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Resumo

Em razdo do Brasil ser o maior produtor mundial de cana-de-acgucar, e diante do grande potencial
mercadoldgico dos sucos de frutas industrializados, o consumo de caldo de cana poderia ser melhor
explorado. Para tanto, é necessaria a melhora da qualidade higiénico-sanitaria do produto e a
aplicacdo de um processamento adequado que permita aumentar a vida atil do mesmo. O
aquecimento 6hmico (AO) é uma tecnologia emergente que pode ser utilizada para pasteurizar o
caldo de cana, mantendo suas caracteristicas nutricionais e sensoriais, uma vez que apresenta maior
taxa de aquecimento em relacdo ao aquecimento convencional. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a influéncia do AO na inativagdo enzimatica da peroxidase (POD), enzima responsavel
pelo escurecimento enzimatico, na degradacdo de cor e na estabilidade de compostos fendlicos.
Inicialmente, foram avaliados os tratamentos térmicos, convencional e 6hmico, em diferentes
temperaturas (60, 70, 75 e 80 °C), mantendo o mesmo histérico de temperatura/tempo para uma
possivel inferéncia sobre os efeitos elétricos da tecnologia de aquecimento 6hmico. Nas
temperaturas testadas, o campo elétrico moderado (MEF) promoveu ativacdo da POD a 60 °C e uma
maior inativacdo a 80 °C, quando comparado com a tecnologia convencional; em ambas as
temperaturas, apds 12 minutos de tratamento, foi possivel observar efeitos ndo térmicos uma vez
que houve diferenca significativa entre os tratamentos térmicos 6hmico e convencional. Por outro
lado, nos tratamentos a 70 e 75 °C nao houve diferenca significativa entre os dois tipos de
tratamento térmico. Para todas as condi¢cdes de temperatura testada, ndo houve diferenca na
degradacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides entre os tipos de tratamento térmico. Em
uma segunda etapa do trabalho, avaliou-se a influéncia da frequéncia (10, 60, 1.000, 10.000 e
100.000 Hz), do gradiente de tensdo (3,9 e 20,5 V/cm) e da forma de onda (senoidal, quadrada,
triangular e pulsada) do MEF a 75 °C na inativacdo enzimdtica e na estabilidade dos compostos
fendlicos. Similarmente, ndo foi observado efeito adicional ndo térmico na inativagdao enzimatica,
indicando que o MEF ndo alterou a configuracdo estrutural da POD nas condi¢des trabalhadas;
tampouco houve variagdo no teor de compostos fendlicos. A luminosidade do caldo ndo foi alterada
durante a fase isotérmica, porém nas 3 condi¢Bes experimentais de 10 Hz de frequéncia, 20,5 V/cm
de tensdo e onda quadrada foram observadas alteragGes de cor no caldo apds 25 minutos de
tratamento. Avaliando os mesmos parametros, porém a 60 e a 80 °C, verificou-se ativacdo
(principalmente a 10 Hz) e maior inativagdo (principalmente a 10 kHz) da POD, respectivamente.
Novamente, a cor do suco foi modificada usando baixa frequéncia (possivelmente devido a reacdes
eletroquimicas) e diferentes formas de onda. Na ultima etapa do trabalho, diferentes fracGes de
caldo de cana (liquido, sélido e concentrado) foram tratadas termicamente (com e sem MEF) para
investigar o efeito de diferentes componentes da amostra na inativacdo da peroxidase. Além disso,
solucGes comerciais de peroxidase com e sem a adi¢cdo de sacarose também foram avaliadas durante
0 aquecimento O6hmico e convencional. Observou-se que as amostras tratadas ohmicamente
apresentaram maior inativagcdo enzimatica do que aquelas tratadas por aquecimento convencional.
Além disso, a presenca de aclcar promoveu um efeito protetor na estabilidade da enzima,
retardando sua desnaturagdo. Frente ao exposto, pode-se concluir que o campo elétrico moderado
apresenta um efeito adicional ndo térmico na ativacdo e inativacdo da enzima que pode ser
explorado em diversos processos enzimaticos da industria de alimentos. Para o caldo de cana, a
tecnologia de aquecimento 6hmico pode ser aplicada como alternativa para pasteurizagdo, evitando-
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se o uso de baixas frequéncias e onda quadrdtica, sem comprometer a composi¢cao fendlica nem o
aspecto visual (cor) da bebida.

Palavras-chave: aquecimento 6hmico, campo elétrico moderado, efeito ndo-térmico, caldo de cana,
peroxidase
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Abstract

The consumption of sugarcane juice could be better exploited in Brazil because the country is the
world's largest producer of sugarcane and presents a great market potential for processed fruit
juices. For this, it is necessary to increase its shelf life by improving the hygienic-sanitary quality of
the product and by application of appropriate processing conditions. Ohmic heating (OH) is an
emerging technology that can be used to pasteurize the cane juice, maintaining its nutritional and
sensorial characteristics, since it presents higher heating rates when compared to the conventional
heating. This study aimed to evaluate the influence of OH on peroxidase (POD) enzymatic
inactivation (enzyme responsible for enzymatic browning), on color changes and on the degradation
of phenolic compounds. Initially, conventional (CH) and OH treatments were evaluated at different
temperatures (60, 70, 75 and 80 °C). Both technologies were applied with the same temperature
profile, allowing inferences about the electrical effects of the OH technology. The moderate electric
field promoted an activation effect on POD activity at 60 °C (close to the optimum temperature of
the enzyme) and an extra inactivation effect at 80 °C after 12 minutes of treatment. For these two
temperatures, it was possible to observe non-thermal effects since there was a significant difference
between the CH and OH thermal treatments. On the other hand, for treatments at 70 and 75 °C,
there were no significant differences between the two types of thermal treatments. Moreover, for all
temperatures, no differences in the degradation of total phenolic and flavonoids compounds
between OH and CH treatments were observed. In the second stage of the study, the influence of the
frequency (10, 60, 103, 10* and 10° Hz), voltage gradient (3.9 e 20.5 V/cm) and the waveform
(sinusoidal, square, triangular and pulsed) of the moderate electric field (MEF) at 75 °C on POD
inactivation and stability of the phenolic compounds was evaluated. Similarly, no additional non-
thermal effect on enzymatic inactivation was observed, indicating that MEF did not alter the
structural configuration of POD under the analyzed conditions; moreover, there were no variation in
the phenolic compounds content. The luminosity of the juice was not altered during the isothermal
phase, however, with the use of the 3 experimental conditions, 10 Hz, 20.5 V/cm and square wave,
color changes were observed in the beverage after 25 minutes of treatment. The same evaluation
was performed for temperatures of 60 and 80 °C; results showed MEF effect on POD activation
(mostly at 10 Hz) and inactivation (mainly at 10 kHz), respectively. Again, the juice color was modified
using low frequency (possibly due to electrochemical reactions) and different waveforms. In the last
part of the study, different fractions of cane juice (liquid, solid and concentrate) were thermally
treated (with and without MEF) to investigate the effect of different components of the sample on
inactivation of peroxidase. In addition, commercial solutions of peroxidase with and without the
addition of sucrose were also evaluated during CH and OH. It was observed that the ohmically
treated samples showed greater enzymatic inactivation than those treated by conventional heating.
Furthermore, the presence of sugar promoted a protective effect on the stability of the enzyme,
delaying its denaturation. Overall, results demonstrated that MEF showed an additional effect on
POD activation and inactivation which can be used in many enzymatic processes of food industry.
For sugar cane juice, the OH technology can be applied as an alternative for pasteurization, avoiding
low frequencies and square waveform, without compromising the phenolic composition and the
visual appearance (color) of the beverage.

Keywords: ohmic heating, moderate electric field, non-thermal effect, sugarcane juice,
peroxidase.
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Capitulo 1 — INTRODUCAO

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) se transformou
em uma das principais culturas da economia brasileira. O Brasil é o maior produtor do vegetal, com
producdo estimada em, aproximadamente, 625,96 milhGes de toneladas cultivadas em quase 9
milhdes de hectares na safra de 2018/19. Esse feito coloca o pais na lideranga mundial em tecnologia
de producdo de etanol e acgucar, além do aproveitamento de subprodutos e residuos, como o
bagaco, a torta de filtro, o melaco e a vinhaca, utilizados para cogeracdo de energia elétrica,

fabricacdo de ragcdo animal e fertilizante para as lavouras (CONAB, 2018).

O caldo de cana, obtido através da moagem da cana-de-acglcar, é popular em muitos paises
por ser uma bebida doce e barata; porém, sabe-se que a comercializacdo do caldo destinado ao
consumo humano é praticada, predominantemente, no mercado informal, o que acaba dificultando
0 acesso a estatisticas acerca de seu consumo. Segundo Oliveira et al. (2007), o caldo de cana é
caracterizado como uma bebida energética, ndo alcodlica, de gosto doce e agradavel, opaca, de baixa
acidez, com coloragdao que varia de parda a verde escura, composi¢dao varidvel em fun¢do da
variedade, idade e sanidade da cana, solo, condi¢des climaticas e praticas agricolas. Quanto a sua
composicdo nutricional, contém vitaminas (principalmente B6 e C), minerais (Ca, Fe, P, Mg, Mn, K e
Zn) (UNICAMP, 2011) e compostos fendlicos, principalmente, acidos fendlicos e flavonoides (Payet et
al., 2006). Os polifenois sdo metabdlitos secunddrios constituintes de um dos grupos de fitoquimicos
gue ocorrem mais amplamente na natureza. Estes compostos tém fungdes fisiolégicas e morfoldgicas
consideraveis em plantas. Além disso, os polifenois exibem muitas propriedades bioldgicas, tais como
anti-inflamatéria, antialérgica, antibacteriana, antimicrobiana, cardioprotetora e antioxidante

(Havsteen, 2002).

O processamento e a comercializacdo do caldo de cana sdo limitados devido a sua rapida
deterioracdo (YUSOF; SHIAN; OSMAN, 2000), uma vez que o caldo é considerado um étimo substrato

para o desenvolvimento de um amplo espectro microbiano por conter nutrientes organicos e



inorganicos, apresentar alta atividade de 4gua e baixa acidez (Gallo e Canhos, 1991). Apds 24 horas
da extracdo, mesmo armazenado sob refrigeracdo, o caldo de cana in natura apresenta
sedimentacdo e sinais de alteragdo em suas caracteristicas sensoriais (deterioracdo de sabor e de
aparéncia), principalmente devido a fermentacdo e ao escurecimento enzimatico. Esse ultimo
contribui significativamente para alteragdes de cor, que se iniciam logo apds a sua extracdo (Qudsieh

et al., 2002; Yusof et al., 2000).

A acdo de enzimas naturalmente presentes no caldo de cana, como a polifenoloxidase (PPO)
e a peroxidase (POD), promove altera¢des indesejaveis na cor, na textura, no sabor, no aroma e na
composicdo nutricional. A POD é uma enzima naturalmente presente em vegetais, com elevada
resisténcia térmica, sendo, portanto, usada em testes padrdes de determinacdo de parametros de
pasteurizacdo (Jakdb et al., 2010). A PPO é uma enzima oxidorredutase que, na presenca de oxigénio,
catalisa a oxidacdo de compostos o-fendlicos em o-quinonas, que sdo posteriormente polimerizados

em pigmentos escuros (Van Loey, Verachtert e Hendrickx, 2001).

O desenvolvimento de tratamentos ou procedimentos eficazes para manter a qualidade
microbioldgica, nutricional e sensorial do caldo de cana permitiria uma comercializacdo mais ampla
do produto (Mao, Xu e Que, 2007). Uma tecnologia emergente na industria alimenticia é o
aquecimento 6hmico; trata-se de um processo que consiste na passagem de corrente elétrica
alternada através de um alimento com a finalidade principal de aquecimento através da geracdo
interna de energia. Devido a sua inerente resisténcia elétrica, o alimento transforma energia elétrica
em térmica, promovendo, assim, um aumento de temperatura em seu interior (Resnick, 1996; Sastry,
2008). Essa tecnologia mostra-se favoravel em relagdo aos processos convencionais na industria, pois
permite a manutencdo da qualidade nutricional e sensorial e pode possibilitar maior eficiéncia e
rapidez em relagdo aos processos comumente realizados (Castro et al., 2004; Sastry, 2008). Esta
caracteristica faz com que o aquecimento 6hmico seja um tratamento adequado particularmente
para caldo de cana, uma vez que ele contém componentes de sabor e aroma sensiveis que sdo
facilmente destruidos em tempos de tratamento mais longos (Saxena, Makroo e Srivastava, 2016).
Além disso, respostas acerca do efeito do campo elétrico moderado sobre a atividade enzimdtica e
na estabilidade de compostos bioativos ainda sdo pouco conhecidas, portanto, uma motivagdo
adicional para a realizacdo dessa pesquisa foi investigar os efeitos ndo-térmicos do aquecimento

6hmico no processo de inativagdo de enzimas.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do aguecimento
O6hmico na inativacdo enzimatica de POD e de PPO. Além disso, objetivou-se avaliar o efeito da
aplicacdo dessa tecnologia em aspectos nutricionais e sensoriais do caldo de cana, através do estudo

da degradacdo de compostos fendlicos totais e de flavonoides e da estabilidade da cor.



O presente trabalho esta estruturado da forma descrita a seguir. No Capitulo 2 sdo
apresentados, detalhadamente, os objetivos deste trabalho. O Capitulo 3 apresenta uma revisao da
literatura sobre o caldo de cana, sua composicao fendlica, as enzimas nativas POD e PPO e os
modelos cinéticos usados para descrever a inativacdo enzimatica. Além disso, sdo abordados os
fundamentos tedricos relativos a tecnologia de aquecimento 6hmico e as varidveis que influenciam
nesse processo. O Capitulo 4 aborda detalhadamente os materiais e métodos utilizados nos ensaios e
nas determinag¢Oes analiticas realizadas. O Capitulo 5 apresenta os resultados obtidos na forma de
quatro artigos cientificos: o primeiro constituiu em avaliar a inativacdo enzimatica e a degradacdo de
compostos fendlicos em diferentes temperaturas; o segundo abordou o estudo de diferentes
frequéncias, gradientes de tensdao e formas de onda do campo elétrico moderado. No artigo 3, foi
feito um estudo mais aprofundando para um melhor entendimento dos efeitos do campo elétrico
moderado na ativacdo e inativacdo enzimatica. No ultimo artigo, foi estudada a influéncia do AO
sobre a POD de algumas fracdes do caldo de cana (liquida, sdlida e concentrada), além de testes com
a enzima comercial, na presenca ou nao de sacarose. Além disso, neste capitulo sdo discutidos alguns
resultados referentes a um trabalho que avaliou a regeneracdo da POD em amostras tratadas e
armazenadas sob refrigeracdo. Por fim, o Capitulo 6 apresenta as consideragGes finais e as sugestGes

para a continuidade deste trabalho.



Capitulo 2 — OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a aplicacdo de aquecimento 6hmico (AO) como uma
tecnologia alternativa a pasteurizacdo convencional de caldo de cana, através da avaliacdo da
inativacdo enzimatica da peroxidase e da polifenoloxidase, da estabilidade dos compostos fendlicos

totais e da alteracdo do atributo sensorial de cor.

2.2 Objetivos especificos

O presente trabalho tem como objetivos especificos:

- avaliar a cinética de inativacdo enzimatica e definir o modelo que melhor descreve os dados

experimentais para usa-lo para a comparagdo entre os tratamentos;

- estudar os efeitos ndo térmicos da tecnologia de aquecimento O6hmico, através da

comparag¢do com ensaios utilizando as tecnologias convencionais de pasteurizagao;

- testar diferentes temperaturas, frequéncias, tensGes e formas de onda para compreender

os efeitos das diferentes varidveis de processo nas caracteristicas de qualidade do caldo de cana;

- avaliar a degradacdo de compostos fendlicos e alteragdes de cor nas diferentes condicbes

testadas;

- investigar o efeito protetor do aglcar na inativa¢do da POD, avaliando o comportamento de

diferentes fracdes do caldo de cana durante a aplicagdo do aquecimento 6hmico;



- estudar o comportamento da POD comercial na presenca e na auséncia de agulcar durante a

aplicacdo do aquecimento 6hmico.

- propor uma tecnologia para a conservac¢do do caldo de cana, determinando as condi¢Ges

ideais de pasteurizacdo com o uso da tecnologia de aguecimento 6hmico.



Capitulo 3 —- FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordados aspectos relacionados a cana-de-aglcar e ao caldo de cana,
com referéncia a nutricdo, composicdo e quesitos de qualidade. Também serdo apresentadas
informacdes sobre as enzimas endégenas do caldo de cana, informacdes sobre sua inativacao,
incluindo os modelos cinéticos aplicados. Na sequéncia, é apresentada uma revisdo sobre a

tecnologia de aguecimento 6hmico e suas variaveis.

3.1 Cana-de-aglcar

3.1.1 Cultura

A cana-de-agUcar (Saccharum) é uma planta tropical pertencente a familia das gramineas ou
podceas, juntamente com os géneros Zea e Sorghum. A cana-de-aglcar moderna, assim denominada
por alguns pesquisadores, é considerada um hibrido complexo entre duas ou mais espécies do
género Saccharum (S. oficcinarum, S. spontaneum, S. barberi, S. sinense, S. edule e S. robustum)
(Chen e Chou, 1993). No Brasil, a espécie mais plantada é a Saccharum officinarum, por apresentar
baixo conteldo de fibras e alto teor de sacarose (Fagundes, 2010). A cultura da cana-de-agucar
ocorre predominantemente em regiGes de clima tropical e subtropical, dentro de uma latitude de

35° ao norte e ao sul da linha do equador (FAO, 2016).

A planta é uma graminea perene, que se perfilha* na base, produzindo multiplos caules,
possui de trés a quatro metros de altura e cerca de cinco centimetros de diametro (Meade e Chen,
1977). De forma geral, a cana é constituida de um sistema radicular, onde se encontra a parte
morfoldgica de interesse comercial: os colmos — onde a sacarose é predominantemente estocada.
Além disso, possui folhas dispostas ao redor da cana, nos nddulos intercolmos e também na parte

superior da planta, onde se localiza a gema apical (palmito) (Mantelatto, 2005).

*Perfilhos sdo ramos laterais que se desenvolvem a partir das gemas axilares dos nés que se localizam abaixo da
superficie do solo. Os perfilhos, morfologicamente idénticos ao colmo principal, sdo capazes de formar seu préprio
sistema radicular, nés, entrends, folhas, espigas e pendao.



A Figura 3.1 apresenta um desenho da planta durante seu desenvolvimento. A cultura
floresce sob uma temporada de crescimento longa e quente, com alta incidéncia de radiacdo e
umidade adequada, seguida de um periodo de maturagao e colheita seco, ensolarado e mais frio. A
temperatura 6tima para a germinagao do caule é de 32 a 38 °C. Um crescimento étimo é alcangado
com as temperaturas didrias médias entre 22 e 30 °C. A temperatura minima de crescimento ativo é
de aproximadamente 20 °C. Para a maturagcdo, sdo desejaveis temperaturas relativamente mais
baixas, no intervalo de 20 a 10 °C, em que ocorre a reducdao da taxa de crescimento vegetativo e o

enriquecimento de sacarose na cana (FAO, 2016).

Figura 3.1 — Cana-de-agucar em diversas fases de desenvolvimento.

1) Fase de brotagdo e estabelecimento
2) Perfilhamento

3) Alongamento dos colmos

4) Formagéo de rendimento

5) Amadurecimento

Fonte: Kuyper (1952) apud FAO (2016).

3.1.2 Histdrico e aspectos econémicos

A cana-de-aglcar tem importancia desde os primérdios na histdria do pais, acompanhando o
descobrimento do Brasil desde o periodo colonial. Dessa forma, a cultura tem um papel respeitavel
na economia brasileira, dando inicio a um dos mais bem sucedidos negdcios da histéria do pais com

produtos advindos do setor (Carvalho et al., 2013).

A cana é originaria da regido leste da Indonésia (na Nova Guiné) e, ao longo de muitos
séculos, disseminou-se para varias ilhas do sul do Oceano Pacifico, Indochina, Arquipélago da Malasia
e Bengala, aparecendo como planta produtora de agticar na india tropical. Os Persas foram os

. . 7 . ~ ’ o i 2’
primeiros a desenvolver técnicas de produc¢do do aglcar, estabelecendo as “rotas do agucar” entre

os paises asiaticos e africanos (Delgado-Andrade et al., 2010).



No Brasil, a cana-de-acucar foi introduzida na Capitania de S3o Vicente em Sao Paulo, por
Martin Affonso de Souza no ano de 1530. As principais regides de cultivo em ordem decrescente de
producdo sdo Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Sul, permitindo duas safras ao ano e,
consequentemente, produgdo de agucar e etanol para os mercados interno e externo (Carvalho et
al., 2013; CONAB, 2018). Atualmente, o pais é o maior produtor mundial do vegetal (representando

41% da producdo de 2016), seguido por India (18%), China (6%) e Tailandia (5%) (FAO, 2018).

No Rio Grande do Sul, a cana-de-agucar foi introduzida no litoral norte, onde hoje é a regido
de Santo Antonio da Patrulha, através da colonizacdo basicamente agoriana durante o século XVIII.
Cabe destacar que a cana e seus derivados impulsionaram a economia daquele povoado; os
primeiros engenhos foram criados por volta de 1800 (Prefeitura Municipal Santo Antonio da

Patrulha, 2016).

A cana-de-acUcar é uma das gramineas mais cultivadas nas regides tropicais e subtropicais
devido a grande contribuicdo socioeconémica que sua exploracdo representa em razao de armazenar
grande quantidade de sacarose (Stupiello, 1987). Além disso, a cultura da cana-de-aclcar é de
grande versatilidade, sendo utilizada desde a forma mais simples, como racdo animal, até a mais
nobre, como o agucar. Na cana, nada se perde: do caldo se obtém o acucar, a cachaga, o dlcool, a
rapadura e outros; do bagaco, o papel, a racdo, o adubo ou o combustivel; das folhas, a cobertura
morta ou ra¢do animal. Assim, a agroindustria da cana-de-agucar direciona-se a integrar os sistemas
de producdo alimentar, ndo alimentar e energético, envolvendo atividades agricolas e industriais

(Vasconcelos, 2002).

3.2 Caldo de cana

Além de produzir agucar, alcool combustivel, cachaca e servir para alimentacdo animal, a
cana-de-agucar pode ainda ser utilizada para a producdo de garapa ou caldo de cana (Braz, 2003). O
caldo é obtido por um processo fisico de separacdo do bagaco, através da moagem em moendas
elétricas ou manuais. Na sequéncia, o produto é coado em peneiras metdlicas e imediatamente
servido com gelo, podendo ser consumido puro ou adicionado de suco de frutas acidas. O produto é
normalmente comercializado por vendedores ambulantes, denominados garapeiros, em vias
publicas, parques, pragas e feiras (Soccol, Schwab e Kataoka, 1990; Lubatti, 1999; Prati, Moretti e
Cardello, 2005).

O caldo de cana é uma bebida energética, ndo alcodlica, nutritiva, muito apreciada no Brasil,



principalmente nos periodos mais quentes do ano devido as suas caracteristicas de refrescancia e
sabor doce (Soccol et al., 1990; Lubatti, 1999). A bebida é caracterizada como um liquido viscoso,

opaco, de coloragdo que varia de parda a verde escura (Oliveira et al., 2007).

A composi¢cdo da cana-de-agUcar varia de acordo com o clima, tipo de solo, irrigacao,
fertilizantes, insetos, controle de doencas, variedades e o periodo de colheita (Meade e Chen, 1977).
Segundo Stupiello (1987), o caldo de cana é constituido basicamente por dgua (80%) e sélidos totais
dissolvidos (20%). Dos sdlidos totais, destacam-se os aglcares — sacarose (17%), glicose (0,4%) e
frutose (0,2%); outros compostos organicos, tais como substdncias nitrogenadas, gorduras, ceras,
pectinas, acidos organicos e matérias corantes; e a matéria inorganica, representada pelas cinzas.
Segundo Marques et al. (2008), os sais inorganicos compreendem SiO,K,0, CaO, MgO, entre outros.
A Tabela 3.1 apresenta a composicdao do caldo de cana de acordo com a tabela brasileira de

composicdo de alimentos (UNICAMP, 2011).

