % para o meio intracelular, 8-15 % para espacos
intercelulares, e 4-6 % na parede celular. A agua contida nos espacos intercelulares
€ conhecia como agua livre, a agua intracelular é considerada como agua fracamente
ligada e a agua presente na parede celular é 4gua fortemente ligada (KHAN et al.,
2016).

Gambhir et al. (2005) advertem que ligeiras diferengas podem-se apresentar
no comportamento de T2 produto das diferencas inerentes de fruto a fruto,
principalmente pela variacdo do conteudo de agua e acucares. Além das mudancas
na atividade fisiologica durante o crescimento ou armazenamento (WANG et al.,
2019).
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Qiao et al. (2019) reportaram faixas para T21 (0,01-10 ms), T22 (10-100 ms) e
T23 (100-1000 ms) do mirtilo que dependem do grau de amadurecimento. O aumento
destes valores acorde ao maior grau amadurecimento leva a uma menor intensidade
do sinal apresentada em cada compartimento. Estas faixas reportadas abrangem os
tempos encontrados nos mirtilos congelados com e sem campos magnéticos. A
diferenca inerente ao grau de amadurecimento entre frutos de mirtilo de um mesmo
lote pode explicar a elevada dispersdao encontrada nos tempos de relaxacdo, como
mostrado na Tabela 7, que inclusive ndo encontra diferencas significativas em todos
os tratamentos (p > 0,05). Outro fator a ter em conta, € que no momento de inserir as
amostras no tubo porta amostras, é preciso amassar 0s mirtilos para deixar as
amostras sem ar, de modo que a estrutura celular que ja foi danificada pelo
congelamento por este motivo serd ainda mais destruida, motivo pelo qual ndo se

consegue ter uma diferenca significativa nos tempos de relaxacéo.

Tabela 6 — Tempos de relaxac&o T2 do mirtilo fresco e, congelado com e sem

(controle) campos magnéticos pulsados

Tratamento
T21 (MS) T22(ms) T23(MSs)
mT/Hz
36,8/30 21,3+1,32 121,8+14,82° 505,9+35,42
36,8/60 25,246,72 130,3+14,225 555 6+60,62
36,8/90 25,5+7,22 130,3+8,52P  518,9+94,12
36,8/120 25,6+7,82 126,7+28,42b 590,7+144,72
44,7/30 22,9+2,62 126,8+17,12b  480,0+58,52
44,7/60 31,4+13,82 149,3+36,72P 644,3+137,92
44,7/90 27,7+3,62 130,7+10,62> 596,3+191,72
44,7/120 32,5+4,02 170,0+£9,92  712,9+150,52
Controle 24,945,232 124,9+21,92b  475,9+87,02
Fresco 20,0+2,72 111,3£17,2° 644,1+114,52

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05).

Fonte: Propria autoria
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Por sua vez, Kerr et al. (1997) relataram que as mudancas em T2 por efeito do
congelamento em kiwi também podem ser influenciadas pela assimetria no
congelamento, ou seja, quando o fluxo de ar gelado atinge o produto diretamente os
cristais de gelo sado formados mais rapidamente que aqueles que ficam afastados
dele, isto inclusive leva a formacao de cristais de gelo em diferentes compartimentos
celulares, fazendo com que exista essa grande dispersdo entre os valores de To.
Porém, de forma geral sempre existe uma reducdo do T2 do produto

congelado/descongelado em relacéo ao produto fresco.

Ampliando a técnica da ressonancia magnética nuclear de relaxometria para
obter imagens Gamble (1994) conseguiu avaliar o efeito do congelamento na estrutura
e migracdo da agua e do acucar do mirtilo, mostrando que o congelamento quebra as
membranas, fenbmeno que propicia a movimentacdo tanto da agua quanto dos
acucares soluveis na parede celular das células da placenta que passam para o

mesocarpo.