Tabela 3.1 — Composicdo do caldo de cana.

Nutriente Teor Nutriente Teor Nutriente Teor

Umidade 81,7% Calcio 9mg/100 g Cobre 0,01 mg/100 g
Energia 65 kcal - 273 kJ Magnésio 12 mg/100 g Zinco 0,1 mg/100 g

Proteina tragos Manganés 0,21 mg/100 g Tiamina tragos

Lipideos tracos Fosforo 5mg/100 g Riboflavina tragos
Carboidrato 18,2 g/100 g Ferro 0,8 mg/100 g Piridoxina 0,03 mg/100 g

Fibra Alimentar 0,1g/100g Sédio tragos Niacina tragos
Cinzas 0,1g/100g Potéassio 18 mg/100 g Vitamina C 2,8 mg/100 g

Fonte: UNICAMP (2011).

Apesar de sua rica composicao, o processamento e a comercializagdo do caldo de cana sao
limitados devido a sua rapida deterioragdo (Yusof, Shian e Osman, 2000), uma vez que o produto é
considerado um 6timo substrato para o desenvolvimento de um amplo espectro microbiano por
conter nutrientes organicos e inorganicos, por apresentar alta atividade de agua e pH de 5,0 a 5,5
(Gallo e Canhos, 1991). Os microrganismos mais importantes, presentes no caldo de cana, sdo
essencialmente oriundos do solo e do ambiente atmosférico, destacando-se as leveduras e os fungos
filamentosos e as bactérias lacticas e esporuladas (Oliveira et al., 2007); salienta-se que, quando se
trata da venda informal do caldo, a contaminagdo também pode ocorrer devido as mas condi¢Ges de

higiene da moenda e de utensilios utilizados na extra¢do e ao servir o caldo.
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Em razdo de o Brasil ser o maior produtor mundial de cana-de-acglcar e diante do grande
potencial mercadolédgico dos sucos de frutas industrializados, o consumo de caldo de cana poderia
ser melhor explorado. Para tanto, é necessdria a melhora da qualidade higiénico-sanitaria do produto
e a aplicacdo de um processamento adequado que permita aumentar a vida-de-prateleira do
mesmo. Isso permitiria que o caldo de cana pudesse ser comercializado e embalado, pronto para o
consumo, facilitando sua utilizagdo em redes de alimentagdo (Oliveira et al., 2007). Apds 24 horas da
extracdo, mesmo armazenado sob refrigeracdo, o caldo de cana in natura apresenta sedimentacao e
sinais de alteracdo em suas caracteristicas sensoriais (deterioracdo de sabor e de aparéncia),
principalmente devido a fermentacdo e ao escurecimento enzimdatico. Esse ultimo contribui
significativamente para altera¢cdes de cor do caldo de cana, que se inicia logo apds a sua extracao

(Kort, 1979; Qudsieh et al., 2002; Yusof et al., 2000).

Mao et al. (2007) estudaram as mudangas fisico-quimicas no caldo de cana armazenado a
10 °C. Os resultados demostraram que o branqueamento dos caules antes da extracdo do caldo
preveniu efetivamente o escurecimento enzimatico e reduziu as atividades da PPO e da invertase
(enzima que catalisa a hidrélise da sacarose). A adi¢do de acido ascorbico retardou o aumento de
aclcares redutores, assim como da acidez tituldvel, da viscosidade e a contagem total de
microrganismos, e preveniu o escurecimento enzimatico do caldo in natura, que apresentou
atividades enzimaticas reduzidas durante o armazenamento. Os pesquisadores concluiram que a
adicdo de 0,1% de acido ascorbico foi mais eficiente do que o branqueamento dos caules da cana,

possibilitando a manutencdo da qualidade do produto in natura por até cinco dias a 10 °C.

Ha diversas referéncias sobre o uso de preservativos naturais no caldo de cana, como a
adicdo de limao, gengibre (Kaavya et al., 2018; Ramachandran et al., 2017) e polpa de maracuja
(acidificacdo do caldo) (Kunitake et al., 2014). Estes sdo usados, principalmente, por serem mais
acessiveis, mais nutritivos e ndo causarem riscos a saude (Kaavya et al., 2018). Alguns resultados
demonstraram boa estabilidade da bebida refrigerada por até uma semana, apds tratamento
térmico a 72 °C por 15 s, com adi¢do de 3 mL de suco de limdo e de 0,6 mL de gengibre, que agiram

como realgcadores de cor e de sabor (Ramachandran et al. 2017).

Tratamentos térmicos convencionais conferem um sabor de melado ao caldo, afetando
adversamente seu sabor caracteristico. Chauhan, Tyagi e Balyan (2002) realizaram estudos de
preservacao do caldo de cana para se obter uma bebida pronta para consumo, com boa aceitagao
sensorial. A pasteurizacdao do caldo de cana a 70 °C durante 10 minutos, seguida da adicao de
agentes de conservagdo (acido citrico - 40 mg/100 mL, acido ascérbico - 40 mg/100 mL, e
metabissulfito de potassio - 150 ppm), conferiu ao produto, acondicionado em garrafas previamente

esterilizadas, estabilidade de 90 dias sob refrigeracdo. Trabalhos realizados por Bhupinder, Sharma e
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Harinder (1991) mostraram que o tratamento térmico (80 °C / 10 minutos), seguido da adicdo de
140 mg/L de metabissulfito de potassio, 3% de suco de limdo e 1% de extrato de gengibre, conferiu
uma estabilidade de 24 semanas (168 dias) ao produto engarrafado e um bom indice de aceitagdo

entre provadores.

A tecnologia de aquecimento 6hmico, melhor descrita na sequéncia deste trabalho, tem sido
pesquisada na India, segundo produtor mundial de cana-de-aglcar. O grupo de pesquisa de Saxena
et al. (2016) tem trabalhos avaliando a inativacdo de PPO e estabilidade da cor do caldo com os
tratamentos convencional e 6hmico. Outro grupo de pesquisa indiano (Abhilasha e Pal, 2018)
pesquisou o efeito do aquecimento 6hmico na carga microbiana e na inativacdo da PPO, com

resultados positivos para a tecnologia.

Outras tecnologias emergentes também tém sido estudadas para evitar o escurecimento e
demais injurias ao caldo de cana. Sreedevi, Jayachandran e Rao (2018) trataram o caldo de cana
extraido sob pressdo (300 a 600 MPa), acompanhado de temperaturas (30 a 60 °C), para tempos de
tratamento de 10 a 25 minutos. O processo de alta pressdo hidrostatica (HHP) reduziu o indice de
escurecimento do caldo de cana em até 22%. A perda maxima de acido ascdrbico apds HHP a
600 MPa / 60 °C / 25 min foi relatada como sendo 25% do nivel inicial. Nas mesmas condicées, os
fendlicos totais foram retidos nas amostras de caldo tratado, enquanto que a atividade antioxidante
reduziu em 10%. Também foi observada a destruicdo total de mesoéfilos aerdbios e bolores e

leveduras a 600 MPa a 30 °C por um tempo de tratamento de 20 min.

O caldo de cana p6de ser armazenado por 14 dias quando tratado com campo elétrico
pulsado (PEF) sob condi¢cdes de processamento de 20 kV/cm, 150 pulsos, na presenca de limdo e
gengibre. Ndo houve mudancgas significativas no conteddo de nutrientes e contaminantes
microbianos do caldo tratado sob a condigdo de armazenamento de 4 °C (Kayalvizhi et al., 2016). Os
autores relataram que o processamento de PEF aumentou significativamente a seguranga
microbioldgica e a estabilidade do caldo de cana, reduzindo as mudangas desfavoraveis e mantendo

os atributos nutricionais e sensoriais da bebida.

3.3 Cor

Dentre os principais pigmentos da cana-de-aclcar que aparecem no caldo, destacam-se as
clorofilas (pigmentos fotossintéticos verdes), caroteno (amarelo), xantofilas (amarelo) e os

flavonoides (flavonas, flavonois, chalconas, catequinas e antocianinas) (Mersad et al., 2003; Rupa e
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Asokan, 2008). De acordo com laderoza e Draetta (1991), a coloracdo amarelada do caldo de cana
estd ligada a degradacao da clorofila. O meio 4cido faz com que a tonalidade verde se torne amarela,
pois a interacdo da clorofila com acido resulta na perda do magnésio das clorofilas, sendo substituido
por um préton fornecido pelos acidos. Em frutas e hortalicas ocorre a mudangca do verde para

marrom.

A coloracdo do caldo de cana pode sofrer alteracdes logo apds sua extracdo. O
escurecimento estd ligado a reacdo de Maillard, que ocorre entre aglcares redutores e aminoacidos
presentes na cana, formando pigmentos escuros, as melanoidinas. Outra reagdo que causa o
escurecimento do produto é a acdo de enzimas, polifenoloxidase e peroxidase, que oxidam
compostos fendlicos presentes no caldo; a polifenoloxidase é a enzima que apresenta maior
atividade enzimatica na garapa, sendo a peroxidase pouco ativa (Suzart et al., 2007). Além disso, a
coloracdo do caldo de cana pode ser influenciada pela oxidacdo de seus componentes,

especialmente da clorofila e polifenois (Prati, Moretti e Cardello, 2005).

Segundo Kort (1979), acredita-se que pelo menos quatro mecanismos diferentes contribuem
para a formacdo de cor durante a producdo de aclcar mascavo: (1) reacdo de Maillard; (2) reacGes
de degradacdo e de condensacdo térmica de aglcares (caramelizacdo); (3) reacGes de degradacdo
alcalina e de condensacdo de aglcares redutores; e (4) reagGes oxidativas de compostos fendlicos. Os
trés primeiros sdo reagGes ndo enzimaticas, enquanto que a oxidacdo de compostos fendlicos em
quinonas, quimicamente mais reativas, é enzimdatica. Esses mecanismos podem também ser

observados durante o tratamento térmico do caldo de cana.

3.4 Compostos fendlicos

De acordo com Duarte-Almeida et al. (2011), os pigmentos presentes no caldo de cana sao,
principalmente, compostos fendlicos. Esses compostos, também conhecidos como polifenois, sdo
definidos como estruturas que possuem um ou mais grupos hidroxila ligado(s) a um anel aromatico;
esta classe inclui moléculas simples, tais como os acidos fendlicos; compostos com massa molar
intermedidaria, como os flavonoides; e os polimeros de cadeia longa e de elevada massa molar, como
taninos condensados e hidrolisados (Braga et al., 2015; Dey et al., 2016). Na Tabela 3.2, sdo
mostrados os principais grupos de compostos fendlicos, incluindo também estilbenos e lignanas (Dey

etal., 2016).
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Tabela 3.2 — Classificacdo de diferentes compostos fendlicos.

Tipo de composto fendlico e suas diferentes estruturas

Acidos fendlicos

Ry
Acidos cindmicos RQ_Q
Ry Ry

- acido ferulico R1=R2=H, R3=0H, R4=0CH3s

- acido p-cumarico R1=R2= Rs=H, R3=0OH
- acido o-cumarico R2=R3= R4=H, R1=0H
- acido cafeico Ri=R2=H, R3= R4=0OH

- acido sinapico Ri=H, R3=0H, R2=R4=0CH3

=C,GDDH

Acidos benzoicos

H R24©—GDGH

- Acido gélico R1=R»=R3=0H

- Acido protocatecuico Ri1=H, R2=R3=0H
- Acido vanilico Ri=H, R2=0H, R3=OCH3
- Acido siringico R2=OH, R1=R3=0CH3

Flavonoides

Flavonois

- Fisetina 7=3’=4'=0H
- Kaempferol 5=7=4'=0H

- Morina 5=7=2"=4’=0H

- Herbacetina 5=7=8=4'=0H

- Quercetina 5=7=3'=4’=0H

- Robinetina 7=3'=4’=5'=0H

- Isoramnetina 5=7=4'=0H, 3’=0CH3s
- Miricetina 5=7=3'=4"=5'=0H

- Gossipetina 6=7=8=3"'=4'=0H

4.
5 Flavonas

- Apigenina 5=7=4’=0H

- Luteolina 5=7=3'=4’=0H

- Diosmetina 5=7=3"=0H, 4’=0CHs
- Tricina 5=7=4’=0H, 3’=5"=0CH3s

- Sinensetina 5=6=7=3'=4"=0CHjs

- Tangeretina 5=6=7=8=4'=0CHjs

- Nobiletina 5=6=7=8=3"=4’=0CHj3

- Vitexina 5=7=4’=0H, 8 = glicose

- Isovitexina 5=7=4’=0H, 6 = glicose

Isoflavonas

- Daidzeina 7=4'=0H
- Genisteina 5=7=4’=0H

&
2 4
8
o .
Flavanonas 7 %~ B
=] 3
5

- Naringenina 5=7=4'=0H

- Isosakuranetina 5=7=0H, 4'=0CHjs
- Eriodictiol 5=7=3'=4’=0H

- Hesperitina 5=7=3’=0H, 4’=0CH3

Glicosideos de Flavanonas

- Prunina narigenina 7-glicosideo

- Naringina narigenina 7 —neohesperidosideo
- Narirutina narigenina 7-rutinosideo

- Hesperidina hesperitina 7-rutinosideo

Antocia-
nidinas

- Pelargonidina 5=7=4'=0H

- Cianidina 5=7=3'=4’=0H

- Peonidina 5=7=4'=0H, 3’=0CH3

- Delfinidina 5=7=3'=4"=5’"=0H

- Petunidina 5=7=4’=5’=0H, 3’=0CH3
- Malvidina 5=7=4’=0H, 3’=5’"=0CH3s

3 )
Flavanois 8 2I©4
7 0 \“n 5;
6!
6 OH

- Catequina (2R, 3S) 5=7=3"'=4’=0H

- Epicatequina (2R, 3R) 5=7=3"=4'=0H

- Epigalocatequina (2R, 3R) 5=7=3'=4"=5’=0H

- Galato de epicatequina (2R, 3R) 5=7=3'=4"=0H, 3-4cido galico éster
- Galato de epigalocatequina (2R, 3R) 5=7=3"=4"=5"=0H, 3-acido galico éster
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Taninos
Taninos hidrolisaveis Tanino condensado - Proantocianidina
OH
HO O©OH HO ©OH
OH OH
HO
- OH HO
o OH

o{ o - H
HO oH OH
& o
o) HO
HO HH
OH
HO H HO OH
o oH HO

HO o ©OH

ot

HO OH

Estilbenos

(E)-1,2-Difenileteno/ cis-1,2-Difeniletileno/
(E)-Estilbeno/ O (2)-1,2-Difenileteno/

trans-Estilbeno/ F cis-Estilbeno

trans-1,2-difeniletileno O _

Lignanas
OCH;3;
OH  _ Ppinoresinol R1=R2=H

Oy R - Siringaresinol R1=R2=0CH3
R \\5 i - Medioresinol R1=OCH3s, R2=H
2 S, NN
HO

OCHg3

Fonte: Dey et al., 2016.

De acordo com Kammerer et al. (2014), os polifenois sdo caracterizados por uma elevada
diversidade estrutural e podem ser subdivididos em dois grupos principais, os compostos flavonoides
e os ndo flavonoides. Os flavonoides compartilham um esqueleto comum de carbono C6-C3-C6,
compreendendo flavanonas, flavan-3-ois, flavan-3,4-diois, flavonas, flavonois, dihidroflavonois bem
como chalconas, dihidrochalconas e auronas. Os ndo flavonoides incluem os acidos fendlicos, que
sdo divididos em acidos benzoicos (ou hidroxibenzoicos) e cinamicos (ou hidroxicindmicos). Entre
eles, os acidos hidroxibenzoicos mais comumente conhecidos sdo os acidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico; ja os acidos hidroxicindmicos mais conhecidos sdo os acidos

cafeico, ferulico, p-cumarico e sinapico (Dey et al., 2016).

Embora ndo esteja presente na Tabela 3.2, o acido clorogénico também é um composto
fendlico; na verdade, trata-se de um grupo de compostos fendlicos oriundos da reacdo de
esterificacdo entre acidos hidroxicinamicos (p-cumarico, cafeico e ferulico) e acido quinico; sdo
amplamente encontrados em produtos naturais e exercem agles antioxidantes, citotdxicas,

antitumorais, antibacterianas, antifingicas e anti-inflamatérias (Belinati, 2010).
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Os polifenois estdo amplamente distribuidos na natureza; nos tecidos de plantas, estdo
presentes na forma nao glicosilada ou como glicosidios, podendo estar associados com varios acidos
organicos e/ou moléculas polimerizadas complexas de elevada massa molar, tais como os taninos.
No organismo humano, atuam conferindo importantes propriedades bioldgicas, tais como
antiproliferativa, antidiabética, anticancer, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antiviral, antioxidante

(Dey et al., 2016, Havsteen, 2002), entre outras.

3.4.1 Flavonoides

O termo “flavonoides” é um nome coletivo para pigmentos vegetais, principalmente
derivados de benzo-y-pirona (sinbnimo de cromona) (Hassig et al., 1999; Havsteen, 2002). Os
flavonoides sdo compostos por 2 anéis aromaticos ligados por 3 dtomos de carbono que formam um

heterociclo oxigenado (Dey et al., 2016).

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifenois hidrossoluveis, relativamente
estaveis, amplamente distribuidos na natureza (ja foram descritos mais de 4200 flavonoides
diferentes), principalmente nas Angiospermas; sdo responsaveis pela coloragdo das flores, frutos e,
em alguns casos, das folhas, conferindo tonalidade branca, amarela (flavus), vermelha, azul e violeta
(Fonte, 2005). O grupo compreende os compostos especificados na Tabela 3.3, que complementa a

tabela anterior (Tabela 3.2).

Tabela 3.3 — Grupos de flavonoides.

Grupo

Descrigao

Exemplos

Antocianidinas

hidroxil-4-dihidroflavonois

Antocianidas

glicosideos de antocianidinas

Flavonois 2-fenil-3-hidroxi-cromonas kaempferol, quercetina
Isoflavonois 3-fenil-2-hidroxi-cromonas

Flavonas 2-fenil-cromonas orisina, apigenina, luteolina
Isoflavonas 3-fenil-cromonas

Flavanonas 2-fenil-3-dihidrocromonas naringenina, eriodictiol, liquiritina

2-fenil-flavanonas

Isoflavanonas

3-fenil-2-dihidrocromonas

Flavanois 2-fenil-3-hidro-3-hidroxi-cromonas
(catequinas)
Isoflavanois 2-hidro-2-hidroxi-3-fenil-cromonas
Flavanas 2-fenil-di-hidro-benzo-y-piranas
Isoflavanas 3-fenil-dihidro-y-benzo-piranas
Auronas benzo-furonas aurensidina, sulfuretina, marinetina
Cumarinas derivados de benzo-y—pirona

Fonte: Havsteen (2002).
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As principais funcdes dos flavonoides nas plantas sdo protecdo dos vegetais contra a
incidéncia de raios ultravioleta e visivel; protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de
animais com finalidade de polinizacdo; a¢do antioxidante; controle da acdo de hormoénios vegetais;
agentes alelopaticos; inibidores de enzimas. Esses compostos estdo principalmente localizados nos

vacuolos das células epidérmicas de folhas, flores e frutos e também no mesdfilo (Fonte, 2005).

3.4.2 Composigdo fendlica da cana-de-agucar

Paton e Duong (1992) relataram a composicdo fendlica da cana-de-acicar e de seus
produtos; tais compostos sdo principalmente fenilpropanoides e flavonoides, sendo derivados de
naringenina, tricina, apigenina e luteolina os principais representantes de flavonoides (Smith e Paton,
1986; Williams, Harborne e Clifford, 1973). Segundo Duarte-Almeida et al. (2011), os compostos
fendlicos dos colmos sdo, predominantemente, acidos cindmicos (acidos cafeico, clorogénico e
cumadrico) e, em menor quantidade, flavonoides, representado exclusivamente por flavonas
(apigenina, luteolina e tricina). Nos perfis fendlicos obtidos pelos autores, foram observadas
diferencas entre diferentes colmos de cana e também entre seus derivados (caldo de cana, xarope,
melago e agucar VHP). Uma diferenca notavel é a exclusividade mutua entre os 4cidos cafeico e
ferdlico; o primeiro esta presente apenas nos colmos, enquanto que o segundo foi encontrando
somente nos produtos de cana-de-aclcar. Aparentemente, ocorrem processos enzimaticos apds a
moagem da cana, promovendo a metilagdo do acido cafeico dos colmos, dando origem ao acido
ferdlico nos produtos de cana. Outra diferenca é a predominancia de &cido clorogénico (um
fenilpropanoide) nos colmos e de tricina (um flavonoide) nos produtos de cana. Além disso, o

flavonoide predominante nos colmos é a luteolina, e nos produtos de cana é a tricina.

Colombo, Langas e Yariwake (2006) desenvolveram um método de cromatografia liquida em
alta performance com detector de arranjo de diodos ultravioleta (HPLC-UV/DAD) para separar e
quantificar flavonoides de folhas, bagaco e caldo de cana. Os autores foram motivados pelo fato de
os flavonoides da cana consistirem de uma mistura complexa de agliconas (flavonoides na forma
livre) e glicosideos (incluindo glicosideos de flavonolignanas); o método proposto por eles
demonstrou ser adequado para a quantificacio dos flavonoides totais. Dentre cerca de 50
compostos, foram identificados como principais flavonoides do caldo de cana: schaftosideo,
isoschaftosideo, vitexina e 4’-5’-dimetil-luteolina-8-C-glicosideo, em uma quantidade total de 0,6 mg
flavonoides/g de caldo. Dos quatro flavonoides identificados, os dois primeiros representaram os
picos majoritarios. Por outro lado, Vila (2006) identificou como picos majoritarios, além do

schaftosideo e isoschaftosideo, a diosmetina-8-C-glicosideo e a tricina-O-glicosideo. A Figura 3.2 e a
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Tabela 3.4 apresentam detalhes das estruturas desses compostos (Colombo et al., 2006; Vila, 2006).
Os trabalhos acima citados buscavam classificar o caldo de cana como alimento funcional; todavia, os

autores declararam que os estudos devem ser aprofundados.

Figura 3.2 — Estrutura geral dos flavonoides identificados na cana-de-acucar.

OH 0]

Fonte: Vila (2006).

Tabela 3.4 — Estrutura dos flavonoides (Figura 3.2) identificados no caldo de cana-de-agucar.

Flavonoide R1 Rz R3 R4 Rs Rs
Schaftosideo Glicose H Arabinose H OH H
Isoschaftosideo Arabinose H Glicose H OH H
Vitexina H H Glicose H OH H
4’,5’-dimetil-luteolina-8-C-glicosideo H H Glicose OH OCHs OCHs
Diosmetina-8-C-glicosideo H H Glicose OH OCHj; H

Fonte: Colombo et al. (2006) e Vila (2006).

Payet et al. (2006) identificaram ainda outros compostos em diversos produtos da cana.
Além de acidos fendlicos, foram procurados catequinas, flavonoides e fenois simples; catequinas e
flavonoides ndo foram encontrados nos extratos preparados com o uso de acetato de etila e
hidroxido de sddio (principalmente) e posterior evaporagdo em rotaevapor. Especificamente para o
caldo de cana, foram identificados os seguintes compostos fendlicos: acido protocatecuico, acido p-
hidroxibenzoico, acido cafeico (representando 3,3% do total), acido siringico, vanilina, acido p-
cumarico (54,5% do total) e acido ferulico (28,0% do total). Além disso, ndo foi identificado acido
clorogénico no caldo, somente em amostras de melaco; os autores justificaram que isso ocorreu
porque o acido clorogénico estd envolvido no processo de escurecimento enzimatico do caldo. A
soma de todos os compostos representou um teor de 249,2 mg de constituintes polifendlicos/kg de
caldo seco. Na analise de fendlicos totais, seguindo o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, os

autores encontraram o valor de 5,5 + 0,4 g de equivalente acido gélico/kg de caldo seco.

Honig (1969) reportou que a cana-de-agUcar possui taninos, que sdo passados para o caldo
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apos a extracdo. O tanino do caldo é um composto fendlico derivado da d-catequina. Qudsieh et al.
(2002) avaliaram o teor de taninos de cana-de-aglcar em diferentes estagios de maturacdo e
verificaram um declinio continuo no final das fases de maturidade (apds o sétimo més de plantio). Os
colmos da cana imatura apresentaram quantidades relativamente altas de taninos e, mesmo

atingindo a maturacao, a quantidade de substancias polifendlicas presentes se manteve elevada.

Feng et al. (2015) estudaram a extracdo de compostos fendlicos da casca da cana-de-agucar
com o objetivo de dar um melhor destino a esse subproduto. Foram identificados trés compostos
fendlicos principais nas amostras de casca (tratadas por diferentes métodos): acido gdlico, o acido
clorogénico e acido ferulico; dentre eles, o 4cido galico apresentou a concentracdo mais elevada,
variando de 74,53 + 9,50 mg/g de amostra (extrato da casca crua em pd) a 125,11 + 14,12 mg/g de
amostra (extrato da casca purificada pelo método de extragdo com solventes, em pd). Abbas et al.
(2014) analisaram a atividade antioxidante e a composicdo fendlica das folhas da cana, que
normalmente sdo descartadas ou queimadas apds a colheita. De acordo com os autores, a atividade
antioxidante observada e a capacidade protetora contra danos ao DNA da cana sdo devido aos acidos
fendlicos (acido ferulico, acido galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido cumarico e acido

elagico) e flavonoides (quercetrina, isoquercetrina, catequina, epicatequina, rutina e quercetina).

3.4.3 Mecanismos de degradagdo de compostos fendlicos

Os fatores que influenciam na estabilidade dos compostos fendlicos sao temperatura, pH,
presenga de oxigénio e enzimas, e a interagdo com outros componentes do alimento, como acido
ascérbico, ions metdlicos, aglicares e copigmentos (Jackman e Smith, 1992). Ferreira (2011) também

comprovou a influéncia da luz na oxidagdo de flavonoides.

No caso das antocianinas, a instabilidade é atribuida a presen¢a do grupo hidroxila na
posicdo C-3 (Clifford, 2000); ausente na posicdo C-3 das flavonas, grupo flavonoide majoritario no
caldo de cana. Segundo Lin et al. (2003), a presenca de um grupo metoxi (OCHs) no anel A ou B do

flavonoide parece proteger sua estrutura de uma degradacao por bactérias.

A presenca de oxigénio e luz (fotoxidacdo) pode ocasionar a degradagdo de compostos
fendlicos. Segundo Barnes, Foss e Schug (2013), a degradacdo oxidativa da quercetina (tipo de
flavonol) pode estar associada a sua estrutura quimica, apresentada na Figura 3.3. O anel B contém
uma estrutura o-dihidroxi, que permite a doacdo de préton e a neutralizagdo de um radical livre. A
combinac¢do da dupla ligagao localizada entre C2 e C3, o grupo hidroxila no C3 e o grupo cetona no
C4 do anel C proporciona o deslocamento do elétron e a estabilizagdo do radical. Estruturas

adicionais do tipo catecol podem ser formadas entre o grupo hidroxila no C5 e o grupo cetona no C4,
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e entre o grupo hidroxila no C3 e o grupo cetona no C4, conferindo ainda mais a capacidade de

eliminacao de radicais.

Figura 3.3 — Estrutura quimica da quercetina.

Fonte: Barnes et al. (2013).

Além da separagdo do préton (desprotonagcdo), um mecanismo aceito de degradacdo
oxidativa envolve a abertura do anel C, que conduz a formacdo de acidos carboxilicos fendlicos de
menor massa molar; os produtos finais mais comuns relatados sdo o acido 3,4-hidroxibenzdico (acido
protocatecuico) e o acido 2,4,6-trihidroxibenzoico (acido carboxilico floroglucinol) (Barnes et al.,

2013). Os autores observaram um aumento desses produtos com o tempo e com aquecimento.

Ferreira (2011) avaliou a estabilidade dos carotenoides e flavonoides durante a estocagem da
polpa de pitanga microencapsulada por spray drying. Em relagdo a quercetina, a microencapsulagdo
por spray drying reduziu as concentragdes iniciais em relagdo a polpa de pitanga liofilizada. O
kaempferol (flavonoide minoritario) foi o que mais degradou durante os 50 dias de exposi¢do a luz e
ao oxigénio, com redugdes de 47-55% nas microcapsulas e de 72% na polpa liofilizada. A comparagado
entre analogos da quercetina (apigenina, galangina, kaempferol e rutina) confirmou que grupos
hidréxi nas posicées 3, 3/, e 4’ estdo envolvidos ndo somente com sua capacidade antioxidante, mas
também com sua fotolabilidade. Portanto, os grupos OH nas posi¢cGes 5 e 7 ndo exercem papel

crucial no mecanismo fotoxidativo (Dall’Acqua et al., 2012).

A temperatura é outra varidvel que pode afetar a estabilidade de constituintes fendlicos
(antocianinas, flavonois, catequinas, etc.) e, portanto, afetar caracteristicas de qualidade do produto
alimenticio final, como aparéncia, flavor e propriedades promotoras da saude. Entretanto, a
otimiza¢do do tratamento térmico pode melhorar a qualidade do produto relacionada ao contetdo
fendlico (Tomas-Barberan e Espin, 2001). Os autores destacam que os hdabitos domésticos

(cozimento, armazenamento, etc.) sdo muito importantes na determinagdo da qualidade do produto
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final. Ferver, entretanto, provoca a extracdao de compostos fendlicos e diminui qualquer propriedade
promotora da saude do vegetal cozido; portanto, procedimentos como o cozimento a vapor ou o0 uso

de tecnologias emergentes que causam menor aquecimento dos alimentos sdo mais efetivos.

A diminuicdo do teor de flavonoides atribuivel ao processo térmico ja tem sido bem
documentada (Barnes et al., 2013). A quercetina se degrada em temperatura ambiente em solugdes
aquosas e é suscetivel a oxidacdo. O aguecimento aumenta a energia cinética, acelerando o processo
de degradacdo oxidativa. Estudos cinéticos realizados por Barnes et al. (2013) demonstraram que a
taxa de degradacdo oxidativa pode ser acelerada pelo calor e/ou pela adicdo de catalisadores

metalicos.

O pH também afeta a estabilidade dos polifenois; a liberacdo completa de compostos
fendlicos ligados é possivel por meio de hidrdlise acida ou bdsica. Entretanto, condi¢des acidas a
guente conduzem a degradacdo de derivados de acido cindmico, dcido p-cumarico, cafeico e acido
ferdlico (Dey et al., 2016; Robbins, 2003). De acordo com Duarte Silva et al. (2000), a quercetina e a
fisetina podem gerar radicais hidroxila em pH 7,4, mas em pH 8,0 uma geracdo significante desses

radicais pode ser observada.

Estudos tém demonstrado que em valores de pH acima da neutralidade os grupos hidroxila
do anel B de flavonois (exemplo: quercetina, fisetina e miricetina) podem ser desprotonados
(Jovanovic et al., 1994). A Tabela 3.5 mostra o mecanismo de oxida¢do de um flavonol. No passo 1,
ocorre a desprotonacao, permitindo a auto-oxida¢ao desses compostos com concomitante produgao
do anion superdxido e de semiquinonas (passo 2) (Hodnick et al., 1988, Canada et al., 1990). A
reacdo do flavonol desprotonado com oxigénio (passo 2) é lenta. Entretanto, pode ser catalisada por
ions metadlicos presentes no meio reacional (passos 3 e 4) (Laughton et al., 1989). O anion superodxido
gerado dessa forma pode entdo propagar a oxidagdo dos flavonois (Metodiewa et al., 1999; Cadenas,

1995) como representado no passo 5 (Duarte Silva et al., 2000).

Tabela 3.5 — Mecanismo de oxidagao de flavonois.

Passo Reagao Legenda
1 FeoF+H F~ flavonol desprotonado
2 F+0,oF +0 F—* semiquinona; O, radical superéxido
3 F+ M @ pe oy Mn* M ion metdlico
4 F°+0;° «F +0;” F’ quinona; O, radical superdxido
5 H*+F +0,"° < F* + H0,

Fonte: adaptado de Duarte Silva et al. (2000).

Para que essa auto-oxidagao ocorra em pH fisiolégico, os flavonois devem conter um grupo
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3-0OH no anel C e um grupo 7-OH livre no anel A e um anel B com duas hidroxilas na orto-posicdo ou
trés hidroxilas, situacdo que, provavelmente, afeta seu potencial redox e, consequentemente, sua

capacidade de auto-oxidagao (Hodnick et al., 1988).

A degradacdo dos compostos fendlicos por enzimas, tépico ja previamente citado nesse

trabalho, sera abordada em detalhes no item a seguir.

3.5 Enzimas endégenas

A atividade enzimatica observada em vegetais varia em relacdo a espécie, cultivar, periodo
do ano, clima, solo, estado de amadurecimento e local de plantio (Lehmkuhl, 2006). A acdo de
enzimas naturalmente presentes no caldo de cana, como a peroxidase (POD) e a polifenoloxidase
(PPO), promove alteracbes indesejdveis na cor (escurecimento enzimatico), na textura, no sabor, no
aroma e na composicdo nutricional. De acordo com Tomas-Barberan e Espin (2001), tais enzimas sdo
relevantes na degradacdo oxidativa dos compostos fendlicos por estarem envolvidas na producdo de
polimeros de coloragdo marrom (melaninas). De acordo com Chakraborty, Rao e Mishra (2015), a
acdo combinada da POD e da PPO resulta na aceleracdo da taxa de escurecimento no produto, que é
altamente indesejavel para o consumidor. Ambas as enzimas sao classificadas como oxidorredutases,

ou seja, catalisam reacdes de éxido reducao.

Bucheli e Robinson (1994) estudaram a atividade enzimatica no escurecimento do caldo de
cana, bem como a contribuicdo relativa de cada uma das enzimas POD e PPO. Os resultados
revelaram que o escurecimento do caldo foi menos intenso quando o caldo foi extraido em
temperatura elevada (100 °C). A atividade da PPO diminuiu significativamente com o aumento da
temperatura de extragdo; ja a POD mostrou uma redugdo de 50% de sua atividade. Esses
pesquisadores também verificaram que o escurecimento enzimatico depende do oxigénio disponivel

no meio, atribuindo o processo de escurecimento em maior parte a agdo da PPO.

Normalmente, sucos de fruta in natura possuem enzimas pécticas, conhecidas como
pectinases. As pectinases fazem parte do grupo das hidrolases (catalisam reagGes de hidrodlise) e
possuem numero EC iniciando com o nimero 3. Exemplos de pectinases sdo a pectinametilesterase
(PME — EC 3.1.1.11) e a poligalacturonase (PG — EC 3.2.1.15). A PG é a mais resistente ao tratamento
térmico, com atividade 6tima em pH 4,5 (laderoza e Draetta, 1991). A PME pode existir no caldo e
sua inativagdo é desejada, pois ao desdobrar as pectinas em acidos pécticos e pectinicos, ocorre

alteracdo da viscosidade e separacdo de fases do liquido (Prati, 2004). Uma vez que enzimas desse
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grupo apresentaram baixa atividade no caldo de cana estudado (detalhes nos capitulos 4 e 6), a

revisdo referente a elas limita-se a este pardagrafo.

3.5.1 Peroxidase

A POD (EC 1.11.1.7) é uma enzima naturalmente presente em vegetais, envolvida em
diversas reacdes, como ligacdes de polissacarideos e de monoémeros, lignificacao, oxidacdo de fenois,
entre outras (Campos et al., 2004). Araujo (2004) destaca as seguintes funcdes da enzima nos tecidos
vegetais: proteg¢do contra os efeitos téxicos da H,O, formada durante o metabolismo celular do
vegetal; cicatrizacdo de ferimentos; defesa contra patégenos e atuacdo na degradacado de acidos
graxos insaturados, através dos radicais livres gerados pela reacdo enzimatica, com formacdo de

compostos volateis relacionados ao sabor oxidado.

As peroxidases sdo glicoproteinas que contém uma cadeia polipeptidica, uma protoporfirina
IX como grupo prostético, trés a oito cadeias de carboidratos e dois Ca*? (Yuan e Jiang, 2003).
Tratam-se de enzimas contendo o grupo heme, que podem catalisar um grande ndmero de reagdes
em que um perodxido (de férmula geral ROOH) é reduzido, e um doador de elétrons (como fendis,
aminas aromdticas ou outros) é oxidado. A atividade da POD em vegetais crus e ndo branqueados é
responsavel por cores e flavors desagradaveis e indesejaveis (off-colours e off-flavours). As PODs
estdo presentes nos tecidos das plantas sob a forma de varias isoenzimas (estruturas proteicas com
atividades enzimaticas similares que catalisam a mesma reac¢do), que variam na especificidade para o
substrato, estabilidade térmica, massa molar, ponto isoelétrico e propriedades imunoldgicas. A
estabilidade térmica dessas enzimas vegetais varia consideravelmente com a fonte e a origem (Jakéb

et al., 2010; Robinson, 1991; Yuan e Jiang, 2003).

Segundo Tomas-Barberan e Espin (2001), embora as PODs sejam largamente distribuidas no
reino vegetal, seu papel no escurecimento enzimatico de frutas e vegetais ainda é tema de discussao,
pois o nivel interno de perdxido de hidrogénio nas plantas é limitante para a atividade da enzima.
Entretanto, seu envolvimento em processos lentos, como o escurecimento interno, pode ser
possivel. Tem sido proposto por Richard-Forget e Gauillard (1997) e por Subramanian et al. (1999)
qgue a PPO possa atuar como uma promotora a atividade da POD, devido a geracdo de perdxido de

hidrogénio durante a oxidacdo de compostos fendlicos.

A principal caracteristica da POD é a termoestabilidade associada a capacidade de se
regenerar apos sofrer desnaturagdo térmica. A regeneragao ocorre poucas horas apds o tratamento
térmico quando o alimento é mantido em temperatura ambiente, ou mais lentamente sob

congelamento. Além disso, sdo capazes de manter atividade em baixas temperaturas e atividades de
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agua (Clerici et al., 2014).

Para avaliar a atividade da POD, utiliza-se como substrato o guaiacol, que reage em presenca
da POD de acordo com o esquema da Figura 3.4 (Clerici et al., 2014). Além do guaiacol, podem ser
usados como doadores de hidrogénio: pirogalol, ABTS [2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonico)], 4-metoxi-a-naftol e fenol com amino-antipirina (Yuan e Jiang, 2003).

Figura 3.4 — Reagdo catalisada pela POD.

OCH; OCH;

OCH ‘ © ‘
OH POD o
4 + 4H,0p, — + 8H,0
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Guaiacol OCHs 3

Tetraguaiacoquinona
(composto marrom escuro)

Fonte: Clerici et al. (2014).

3.5.2 Polifenoloxidase

A polifenoloxidase (PPO) foi descoberta em 1856 por Schoenbein (Ramirez, Whitaker e
Virador, 2003) e, todavia, sua funcdo enddgena ainda ndo é clara, porém acredita-se que o papel das
PPO em plantas seja de defesa contra pestes e patdgenos (Walker e Ferrar, 1998). Seu sitio ativo
consiste em dois centros metalicos de cobre, na forma oxidada Cu(ll)-OH-Cu(ll). Cada 4tomo de cobre
estd coordenado por trés atomos de nitrogénio, residuos de histidina e um grupo hidréxido

formando uma ponte entre dois centros metdlicos (Lehmkuhl, 2006).

A enzima também é conhecida como tirosinase, catecoloxidase, catecolase, fenolase, o-
difenoloxidase, monofenoloxidase, cresolase. Os diversos nomes derivam do fato de essa enzima
oxidorredutase atuar em dois tipos de substratos (monofenois e compostos o-fendlicos) na presenca
de oxigénio, conforme demonstrado na Figura 3.5. A classificagdo de acordo com nimero EC também
leva em consideragdo os substratos em que ela pode atuar (Ramirez et al., 2003; Van Loey et al.,
2003): EC 1.14.18.1 - catalisa a hidroxilagdo de compostos monofendlicos na o-posicdo; e EC 1.10.3.1
- catalisa a oxidagdo de compostos o-fendlicos em o-quinonas, que posteriormente sdo polimerizadas

em pigmentos escuros.
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Figura 3.5 — Reagdo de escurecimento enzimatico catalisada pela PPO.

OH OH o]
PPO + 0, PPO + O
ISR IO VOE s
Coloridos
R R OH R o]}

fenol o-difenol o-quinona Aminoacidos
Proteinas
Compostos fendlicos

onde R = radical.
Fonte: Clerici et al. (2014).

A PPO é considerada a principal enzima associada a deterioragdo dos tecidos vegetais, pois
com o rompimento destes por danos mecanicos, ha a exposicdo do substrato a enzima, acelerando o
escurecimento e, consequentemente, a alteracdo e a perda de qualidade do alimento (Fennema,
1976). Normalmente, a PPO (localizada nos cloroplastos) é separada de seus substratos fendlicos
(localizadas no vacuolo), de modo que o escurecimento ocorre apenas quando as células sdo

danificadas e a compartimentacao é perdida (Bucheli e Robinson, 1994; Lehmkuhl, 2006).

Portanto, o escurecimento enzimatico no caldo de cana é iniciado pela oxidacdo enzimatica
dos compostos fendlicos pela PPO, e sua a inativacdo é um dos melhores métodos para melhorar a
qualidade sensorial e nutricional do produto (Romano, 2006; Tomas-Barberan e Espin, 2001). O
produto intermedidrio da oxidacdo é a quinona, que rapidamente se condensa, formando pigmentos
escuros insolluveis (melaninas). A acdo dessa enzima resulta na formacdo de pigmentos escuros,
frequentemente acompanhados de mudancas indesejaveis na aparéncia e nas propriedades

sensoriais do produto, resultando na diminuicdo da vida util e do valor de mercado (Romano, 2006).

3.5.3 Inativagéo enzimdtica

As enzimas podem sofrer desnaturagao e inativagao. Nesse momento, é importante destacar
a diferenga entre esses dois fenbmenos, as vezes erroneamente usados como sinGnimos na
literatura. Segundo Kushner (1977), a desnaturacdo é uma alteracdo conformacional de uma
macromolécula biolégica que implica em uma perda reversivel ou irreversivel de sua capacidade de
realizar uma determinada funcdo bioldgica. A conformacdo de uma proteina é determinada pelo tipo
e pela sequéncia de aminodcidos na sua cadeia peptidica, que se dobra de modo a minimizar a
energia livre (Lumry e Eyring, 1954). Ja a inativacdo propriamente dita representa a perda da

atividade enzimatica de maneira irreversivel.

Através da andlise de dados publicados referentes ao mecanismo de inativacdo de proteinas,

Mozhaev e Martinek (1982) elencaram sete principais fendmenos que causam a inativagdo:
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agregacao; troca tiol/dissulfeto; alteracdes na estrutura primaria (ex: modificacdo quimica de grupos
funcionais); clivagem de ligacGes S-S; dissociacdo do grupo prostético do centro ativo da enzima;
dissociacdo de proteinas oligoméricas em subunidades; e alteragdes conformacionais na

macromolécula. Esses fenOmenos serdo brevemente descritos a seguir.

Agregagdo

A inativacdo envolvendo a formacgdo de agregados geralmente obedece um mecanismo de
duas etapas, atribuido a Lumry e Eyring. Neste mecanismo, apresentado na Figura 3.6, a enzima
nativa, N, reversivelmente se desdobra para uma forma desnaturada, D, que ainda pode ser
inativada irreversivelmente para uma forma inativa, / (Lumry e Eyring, 1954; Mozhaev e Martinek,

1982; Polakovic e Vrabel, 1996; Van Loey et al., 2003).

Figura 3.6 — Esquema de agregacao de proteinas, resultando em inativacao.

)= (51 (5

Nativa Desnaturada Inativa

Fonte: adaptado de Mozhaev e Martinek (1982).

A primeira etapa do mecanismo sugerido por Lumry-Eyring envolve regularidades cinéticas
que sdo inerentes as reagdes monomoleculares e se devem unicamente a uma alteragdo
conformacional ou desnaturagdao. Em alguns trabalhos, o estado D foi caracterizado por métodos
fisicos e foi demonstrado ser diferente da proteina nativa. Na segunda etapa, as moléculas de
proteina com estrutura tercidria alterada forma agregados a custa de interagGes nao-covalentes

(principalmente interagdes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio) (Mozhaev e Martinek, 1982).

Troca tiol-dissulfeto
A Figura 3.7 ilustra o fendmeno de troca tiol-dissulfeto, em que as proteinas podem perder a
sua atividade funcional quando grupos SH de diferentes moléculas formam pontes de dissulfeto

intermoleculares (Mozhaev e Martinek, 1982)
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Figura 3.7 — Esquema de troca tiol-dissulfeto intermolecular.

SH

Fonte: Mozhaev e Martinek (1982).

Alteracées na estrutura primdria

Uma das causas da inativacdo irreversivel de proteinas é a alteracdo da sua estrutura
primdria, como resultado de reacbes quimicas, que podem envolver o rompimento de uma cadeia de
polipeptideo ou modificacdo de certos grupos funcionais, principalmente como resultado de reacdes

laterais, que muitas vezes sao dificeis de prever (Lumry e Eyring, 1954; Mozhaev e Martinek, 1982).

Clivagem de liga¢ées S-S

As proteinas tém geralmente uma ou duas pontes S-S que sdo mais facilmente quebradas do
gue outras. Estas pontes tém um papel estrutural muito importante; por exemplo, na molécula de
tripsina, elas mantém a conformacdo do centro ativo. A redugdo das pontes S-S pode provocar uma
perda de especificidade ou a total inativacdo da enzima (Mozhaev e Martinek, 1982; Sondack e Light,

1971; Steven e Podrazky, 1978).

Dissocia¢do do grupo prostético do centro ativo da enzima

Ha um grande grupo de enzimas que possuem atomos metalicos, aglomerados de metal-
enxofre ou grupos prostéticos unidos por ligagdes nao covalentes como parte do centro ativo. Sob
condicBes de desnaturacdo, a interagdo da cadeia proteica com o grupo prostético pode se tornar
tdo fraca que este ultimo se difunde livremente na solugdo. A dissociagdo do grupo prostético do
centro ativo de uma enzima também pode ser causada por agentes quelantes, que, em ligagdo com
cations da solugdo, deslocam o equilibrio entre os ions metdlicos ligados a proteina e ions livres da
solucdo. As enzimas, assim, perdem a capacidade de agir como catalisadores especificos (Mozhaev e
Martinek, 1982; Oppenheimer, Green e McKay, 1967). A perda do grupo prostético pode conduzir a
alteragGes estruturais consideraveis e, muitas vezes, a inativacdo irreversivel (Mozhaev e Martinek,

1982).
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Dissocia¢do de proteinas oligoméricas em subunidades

A dissociagdo de proteinas oligoméricas muitas vezes leva a alteragdes conformacionais nas
subunidades, produzindo alteragGes nas estruturas secundarias e tercidrias (Mozhaev e Martinek,

1982).

Alteragées conformacionais na macromolécula

O inicio da degradacao térmica de diversos compostos e da maioria das enzimas, geralmente,
comega apenas quando certa temperatura é atingida (Corradini e Peleg, 2004). Em altas
temperaturas, uma enzima perde suas interacdes ndo covalentes “regulares” que suportam a
estrutura nativa a temperaturas moderadas e adquire ligacdes ndo covalentes “ndo nativas”. Ao
diminuir a temperatura, essas interacdes ndo covalentes “irregulares”, embora termodinamicamente
instaveis, permanecem por razdes puramente cinéticas — a mobilidade molecular das cadeias
polipeptidicas deve diminuir. Portanto, a proteina permanece desnaturada, apesar de consideracoes
termodindamicas, devido a existéncia de uma conformacdo metaestavel que ndo permite que a

proteina readquira a forma nativa a baixa temperatura (Mozhaev e Martinek, 1982).