Os valores de T21 sdo pequenos pois a agua presente forma ligacdes de
hidrogénio com os ions e com o material macromolecular (pectina, celulose e
hemicelulose) presentes na parede celular. O tempo T22 € produto da troca quimica
entre a agua e as proteinas do citoesqueleto e das enzimas no citoplasma. O Ta3
apresenta o maior tempo explicado pela menor troca quimica entre agua, os agucares
e 0s outros compostos de baixo peso molecular (CHENG; ZHANG; ADHIKARI, 2014;
CAO et al., 2018).

Por outro lado, a intensidade esta relacionada a quantidade de agua presente
nesse compartimento celular (HILLS; REMIGEREAU, 1997), no mirtilo o T23 que
corresponde aos vacuolos apresenta uma queda abrupta. O aumento da intensidade
do sinal no T22 junto com a diminuicdo do valor sugere que o0 T2 esta intimamente
relacionado ao aumento dos solutos (CHENG; ZHANG,; ADHIKARI, 2014;
CHITRAKAR; ZHANG; BHANDARI, 2019). Vérios pesquisadores (DELEANU, 2016;
KHAN; NAGY; KARIM, 2018; LI; ZHANG; YANG, 2019; NOWACKA et al., 2019; QIAO
et al., 2019; SUN et al., 2019) reforcam o argumento que T2 mede a mobilidade da
agua, enquanto a intensidade do sinal mede a quantidade da agua presente no
compartimento. Assim a redistribuicdo da agua dentro dos compartimentos faz com

gue a intensidade do sinal acompanhe essa redistribuicéo.
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Foucat e Lahaye (2014) sugeriram que durante o congelamento ha
compartimentos em que a agua nao congela por causa do aumento dos solutos, entéo
nesses compartimentos o dano a estrutura € menor, além do aumento da
concentracdo dos solutos, o campo magnético pode estar influenciando também para
gue a agua nao congele, e por isso aparecem os vacuolos com menor dano em certas

frequéncias como 60 a 120 Hz a 44,7 mT.

Khan, Nagy e Karim (2018) sugeriram que a migracdo da agua do meio
intracelular para os espacos intercelulares durante a secagem da batata e da maca, &
gradual, dependendo da quebra das membranas celulares em diferentes estagios da
secagem e, ndo acontece num colapso s, como se acreditava em estudos prévios.
Este comportamento gradual, também pode acontecer durante o congelamento, pois
o perfil de congelamento é da superficie para o centro, nesse sentido, 0 campo
magnético também pode ajudar no retardo do congelamento da agua nas areas mais

profundas do mirtilo.

Traffano-Schiffo et al. (2017) enumeraram diversos compostos que podem ser
afetados pelos pulsos elétricos, entre eles eletrdlitos, aminoacidos, clorofilas,
carotenoides, e acidos organicos, que por sua vez fazem parte de determinadas
atividades bioldgicas dentro dos tecidos celulares de frutas. Entre os eletrolitos
principalmente focam no sédio e no potassio, além do célcio que participam do correto
funcionamento da membrana celular quando estdo sem perturbagbes e, mantém
assim a homeostase celular. No entanto, tanto os pulsos elétricos quanto os pulsos
magnéticos podem afetar este equilibrio agindo sobre estes ions, enfraquecendo ou
fortalecendo a funcionalidade das membranas (plasmalema e tonoplasto) afetando o
correto funcionamento do transporte ativo, o que por sua vez nao consegue controlar
a migracao da agua e outros compostos, propiciando as mudancas nos tempos de

relaxacdo nos compartimentos celulares.

As respostas na mobilidade molecular, estdo ligadas ao tipo de produto, e a
sua interacdo com o congelamento. Assim Bulut (2015) ndo encontrou diferencas no
comportamento do T2 no morango nas temperaturas de congelamento entre -23 e -
27°C, em ambos casos, a estrutura celular foi quebrada. No entanto, quando as
mesmas condi¢cdes foram aplicadas na ervilha, menores mudancas no T2 foram
atingidas. Além disso, diferengcas no comportamento de T2 podem ser influenciadas

pelo tipo de tecido no fruto de mirtilo, assim Musse et al. (2009) reportaram diferencas
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importantes no T2 no tecido locular quando comparado ao nudcleo, a placenta e o
pericarpo externo do tomate, o que foi explicado pelas estruturas atipicas encontradas
nos léculos, comparado as células homogeneamente distribuidas nos outros tipos de
tecidos. Como a estrutura do mirtilo € muito parecida com a do tomate, este € um fator

a mais que explica as dispersdes encontradas no To.