Exemplos de inativagdo da polifenoloxidase e da peroxidase

A perda de atividade da PPO tem sido relacionada a fenbmenos de
desdobramento/agregacdo e clivagem da estrutura proteica apds analise de permeacéo por gel HPLC
(Manzocco, Panozzo e Nicoli, 2013). Em relagdo a POD, Lemos, Oliveira e Saraiva (2000) relataram
gue sua inativacdo térmica pode ocorrer pela dissociacdo do grupo prostético (heme) do haloenzima
(sistema enzimatico ativo), por alteracdes conformacionais na apoenzima (parte proteica da enzima)

ou por modificagdo/degradacdo do grupo prostético.

Outro fator importante é o pH do meio. Como as enzimas sdo catalisadores bioldgicos,
possuem um pH 6timo ou uma regidao de pH 6timo no qual sua atividade é maxima; no caso de
valores extremos de pH, podem desnaturar tornando-se inativas (Nelson e Cox, 2009). Por exemplo,
as enzimas PPOs apresentam a faixa de pH 6timo entre os valores de 5,0 a 7,0 e sdo inativadas em

condig¢des de pH menores que 3,0 (Reis, 2007).

Como a PPO ndo pertence a classe de enzimas termorresistentes, a exposicdo por curto
periodo de tempo em temperaturas de 70°C a 90°C (relagdo tempo/temperatura) é suficiente, na
maioria dos casos, para a inativacdo de suas fun¢Ges cataliticas. Todavia, diversos problemas

aparecem em func¢do do uso do calor, como exemplo frutas e verduras tornam-se cozidas, o que
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acarreta em mudangas na textura, na cor e no sabor. A relagdo tempo/temperatura se torna muito
importante para conferir o branqueamento eficiente sem que ocorram grandes alteracdes sensoriais
do alimento; entretanto, o processo de aplicacdo de calor é um fator que depende da quantidade de

enzima e do pH do produto (Araujo, 2004).

A inativacdo térmica da POD é descrita por uma cinética de primeira ordem composta por
duas fases lineares; a primeira consiste de uma rapida inativacdo (isoenzimas de POD termolabeis),
seguida de uma inativagdo lenta (isoenzimas termoestaveis). O estudo de fatores que afetam tal
comportamento ndo linear é importante para o desenvolvimento de um modelo satisfatério de
inativacdo da POD. Em adicdo, a regeneracdo da atividade da POD depois do tratamento térmico,
devido a recombinacdo do grupo heme com a apo-peroxidase, é uma caracteristica comum
reportada para algumas hortalicas. Esse processo de reativacdo é importante, uma vez que o
aquecimento entre 90 e 125 °C pode resultar em uma atividade maxima da enzima regenerada apods
6 dias a 25 °C, como reportado para a POD de aspargo (Rodrigo et al., 1996; Tomas-Barberan e Espin,
2001). Portanto, longos tempos de tratamento térmico para assegurar a inativacdo da POD, assim
como controlar a atividade enzimatica durante o posterior armazenamento, sdo medidas altamente
recomendadas (Tomas-Barberan e Espin, 2001); mas, em contrapartida, ha maior degradacdo de

nutrientes dos alimentos, assim como maior gasto energético.

Kunitake (2012) estudou a inativacdo da PPO de caldo de cana, apds pasteurizar
convencionalmente a bebida acidificada com 4% de polpa de maracuja nas temperaturas de 85 a
95 °C por 30 s. Devido a termorresisténcia da POD, a inativacdo ocorreu somente com a aplicacdo do
binbmio mais severo (95 °C / 30 s). Por outro lado, Martins et al. (2013) afirmaram que ndo ha
necessidade de expor o caldo de cana a um tempo maior do que 80 segundos em banho-maria a
100 °C para que ocorra a inativacdo enzimatica da POD. Os autores concluiram que é vidvel a

obtengdo de um produto sem alteragao da cor quando for aplicado o tratamento térmico.

3.6 Modelos cinéticos de inativagdao enzimatica

A fim de otimizar os processos térmicos aplicados para a inativacdo enzimatica, é essencial
estabelecer o modelo de cinética de inativagdo das enzimas em questdo. A principal informacdo para
a construcdo da curva cinética de inativacdo é a atividade enzimatica (A) medida em diferentes
intervalos de tempo; esta é determinada como a taxa de rea¢do da enzima em condig¢des especificas

(Polakovic¢ e Vrabel, 1996).
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Considerando a possibilidade da presenca de isoenzimas no inicio do processo de inativacao,
os modelos cinéticos aplicados na literatura estdo baseados em diferentes mecanismos: primeira
ordem, reacdes em série e paralelas. A Tabela 3.6 apresenta diversos modelos de inativacdo térmica

enzimatica (Chen e Wu, 1998; Rudra Shalini, Shivhare e Basu, 2008; Weemaes et al., 1998).

Tabela 3.6 — Modelos cinéticos de inativa¢cdo enzimatica.

Eq. n° Modelo Equagao
(3.1) | Primeira ordem In(A/Ao) = -k.t
(3.2) | Isoenzimas distintas A/Ao = Ar.exp(-kit)+Ar.exp(-kr.t)
(3.3) | Duas fragdes A/Ao = a.exp(-k..t)+(1-a).exp(-kr.t)
Multicomponente de 12 | A/Ao = [exp(-ki1.t)+r.exp(-k>.t)]
(3.4)
ordem (1+4r)

(3.5) | Conversao fracionaria A/Ao = A+(Ao-A).exp(-k.t)

(3.6) | Distribuicdo de Weibull | A/Ao = exp(-b.t")

(3.7) | nésima ordem A/Ao = [Ao"" +(n-1).k.1]V"D)

A/Ao =a + [1 + (a1k1/k2-k1) - (Olzkz/kz-kl)]exp(-k1.t) -
[(alkl/kZ'kl) - (azkl/kz-kl)] exp(—kz. t)

A/AO = [Al - Az(kl/krkz)]eXp(-kl.t) + Az(k1/k1-k2)eXp(-
kz.t)

A representa a atividade enzimdtica no tempo t, Ao é a atividade enzimatica inicial (no tempo zero) e
k é uma constante, a taxa de degradacdo a uma dada temperatura.

(3.8) | Séries

(3.9) | Etapas consecutivas

A grande maioria dos autores adota o modelo de primeira ordem para descrever a inativacao
enzimatica, que se baseia no pressuposto de que a ruptura de uma simples ligagdo ou de uma
estrutura é suficiente para inativar a enzima; sabe-se, no entanto, que o processo é muito mais
complexo (Corradini e Peleg, 2004; Fujikawa e Itoh, 1996; Ladero, Santos e Garcia-Ochoa, 2006). De
acordo com Gardossi et al. (2010), a inativacdo de um biocatalisador, raramente, segue precisamente
a cinética de primeira ordem. A inativacdo enzimdtica foi apresentada como um mecanismo
complexo que consiste em vdrias etapas unimoleculares consecutivas, conduzindo de uma forma
nativa a uma forma final (ativa ou inativa) através de um ou mais intermedidrios ativos (Augusto et
al., 2015; Mozhaev e Martinek, 1982; Polakovic e Vrabel, 1996). Entretanto, sugere-se que, no caso
de um processo de inativagdo aparentemente de primeira ordem, um dos sete fenémenos
causadores de inativagdo enzimatica (descritos na sec¢do 3.4.3) tenha predominancia sobre os outros.
Se varias reagdes ocorrem em uma taxa similar, espera-se uma cinética de inativagcdo complexa, que

ndo seja de primeira ordem (Van Loey et al., 2003).

2

E importante notar que, no contexto de inativacdo enzimatica, o conceito de ordem da
reacdo é puramente empirico e ndo fornece uma informagdo sobre o mecanismo da reac¢do. Este

procedimento fornece um modelo que descreve a cinética de uma reacdo, mas o modelo nio deve,
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necessariamente, ser interpretado como representante do mecanismo real da reagdo (Van Loey et

al., 2003).

Para o modelo de isoenzimas distintas, Weemaes et al. (1998) sugeriram que a perda de
atividade da enzima pode ser descrita pela soma de dois decaimentos exponenciais, um para a
enzima termolabil (indice L) e outro para enzima termo-estavel (indice R). Van Loey et al. (2003)
descreveram o modelo como contendo diversas isoenzimas, podendo ser divididas em duas (ou
mais) fragdes com diferentes estabilidades no processamento, ou seja, uma mais termorresistente
do que outra, e ambas inativadas de acordo com um modelo cinético de decaimento de primeira
ordem. A taxa constante de inativacdao da fracdo Iabil (valor de k;), a taxa constante de inativacdo da
fracdo estavel (valor de kg) e a atividade de ambas as fragcdes podem ser estimadas usando andlise de
regressdo nao linear a partir do grafico da atividade residual em diversos intervalos de tempo (Van

Loey et al., 2003).

O modelo de duas fracGes foi apresentado por Chen e Wu (1998) que hipotetizaram que as
amostras de extratos vegetais tém vdrias isoenzimas que podem ser separadas em dois grupos, um
mais termorresistente do que o outro, e ambos inativados termicamente de acordo com a cinética
de degradacdo de primeira ordem. O coeficiente a representa a atividade da fracdo da isoenzima

termolabil em relacdo a atividade enzimatica total.

Segundo Fujikawa e Itoh (1996), o modelo multicomponente (ou multifracdo) de primeira
ordem é expresso como a soma da cinética dos seus componentes. Supde-se que cada componente
segue uma inativacdo de primeira ordem durante o aquecimento. Este modelo tem sido estudado
principalmente para a inativacdo térmica de enzimas que consistem de isoenzimas com diferentes

estabilidades térmicas.

A conversdo fracionaria se refere a um processo de inativa¢do de primeira ordem que leva
em conta a atividade enzimatica diferente de zero apds aquecimento ou pressurizagdo prolongado(a)
devido a presenca de uma fragdo de enzima extremamente resistente ao calor (A, - atividade quando
o sistema alcanga o equilibrio) (Rizvi e Tong, 1997; Rudra Shalini et al., 2008; Van Loey et al., 2003).
Isso significa que somente a fragdo labil é inativada, enquanto que a atividade da fragdo estavel (A;)
ndo muda ao longo do tempo; esta atividade diferente de zero pode ou ndo ser uma func¢do da
temperatura e da pressdo aplicadas. A taxa constante de inativacdo (valor de k) e a atividade que
permanece apods tratamento prolongado (valor de A,;) podem ser estimadas, usando andlise de

regressdo nao linear ao se plotar a atividade residual versus tempo (Van Loey et al., 2003).

O padrdo de distribuicdo de Weibull é baseado no pressuposto de que, sob as condi¢Oes

examinadas, a taxa momentanea de sensibilidade térmica ao calor depende apenas da intensidade
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de aquecimento transiente e da atividade residual, sendo independente da taxa a qual a atividade
residual foi atingida (Peleg e Penchina, 2000). A distribuicio de Weibull é de fato um modelo
estocastico, suficientemente flexivel, levando em conta a inativacdo da enzima em diferentes
condicbes de processamento. Conforme visto na Equacdo 3.6 da Tabela 3.6, a distribuicdo de Weibull
é caracterizada por dois parametros b e n, sugerindo uma degradac¢do continua da enzima. O valor de
n determina a forma da curva de distribuicdo, enquanto b determina o seu dimensionamento,
representando a taxa da reacdo. Consequentemente, b e n sdo os chamados fatores de escala e de
forma, respectivamente (Hutchinson, 2000; Rudra Shalini et al., 2008). Segundo Peleg (2003), valores
de n maiores do que 1 indicam que a curva de sobrevivéncia semi-logaritmica possui concavidade
voltada para baixo. Para os valores de n abaixo de 1, a concavidade voltada para cima (fendbmeno de
cauda, ou tailing phenomena em inglés) pode ser inferida como uma indicacdo da presenca de uma

fracdo da enzima extremamente resistente ao calor.

No modelo de nésima ordem, como o nome ja diz, n é a ordem da reacdo que pode ser
variavel (Rudra Shalini, Shivhare e Basu, 2008). Nesse caso, a taxa constante de inativacdo k recebe a
unidade U™'min™ (Chakraborty, Rao e Mishra, 2015). O modelo de séries se baseia numa sequéncia
de duas etapas irreversiveis de primeira ordem: a conversdo da enzima nativa (E) para um
intermedidrio (E/) com menor atividade especifica; e a conversdo subsequente do intermediario para

uma forma de enzima inativa (ED) (Henley e Sadana, 1985).

O modelo de duas etapas consecutivas é baseado na rea¢do de duas etapas irreversiveis
sucessivas de primeira ordem: uma conversao irreversivel da enzima nativa a uma intermedidria com
atividade especifica menor; e a subsequente conversdo irreversivel da forma intermedidria a uma
forma inativa da enzima (Augusto et al., 2015; Van Loey et al., 2003). As taxas constantes de
inativacdo ki1 e k, e a atividade de ambas as fragbes podem ser estimadas usando analise de
regressao nao linear através do grafico da atividade residual em diferentes intervalos de tempo ao
longo do tempo. ki e A;se referem a primeira etapa, e k2e A;, a segunda etapa (Van Loey et al.,

2003).

3.7 Agquecimento 6hmico

O processamento térmico convencional é comumente usado para a inativacdo de
microrganismos deteriorantes e de enzimas degradantes da qualidade de alimentos. No entanto, o
calor pode causar alteragGes indesejdveis na qualidade sensorial e nutricional de produtos

alimentares. Assim, processos de tratamento alternativos ou complementares tém sido investigados
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nos ultimos anos a fim de controlar as atividades enzimaticas (Samaranayake e Sastry, 2016; Terefe

et al., 2015).

Uma tecnologia emergente na industria alimenticia é o aquecimento 6hmico (AO). Trata-se
de um processo que consiste na passagem de corrente elétrica alternada através de um alimento
com a finalidade principal de aquecimento através da geragao interna de calor. Devido a sua inerente
resisténcia elétrica, o alimento transforma energia elétrica em térmica, promovendo, assim, um

aumento de temperatura em seu interior (Resnick, 1996; Sastry, 2008).

Alimentos que contém dagua e sais ibnicos em abundancia sdo mais adequados para o AO
(Palaniappan e Sastry, 1991). A maior parte dos alimentos contém 3agua e constituintes iénicos, tais
como acidos e sais, que conduzem eletricidade, porém apresenta também uma resisténcia, que gera
calor ao se passar uma corrente elétrica. Assim, a resisténcia elétrica e, consequentemente, a
condutividade elétrica de um alimento sdo os fatores mais importantes na determinacdo da taxa de

aquecimento (Fellows, 2006).

A tecnologia mostra-se favoravel em relacdo aos processos convencionais na industria pois
permite a manutencdo da qualidade nutricional e sensorial e pode possibilitar, em relacdo aos
processos comumente realizados, maior eficiéncia e rapidez (Castro et al., 2004; Sastry, 2008). Esta
caracteristica faz com que o AO seja um dos tratamentos mais adequados, particularmente, para o
caldo de cana, uma vez que o caldo contém componentes de sabor e aroma sensiveis que sdo
facilmente destruidos em tempos de tratamento térmico mais longos (Saxena, Makroo e Srivastava,

2016).

O AO se distingue de outros métodos de aquecimento elétrico pela presenca de eletrodos
em contato com o alimento, permitindo, assim, o controle da frequéncia (que é baixa, quando
comparada as micro-ondas e radiofrequéncia) e da forma de onda (embora a mais usada seja a
senoidal) do campo elétrico impostos entre os eletrodos (Castro et al., 2004; Pereira, Teixeira e
Vicente, 2011; Wang e Sastry, 2002), além da intensidade do campo elétrico aplicado. No AO, o
campo elétrico aplicado é moderado (MEF, do inglés moderate electric field) pois este é menor do
que 1 kV/cm, portanto com grandeza menor do que no campo elétrico pulsado (PEF, do inglés pulsed

electric field) (Kulshrestha e Sastry, 2010; Sastry, 2008).

O processamento de AO emprega correntes alternadas e tensdes consideravelmente mais
elevadas do que aquelas normalmente necessarias para reacgdes eletroquimicas (faradaicas). Os
eletrodos tém uma reatdncia capacitiva, que provoca uma queda de tensdo inversamente
proporcional a frequéncia do campo elétrico alternado. Além disso, na superficie do elétrodo podem

se depositar produtos da reacgdo eletroquimica, formando uma barreira fisica ao fluxo de corrente.
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Portanto, a impedancia nos eletrodos tem componentes capacitivos e resistivos, que sao
dependentes da frequéncia, da tensdo aplicada e de outras condi¢Ges celulares (Kulshrestha e Sastry,

2010).

A gerac3o de calor (Q) do AO é dada pela equac3o Q = 0.E? onde o é a condutividade elétrica
da amostra e E é a intensidade do campo elétrico. A partir dessa equacgao verifica-se que o calor
gerado é aumentado pelo aumento da condutividade elétrica e pelo aumento da intensidade do
campo elétrico (Lee, Ryu e Kang, 2013). De acordo com Lee et al. (2013), o aumento da frequéncia da
corrente alternada ndo apenas reduz a corrosdo dos eletrodos, mas também aumenta a taxa de
aquecimento 6hmico das amostras. Por isso, a frequéncia pode ser um pardmetro chave para um

aquecimento rapido, através do aumento da condutividade elétrica da amostra.

3.7.1 Frequéncia do campo elétrico moderado

As frequéncias mais utilizadas no processo de AO tendem a ser aquelas da rede elétrica das
fontes de alimentacdo (50 ou 60 Hz, dependendo do local), porém pode-se trabalhar com uma ampla
gama de frequéncias, desde que ndo recaia nas faixas associadas as frequéncias de rddio ou de

micro-ondas, sendo limitada apenas pela natureza da aplicagdo e por sua economia (Sastry, 2008).

Em dispositivos de AO, o sinal é uma corrente alternada bipolar. Quando um campo elétrico
é aplicado a uma amostra, as moléculas da amostra tendem a se alinhar com o campo elétrico
oscilante, num processo conhecido como polarizagdo. A polarizagao eletronica é o deslocamento dos
elétrons dos atomos em relagdo ao nucleo, e a polarizagao atémica é o deslocamento do nucleo do
atomo dentro das moléculas (Mercali et al., 2014; North, 1972). Quando uma tensdo alternada de
baixa frequéncia é utilizada, as moléculas tém tempo suficiente para se mover e rotacionar de
acordo com a orientagao do campo, e os movimentos de orientagao sao lentos. No entanto, quando
uma tensdo alternada de alta frequéncia é aplicada, os movimentos das moléculas que surgem do
processo de polarizacdo se tornam mais rapidos. Dependendo da frequéncia, os movimentos podem
deixar de acontecer, pois as moléculas ndo tém tempo suficiente para rotar, passando apenas a
vibrar. A polarizacdo depende do tempo de relaxamento dos dipolos moleculares, que é, por sua vez,
influenciada pela massa molar, pela mobilidade das moléculas e pela temperatura (Heng et al., 2010,

Mercali et al., 2014b).

Um melhor entendimento dos movimentos moleculares devido as frequéncias do campo
elétrico pode ser adquirido na visualizagcdo da Figura 3.8, que apresenta deslocamentos moleculares
simulados para a pectinametilesterase (PME), apresentados no trabalho de Samaranayake e Sastry

(2016a). Na Figura 3.8(A), sdo mostrados os resultados da simulagdo de movimento translacional da
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PME. Verifica-se que os maiores deslocamentos lineares (ou S, como é chamado o eixo y do grafico)
ocorrem nas menores frequéncias; nas maiores frequéncias, os deslocamentos se tornam
comparativamente muito menores devido a reversdo extremamente rdpida do campo. Os
deslocamentos em frequéncias mais baixas estdo na mesma ordem de grandeza da distancia
intermolecular da dgua a press3o atmosférica (cerca de 2,8 x 10°2° m). Isto sugere que a exposicdo
das enzimas a campos elétricos de baixa frequéncia e de baixa intensidade resulta em uma
movimentagdo suficiente para aumentar a probabilidade de colisdes adicionais com as moléculas de
agua presentes no mesmo meio. Em altas frequéncias, o movimento de translacao elétrica parece ser
insignificante em comparagdo com a distancia intermolecular, sendo que as principais contribui¢cdes

das colisdes ocorrem devido ao movimento browniano.

Figura 3.8 — Movimentos moleculares simulados de PME em resposta a campos elétricos alternados.
(A) Deslocamentos lineares (ao longo do campo elétrico) simulado de 1 a 100 Hz a 1 V/cm (onda
senoidal). (B) Deslocamentos angulares (8) simulados em varias orientacdes moleculares para o

campo elétrico (1 V/cm, onda senoidal a 60 Hz). (C) Deslocamentos angulares simulados de
moléculas orientadas perpendicularmente (1-100 Hz, 1 V/cm, onda senoidal).
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Fonte: Samaranayake e Sastry (2016a).

A contribuicdo rotacional do movimento elétrico é mostrada na Figura 3.8(B), onde os
angulos rotacionais foram plotados ao longo de um ciclo para a molécula de PME alinhada com o
eixo x em varios angulos com relagdo ao campo elétrico. Como esperado, as moléculas que estavam
inicialmente alinhadas perpendicularmente ao campo sofreram os maiores torques e,
consequentemente, deslocamentos angulares, enquanto que aquelas orientadas ao longo do campo
ndo rotacionaram. A influéncia da frequéncia é mostrada na Figura 3.8(C), onde novamente é
possivel verificar que os maiores deslocamentos ocorrem nas menores frequéncias, corroborando a
ideia de maiores possibilidades de colisdes moleculares nas menores frequéncias.

Alguns trabalhos envolvendo a aplicagao de diferentes frequéncias durante o AO ja foram
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realizados. Exemplos sdo a inativacdao enzimatica da PME e da PG de homogeneizado de tomate sem
casca e sem semente (Samaranayake e Sastry, 2016a, 2016b) e a avaliacdo da degradacdo de acido
ascorbico e mudanca de cor de polpa de acerola (Mercali et al., 2014a, 2014b). Lee et al. (2013)
avaliaram a inativacdo de Escherichia coli 0157:H7 e de Salmonella enterica Serovar Typhimurium de
molho de tomate. O molho foi tratado com vdrias frequéncias (60 Hz a 20 kHz) e formas de onda
(senoidal, quadrada e dente de serra) a uma intensidade do campo elétrico constante de 12,5 V/cm.
Em frequéncias superiores a 1 kHz, ndo houve corrosdo dos eletrodos. As taxas de aquecimento
entre as formas de onda nao diferiram significativamente (p > 0,05) acima de 500 Hz. Com uma
frequéncia de 60 Hz, a onda quadrada produziu uma menor taxa de aquecimento do que a das ondas
senoidal e dente de serra. A condutividade elétrica da amostra aumentou com o aumento na
frequéncia. A medida que a frequéncia aumentou, o tempo de tratamento necessario para reduzir a
E. coli 0157: H7 e Salmonella enterica serovar Typhimurium para abaixo do limite de deteccdo
(1 log UFC g!) diminuiu, sem afetar a qualidade do produto. Estes resultados sugerem que o AO pode
ser eficazmente utilizado para pasteurizar molho de tomate, e que o efeito da inativacdo é

dependente da frequéncia e da condutividade elétrica, sem dependéncia da forma de onda.

Cho, Yi e Chung (2016) também avaliaram o uso de diferentes frequéncias durante a
aplicacdo de AO na inativacdo microbioldgica de cepas de Bacillus. Os autores analisaram
propriedades da pasta de pimenta vermelha fermentada com aquecimento condutivo convencional
de 70 a 100 °C e com AO aplicando frequéncias de 40 a 20.000 Hz, de 20 a 60 V, na temperatura de
90-100 °C. A inativacdo foi maior com o uso de AO (60 Hz e 30 V) do que para aquecimento de
condugdo convencional devido a uniformidade de aquecimento interno dos produtos. A inativacdo
eficaz de células vegetativas de cepas de Bacillus durante o AO a 100 °C foi indicada por uma reducdo
de 99,7%, em comparagdo com o aquecimento convencional a 100 °C durante 8 minutos, produzindo
uma reducdo de 81,9%. Embora o principal efeito para a inativagdo dos microrganismos pelo AO seja
o proprio calor, foram relatados efeitos ndo térmicos adicionais da eletroporagdo, nos quais as cargas
elétricas podem se acumular e formar poros através das células microbianas. A qualidade da pasta de
pimenta vermelha fermentada tratada por AO foi quase a mesma da amostra inicial (sem

tratamento) e mais elevada do que a tratada convencionalmente.

Em relacdo a eletroporagdo mencionada no ultimo paragrafo, salienta-se de que se trata de
um possivel objetivo do AO. A eletroporagdo, também conhecida como eletropermeabilizacdo ou
eletroplasmolise, induz a formac¢do de poros em membranas celulares, aumentando a transferéncia
de massa de componentes para o meio externo, bem como de componentes presentes do meio
externo para o interior da célula (Jemai e Vorobiev, 2002; Kusnadi e Sastry, 2012). Acredita-se que

durante a eletropermeabilizacdo, os poros sejam formados pela polarizacdo local da membrana
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celular quando esta é exposta a um potencial elétrico elevado; e é possivel que o efeito de
eletroporacdo seja aumentado com a utilizacdo de menores frequéncias (Sensoy e Sastry, 2004; Zaid

etal., 1999).

3.7.2 Forma de onda

Um sistema elétrico pode oscilar de diversas maneiras (Knight, 2009). A Figura 3.9 mostra
algumas das mais importantes formas de onda, entre elas estdo triangular, senoidal, rampa, dente de
serra, quadrada e a pulsada. Segundo Sastry (2008), ndo ha nenhuma restricdo sobre a forma de
onda a ser utilizada, apesar de consideracdes de ordem prdtica ditarem o uso de onda senoidal ou
pulso. De todas as formas, a oscilacdo senoidal é o mais basico de todos os movimentos oscilatérios.
A frequéncia da onda produzida é igual a frequéncia da fonte de oscilacdo; uma fonte de onda que

oscila em movimento harmonico simples (MHS) gera uma onda senoidal (Knight, 2009).

Figura 3.9 — Principais formas de onda.
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Fonte: adaptado de Whorld (2016).

A Figura 3.10 apresenta os componentes de uma onda, representados em um grafico-
histéria de uma onda senoidal em um determinado ponto do espaco. Cada particula do meio
descreve um MHS com frequéncia f. O periodo da onda (7), indicado no grafico, é o intervalo de
tempo necessario para completar um ciclo do movimento. O periodo é inversamente proporcional a
frequéncia. O valor maximo do deslocamento em relacdo a posicdo de equilibrio é chamado de
amplitude A do movimento (Knight, 2009); em um campo elétrico, o valor da tensdo dividido por dois

é igual a +A e seu negativo é igual a —A.
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Figura 3.10 — Grafico-histéria de uma onda senoidal.
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Fonte: Knight (2009).

A Andlise de Fourier (também chamada de Andlise Harmodnica) permite decompor um sinal
nas suas componentes de frequéncia (harmonicas), ou seja, permite a representacdo de sinais como
uma soma (uma combinac¢do linear) de sinais basicos, como senos e co-senos, ou exponenciais
complexas (Oppenheim e Willsky, 1997). As ondas quadrada e triangular podem ser decompostas em
funcdes senoidais e cossenoides, respectivamente, através das séries de Fourier (Spiegel, 1981). A
Figura 3.11 mostra o sinal periédico de uma onda quadrada, com as componentes harménicas de

primeira, terceira e nona ordens por série de Fourier.

Figura 3.11 — Decomposi¢ao harmoénica de onda quadrada.
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Fonte: Oppenheim e Willsky (1997).

Sensoy e Sastry (2004) investigaram os efeitos da tensdo aplicada (200 e 212 V), da
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frequéncia (1, 10 e 100 Hz com onda senoidal a 22 V) e da forma de onda (senoidal, triangular e
quadrada a 60 Hz e 22 V) durante o branqueamento 6hmico (70 °C), comparando com convencional
(em agua fervente) de cogumelo em relagdo ao encolhimento, consumo de energia e uso de agua
(sdo usados cerca de 400 L para cada 60 kg de cogumelos). A frequéncia e a forma de onda ndo
afetaram a perda de massa durante o branqueamento 6hmico na faixa estudada, entretanto, o
branqueamento 6hmico oferece a vantagem de ser capaz de manter um elevado teor de sdlidos
durante o branqueamento em comparagdo com o uso de quantidades excessivas de dgua no
branqueamento convencional. Ainda, o AO pode ter potencial para esta aplicacdo, devido as suas
velocidades de aquecimento rdpidas e volumétricas, e ao aumento da transferéncia de massa mesmo

a temperaturas relativamente baixas.

3.7.3 Efeito do AO sobre as enzimas

As enzimas possuem cargas liquidas e momentos de dipolo quando em ambiente aquoso e,
por isso, movem-se em resposta a um campo elétrico oscilante externo (de fato, as conhecidas
técnicas de eletroforese em gel sdo utilizadas para separar as proteinas, precisamente por este
principio); por isso, é possivel que a estrutura conformacional de uma enzima seja alterada por
campos externos (Mercali et al., 2014b; Pereira, Teixeira e Vicente, 2011; Samaranayake e Sastry,

2016a).

De acordo com Samaranayake e Sastry (2016a), as enzimas podem estar ligadas ou
aprisionadas a segmentos de membrana e outros fragmentos, o que funciona como um isolante
elétrico para a enzima, protegendo-a do campo elétrico; as enzimas que flutuam livremente no meio,
por sua vez, podem ser altamente sensiveis ao campo elétrico. O mesmo entendimento pode ser
realizado em relagdo ao aquecimento convencional onde segmentos de membrana e demais
fragmentos que funcionam como protecdo estrutural das enzimas. Samaranayake e Sastry (2016a)
ainda afirmam que, ao contrario do quadro existente em um modelo de enzimas puras em solucdo,
guase ndo existem enzimas livres em matrizes de alimentos reais. Assim, as enzimas respondem de
maneira diferente ao campo elétrico quando estdo em matrizes alimenticias reais em comparacdo
aquelas em solugdes. Além disso, as enzimas podem se ligar quimicamente com o seu substrato; o
processamento dado ao alimento (como exemplo, moer a cana-de-aglcar para extrair o caldo) pode
liberar as enzimas, que se homogeneizam na amostra e encontram o substrato, facilitando a

ocorréncia da reagao.

Ainda ha poucos trabalhos de inativacdao enzimatica utilizando o AO, tampouco informagdes

relativas aos efeitos ndo térmicos de tratamentos com MEF. De acordo com Castro et al. (2004), a
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presenca de um campo elétrico pode influenciar nas reacdes bioquimicas através da alteracdao do
espacamento molecular e do aumento de reac¢des intercadeias. Em trabalho com enzimas de
diferentes matrizes, os autores relataram que as cinéticas de inativagcdo da lipoxigenase (LOX)
comercial e da PPO de mac¢a foram significativamente afetadas pelo MEF, reduzindo o tempo
necessdrio para a sua inativacdo. As inativacOes da fosfatase alcalina de leite cru, de pectinase
comercial e da B-galactosidase oriunda de caldo de fermentacdo, por sua vez, ndo foram afetadas
pelo MEF. Nos ensaios de inativacdo da PPO de macd, especificamente, usaram-se temperaturas de
70 a 95 °C, com uma intensidade de campo elétrico de 20 V/cm. Destaca-se que o aquecimento das
amostras, até chegar a temperatura de trabalho, foi obtido com a aplicacdo de 50 a 90 V/cm. Para os
autores, os resultados obtidos encorajam o uso do aquecimento 6hmico para o branqueamento de
frutas, devido a possibilidade do uso de um tratamento térmico menos agressivo. Por conseguinte, a
destruicdo térmica de nutrientes (por exemplo, vitaminas e pigmentos) e da textura do fruto (um

parametro de qualidade) sera menor, aumentando assim a qualidade final dos produtos.

Igier, Yildiz e Baysal (2006) reportaram que a enzima POD de puré de ervilha foi inativada em
um tempo de processamento mais curto por aquecimento 6hmico em comparag¢do ao aquecimento
convencional, quando a amostra foi aquecida com a aplicacdo de MEF de 20 V/cm, na temperatura
de 30 a 100 °C durante 516 segundos (8,6 minutos) e branqueadas por mais um minuto a 100 °C. No
mesmo estudo, a POD foi inativada a 50 V/cm apds 54 segundos de aquecimento na temperatura de
até 100 °C. Ja em outro trabalho, Igier, Yildiz e Baysal (2008) estudaram a cinética de inativacdo
enzimatica da PPO durante o aquecimento 6hmico de suco de uva. As temperaturas de inativacdo
foram de 60 °C para um campo elétrico de 40 V/cm e de 70 °C para campos elétricos de 20 e

30 V/cm.

Guida et al. (2013) alcangaram a inativagdo total de POD e PPO de cabecas de alcachofra com
360 s e 480 s de branqueamento 6hmico, respectivamente, com tensdo de 24 V/cm a 80 °C. Segundo
os autores, a inativagdo enzimatica mais rdpida das amostras branqueadas ohmicamente pode ser
explicada pela maior uniformidade de aquecimento fornecida pelo tratamento 6hmico, quando
comparado com o branqueamento convencional a 100 °C. No entanto, salienta-se que, nos trés
estudos reportados acima, os perfis de temperatura do tratamento convencional e 6hmico ndo
foram igualados e, portanto, ndo é possivel deduzir o efeito do campo elétrico sobre a inativacdo da

enzima.

Jakob et al. (2010) investigaram a inativacdo de fosfatase alcalina, de pectinesterase e de
POD por AO em leite, sucos de frutas e sucos de vegetais, respectivamente, em comparagdo com o
aquecimento convencional indireto em agua quente. Com o uso de campo elétrico, foi observada

uma leve diminuicdo da estabilidade da enzima pectinesterase em sucos de frutas e da fosfatase
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alcalina no leite. Por outro lado, a POD em sucos de vegetais foi mais propensa a desestabilizacdo por
AO. Um estudo cinético aprofundado mostrou que a diminuicdao da estabilidade nao foi devida a
modificacdo da estrutura tercidria da enzima pelo campo elétrico, mas sim pelo efeito do ambiente
modificado devido ao aumento do nimero de ions e as suas diferentes distribuicGes ao redor das

moléculas da enzima.

Moreno et al. (2013) avaliaram a aplicagdo de aquecimento 6hmico no processo de
desidratacdo osmoética de magas, utilizando 13 V/cm e temperaturas de 30 — 50 °C por 90 minutos,
obtendo 4 — 5% de atividade residual da PPO; entretanto, a atividade enzimatica foi recuperada ao
longo do armazenamento (5 e 10 °C) das amostras por 4 semanas. As amostras tratadas a 30 °C
apresentaram recuperacao de 29% e de 46% da atividade nas temperaturas de armazenamento de 5
e 10 °C, respectivamente. A técnica de desidratacdo osmodtica combinada com aquecimento 6hmico
também foi experimentada para avaliar propriedades fisicas e estabilizar macas

microbiologicamente.

Gomes, Sarkis e Marczak (2018) avaliaram os efeitos do branqueamento 6hmico e
convencional na cinética de inativacdo de POD e nas variacbes de cor da abdbora cabotia
(Tetsukabuto). O branqueamento foi conduzido usando uma solugdo aquosa de NaCl a 0,0068 mol/L
(essa concentracdo foi escolhida para garantir que a condutividade elétrica do sistema fosse
adequada para a aplicagdo de campo elétrico). Os tratamentos foram realizados na temperatura de
80 °C por 4 min; para o AO, foram aplicados 180 + 1 V nos primeiros 40 s e, entdo, a tensdo foi
reduzida para 163 + 5 V, a fim de manter a temperatura do meio. Para o tratamento convencional, a
temperatura do meio foi mantida pela passagem de agua aquecida a 83 °C na camisa da célula.
Observou-se que o AO promoveu uma redugdao mais rapida da atividade enzimatica: redugdo de 90%
da atividade em 2 min, enquanto que foram necessdrios 4 min para mesma desnaturagdao com o
branqueamento convencional. Este resultado foi confirmado através de modelagem matematica,
pelo modelo de distribuicdo de Weibull. Os resultados obtidos sugeriram que a presenga de um
campo elétrico pode influenciar as rea¢des envolvidas na desestabilizagdo enzimatica. Verificou-se

gue ambas as tecnologias ndo causaram modificagcdes considerdveis na cor das abdboras.

Saxena et al. (2016) estudaram o efeito do tratamento de AO na inativagdo de PPO no caldo
de cana sob diferentes intensidades de campo elétrico (24, 32 e 48 V/cm) e tempos de retencdo (de
0,25 a 1,25 min) a uma temperatura de 80 * 2 °C. A condi¢do de processamento de 32 V/cm por 1
min foi a ideal e, portanto, nessa condicdo foram analisados também acidez tituldvel, agucares
redutores, acido ascérbico e carga microbiana para 10 e 30 dias de armazenamento a temperatura
ambiente e sob refrigeragdo, respectivamente. Durante o armazenamento refrigerado, a acidez e os

acUcares redutores permaneceram significativamente inalterados (p < 0,01). Por outro lado, a
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degradacao de acido ascérbico foi mais pronunciada a temperatura ambiente. Ambos os tratamentos
térmicos (AO e convencional) resultaram em redugdes microbianas significativas, mas o crescimento
de Leuconostoc mesenteroides ressurgiu apdés 5 e 25 dias sob temperatura ambiente e de
refrigeracdo, respectivamente. Destaca-se que o L. mesenteroides necessita de sacarose e de
aclcares redutores para crescimento e producdo de dextrana (substancia viscosa e gelatinosa), que é
um indicador de deterioracdao da qualidade do caldo de cana (Barker e Ajongwen, 1991). Nao foi
detectado o crescimento de bolores e leveduras apds o tratamento com AO. O maior grau de
inativacdo da contagem total de placas pelo tratamento 6hmico foi devido ao efeito combinado do
calor com a corrente elétrica (Leizerson e Shimoni, 2005). No geral, o uso de AO inibiu a atividade da
enzima PPO (atividade residual de 10,1 + 0,3%quando aplicados 32 V/cma 80 + 2 °C por 1 min), num
tempo de processamento mais curto do que o aquecimento convencional, mantendo os atributos

potenciais de qualidade do caldo.

Em outro estudo, Saxena et al. (2017) avaliaram a inativacdo de PPO de caldo de cana. A
inativacdo maxima foi de 97,8% em um tempo de retencdo de 5 min a 90 ° C a 32 V/cm. A tendéncia
para o tempo de reducdo decimal (valor D) para fragdo labil e estavel sugeriu que a eficiéncia da
inativacdo da PPO aumenta com a intensidade do campo elétrico e com a temperatura. Verificou-se,
também, que as fragdes labeis foram mais facilmente inativadas a 60-70 °C, enquanto que as fragdes

estdveis se tornaram suscetiveis a inativacao a 80-90 °C.

Bagatini et al. (2018) realizaram experimentos de tratamento térmico 6hmico e convencional
nas temperaturas de 70 e 80 °C, com a aplicacdo de dois gradientes de tensdo (7,6 e 15,2 V/cm) e
sem aplicacdo de corrente elétrica (aquecimento convencional) por 30 min para avaliacdo da
inativacdo da POD. Amostras tratadas por 15 e 30 min foram armazenadas refrigeradas (temperatura
média de 1,5 °C) em tubos Falcon para acompanhamento por até 14 dias. O tratamento térmico a
70 °C nao foi eficiente, com uma inativacao de, aproximadamente, 25% para o aquecimento
convencional e de 40% para o 6hmico a 15,2 V/cm. J4 a 80 °C foi alcancada cerca de 90% de
inativacdo, com valores similares entre os diferentes tratamentos (p > 0,05); possivelmente, pois
nestas condigbes, os efeitos térmicos foram superiores aos elétricos, impossibilitando a avaliagdo da
influéncia da presenga do campo elétrico durante o tratamento. No que tange as amostras
refrigeradas, o caldo de cana tratado convencionalmente a 80 °C por 30 min, apresentou picos de até
80% de regeneragdo da POD. Por outro lado, a atividade residual da enzima das amostras tratadas
via AO por 30 min, diminuiu com o armazenamento tanto para 7,6 quanto para 15,2 V/cm,
demonstrando que os efeitos elétricos da tecnologia de AO que contribuiram para inativacdo total da
enzima durante o tratamento térmico. Castro et al. (2004) declararam que a perda de atividade

enzimatica pode estar relacionada a perda do grupo prostético metdlico causada pelo campo
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elétrico, o que esta de acordo com os resultados obtidos para a POD do caldo de cana. O resultado
obtido por Bagatini et al. (2018) demonstra que com essa tecnologia é possivel se atingir resultados
satisfatdrios em relacdo a regeneracdo de atividade enzimatica da POD, reduzindo modificaces

sensoriais do produto e aumentando a sua vida de prateleira.

Trabalhos envolvendo testes com diferentes frequéncias ou tipos de onda do campo elétrico
sdo ainda mais escassos. Recentemente, Samaranayake e Sastry (2016a, b) publicaram dois trabalhos
correlacionados, onde diferentes frequéncias de MEF na inativacdo da pectinametilesterase (PME) e
da poligalacturonase (PG) de homogeneizado de tomates foram avaliadas. No primeiro trabalho, foi
verificada a eficdcia de frequéncias de MEF de até 60 Hz, quer para estimular ou para inibir a
atividade da PME, e concluiu-se que frequéncias acima de 60 Hz ndo tiveram efeito sobre a atividade
da enzima a 65 °C no tomate. Segundo os autores, as simulacdes de movimento molecular sugerem
gue a eficdcia a baixas frequéncias pode ser devido a amplitude do movimento, com deslocamentos
sendo da ordem da distancia intermolecular da dgua. No segundo trabalho, foram estudados de
forma mais aprofundada a intensidade do campo elétrico e o efeito da temperatura. Os resultados
mostraram um significativo efeito ndo térmico do campo elétrico na atividade de PME, dependente
da intensidade do MEF e da temperatura. Em temperaturas mais baixas, um efeito de ativacdo foi
observado com MEF em comparacgdo aos controles, enquanto que em temperaturas mais elevadas,
foi observado um efeito de inativagdo. A eficacia da inativagcdo enzimatica aumentou com o aumento
de intensidade de campo. Célculos de movimentos brownianos e eletroforéticos sugeriram que, na
presenca de um campo elétrico, as moléculas enzimaticas se comportam como se estivessem a uma

temperatura mais elevada do que a real temperatura do meio.

3.7.4 Efeito sobre compostos bioativos

As diferentes varidveis do AO também podem afetar os compostos bioativos presentes nos
alimentos. Conforme comentado na se¢do 3.7.1, quando uma tensdo alternada de alta frequéncia é
aplicada, os movimentos das moléculas que surgem do processo de polarizacdo se tornam mais
rapidos, e esse efeito da polarizacdo pode aumentar a taxa de degrada¢do de compostos bioativos
devido ao maior nimero de colisbes entre as moléculas. Mercali et al. (2014a) avaliaram a
degradacdo de vitamina C em polpa de acerola e constatou que, acima de 100 Hz, as taxas de
degradacdo ndo se alteraram devido a polarizacdo das moléculas. Por outro lado, em frequéncias
mais baixas — principalmente abaixo de 60 Hz — ocorreram reagdes eletroquimicas, como corrosdo
dos eletrodos e eletrdlise da agua, que liberam metais, hidrogénio e oxigénio no meio, podendo

causar a oxidagdo adicional de compostos bioativos e de pigmentos (Barnes et al., 2013, Mercali et
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al., 2014a). A maior forca de colisdo, provocada pelo aumento do gradiente de tensdo, pode
degradar os compostos bioativos. Quanto ao efeito da forma de onda sobre os compostos, este
ainda ndo é claro, mas acredita-se que, devido as diferentes formas de oscilagdo possiveis, as

respostas na degradacdo dos compostos possam ser diferentes.

Mercali et al. (2015) avaliaram a degradacao das antocianinas em suco de jabuticaba usando
aquecimento 6hmico (4,55 a 3,57 V/cm) e convencional em temperaturas de 70 a 90 °C. Ambas as
tecnologias, avaliadas sob a mesma histéria térmica, apresentaram valores semelhantes para todos
os parametros cinéticos e termodinamicos (quando comparados a mesma temperatura), indicando
qgue as antocianinas tém vias de degradacdo semelhantes durante o aquecimento 6hmico e
convencional nas condi¢Oes testadas. Os autores concluiram que a presenca do campo elétrico ndo

afetou o mecanismo e a velocidade de degradacao de antocianinas.

Guida et al. (2013) mostraram que o teor residual de compostos fendlicos em amostras de
alcachofra branqueadas dependeu significativamente da tecnologia de processamento (p < 0,05);
porém, destaca-se que os autores nao igualaram os perfis de aquecimento convencional e 6hmico.
Em particular, o tratamento Ohmico causou um aumento de, aproximadamente, 29% da
concentracdo de polifenois totais comparado com amostras in natura. Em contraste, o aquecimento

convencional promoveu uma diminuicdo de cerca de 27% do teor de compostos fendlicos. Os

autores relataram que o aumento no conteudo fendlico total na planta apds o AO pode ter sido, em
parte, devido a liberacdo de acidos fendlicos ligados, bem como a ruptura ou amolecimento de
constituintes celulares de plantas, aumentando a acessibilidade dos antioxidantes. Além disso, o
cozimento pode causar a quebra de estruturas complexas, liberando compostos fendlicos individuais
e/ou produtos da degradacdo fendlica, que também podem reagir com o reagente de Folin-
Ciocalteu. Também foi relatado que a aplicagdo de AO com intensidades inferiores a 100 V/cm pode
causar alteragdes na permeabilidade das membranas celulares das plantas, aumentando a extragao

de carotenoides, flavonoides e polifenois totais a partir de tecidos de plantas (Kulshrestha e Sastry,

2010; Lebovka, Shynkaryk e Vorobiev, 2007).

Frente ao exposto, este trabalho foi motivado pela grande produ¢do de cana-de-agucar no
Brasil e pequena comercializagdo do seu caldo, devido a rapida deteriora¢do. Diante da rica
composicdo da bebida e do grande potencial mercadoldgico dos sucos de frutas industrializados, o
consumo de caldo de cana poderia ser melhor explorado se este fosse tratado de maneira adequada,
através de um processo capaz de manter suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. O AO é uma
tecnologia emergente para o tratamento térmico de alimentos, sendo, neste trabalho, avaliado como
uma alternativa para a pasteurizacdo da bebida. Os capitulos a seguir abordam os detalhes da

pesquisa realizada.
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Capitulo 4 — MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta o procedimento para obtencdo e caracterizacdo das amostras in
natura e a metodologia utilizada para o tratamento térmico convencional e 6hmico do caldo de cana.
Também sdo apresentados os métodos para andlise da atividade enzimatica da POD e da PPO, além
de pectinases totais e de PME, zimograma, teor de compostos fendlicos totais, teor de flavonoides
totais, antocianinas monomeéricas totais e analise de cor. Por fim, é apresentada a metodologia da

analise estatistica realizada.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia e Processamento de
Alimentos (LATEPA), localizado no Departamento de Engenharia Quimica (DEQUI) da UFRGS.
Algumas andlises foram realizadas no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (ICTA) da

UFRGS, as mesmas estdo especificadas ao longo do texto.