Entdo, apesar de ndo encontrar diferencas significativas, o tratamento que teve
0 comportamento mais perto do mirtilo fresco, foi 44,7 mT/90 Hz. Reafirmando que o
congelamento do mirtilo sob os campos magnéticos nessa condi¢cdo, propicia uma

melhor conservacgao da estrutura do mirtilo, e com isso as propriedades funcionais.

5.5.9 Atividade da Polifenoloxidase e da Peroxidase
Na Figura 45 é exibida a atividade da polifenoloxidase do mirtilo fresco e,

congelado com e sem (controle) campos magnéticos pulsados.

A atividade da polifenoloxidase foi maior e mais dispersa no mirtilo fresco,
atingindo uma média de 75,9 + 30,5 U/mg; apresentando diferencas significativas em
relacdo aos demais tratamentos (p < 0,05). A atividade da polifenoloxidase no
tratamento controle, foi da mesma ordem de grandeza daqueles submetidos ao

congelamento sob campos magnéticos pulsados.

A literatura cientifica tem escassos trabalhos relatando a atividade da
polifenoloxidase no mirtilo, assim Ge et al. (2019) reportaram 7 U/mg (considerando
como uma unidade o aumento na absorbéancia de 0,001/min), o que daria 7U/g, valor

gue € menor que 0 aumento encontrado nesta pesquisa.

A respeito da acdo dos campos magnéticos na atividade da polifenoloxidase do
mirtilo, n&o foram encontrados trabalhos. Inclusive o material em outros frutos também
€ escasso. Em macd Ma, Huang e Zhu (2010) reportaram uma inativacdo da
polifenoloxidase de 93,1 % quando foram aplicados campos magnéticos pulsados de
45T e 40 pulsos.



130

Figura 45 — Atividade da polifenoloxidase (Apfo) de mirtilo fresco e congelado com e

sem (controle) campo magnético apos o descongelamento
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Fonte: Prépria autoria

Em uva Gao, Zhang e Fan (2007) reportaram inibicdo da polifenoloxidase
tratada por campos magnéticos oscilantes na ordem de grandeza de 0,87-1,79 A/m.
Em macé este mesmo grupo de pesquisa conseguiu inibir a polifenoloxidase (GAO et
al., 2009) com resultados independentes do tempo de exposi¢cdo quando 0s campos
alternantes aplicados foram superiores a 1,67 A/m. Estes pesquisadores sugeriram
gue os campos magnéticos inibem a polifenoloxidase pela reducédo da afinidade ao

substrato, o que refletiu na reducéo da velocidade de reacéo.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados desta tese, somado ao
fato de que o congelamento por si s6, consegue inativar esta enzima (79,3 %). Quando
0 congelamento foi assistido por campos magnéticos de 36,8 mT e 60 Hz atingiu-se
88,3 % de inativacdo. Estes resultados podem ser explicados, pelo maior dano as
membranas acontecidas nos tratamentos de campos magnéticos a 36,8 mT, o que

levou ao contato dos substratos fenolicos com esta enzima, de modo que a inativagédo
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ou inibicAo pode estar associada a saturacdo pelos polifendis, que aconteceu
rapidamente quando o mirtilo foi descongelado. A dispersdo pode estar associada a
natureza desta enzima, pois esta pode ser soluvel ou ligada a membrana celular
(MANTOVANI; CLEMENTE, 2010; VANINI; KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2010; LIU
et al., 2015)