4.1 Preparo das amostras

O caldo de cana foi doado por uma propriedade rural situada em Verandpolis / RS. A cana-
de-acucar de primeiro plantio foi colhida e moida em moenda mecanica. Apds extracdo, o caldo foi
prontamente homogeneizado e congelado em sacos plasticos em volumes individuais de 300 mL na
primeira etapa do trabalho (cana colhida em junho de 2015) e de 100 mL na segunda etapa (cana
colhida em dezembro de 2015). O terceiro de lote de cana foi colhido em agosto de 2016 e foi
armazenado em sacos de 100 e de 300 mL. O caldo de cana foi descongelado em banho de agua

imediatamente antes dos experimentos de aquecimento 6hmico e convencional.

Também foram realizados ensaios com frag¢des liquidas e sdlidas do caldo de cana (que foram

obtidas em processos de centrifugacdo), com caldo concentrado e com a enzima comercial. Os itens
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a seguir descrevem o preparo dessas amostras que, posteriormente, foram tratadas termicamente

por AO e CH (aquecimento convencional).

4.1.1 Centrifugagdo

O caldo in natura foi primeiramente centrifugado refrigerado a 1.000 g, para sedimentar nucleos
e detritos celulares; posteriormente, o sobrenadante resultante foi centrifugado novamente, mas
desta vez a 20.000 g (Hitachi CR21Glll centrifuga refrigerada a alta velocidade) para sedimentar
organelas como a mitocondria (Loewen, 2017). Esse procedimento foi realizado porque a POD é mais
concentrada no citoplasma, mitocondria e parede celular das células vegetais (Toivonen e Brummell,
2008). O sobrenadante (fracdo liquida) e o sedimento (fragdo sélida) (ressuspenso em um tampao de
fosfato 50 mM e pH 7,0 a 0,8% p/v) foram entdo tratados por com aquecimento convencional e

6hmico como descrito no item 4.3.6.

4.1.2 Concentragdo do caldo de cana

O caldo de cana foi concentrado para a remocao das moléculas de acucar do mesmo. A
concentracdo do caldo foi realizada pelo uso de um filtro de centrifuga de 15 mL da Amicon Ultra
(Merck Millipore Ltd., Irlanda), que permite a concentra¢do de proteinas com uma membrana de
50 kDa. Destaca-se que a massa molar da POD do caldo de cana pode ser menor do que o diametro
de corte da membrana utilizada, entretanto, devido ao entupimento de membranas testadas de
menor abertura, acredita-se que a enzima pode estar ligada a agUcares, aumentando sua massa
molar. Para isso, o caldo in natura (18 °Brix) foi descongelado, centrifugado durante 10 mina 4.757 g
a 3 °C, filtrado em papel de filtro qualitativo e depois centrifugado no cartucho de 50 kDa durante 80
minutos a 5.000 g em um rotor de angulo fixo a 3 °C (centrifuga Sigma, modelo 2-16KL, Alemanha). O
caldo concentrado foi diluido (1: 1) em um tampao de fosfato 50 mM a pH 7,0 e novamente foi
centrifugado no cartucho nas mesmas condi¢des acima, porém durante 60 min. A amostra
concentrada final (9,7 °Brix) foi ressuspensa no tampdo (1:15), e, em seguida, este extrato (1,3 °Brix)

foi tratado termicamente em triplicata.

4.1.3 Enzima comercial

Experimentos com POD de rabano (HRP = horseradish peroxidase) também foram realizados
para verificar a acdo do aquecimento 6hmico sobre a enzima pura, sem interferentes. A enzima foi

adquirida da Calbiochem (RZ = 0,79), e a solucdo de HRP foi preparada dissolvendo-se 12 mg da
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enzima em 1 L de tampao de fosfato 50 mM pH 7,0. Para avaliar o efeito protetor do acucar sobre a
enzima, também foi preparada uma solucdo de HRP de 12 mg/L com sacarose (com 18 ° Brix, ou seja,
o mesmo teor de sélidos soluveis do lote de caldo in natura usado nos itens 4.1.1 e 4.1.2). Ambas as
solucGes de HRP foram tratadas termicamente em triplicata, com e sem a passagem de corrente

elétrica.

4.2 Analises fisico-quimicas

O caldo in natura foi caracterizado segundo teor de sdlidos soltveis, condutividade elétrica,

atividade de 4gua, pH e indice de acidez titulavel. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Os sélidos soluveis foram determinados por refratometria (refratdbmetro portatil modelo SZJ-
A) com leitura corrigida para 20 °C, conforme o método n° 932.12 da AOAC (2000). A condutividade
elétrica foi medida através de condutivimetro (Digimed, modelo DM-3P, Brasil) com temperatura de
referéncia de 20 °C. A atividade de agua foi medida através de leitura direta a 25°C em um
higrometro termoconstante elétrico (Novasina, modelo LabMaster-aw, Suica) de acordo com o
método 978.18 da AOAC (1990). O pH foi determinado com o uso de um pHmetro (Digimed, modelo
DM-22, Brasil), de acordo com o método 981.12 da AOAC (2000). O indice de acidez titulavel foi
determinado através do método de titulometria por volumetria com indicador segundo o método
016/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). Também foram realizadas andlises de atividade enzimatica de
POD, de PPO, de PME e de pectinase, compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas

monomeéricas totais e cor, que sdo descritas nos subcapitulos de 4.4 a 4.9.

4.3 Tratamento térmico via de aquecimento 6hmico e convencional

Para o tratamento Ohmico, foram utilizados dois equipamentos distintos. Para avaliar
variagcOes de temperatura, frequéncias e formas de onda usou-se o “sistema |”, que consiste de um
amplificador de poténcia (Industrial Test Equipment, modelo 500A, Port Washington, NY, USA), um
gerador de fungao (Tektronix Inc., modelo AFG 3251, Richardson, Tex, USA), um sistema de aquisi¢cdo
de dados (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA), um computador, um agitador magnético e

uma célula 6hmica. A Figura 4.1 apresenta um diagrama esquematico do sistema .
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A corrente que fluiu através do circuito do sistema | foi monitorada por um medidor de
corrente Pearson (Pearson Electronics Inc., modelo 150, Palo Alto, CA, USA) com uma faixa de
trabalho de 40 Hz a 20 MHz. As frequéncias e as formas de onda amplificadas foram monitoradas por

meio de um osciloscdpio (Tektronix Inc., modelo TDS 360, Richardson, Tex, USA).

Figura 4.1 — Diagrama esquematico do sistema | de aquecimento 6hmico.

V = medidor de tensao
A = medidor de corrente

Il
T = sensor de temperatura
v

Aquisi¢do,

eletrlca ..................................... S —— de dados

I
||

Gerador de Amplificador

~ — A Computador
fungdo de poténcia
Fonte: Mercali et al. (2014a).
O “sistema II” foi utilizado para avaliar varia¢des de tensdo. O fornecimento de energia desse

sistema consiste de um estabilizador (Forceline, modelo EV 1000 T/2-2, Brasil), um variador de
tensdo de 0 a 220 V (Sociedade Técnica Paulista Ltda, modelo Varivolt, Brasil) e um disjuntor
(Siemens, Brasil). O estabilizador foi conectado a rede local, utilizando corrente alternada com
frequéncia de 60 Hz. Também faz parte do sistema, um mddulo de aquisicdo e registro de dados
(Novus, modelo Field Logger, Brasil), um computador, um agitador magnético e uma célula 6hmica. A

Figura 4.2 apresenta um diagrama esquematico do sistema Il.

Para monitoramento da temperatura do sistema Il foram utilizados medidores de
temperatura do tipo Pt-100 (Novus, Brasil), com haste de ago inoxidavel. Para o monitoramento da
tensdo através das amostras ensaiadas no sistema |l, foi utilizado um transdutor de tensdo CA
(Yokogawa, modelo 2374A-T13-VRX/NA, Taiwan), cujo sinal de entrada varia de 0 a 300 V. A corrente
elétrica foi monitorada através de um transdutor de corrente CA (Yokogawa, modelo 2374A-T13-

ALS/NA, Taiwan) com sinal de entradade 0 a5 A.
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Figura 4.2 — Diagrama esquematico do sistema Il de aquecimento 6hmico.
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Fonte: Mercali et al. (2012).

4.3.1 Estudo do efeito da temperatura

Em uma primeira etapa do trabalho, estudaram-se os efeitos do tratamento térmico
convencional e 6hmico sobre a inativacdo enzimatica da POD e da PPO e sobre o teor de fendlicos e
flavonoides em diferentes temperaturas: 60, 70, 75 e 80 °C. Essa faixa de temperatura foi escolhida
para possibilitar um estudo cinético de inativagcdo de ambas as enzimas. Os ensaios cinéticos foram
conduzidos no sistema |, com aplicacdo de 25 V entre os eletrodos por 12 minutos; utilizou-se campo
elétrico na frequéncia de 60 Hz e onda senoidal (condigdes da rede elétrica). Trabalhou-se com 25V,
pois esse € o maximo gradiente de tensdo permitido pelo sistema I, a fim de se trabalhar com

segurancga com o caldo de cana.

Nessa etapa, foi utilizada uma célula 6hmica que consiste de um recipiente de vidro de
600 mL encamisado. Os eletrodos de titanio (5 cm de altura) sdo curvados devido ao formato da
célula, com distancia maxima e minima entre os eletrodos de 7 e 5,7 cm, respectivamente. Com
essas condi¢cBes de tensdo e distdncia, obtém-se um campo elétrico de 3,57 a 4,39 V/cm. A
temperatura foi medida por dois termopares do tipo T; um deles foi localizado préximo a um dos
eletrodos e o outro afastado (equidistante) dos mesmos. A distribuicdo de temperatura da amostra
foi homogénea durante os ensaios. A variagdo maxima durante a fase isotérmica foi de £+ 1 °C em

todos os experimentos.

Para manter a mesma rampa de aquecimento em todos os experimentos, foram utilizados
dois banhos de aquecimento, um na temperatura estudada (para aquecimento convencional ou 1
grau abaixo da temperatura estudada para aquecimento 6hmico) e outro em temperatura mais alta
(de 98 °C), a fim de acelerar o aquecimento. Para os experimentos conduzidos na presenca de campo

elétrico, primeiramente, a camisa da célula 6hmica foi aquecida com agua a 98 °C; no momento em
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gue a temperatura da amostra atingia 1 °C abaixo da temperatura de manutencdo, a agua de
aquecimento da camisa era trocada pela dgua do segundo banho de aquecimento, ja na temperatura
do ensaio, através de um sistema de mangueiras. O fornecimento de campo elétrico foi iniciado no
tempo zero de cada experimento, ou seja, apds se atingir a temperatura de trabalho. Para o
tratamento convencional, seguiu-se o mesmo procedimento, porém sem a aplicacdo do campo
elétrico. Isso foi necessario para coincidir os perfis de tempo e temperatura dos processos de
aquecimento convencionais e 6hmicos. Este procedimento possibilitou a avaliacdo dos efeitos ndo
térmicos da eletricidade durante o tratamento térmico. A Figura 4.3 apresenta um grafico da
temperatura em func¢do do tempo para amostras tratadas via aquecimento 6hmico e convencional
nas quatro temperaturas ensaiadas. Os tempos necessdrios para atingir a temperatura de
manutencdo desejada foram de, aproximadamente, 2, 3, 3,5 e 4 minutos para 60, 70, 75 e 80 °C,

respectivamente.

Figura 4.3 — Evolucdo da temperatura durante os experimentos via aguecimento convencional e
O6hmico do caldo de cana.
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Os experimentos foram realizados com 250 g de caldo de cana. O caldo foi agitado com uso
de equipamento agitador magnético (IKA-Werke, modelo C-MAG HS10, Alemanha) na velocidade de
750 rotagGes por minuto. As amostras foram coletadas com pipetas Pasteur em tubos Falcon de

15 mL em sete tempos de aquecimento (0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 min), imediatamente colocadas em
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banho de gelo; posteriormente, as atividades enzimdticas da POD e da PPO e demais andlises foram

realizadas. Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata.

4.3.2 Estudo do efeito da frequéncia do MEF

Na segunda e na terceira etapa do trabalho, estudou-se o efeito de diferentes frequéncias
(10, 60, 1.000, 10.000 e 100.000 Hz) sobre a inativacdo enzimatica da POD e sobre o teor de fendlicos
e flavonoides totais (esta ultima somente na segunda etapa) e sobre a estabilidade da cor do caldo
de cana. Os ensaios cinéticos foram conduzidos no sistema | com caldo na temperatura de 75+ 1 °C
(na segunda etapa) e 60 e 80 °C (na terceira etapa), com aplicacdo de 25 V nos eletrodos e onda

senoidal por 25 min e 30 min, respectivamente para cada etapa.

Para estes ensaios, foi utilizada uma célula 6hmica menor, para permitir aquecimento mais
rapido da amostra e para se ter uma maior intensidade de campo elétrico. A célula consiste de um
recipiente de vidro de 250 mL encamisado. Os eletrodos de titanio (3,4 cm de altura) dessa célula
também sdo curvados, com distancia maxima entre os eletrodos de 3,7 cm e a minima de 2,8 cm
(com essas condi¢des de tensdo e distancia, obtém-se um campo elétrico de 6,76 a 8,93 V /cm). A

temperatura foi medida por um termopar do tipo T, localizado préximo a um dos eletrodos.

Na segunda etapa, nos experimentos de AO, o campo elétrico foi aplicado ja no inicio do
aquecimento da amostra, a fim de acelerar o processo e possibilitar melhor visualizacdo de possivel
efeito ndo térmico. Na terceira etapa, a passagem do campo elétrico foi iniciada somente no tempo
zero, a fim de avaliar somente a temperatura da fase isotérmica. Novamente, foram usados dois
banhos de aquecimento: um deles na temperatura de manutengdo (para o caso de aquecimento
convencional ou de um grau abaixo da temperatura de manuteng¢do para o caso de aquecimento
6hmico) e outro a 98 °C (CH) ou a 97 °C (AO) para acelerar o aquecimento da amostra durante a fase
de aumento da temperatura. A Figura 4.4 apresenta um grafico da temperatura em func¢do do tempo
para os ensaios de aquecimento convencional e 6hmico a 75 °C, esse ultimo conduzido nas cinco
frequéncias citadas. O tempo necessario para atingir a temperatura de 75 °C foi de,
aproximadamente, 1,7 min. Na terceira etapa, levou-se 1,1 min para atingir 60 °C e 2,6 min para o

caldo chegar a 80 °C.
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Figura 4.4 — Evolugdo da temperatura durante os aquecimentos convencional e 6hmico do caldo de
cana a diferentes frequéncias.
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Os experimentos foram realizados com 85 g de caldo de cana que foi agitado em
equipamento agitador magnético (IKA-Werke, modelo C-MAG HS10, Alemanha) na velocidade de
750 rpm. As amostras foram coletadas com pipetas Pasteur em tubos Falcon de 15 mL em nove
tempos de aquecimento (0, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20 e 25 min), imediatamente colocadas em banho de

gelo, e, posteriormente, as atividades enzimaticas da POD e da PPO e demais analises foram

realizadas. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

4.3.3 Estudo da influéncia da forma da onda do MEF
Exatamente nos mesmos moldes da se¢do anterior, foram realizados ensaios a 75 e 80 °C,
variando a forma de onda, porém mantendo a frequéncia em 60 Hz. Foram utilizadas as seguintes
formas de onda: senoidal, quadrada, triangular e pulsada (pulsos de 3,2 ms, num periodo total de
8,3 ms) a 75 °C e excluindo-se a onda pulsada nos tratamentos a 80 °C.
A Figura 4.5 apresenta um grafico da temperatura em fung¢do do tempo para os ensaios de
aquecimento convencional e 6hmico a 75 °C, esse Ultimo conduzido nas cinco formas de onda

trabalhadas. Os tempos necessdrios para atingir as temperaturas das fases isotérmicas foram os

mesmos da se¢do anterior.
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Figura 4.5 — Evolugdo da temperatura durante os aquecimentos convencional e 6hmico do caldo de
cana com diferentes formas de onda.
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4.3.4 Estudo do efeito do gradiente de tensdo
Na segunda e na terceira etapa do trabalho, também foi estudado o efeito da tensdo
aplicada nos eletrodos durante o aguecimento 6hmico sobre a inativacdo enzimatica da POD, o teor
de fendlicos e a estabilidade da cor do caldo de cana. Utilizou-se o sistema Il de AO, em que foi
mantida a frequéncia e a forma de onda da rede elétrica (60 Hz e onda senoidal). Foi usada a mesma
célula 6hmica e os mesmos eletrodos curvos de titanio descritos na etapa 2 da segdo 4.3.1; a
distancia entre os eletrodos variou de 5,7 a 7 cm. Na segunda etapa, foram utilizadas as tensdes de
25 + 0,5 V (3,9 V/cm) e 130 + 2,5V (20,5 V/cm) a 75 °C por 25 minutos. Na terceira etapa, os
ensaios cinéticos a 60 °C foram conduzidos usando 25 + 0,5 V (5,2 V/cm) e 75 £ 2,5 V (15,6 V/cm) e

na temperatura de 80 °C, usou-se 25+ 0,5V (5,2 V/cm) e 80 + 2,5V (16,7 V/cm) por 15 min na fase

isotérmica.

A temperatura foi medida por dois termopares do tipo Pt-100; um deles foi localizado
proximo a um dos eletrodos e o outro afastado dos mesmos. A distribuicdo de temperatura da
amostra foi homogénea durante os ensaios. A variacdo maxima de temperatura durante a fase
isotérmica foi de £+ 1,0°Ca 25V ede 1,5 °C nos experimentos a 130 V.

Para manter a mesma rampa de aquecimento em todos os experimentos, foram utilizados

dois banhos termostdaticos, um em temperatura de 98 °C (banho quente), a fim de acelerar o

aquecimento durante a fase nao isotérmica e outro em temperatura especifica para cada tensdo
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aplicada (banho frio); a Tabela 4.1 mostra os valores de tensdo e respectivas temperaturas mantidas
no banho frio a fim de manter o caldo de cana a 75 °C durante a fase isotérmica. Em todos os
ensaios, primeiramente a amostra foi aquecida com agua a 98 °C passando pela camisa da célula; no
momento em que a temperatura da amostra atingia 73 °C, a 4gua de aquecimento da camisa era
trocada pela agua do banho frio (Tabela 4.1). No momento em que o caldo de cana atingia 74 °C
(tempo zero), o fornecimento de campo elétrico era iniciado. A Figura 4.6 apresenta um grafico da
temperatura em fung¢do do tempo para amostras tratadas via aquecimento convencional e 6hmico
nas duas tensGes. O tempo necessdrio para atingir a temperatura de manutencdo foi de,

aproximadamente, 3,5 minutos para 75 °C, 2,1 min para 60 °C e 4,6 min para 80 °C.

Tabela 4.1 — BinOmios de tensdo e temperatura do banho frio para manutencdo de 75 °C.

Tensao (V)

Temperatura do banho frio (°C)

25+0,2

74

130+£2,5

5

Figura 4.6 — Evolucdo da temperatura do caldo de cana durante os experimentos com diferentes
tensdes a 75 °C.
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Os experimentos foram realizados com 250 g de caldo de cana, agitado por agitador
magnético (IKA-Werke, modelo C-MAG HS10, Alemanha) a 750 rpm na segunda etapa e 1250 rpm na
terceira etapa. As amostras foram coletadas com pipetas Pasteur em tubos Falcon de 15 mL em nove
tempos de aquecimento (0, 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20 e 25 min) na segunda etapa e sete tempos (0, 1,5, 3,

5, 7,5, 10 e 15 min) na terceira etapa. As amostras coletadas foram imediatamente colocadas em
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banho de gelo; posteriormente, as analises foram realizadas. Os experimentos foram conduzidos em

triplicata.

4.3.5 Estudo com o caldo de cana fracionado e concentrado e com enzima comercial

Os experimentos de aquecimento 6hmico e convencional realizados com as fracdes liquida,
solida, concentrada e com a enzima comercial (descritas nas subsec¢des 4.1.1 - 4.1.3) foram realizados

na célula pequena (250 mL) no sistema | (Figura 4.1).

Um volume fixo de 50 mL de amostra com agitacdo de 1.250 rpm por uso de agitador
magnético foi utilizado. Os tratamentos foram realizados durante 25 min, com coletas de amostra
nos tempos 0, 2, 5, 10, 15, 20 e 25 min. Foram mantidos fixos a temperatura de trabalho (75 °C), a
frequéncia da rede (60 Hz), a intensidade do campo elétrico (7,8 V/cm) e a forma de onda (senoidal).
Os experimentos foram realizados em triplicata e as amostras levaram aproximadamente 93 s para

atingir a fase isotérmica, com perfis de histérico de temperatura similares.

4.4 Analise da atividade enzimatica

A atividade enzimatica apds a amostra atingir a fase isotérmica (a temperatura de estudo
desejada) foi considerada a atividade enzimatica inicial (tempo zero). Isto foi necessario pois os

modelos cinéticos sdo aplicados somente em condigdes isotérmicas.

As analises das atividades enzimadticas da POD e da PPO foram baseadas nos métodos
colorimétricos de Chisari, Barbagallo e Spagna (2007) e de Walker (2001), respectivamente. Para o
preparo do extrato enzimatico utilizado na andlise da atividade enzimatica das duas enzimas, foram
misturados em vortex (agitador de solu¢Ges Phoenix, modelo AP-56) uma parte de caldo de cana
para quatro partes de solugdo tampao fosfato 0,05 M com pH 7,0. A temperatura da mistura foi
mantida abaixo de 4°C. O extrato enzimatico, previamente agitado em vortex, foi centrifugado por 10
min a 4°C a 6.000 rpm (4.757 g) em centrifuga refrigerada (CIENTEC, modelo CT-5000R, Brasil) e

filtrado em papel filtro qualitativo.
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4.4.1 Peroxidase (POD)

Para a andlise da atividade de POD, foi feita a leitura em espectrofotometro (PG Instruments,
modelo T80 UV/VIS) a 460 nm com cubetas contendo 1,5 mL de solugdo tampdo fosfato 0,1 M pH
5,0, 1 mL de extrato enzimatico, 0,2 mL de solucdo 1% de perdxido de hidrogénio e 0,5 mL de solugdo
de guaiacol 1,5% (ou 0,5 mL de agua destilada para o branco). As cubetas foram ambientadas a 25 °C
antes da realizacdo das leituras. E importante destacar que o substrato (guaiacol) foi adicionado a
cubeta ja dentro do espectrofotdmetro e teve agitacdo provocada pela succdo/liberacio de volume

da mistura através da ponteira da pipeta imediatamente antes do inicio da leitura.

A mudanca da coloracdo foi monitorada a cada 20 segundos durante 3 minutos na primeira
etapa do trabalho. A partir da segunda etapa, devido as maiores atividades enzimaticas da amostra in
natura quando comparadas ao caldo da primeira etapa, a leitura foi realizada a cada segundo
durante 50 segundos. As analises foram realizadas em duplicata para cada ponto, sendo que quando

o erro obtido foi maior do que 5%, a analise foi repetida pela terceira vez.

Uma vez que muitas enzimas ndo se encontram na sua forma pura, ndo é possivel quantifica-
las, entdo os resultados sdo expressos em termos de unidades de atividade enzimdtica (UAE),
definidas arbitrariamente como a quantidade de enzima capaz de aumentar 0,001 unidade de
absorbancia por minuto nas condi¢cées mencionadas (Lupetti, Ramos e Fatibello-Filho, 2003). Neste
sentido, a atividade enzimatica, denominada A, foi determinada a partir da variacdo na absorbancia
por minuto (Aabs/min) e dividida por 0,001; para tanto, foi utilizada somente a parte linear da curva,

usando regressao linear (Saxena et al., 2016).

A atividade enzimdtica residual (A/Ao- para o tempo t e 0, respectivamente) em fungdo do
tempo de processamento a diferentes temperaturas de processamento foram ajustadas para varios

modelos (Tabela 3.6), utilizando regressdo ndo-linear (Statistica versdo 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK).

Para caracteriza¢do do caldo de cana e para melhor discutir os resultados, foram realizadas
andlises de temperatura 6tima e pH 6timo da POD do caldo de cana do terceiro lote (resultados

apresentados no terceiro artigo).

a) Temperatura étima: a atividade da POD do caldo in natura foi determinada nas temperaturas de

11, 20, 30, 40, 50 e 60 ° C em tampao fosfato 0,1 M pH 5,0. Foi utilizado o mesmo protocolo de antes,
com uma pequena diferenga: o tampao e os substratos (guaiacol 1,5% e perdxido de hidrogénio 1%)
foram pré-incubados durante 5 minutos na temperatura de andlise e, em seguida, adicionou-se o
extrato enzimatico. As andlises foram realizadas em um espectrofotdbmetro com controle de

temperatura (Espectrofotometro Shimadzu UV-1800 com controlador CPS, modelo 240A, Kyoto,
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Japdo), em triplicata, no Laboratério de Equipamentos Especiais do Instituto de Ciéncias e Tecnologia

de Alimentos (ICTA) da UFRGS.

b) pH étimo: a atividade da POD foi determinada em tampdes fosfato-citrato 0,4 M na faixa de pH
de 3,0 a 7,5, com intervalos de 0,5 unidade. As leituras foram realizadas em espectrofotometro (PG
Instruments, modelo T80 UV/VIS) a 25 °C sob condigdes padrdo como descrito acima, mas utilizando
todas as solugdes tamponadas no respectivo pH. As analises foram realizadas em triplicata, na

Central Analitica do Departamento de Engenharia Quimica.

4.4.2 Polifenoloxidase (PPO)

De maneira muito semelhante a realizada para a POD, a analise da atividade da PPO, deu-se
com cubetas contendo 2,2 mL de solugdo tampado fosfato 0,05 M pH 7,0, 0,5 mL de extrato
enzimatico e 0,3 mL de solucdo de catecol 0,6 M (ou 0,3 mL de agua destilada para o branco). A
absorbancia da reacdo foi lida a 420 nm em espectrofotdmetro. As cubetas foram ambientadas a

25 °C antes da realizacdo das leituras.

O catecol foi adicionado a cubeta ja dentro do espectrofotémetro e teve o mesmo tipo de
agitacdo do que a POD. A mudanca da coloracdo foi monitorada a cada 20 segundos durante 3
minutos. O calculo da atividade da polifenoloxidase foi realizado de forma semelhante ao descrito no

item4.4.1

4.4.3 Pectinametilesterase (PME)

As analises da atividade enzimatica de PME, assim como da pectinase total, foram realizadas
no Laboratdrio de Biocatélise e Tecnologia Enzimatica, no ICTA / UFRGS. A atividade de PME foi
determinada pela titulacdo dos grupos carboxilicos liberados pela desesterificacdo da pectina,
conforme descrito por Rouse e Atkins (1952). Primeiramente, adicionaram-se 9,95 mL substrato que
contém pectina, na concentracdo de 5 g/L, diluida em tampao de NaCl pH 4,5 (0,15 mol/L), em copo
de béquer. Apds, colocou-se 0,05 mL de caldo de cana e se incubou sob agitagdao por 10 minutos a
30 °C. Passado o tempo de reacdo, titulou-se o extrato enzimatico com NaOH (0,02M) até atingir um
pH final de 4,5. Com o volume gasto de NaOH, calculou-se a quantidade de PME (mg/mL) necessaéria
para liberar 1 miliequivalente de grupos carboxil por minuto, e expressa em unidades/mL, de acordo

com a equagado 4.1:

(mg) _ Vr X Myagon X VR X FD
mL txXVg

(4.2)
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onde Vr é o volume da titulagdo em mL, My.on € a concentragao molar de NaOH, Vzé o volume da
reacdao em mL, FD é o fator de diluicdo, t é o tempo da reacdo em minutos e Ve é o volume da

amostra.

4.4.4 Pectinase total

A atividade enzimdtica das pectinases foi medida pela hidrélise da pectina, através do
método descrito por Miller (1959), que mede a liberacdo de grupos redutores devido a degradacgdo
da pectina. Os acucares redutores foram quantificados pelo método DNS. Adicionou-se 0,9 mL de
substrato contendo pectina 0,25% (2,5 g/L) diluida em tamp&o de citrato de sédio (50 mM, pH 4,8)
em tubo de ensaio. Em seguida, incubou-se em banho com agitacdo a 37 °C e entdo se adicionou
0,1 mL de caldo de cana in natura, deixando-se agir por, exatamente, 1 minuto. Entdo, retirou-se o
tubo do banho e colocou-se em gelo para interromper a atividade enzimatica, juntamente com a
acao de 1,0 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A amostra foi fervida por exatamente 5 minutos,
interrompendo-se a reacdo com banho de gelo. Por fim, agitou-se o tubo em vortex e leu-se a

absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm.

O ponto zero (utilizado para zerar o equipamento) consiste em 1,0 mL de tampao de citrato
de sédio, enquanto que o branco se resume a 0,9 mL de substrato e 0,1 mL de tampdao de citrato de
sédio (ambos também recebem o DNS). Os tubos do ponto zero e do branco foram fervidos

juntamente com os tubos da amostra (realizada em triplicata).

Os valores de absorbancia podem ser convertidos em concentragdo (C) através de uma curva
de calibragdo de glicose. Assim, uma unidade de pectinase é definida como a quantidade de enzima
necessdria para liberar 1 umol de grupos redutores, expresso em glicose, por minuto, nas condi¢ées

da reacdo e expressa em unidades/mL. Essa atividade total da pectinase pode ser calculada por:

U (@) _ CXvyxFD (4.2)

mL t X vg

onde C é a concentragdo de grupos redutores liberados em mg/mL, v¢é o volume final da reagdo em
mL, FD é o fator de diluicdo da amostra, t € o tempo de reacdo em minutos e v. é o volume de
amostra em mL. O valor de C é determinado pela equacdo da reta da curva de calibracdo da glicose

(equacéo 4.3). Para o calculo da atividade em pmol/mL, utiliza-se a equacdo 4.4.

Absorbancia (Abs da amostra - Abs do branco) =1,5343 x C - 0,0177 (4.3)
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U(mg/mL)x1000

U(umol/mL) = 50

(4.4)

4.5 Zimograma

Zimogramas foram realizados para as amostras de caldo in natura, fracdo liquida e fracao
solida, com a finalidade de se conhecer o nimero de isoenzimas em cada fracdo da amostra. As

analises foram realizadas no Laboratério de Enzimologia, situado no ICTA / UFRGS.

Para essa analise foram preparados dois geis (com a parte superior contendo caracteristicas
de concentracdo e a parte inferior contendo propriedades de separacdo) para depositar as amostras
e fazer a separagdo das diferentes isoenzimas da POD presente no caldo de cana. Os geis de
separacdo (10%) e de concentragdo (5%) foram preparados de acordo com Green e Sambrook (2012),
exceto pelo detergente SDS (dodecilsulfato de sédio), que ndo foi usado nos geis. Foi utilizada uma
guia na hora da confec¢do dos géis, para fazer a marcacdo de 10 canais, possibilitando a deposicdo

de 10 amostras diferentes para a corrida do zimograma.

A andlise também fez uso de tampdes de corrida e de amostra para permitir a separacao das
isoenzimas durante a corrida na cuba de eletroforese. Cada amostra (volume de 10 ul) foi
previamente misturada com 5 pL de tampdo de amostra, foram depositadas no gel que se
encontrava fixo dentro da cuba de eletroforese, preenchida com o tampdo de corrida. Os

zimogramas foram obtidos a 200 V (200 mA para 2 minigeis).

Apds as corridas, os geis foram submersos na solugdo de atividade corante (contendo
guaiacol) para revelagdo das distintas bandas de isoenzimas. Os tampdes e a solugdo corante foram

preparados de acordo com Wilkesman et al. (2014).

4.6 Compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada nas amostras coletadas apds 6 e

12 minutos de tratamento para a primeira etapa e para os tempos 0, 12 e 25 minutos nas segunda e
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terceira etapas, além das amostras in natura, seguindo metodologia de Folin-Ciocalteu (Rodrigues et

al., 2011; Singleton e Rossi, 1965).

A colorimetria do método de Folin-Ciocalteu é baseada na redugdo quimica do reagente,
composto por uma mistura de éxidos de tungsténio e molibdénio. Os produtos da reducdo desses
Oxidos sdo de coloracdo azul e apresentam alta absorg¢do de luz, tendo sua absorbancia maxima no
comprimento de onda de 765 nm; a intensidade da absorcdo de luz é proporcional a concentragdo de

fendlicos (Waterhouse, 2002).

Para a andlise, realizada em triplicata, as amostras de caldo de cana foram previamente
centrifugadas por 3 minutos a 13.400 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo Mini Spin). Foram
misturados 400 uL de extrato de caldo de cana com fator de diluicdo 10 (ou de 4dgua destilada para o
branco), 1,7 mL de agua ultrapura e 200 uL de reagente de Folin-Ciocalteu 2 N (marca Fator 1); a
mistura foi vigorosamente agitada. Em seguida, foi adicionado 1,7 mL de solucdo de carbonato de
sodio 7% aos tubos Falcon de 15 mL. As amostras foram agitadas em vortex e deixadas reagir por
1 hora a 25°C, protegidas da luz. A leitura da absorbancia foi realizada a 765 nm em

espectrofotometro.

O teor de fendlicos totais foi determinado através de uma curva padrdao de acido gdlico e
expresso em miligramas de equivalentes de 4cido galico por litro de amostra inicial (in natura). Para
elaboracdo da curva padrdo, foram preparadas solu¢des de acido gdlico (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Estados Unidos) nas concentracdes de 10, 20, 30, 50, 70 e 80 mg/L com leituras em triplicata; o

coeficiente de determinagdo da curva de calibracdo foi superior a 0,997.

4.7 Flavonoides totais

A analise de flavonoides totais foi feita para as mesmas amostras indicadas no item 4.5. O
teor de flavondides totais foi estimado pelo método colorimétrico de cloreto de aluminio (AICls). O
principio envolvido no método é que o AICl; forma complexos acido-estaveis com os grupos ceto no
C-4 ou com grupo hidroxila no C-3 ou no C-5 de flavonas e flavonois. Além disso, também forma
complexos acido-labeis com os grupos o-dihidroxila no anel A ou B de flavonoides (Bag, Grihanjali
Devi e Bhaigyaba, 2015). A Figura 4.7 apresenta a estrutura basica de um flavonoide e uma
representacdo dos trés possiveis sitios quelantes. Os produtos da reacdo com nitrito de sddio,

seguidos pelo desenvolvimento de um composto colorido de flavonoide-aluminio, sdo de coloragdo
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amarelo-alaranjada, com absorbancia maxima no comprimento de onda de 510 nm (Abu Bakar et al.,

2009).

Figura 4.7 — Estrutura basica de um flavonoide (a) e esquema representativo da complexagao de
flavonoides com o ion AI** (b).

(a) (b)

Fonte: Petry, Ortega e Silva (2001) e Mabry, Markham e Thomas (1970).

O método colorimétrico de cloreto de aluminio, proposto por Yang, Martinson e Liu (2009)
foi seguido nesse trabalho. Para tanto, foram utilizados 250 pL de caldo de cana, previamente
centrifugado por 3 minutos a 13.400 rpm (centrifuga Eppendorf, modelo Mini Spin, Alemanha). Para
o branco, utilizou-se agua destilada no lugar do caldo de cana. Ao caldo de cana, foram misturados
1,25 mL de 4dgua destilada e 75 pL de solugdo de nitrito de sédio 5% em tubos de Falcon de 15 mL. A
mistura foi agitada em vortex e deixada reagir por 5 minutos. Entdo, foram adicionados 150 uL de
solugdo de cloreto de aluminio 10% aos tubos; os mesmos foram agitados em vortex e deixados
reagir por 6 minutos. Por fim, foram adicionados 0,5 mL de solugdo de hidréxido de sdédio 1 M e
775 pL de agua destilada aos tubos, que foram novamente agitados. A absorbancia foi lida em

espectrofotometro a 510 nm.

O teor de flavonoides totais foi determinado através de uma curva padrdo de (+)-catequina e
expresso como miligramas de equivalentes de catequina por litro de amostra inicial. Para elaboragdo
da curva padrdo, foram preparadas solu¢des de (+)-catequina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados
Unidos) nas concentrag¢8es de 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 350 mg/L; o coeficiente de determinagdo

da curva de calibracdo foi superior a 0,998. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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4.8 Antocianinas monoméricas totais

A anadlise de antocianinas monoméricas totais foi realizada seguindo a metodologia do pH
diferencial proposta por Lee, Durst e Wrolstad (2005). Para analise, o caldo in natura foi previamente
centrifugado (centrifuga Eppendorf, modelo Mini Spin, Alemanha) por 3 minutos a 13.400 rpm. Os
sobrenadantes foram diluidos em solu¢des tampao pH 1,0 (cloreto de potassio 0,025 M) e pH 4,5
(acetato de sédio 0,4 M). O fator de diluicdo foi determinado através da diluicdo da amostra em
tampdo pH 1,0 até a obtengao de uma absorbancia entre 0,2 e 0,8 no comprimento de onda de
520 nm (maxima absorc¢do cianidina-3-glucosideo: antocianina usada como equivalente quando ndo
se sabe qual é a antocianina majoritaria da amostra). Mesmo assim, realizou-se uma varredura no
espectrofotébmetro a fim de verificar o comprimento de onda de maxima absorcdao da amostra de

caldo.

As amostras diluidas devem, entdo, ser mantidas em repouso no escuro e em temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds esse tempo, a absorbancia em 520 nm e 700 nm das amostras foi
determinada, utilizando-se um espectrofotdmetro UV-visivel (PG Instruments Ltd, modelo T80

UV/VIS Spectrometer, Reino Unido).

A partir das absorbancias, calcula-se o valor de A, utilizando-se a equacdo 4.5:

A = (As20nm — A700 nm)pr 1 — (As20 nm — A700 nm)pH 4,5 (4.5)

onde Asyonm € a absorbancia no comprimento de onda de maxima absorcdo da cianidina-3-glicosideo
e Aso0nm € a absorbancia em 700 nm.
A concentracdo de antocianinas monoméricas é expressa em mg/L da antocianina cianidina-

3-glicosideo, sendo calculada pela seguinte equagao:

(A xMM xFD x10%)
(ex1)

Antocianinas (mg/L) = (4.6)

onde MM é a massa molar da cianidina-3-glicosideo (449,2 g/mol), FD é o fator de diluicdo
predeterminado e £ é a absortividade molar da mesma antocianina (26.900 L/mol.cm) e 1 é

equivalente ao caminho percorrido pelo feixe de luz (largura da cubeta igual a 1 cm).
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4.9 Analise de cor

A medida de cor foi realizada por meio do colorimetro ColorQuest XE (Hunter Assoc.
Laboratory, VA, Estados Unidos). Os parametros colorimétricos L*, a* e b* da escala CIELAB foram
determinados conforme indicado pela Comission International de I’Eclairarge (CIE). A anadlise foi
realizada com a fonte de luz Dgs no angulo de observacao de 10°, usando o modo de reflectancia

especular incluida por leitura direta.

A cor espacial CIELAB possui trés coordenadas:
- L* representa a luminosidade da cor (L* = 0 denota preto e L* = 100 denota branco);
- a* indica a posi¢do entre verde e vermelho (a* varia de -80 a +100) e

- b* é a extensdo de cor azul a amarelo (b* varia de -50 a +70).

A diferenca total de cor (AE*) é importante quando se avalia a relagcdo entre analises visuais e
numeéricas; é calculada como a distancia Euclidiana entre dois pontos em um espaco tridimensional
definido por L*, a* e b* (Sant’Anna et al., 2013). AE* foi calculada segundo a equacdo 4.7, de
Hunter-Scotfield (Hunter, 1975).

AE* = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? (4.7)

onde Aa*=a* - ap*, Ab*=b*- bo* e AL* = L* - Lo*; o0 subscrito “0”, neste caso, indica a cor da amostra

in natura.

4.10 Analise estatistica

As atividades enzimaticas residuais em fun¢do do tempo foram ajustadas a modelos cinéticos
de primeira ordem, isoenzimas distintas, duas fracGes, multicomponente de primeira ordem,
conversdo fraciondria, distribuicdo de Weibull, nésima ordem e séries, conforme mostrado na Tabela

3.6.

O desempenho de cada modelo foi avaliado através do coeficiente de determinacdo (R?),
obtido na estimacdo dos parametros, dos valores de chi-quadrado (x?) e da raiz do erro médio
quadrético (REMQ). O célculo de x> e de REMQ sdo dados pelas equacdes 4.8 e 4.9 e tem o objetivo

de mostrar a dimensdo do erro de uma determinada estimativa.
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2
2 _ Z(aobservado_apredito)
X° = - (4.8)
L 2105
REMQ = n [Zn(“observado - apredito) ] (4.9)

Nas equacdes 4.8 e 4.9, n é o numero de observacdes e p é o nUmero de parametros. Qobservado €
Opredito SA0 as atividades enzimaticas residuais obtidas experimentalmente e preditas pelo modelo

cinético, respectivamente.

Para a discriminacdo entre os modelos cinéticos testados, devem ser considerados critérios
estatisticos e fisicos. Os critérios estatisticos incluem R?, y¥’e REMQ. Em geral, baixo R? e altos x?e
REMQ inferem que o modelo ndo é capaz de explicar a variacdo dos dados experimentais. Quanto
aos critérios fisicos para a selecdo de um modelo, inclui-se que os parametros estimados a uma dada

temperatura ndo devem ser negativos (Sant’anna et al., 2010; Rudra Shalini et al., 2008).

As diferentes condicGes testadas experimentalmente foram comparadas utilizando-se teste-t
de Student, ANOVA e teste de Tukey com nivel de confianca de 95% (Statistica versdo 12.0, StatSoft,
Inc. Tulsa, OK).
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A Tabela 5.1 apresenta a caracterizacdo dos lotes de caldo de cana utilizados nesse trabalho.

Tabela 5.1 — Caracterizacdo do caldo de cana in natura.

1° Lote 2° Lote 3° Lote
Andlise Caldo extraido em Caldo extraido em Caldo extraido em

junho/2015 dezembro/2015 agosto/2016
pH 5,36+0,05° 5,41+0,04° 5,43 +0,05°
Ir'1d|.ce de acidez (% acido 1,20£0,02° 0,77+ 0,01° i
citrico)
Atividade de agua 0,951 + 0,001 - -
Sélidos soluveis (°Brix, 20 °C) 16,4+0,4° 20+1° 18,0+0,1°
Cond. Elétrica (uS cm™, 20 °C) 2.022+35° 1.693+20°¢ 4,393 +259°
Atividade POD (UAE ming?) 4.631+469° 18.434 +1.337°? 19.393+1.326°
Atividade PPO (UAE ming?) 1.920+124° 2.640+37° -
Atividade PME (mg mL?) - 56+0 -
Atividade pectinase total 1,07 +0,07 e
(mg mL* e pmol mL?) i 59+0,4 i
Fendlicos Totais (mg EAG L?) 460 +33° 766 £52° 389+31°
Flavonoides Totais (mg EC L?) 222 +16° 257 £25°2 -
Antouanllr?as Totais i N3o detectadas i
Monoméricas (mg/L)

2 Letras iguais para uma mesma analise significa que ndo ha diferenca significativa (p > 0,05).

Onde ha o simbolo ”-“ a analise ndo foi realizada devido a auséncia de necessidade.

Com excecdo da acidez tituldvel, os demais resultados obtidos para o primeiro lote de caldo

de cana estdao de acordo com o esperado para a amostra, indicando baixa acidez e elevada atividade
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de dgua, condi¢des 6timas para o crescimento de microrganismos na amostra ndo tratada. Kunitake
(2012) e Oliveira et al. (2007) relataram valores de pH de 5,1 a 5,4, acidez titulavel de 0,04 a 0,064%
de acido citrico e sélidos soluveis totais de 17 + 2 a 23,3 + 0,4 °Brix. Mao et al. (2007) reportaram que
a acidez tituldvel aumentou rapidamente durante o armazenamento refrigerado do caldo de cana.
Os autores esclareceram que o aumento da acidez pode ser devido a producdo de acido acético e de
acido lactico provenientes de crescimento microbiano. O mesmo pode ter acontecido a amostra in
natura extraida em junho/2015, pois a mesma foi armazenada refrigerada por alguns dias antes da
realizacdo da analise da acidez titulavel, e estaria, portanto, somando esses outros acidos de origem

microbiana a concentragao de acido citrico.

Embora o objetivo do trabalho ndo seja a comparacdao das amostras in natura, salvo o valor
de pH que ndo variou entre as amostras, é importante destacar algumas diferencas entre ambas,
principalmente a atividade enzimatica da POD e o teor de fendlicos totais. Atribui-se essa variagao da
atividade enzimatica devido as diferentes épocas de colheita da cana-de-aglcar, com maior periodo
de maturacdo do segundo lote e maior temperatura de extracao do caldo, causando uma ativacao da
enzima, ainda somada a acdo da PPO que gera o substrato H,O; para a atividade da POD. O maior
teor de compostos fendlicos totais do caldo extraido no periodo quente deve-se, possivelmente,
devido a acdo do clima sobre a maturacdo da cana-de-agucar. Com relacdo a Tabela 5.1, destaca-se
ainda que, diferentemente do exposto por Mersad et al. (2003), ndo foram detectadas antocianinas

no caldo de cana.

Os efeitos da temperatura e do pH sobre a atividade da POD do caldo de cana sdo mostrados
na Figura 5.1. Pode-se verificar que houve um aumento significativo (p < 0,05) na atividade da enzima
com o aumento da temperatura. Nao foi possivel determinar a temperatura étima para a atividade
da POD, uma vez que, na faixa de temperaturas avaliada, ndao foi observado nenhum ponto de
inflexdo. Temperaturas acima de 60 °C ndo foram testadas devido a limitagdes do sistema de
controle de temperatura do espectrofotdmetro. E importante destacar que a temperatura 6tima da
enzima depende da matriz alimenticia: Martins et al. (2017) encontraram maxima atividade da POD
de polpa de butid (Butia catarinensis) a 45 °C e Mizobutsi et al. (2010) observaram temperatura

6tima de 70 °C para a lichia.

Em relagdo ao pH, puderam ser verificadas maiores atividades atingidas na faixa de pH entre
5,5 e 6,0, proximo ao pH do caldo de cana (5,43), significando que o caldo fornece condi¢do de pH
ideal para a atividade da POD. Outros autores encontraram valores similares de pH 6timo para a
POD: 6,0 para o morango do tipo Madame Moutot (Chisari et al., 2007), 5,0 para a polpa de butia
(Martins et al., 2017) e 6,5 para a lichia (Mizobutsi et al., 2010).



Figura 5.1 — Efeito da temperatura (a) e do pH (b) na atividade da POD de caldo de cana.
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A seguir sdo apresentados quatro artigos que contém os resultados do presente trabalho,

sempre comparando o desempenho do aquecimento 6hmico com o convencional. O primeiro artigo

trata de uma avaliagdo da influéncia da temperatura na cinética da atividade enzimatica da PPO e da

POD (com escolha do modelo cinético apropriado), no teor de compostos fendlicos totais e

flavonoides. No artigo 2, estudou-se o efeito da frequéncia, da forma de onda e do gradiente de

tensdao do campo elétrico sobre a cinética de inativagdo da POD do caldo de cana a 75 °C, além da

resposta sobre o teor de compostos fendlicos e a cor do caldo. O artigo 3 apresenta a avalia¢do das

mesmas varidveis do campo elétrico, porém nas temperaturas de 60 e 80 °C. Neste terceiro artigo,

também sdo apresentados os resultados de temperatura e pH 6timos da POD do caldo de cana. Por

fim, no ultimo artigo, sdo apresentados os resultados relativos a atividade enzimatica da POD nas

fracGes sdlida, liquida e concentrada do caldo de cana, além da atividade de POD de uma enzima

comercial, na presenca e na auséncia de sacarose.



68

5.2 Artigo 1

Nesta secdo é apresentado o primeiro artigo, publicado no periédico internacional LWT -

Food Science and Technology.