De acordo com a hipotese proposta Toivonen e Brummell (2008) afirmaram que
como a polifenoloxidase e peroxidase estdo contidas nos diversos compartimentos
intracelulares e como os polifendis estdo presentes nos vacuolos em concentracdes
gue atingem 97 %, o principal mecanismo para que entrem em contato seria a quebra
das membranas. Assim, Kader et al. (1997a), e Jiang (2000) mostraram que as
antocianinas do mirtilo (apesar do impedimento estérico pela por¢cdo de aglcar na sua
estrutura) podem ser degradadas pela acéo da polifenoloxidase, e esta degradacéo é
ainda maior na presenca do acido clorogénico, que esta presente no mirtilo na
concentracdo de 8,5 mg de acido clorogénico/ kg de mirtilo fresco. O acido cafeico, o
pirocatecol, o pirogalol, o catecol, e o 4-metilcatecil também sao preferidos pela
polifenoloxidase do mirtilo (KADER et al., 1997b; JIANG, 2000; SIDDIQ; DOLAN,
2017).

Por outro lado, a polifenoloxidase contém o ion cobre no seu sitio ativo (PAZ,
2010; BRAVO; OSORIO, 2016), enquanto a peroxidase pode apresentar tanto o ion
ferro quanto o ion célcio (PAZ, 2010). Como os campos magnéticos agem sobre 0s
elementos carregados, estes podem afetar a estrutura destas enzimas mudando a
posicao dos ions do sitio ativo e assim reduzir a atividade destas enzimas. Mudancas
deste tipo pela acdo de campos magnéticos tém sido reportadas em outros
compostos, que tem o ion ferro como participante no sitio ativo (CONTE; WALKER,
2011; LINS et al., 2017) estas mudancas foram reportadas para densidades de fluxo

magnético baixas em torno de 10 mT.

Ghole, Damle e Thiemann (1985) conseguiram inibir a atividade da enzima
acido ascorbico oxidase (que contém cobre como cofator no seu sitio ativo) de
abobora pela acdo do campo magnético estatico de 1,1 T, atingindo 22 % de inibicédo
para periodos curtos (5 min) de exposicao e de 35 % para periodos longos (35 min).
Estes pesquisadores enfatizaram o fato de que a agdo do campo magnético foi nula
guando foram expostos independentemente a enzima e o substrato, mas se

potencializa quando estes entram em contato, chegando a concluir que o mecanismo
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de acdo é mais cinético do que mudancas termodinamicas na estrutura da enzima ou
do substrato. No que diz respeito ao efeito cinético, 0 campo magnético aumenta a
afinidade da enzima pelo substrato, mas diminui a velocidade de formacdo dos
produtos, o que estd intimamente ligado a concentracdo do substrato que quando
aumenta inibe a formacdo do complexo enzima-substrato, situagdo semelhante a

hipotese proposta para explicar a inibicdo/inativacdo da polifenoloxidase do mirtilo.

Outro mecanismo de inativacdo da polifenoloxidase do mirtilo sdo as
modificacbes conformacionais nas estruturas secundaria e terciaria por efeito dos
fatores como a pressédo e temperatura. Assim Terefe et al. (2015) reportaram a
inativacdo da PFO quando a presséo € superior a 500 MPa e na temperatura superior
a 78 °C. Em niveis inferiores, o desdobramento da estrutura pode elevar a atividade

da PFO, além de ativar isoenzimas.

Comportamento similar ao da peroxidase do mirtilo sob temperatura e altas
pressdes hidrostaticas tem sido reportado pelo mesmo grupo de pesquisa (TEREFE;
DELON; VERSTEEG, 2017). Embora, para polifenoloxidase ndo tenham sido
reportadas mudancgas conformacionais pelo efeito dos campos magnéticos. No
entanto, em outras enzimas como a a-amilase foram reportadas mudancas na
estrutura secundaria sob campos magnéticos na faixa de 150 a 450 mT (JIA et al.,
2009). Entdo, as mudancas conformacionais da polifenoloxidase sob a acédo dos
campos magnéticos pulsados podem ser outro mecanismo para a inibicdo da

polifenoloxidase do mirtilo.

Na Figura 46 se exibe a atividade da peroxidase de mirtilo fresco e congelado
com e sem (controle) campos magnéticos pulsados. A atividade da peroxidase no
mirtilo fresco, foi maior comparada aos tratamentos submetidos a congelamento com
e sem campos magnéticos pulsados (p < 0,05), atingindo uma média de 86,7 + 23,7
Ulg. Ja para os mirtilos congelados sob campos magnéticos, diferente do
comportamento da polifenoloxidase, o campo magnético a 44,7 mT ajudou a reter
maior atividade do que a 36,8 mT, atingindo um pico a 90 Hz (em que foi atingida uma
inativacédo de 53 %, comparado aos valores maiores que 79 % que foram obtidos nos

outros tratamentos).

Este comportamento sugere duas vias para sua explicacdo, relacionadas a

outras variaveis, a primeira esta ligada a estrutura celular j4 que a 44,7 mT houve
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menor dano se comparado a 36,8 mT e ao tratamento controle (confirmado pela

impedancia bioelétrica), fazendo com que as enzimas permanecessem ativas nos

compartimentos celulares em que se alojam.

Figura 46 — Atividade da peroxidase (Apdo) de mirtilo fresco e congelado com e sem

(controle) campo magnético apds o descongelamento
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A segunda via, tem a ver com a estimulagéo na atividade da peroxidase gerada

pelo estresse causado pelos campos magnéticos, como acontece com outras enzimas

gue pertencem a categoria das antioxidantes como a catalase e a superoxido
dismutase (ZHAO et al., 2018).

argumentaram que o principal mecanismo de defesa dos fatores bioticos e abioticos

Como refor¢o desta segunda via Ge et al. (2019)

no mirtilo é a producdo de espécies reativas do oxigeno ERO (do inglés reactive

oxygen species-ROS), que num nivel adequado podem ajudar a manter a homeostase

do fruto, no entanto, quando ocorre sobre producéo, surge o efeito prejudicial que leva
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a senescéncia do produto. Em concordancia com este argumento 0S campos
magnéticos podem afetar a producdo de ERO, dentro das quais esta presente o
peroxido de hidrogénio, substrato da peroxidase (considerada uma enzima
antioxidante). Entdo para atingir o equilibrio entre a producéo/eliminagdo das ERO,
guanto maior contetdo de peréxido de hidrogénio, maior atividade da peroxidase
(SUN et al., 2012; ZHOU et al., 2014; SHASHURIN et al., 2017). No entanto, é preciso
sintonizar a densidade de fluxo magnético e a frequéncia, na producao das ERO, estes
sdo muito especificos e dependem da natureza do produto. Nesta tese, 44,7 mT e 90

Hz mostrou-se ser a melhor combinacéo.

Ge et al. (2019) reportaram 12 U/mg de atividade da peroxidase do mirtilo
(considerando como unidade um incremento na absorbancia de 0,01/min), o que
resulta em 120 U/g. Esta atividade € maior que a encontrada nesta tese. A peroxidase
apresentou maior atividade que a polifenoloxidase, o que esta de acordo com o
reportado neste trabalho. Ainda a esse respeito, Clemente e Correia (2006) indicaram
gue a peroxidase costuma ser mais resistente as temperaturas de congelamento do
gue a polifenoloxidase. Como os substratos sdo concentrados com o decorrer do

congelamento, entdo as reacdes podem acontecer apesar das baixas temperaturas.

Assim como com a polifenoloxidase, ndo foram encontrados relatos do efeito
dos campos magnéticos na peroxidase do mirtilo, e frutos em geral. Ma, Huang e Zhu
(2011) reportaram pela primeira vez o efeito dos campos magnéticos pulsados na
peroxidase de rabanete. Estes pesquisadores mostraram que 0S campos magnéticos
pulsados conseguiram inativar a peroxidase de rabanete na faixa de 2-4 T e de 5-40
pulsos, conseguindo 67,67 % de inativacdo a 4 T e 40 pulsos. Esta inativagao
prevaleceu até por 48 h a 4°C ap6s o tratamento com campos magnéticos, motivo
pelo qual foi sugerida a inativacdo irreversivel desta enzima, explicado pelas

mudancas conformacionais da estrutura terciaria da enzima.

Nesta linha de alteracdes conformacionais das enzimas, Atef et al. (1995)
informaram que os campos magnéticos estaticos da ordem de 350-400 mT tém a
capacidade de modificar a estrutura das moléculas como a hemoglobina, mostrando
diferentes conformacbes acompanhadas por alteragbes nas interagbes

intermoleculares, que foram estreitamente relacionadas com a agua.
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De Ninno e Castellano (2014) por sua parte no estudo da hidratacdo dos
aminoéacidos L-fenilalanina e L-glutamina sob a acdo dos campos magnéticos tanto
estéaticos quanto oscilantes a 50 Hz, encontraram que estes podem afetar o equilibrio
acido-base, fato explicado pelas mudancas ocorridas nas ligagdes de hidrogénio da
agua ao redor do esqueleto e do residuo, o que sugere uma modifica¢do na interacao
hidrofébica permitindo que os aminoacidos figuem agregados dependo da polaridade

e do residuo dos aminoacidos.

Considerando que a peroxidase pertence ao grupo heme entdo esta é rodeada
por aminoacidos. Desta forma, os campos magnéticos pulsados podem modificar a
estrutura tercidria da peroxidase, agindo sobre os ions ferro do sitio ativo e
acarretando mudancgas na sua atividade. Estas propostas, abrem novas linhas de
pesquisa, para sintonizar as condicdes sob as quais 0s campos magnéticos pulsados

agem sobre estas enzimas e esclarecer os sitios especificos onde eles atuam.
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6 CONCLUSOES

Foi desenvolvido um equipamento portatil gerador de campos magnéticos
pulsados, que pode ser inserido em diversos sistemas de congelamento. Este
equipamento € constituido por um eletroimd, um controlador de tensdo, e um
controlador de frequéncia. Nos congeladores que atingem temperaturas de até -35°C
a maxima densidade de fluxo a trabalhar é de 44,7 mT numa faixa de frequéncia de
0,5 até 200 Hz.

Foi desenvolvido um Data Logger que permite monitorar e coletar os dados das
temperaturas e dos campos magnéticos em tempo real, tanto para a caracterizacao
do espaco de ensaio quanto para o monitoramento do congelamento do mirtilo.

O comportamento dos campos magnéticos no espaco de ensaio, resultou em um
valor rms de 36,8 mT na tenséo de alimentagéo de 34 V, e aumenta para 44,7 mT
guando a tensdo é de 54 V, sendo campos ndo uniformes e ndo homogéneo. A
frequéncias superiores a 10 Hz se evidencia o fenbmeno de magnetizacéo do nucleo,
0 que promove a formacdo de um campo magnético estatico acima do qual se
apresenta o0 campo magnético pulsado.

Em geral, os resultados apresentados permitem concluir que a hipétese que os
campos magnéticos com densidade de fluxo magnético e frequéncia especificas
podem agir no congelamento dos frutos de mirtilo alterando suas caracteristicas
fisicas e quimicas é verdadeira. Sendo que a combinacao de 44,7 mT e 90 Hz permite
a preservacdo das estruturas celulares com a consequente preservacao das

antocianinas e polifendis.

7  PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Ampliar estudos de congelamento assistido por campos magnéticos pulsados em

frutos e hortalicas pequenas, visando preservar suas estruturas celulares.

Realizar estudos de estimulacdo na producao de compostos bioativos em frutas e

hortalicas pelos campos magnéticos.

Identificar e validar os mecanismos de atuacdo dos campos magnéticos na

estrutura da polifenoloxidase e da peroxidase.
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