Titulo: Influence of Moderate Electric Field on Inactivation Kinetics of Peroxidase and Polyphenol

Oxidase and on Phenolic Compounds of Sugarcane Juice Treated by Ohmic Heating.

Abstract

This study investigated the non-thermal effects of electricity on enzymatic inactivation kinetics of
peroxidase and polyphenol oxidase and on degradation of total phenolic and total flavonoid
compounds during ohmic heating of sugarcane juice. A kinetic modeling was carried out from the
adjustment of various models applicable to enzyme inactivation, and the Weibull distribution model
was the most suitable to describe the inactivation of peroxidase. The presence of an electric field
with low intensity significantly influenced the biochemical reactions occurred during peroxidase
activation at 60 °C and inactivation at 80 °C. Polyphenol oxidase, a more thermolabile enzyme, was
almost totally inactivated before reaching the target temperature (holding phase) of the
experiments. The maximum total phenolic and total flavonoid degradation were approximately 23
and 39%, respectively. Statistical analyses showed no differences between conventional and ohmic

heating for total phenolic and total flavonoid compounds.

Keywords: Ohmic heating; sugarcane juice; peroxidase; moderate electric field, phenolic compounds.

5.2.1 Introduction

Sugarcane (Saccharum officinarum L) is an important crop of the Brazilian economy, and the
country is the world's largest producer of this vegetable, holding the global leadership in ethanol and
sugar production technology. By-products and residues (such as bagasse, the filter cake, molasses
and vinasse, among others) are also used for power cogeneration, animal feed manufacturing and

fertilizer for crops (CONAB, 2015).

The juice, obtained through sugarcane grinding, is popular in many countries and is a sweet
and cheap drink; however it is not industrialized and its selling takes place predominantly in the
informal market, which makes difficult the access to statistics about its consumption (Kunitake,

2012). According to Oliveira, Spoto, Canniatti-Brazaca, Sousa, & Gallo (2007), the juice is
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characterized as an energy drink, non-alcoholic, with sweet and pleasant taste, low acidity, opaque,
with color ranging from dun to dark green. Regarding its nutritional composition, it contains vitamins
(especially B and C), minerals (Ca, Fe, P, Mg, Mn, K, and Zn) (TACO, 2011) and phenolic compounds,
mainly phenolic acids and flavonoids (Payet, Shum Cheong Sing, & Smadja, 2006). These compounds
have considerable physiological and morphological features in plants. Moreover, polyphenols exhibit
many biological properties, such as anti-inflammatory, antiallergic, antibacterial, antimicrobial,
antioxidant and cardioprotective (Havsteen, 2002). The composition may vary depending on the

variety, age and health of the cane, soil characteristics, weather conditions and agricultural practices.

Sugarcane juice processing and marketing are limited due to its rapid deterioration (Yusof,
Shian, & Osman, 2000), since the juice is considered a good substrate for the development of a
microbial broad spectrum. Moreover, it contains organic and inorganic nutrients and has high water
activity and pH ranging from 5.0 to 5.5 (Gallo & Canhos, 1991). After 24 h of extraction, even if stored
under refrigeration, the fresh juice shows sedimentation and changes in their sensory characteristics
(flavor and appearance deterioration), mainly due to fermentation and enzymatic browning, which
significantly contributes to its color changes (Qudsieh, Yusof, Osman, & Rahman, 2002; Yusof et al.,

2000).

The development of effective treatments and procedures to maintain the quality of
sugarcane juice would allow a broader market and increase their quality and safety (Mao, Xu, & Que,
2007). Ohmic heating (OH) is an emerging technology in the food industry, which consists of passing
an alternating electric current (a moderate electric field) through a food with the main purpose of
warming it by internal power generation. Due to its inherent electrical resistance, food transforms
electrical energy into thermal, thereby promoting a temperature rise inside (Resnick, 1996). This
technology is preferable over conventional processes, as it allows nutritional and sensory quality
maintenance and makes possible greater efficiency and speed of heating (Castro, Macedo, Teixeira,

& Vicente, 2004; Wang & Sastry, 2002).

The activity of naturally occurring enzymes in sugarcane juice, such as polyphenol oxidase
(PPO) and peroxidase (POD), promotes undesirable changes in color, texture, flavor, aroma and
nutritional composition. POD (EC 1.11.1.7) is an enzyme naturally present in vegetables with high
thermal resistance and is, therefore, used for determining patterns of pasteurization parameters
(Jakéb et al., 2010). PPO (EC 1.14.18.1) is an oxidoreductase enzyme which, in the presence of
oxygen, catalyses the oxidation of o-phenolic to o-quinones substrates, which are subsequently

polymerized to dark-colored pigments (icier, Yildiz, & Baysal, 2008).
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Enzymes are charged molecules and thus respond to external electric fields. At the present
time, information concerning to the non-thermal effects of moderate electric field (MEF) treatments
on food proteins and enzymes is scarce (Samaranayake & Sastry, 2016b). Castro et al. (2004)
reported that lipoxygenase and polyphenol oxidase kinetics in buffer solutions were significantly
affected by the electric field, reducing the time needed for inactivation, while alkaline phosphatase,

pectinase, and - galactosidase inactivation were not affected by the electric field.

Enzymes inactivation is desirable in most preservation processes, and hence their
inactivation kinetics is of great interest (Corradini & Peleg, 2004). Considering the possibility of the
presence of isozymes at the beginning of the inactivation process, the kinetic models used in the
literature are based on different mechanisms: first order, consecutive or parallel reactions (Table 1)
(Chen & Wu, 1998; Rudra Shalini, Shivhare, & Basu, 2008; Weemaes, Ludikhuyze, Van den Broeck, &
Hendrickx, 1998).

The aim of this study was to evaluate the influence of MEF on phenolic compounds
degradation and POD and PPO enzymes inactivation of sugarcane juice treated by ohmic heating. An
additional objective was to establish the best kinetic model of enzymatic inactivation for both

enzymes at temperatures ranging from 70 to 80 °C.

5.2.2 Materials and methods
Samples

The sugarcane juice was donated by a rural property located in Verandpolis (Rio Grande do
Sul State/Brazil). The juice was homogenized and frozen in plastic bags in individual volumes of 300

mL. Samples were thawed in a water bath immediately prior to use.

The fresh juice was characterized according to its pH (Digimed, MD-22 model), soluble solids
(refractometer portable SZJ-A model), electrical conductivity (Digimed, MD-3P model), water activity
(measured in an electric hygrometer at 25 °C; Novasina, Labmaster-aw model), titratable acidity
index (method 016 / IAL, 2008), POD and PPO enzymatic activities, total phenolic and total flavonoid

contents. All analyzes were performed in triplicate.

Ohmic and conventional heating processes

The ohmic heating apparatus used to conduct the experiments is described elsewhere
(Mercali, Schwartz, Marczak, Tessaro, & Sastry, 2014a). The ohmic cell consisted of a 500 mL jacketed

glass vessel. The electrodes were made of titanium and were curved to conform to the reactor
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dimensions. The maximum inter-electrode gap was 7.5 cm and the minimum gap was 5.7 cm.

Electrode height was 5 cm and reactor height was 9.9 cm.

Kinetic assays were conducted at temperatures of 60, 70, 75 and 80 °C using 25 V applied to
the electrodes (electric field intensity varying from 3.57 to 4.39 V/cm because of the curvature of the
electrode) and hot water through the jacket of the cell during 12 min. Two heating baths were used:
one set at 98 °C to promptly increase the temperature up to the temperature of the study, and
another set 1 K below the target temperature used during the isothermal phase. The electric field
was turned on at time zero, the time at which the sample reached the working temperature. For
conventional treatment, the same procedure was followed without the application of the electric
field and with the second heating bath set at the target temperature. This was necessary to match
the temperature profiles of the conventional and ohmic heating, enabling the assessment of the non-
thermal effects of electricity during the heat treatment. Fig. 1 shows temperature over time for
conventional and ohmic heating experiments, indicating identical profiles. As can be seen, the come-

up period was approximately 2.0, 3.0, 3.5 and 4.0 min for 60, 70, 75 and 80 °C, respectively.

Fig. 1 — Temperature profile of sugarcane juice during conventional (grey lines) and ohmic (black
lines) heating experiments.
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The experiments were carried out with 250 g of sugarcane juice. The juice was agitated on a

magnetic stirrer device (IKA, model C-MAG HS10, Germany) at the rate of 750 rpm. Samples were
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collected in seven heating times (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 min), immediately placed on an ice bath to
stop the effect of heating, and subsequently analyzed for POD and PPO enzymatic activity. All

experiments were performed in duplicate.

Enzymes activities measurement

POD and PPO enzyme activities analyses were based on protocols described by Chisari,
Barbagallo, & Spagna (2007) and Walker (2001), respectively. The enzyme extract was prepared with
one part of sugarcane juice mixed to 4 parts of 0.05 mol/L phosphate buffer pH 7.0 in vortex (shaker
Phoenix solutions, AP-56 model). The temperature of the extract was maintained below 4 °C. Then it
was centrifuged (CIENTEC, CT, model 5000R, Brazil) for 10 min at 4 °C at 6000 rpm (4757 g) and

filtered through qualitative filter paper.

For POD analysis, 1.5 mL of 0.1 mol/L phosphate buffer pH 5.0, 1 mL of enzyme extract,
0.2 mL of 1 g/100 g solution hydrogen peroxide and 0.5 mL of 1.5 g/100 g solution of guaiacol (0.5 mL
of distilled water for blank) were mixed and read in a spectrophotometer (PG Instruments Ltd, T80
UV/VIS Spectrometer) at 460 nm. For PPO analysis, cuvettes containing 2.2 mL of 0.05 mol/L
phosphate buffer pH 7.0, 0.5 mL enzyme extract and 0.3 mL of 0.6 mol/L catechol solution (or 0.3 mL
of distilled water for blank) had absorbance read at 420 nm on the spectrophotometer. In both

analyses, changes of color were monitored every 20 s for 3 min.

Enzyme activity was determined from a change in absorbance/min (Aabs/min, named A)
under the assay conditions at 25 °C. The value of A was obtained by linear regression, and only the

linear part of the absorption curve was taken into account.

Kinetics analysis

Data of enzyme residual activities (A/Ao) against time were fitted to several kinetic equations,

described in Table 1, using non-linear regression (STATISTICA version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK).
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Table 1 — Kinetic equations used to predict enzymatic inactivation.

Model Equation ®
First-order In(A/Ap) = -k.t
Distinct isozymes A/Ao = Ar.exp(-kit)+Ag.exp(-kg.t)
Two-fraction A/Ao = a.exp(-k.t)+(1-a).exp(-kr.t)

A/Ao = [exp(-ki.t)+r.exp(-ka.t)]

Multicomponent first-order

(1+4r)
Fractional conversion A/Ao = A+(Ao-Ar).exp(-k.t)
Weibull distribution A/Ao = exp(-b.t")
nth order A/Ao = [Ad"" +(n-1).k.t]/rD)

A/Ao =0+ [1 + (a1k1/k2-k1) - (azkz/kz-k1)]exp(-k1.t) -

Series [(a1ka/ko-k1) — (azk1/k2-k1)] exp(-ka.t)

9A represents enzyme activity at time t; Ao is the initial enzyme activity; k is the reaction rate constant
at a given temperature (s%).

Total phenolic compounds analysis

Fresh and treated samples, collected at 6 and 12 min, were assayed following the
colorimetric method of Folin-Ciocalteu (Rodrigues et al., 2011; Singleton & Rossi, 1965). For the
analysis, performed in triplicate, the sugarcane juice samples were previously centrifuged for 3 min
at 13,400 rpm (Eppendorf centrifuge, Mini Spin model). The total phenolic content was expressed in

mg of gallic acid equivalents per L of initial sample.

Total flavonoids analysis

The total flavonoid content of fresh and treated samples, withdrawn at 6 and 12 min, was
determined in triplicate using the colorimetric method of Yang, Martinson, & Liu (2009). The

flavonoid content was expressed as mg of catechin equivalents per L of initial sample.

Statistical data analysis

Statistical and physical criteria were considered to evaluate the goodness of fit of the
proposed models. Statistical criteria include the coefficient of determination (R?), chi-square (x?) and
the root mean square error (RMSE). x* and RMSE are given by the equations 1 and 2 and show the

size of the error of a given estimate.
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2
2 _ Z(apredicted_aexperimental)
¥ = = ()
1 2105
RMSE = n [Zn(“predicted - aexperimental) ] (2)

where n is the number of observations, and p is the number of parameters. a predicted and a
experimental are the predicted and experimental residual enzyme activities, respectively. The
physical criterion is the absence of negative estimated parameters (Rudra Shalini et al., 2008;

Sant’anna, Utpott, Cladera-Olivera, & Brandelli, 2010).

Comparison between experiments was carried out using t-test, ANOVA and Tukey's test with

a confidence level of 95% (Statistica version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK).

5.2.3 Results

Sugarcane juice characterization

Table 2 shows the fresh sugarcane juice characterization. The results indicate low acidity and
high water activity, optimal conditions for microorganisms’ growth in the untreated sample. Kunitake
(2012) and Oliveira et al. (2007) found pH values varying from 5.1 to 5.4 and soluble solids from 15 to

23.7 °Brix in their works.

Table 2 — Fresh sugarcane juice characterization.

Parameter Value

pH 5.36 + 0.05
Water activity 0.951 + 0.001
Soluble solids (°Brix) 16.4+0.4
Electrical conductivity (uS cm™, 20°C) 2022 +35
POD activity (UEA mintg?) 4631 + 469
PPO activity (UEA mintg?) 1920+ 124
Total phenolic compounds (mg GAE LY) 460 + 33
Total flavonoid compounds (mg CE L?) 222 +16

The electrical conductivity is a measure of the mobility of ions dissolved in the sugarcane
juice. According to Stupiello (1987), sugarcane juice is made up mainly of water (80 g/100 g) and
dissolved solids (20 g/100 g). Among the total solids, stand out sugars, as sucrose (17 g/100 g),

glucose (0.4 g/100 g) and fructose (0.2 g/100 g); moreover, there are organic non-sugars, consisting
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of nitrogenous substances, fats, waxes, pectins, organic acids, coloring matters and inorganic matter

represented by ash.

The high POD and PPO enzymatic activities of the fresh juice demonstrated that a thermal

treatment is necessary to preserve its sensorial characteristics and phenolic composition.

Peroxidase and polyphenol oxidase residual activity

Fig. 2 shows POD residual activity during ohmic and conventional heating treatments at 60,
70, 75 and 80 °C. It is worth mentioning that partial enzyme inactivation was observed during the
come-up period (the first minutes of heating, when the temperature was increasing up to the target
temperature of the experiment). This partial inactivation reached maximum values of 27% at 80 °C
for POD and 91% at 70 °C for PPO. Since only the most heat resistant fraction of the PPO enzyme
remained active during the isothermal phase, kinetic modeling of PPO was not conducted in the

present work.

Fig. 2 — POD residual activity over time for sugarcane juice during conventional (empty symbols) and
ohmic (filled symbols) heating at 60 °C (diamond), 70 °C (triangle), 75 °C (circle) and 80 °C (square).
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From Fig. 2 it is possible to observe an increase in the POD activity at 60 °C throughout the
heat treatment probably because this temperature is close to the optimum temperature of the
enzyme. This behavior has been reported by other authors, with optimum temperatures for POD at
25 °C for strawberry (Chisari et al., 2007), 20-35 °C for blueberry (Martynenko & Chen, 2016) and
70 °C for litchi (Mizobutsi et al., 2010). As can be seen in Fig. 2, the increased POD activity at 60 °C

was higher for ohmic heating than for conventional heating. As thermal histories during OH and
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conventional heating treatments were the same, it is possible to infer that any difference on the
inactivation curve may be attributed to an electric field effect. This result indicates that MEF is
affecting POD activity at this temperature. Recently, Samaranayake & Sastry (2016a) evaluated the
effect of controlled-frequency moderate electric field treatments on pectin methylesterase and
polygalcturonase activities in tomato homogenate, subjecting the treated control and electrically-
treated samples to the same temperature history. They reported that the application of electric
fields at a low field strength (0.4 V/cm) and constant temperature (65 °C) had a statistically

significant effect on pectin methylesterase activity.

For the other temperatures evaluated (70, 75 and 80 °C), the POD activity had an opposite
behavior, decreasing over time. The higher the temperature applied, the lower the residual enzyme
activity (p < 0.05). As observed in Fig. 2, for temperatures of 70 and 75 °C, ohmic and conventional
experiments showed closed values of residual activities in the end of the treatment. For 80 °C,
enzyme inactivation was slightly different between ohmic (approximately 72%) and conventional
(approximately 66%) treatments. For a proper comparison between treatments, data were fitted to
kinetic models and the kinetic parameters were statistically compared. Data of the experiment at

60 °C were not fitted to the kinetic models because, at this temperature, it was observed activation.

Kinetic modeling of peroxidase inactivation

Table 3 shows the minimum and maximum ranges of R%, x* and RMSE obtained for the
enzymatic inactivation kinetic models (70-80 °C). The series model (Henley & Sadana, 1985) is based
on a sequence of two irreversible first-order steps: a conversion of the native enzyme (E) to an
intermediate (E/) with lower specific activity, and the subsequent conversion of the intermediate to
an inactive enzyme form (ED). The series and n' order models did not generate parameters answers,

either coefficients of determination.

In general, the first-order model is adopted to describe enzymatic inactivation, which is
based on the assumption that the break of a single bond or a structure is sufficient to inactivate the
enzyme; however, it is known that the process is much more complex (Corradini & Peleg, 2004;
Fujikawa & Itoh, 1996; Ladero, Santos, & Garcia-Ochoa, 2006). According to Gardossi et al. (2010),
biocatalyst inactivation rarely follows precisely the first-order kinetics. Fujikawa & Itoh (1996)
discussed the characteristics of a multicomponent (or multi-fraction) first-order model on cumulative
simulation; this model is expressed as the sum of the thermal inactivation kinetics of their individual
components and has been mainly studied for the inactivation of isozymes (protein structures with

similar enzymatic activities which catalyze the same reaction) with different thermal stabilities.
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Table 3 — Statistical parameters of the kinetic models describing POD inactivation during ohmic and
conventional heating (70-80 °C).

Model R? X RMSE
First-order [0.413; 0.986] [0.00021; 0.00571] [0.00507; 0.02644]
Multi-component first-order [0.413; 0.986] [0.00335; 0.48233] [0.01653; 0.19843]
Distinct isozymes [0.941; 0.999] [0.00013; 0.00122] [0.00283; 0.00864]
Two-fraction [0.941; 0.999] [0.00010; 0.00093] [0.00283; 0.00869]
Fractional conversion [0.869; 0.991] [0.00013; 0.00096] [0.00323; 0.00884]
Weibull distribution [0.924; 0.999] [0.00008; 0.00076] [0.00279; 0.00882]
nth order - - -
Series - - -

The first order and multicomponent first order models were discarded in the present work
due to low R? and high x? and RMSE values; these latter two parameters were particularly bad for the
multicomponent model. This occurred because POD is an isozyme and, therefore, has no first order
inactivation kinetics. POD enzyme has more than one isoform that can show catalytic activities

simultaneously (Chakraborty, Rao, & Mishra, 2015), having many heat resistance profiles.

Weemaes et al. (1998) suggested that the distinct isozymes model is characterized by a loss
of enzyme activity that can be described by the sum of two exponential decays, one for thermolabile
enzyme (L index) and another for thermostable enzyme (R index). On the other hand, the two-
fraction model hypothesizes that plant extracts contain various isozymes that can be separated into
two groups, one more heat resistant than the other, and both thermally inactivated according to the
kinetics first-order degradation (Chen & Wu, 1998). In this model, the coefficient a is the activity of
the labile fraction isozyme relative to the total enzymatic activity. Fractional conversion model refers
to a first-order inactivation process and takes into account the non-zero enzyme activity (A, the
activity when the system reaches the equilibrium) upon prolonged heating because of the presence
of an extremely heat-resistant fraction (Rizvi & Tong, 1997). These three aforementioned models

were not physically feasible since negative parameter values were obtained.

The Weibull distribution pattern is based on the assumption that the momentary rate of
thermal sensitivity to heat depends only on the transient heating intensity and on the residual
activity, being independent of the rate at which the residual activity has been reached (Peleg &
Penchina, 2000). This distribution is in fact a stochastic model, which is sufficiently flexible to account
for enzyme inactivation at different processing conditions (Rudra Shalini et al., 2008). As can be seen
in Table 3, the Weibull model showed the best goodness of fit and was chosen to estimate the POD

inactivation kinetics of sugarcane juice.
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Fig. 3 shows the experimental (symbols) and predicted (curves) values of residual enzymatic
activity for experiments conducted at 70 and 80 °C. Similar plots were obtained for experiments
carried out at 75 °C but, for the sake of clarity, these results were not shown. Fig. 4 shows the parity
between the experimental and predicted data where the dashed lines represent the + 5% confidence
interval of the results. As can be seen, all data lie within the 5% confidence interval. These figures
confirm that the Weibull distribution model adequately describes the kinetics of POD enzyme

inactivation in the sugarcane juice in the worked conditions.

Fig. 3 — Experimental and predicted POD residual activity values for sugarcane juice: conventional
(empty symbols) and ohmic (filled symbols) heating at 70 °C (triangle) and 80 °C (square).
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According to Table 1, the Weibull distribution is characterized by two parameters b and n,
suggesting a continuing degradation of the enzyme. The value of n determines the shape of the
distribution curve, while b determines the thermal reaction rate; consequently, n and b are called the
shape and scale factors, respectively (Hutchinson, 2000; Rudra Shalini et al., 2008). The b and n
parameters obtained for each treatment are reported in Table 4. The value of n ranged from 0.2338
to 1.0128 and parameter b was between 0.0327 and 0.2917. According to Peleg (2003), a Weibull
distribution with n greater than 1 indicates that the semi-logarithmic survival curve has a downward
concavity. As can be seen, the values of n were lower than 1 for all treatments (except for both types
of heating at 75 °C), indicating a ‘tailing’ phenomena which is characterized by an upward concavity
curve. This might be inferred as an indication of the presence of extremely heat resistant enzyme
fraction. Moreover, the deviation in log-linearity (n = 1) of activity curve might be attributed to the

presence of POD isozymes having different thermal stabilities (Chakraborty et al., 2015).



Fig. 4 — Parity between experimental and predicted data values for sugarcane juice:
conventional (empty symbols) and ohmic (filled symbols) heating at 70 °C (triangle),
75 °C (circle) and 80 °C (square).
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Table 4 — Coefficients of Weibull model.

Heating Treatment b* n® R? X RMSE
70 °C conventional 0.08+0.03° 04+0.2° 0.924 0.0004 0.0060
70 °C ohmic 0.09+0.06° 05+04° 0.961 0.0002 0.0045
75 °C conventional 0.03+0.01%4 1.0+0.24 0.986 0.0003 0.0051
75 °C ohmic 0.06 +0.03* 1.02 +0.04 A 0.981 0.0008 0.0088
80 °C conventional 0.12+0.02¢ 0.84+0.08¢ 0.992 0.0005 0.0068
80 °C ohmic 0.32+0.03" 0.556 + 0.006 0.999 0.0001 0.0028

bSimilar letters in the same column represent no significant difference (p > 0.05).

Effect of moderate electric field on peroxidase inactivation
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Enzyme denaturation is caused by rearrangement and/or destruction of noncovalent bonds

such as hydrogen bonds, hydrophobic interactions and ionic bonds of the tertiary protein structure

(Castro et al., 2004). Since the signal of the ohmic heating equipment is an alternating bipolar

current, molecules with net charges and dipole moments, such as enzymes, will move in response to

the oscillating electric field (Mercali, Schwartz, Marczak, Tessaro, & Sastry, 2014b; Samaranayake &

Sastry, 2016b). The presence of the electric field can influence biochemical reactions by changing

molecular spacing and increasing interchain reactions (Castro et al., 2004). In the present study, the

effect of temperature was eliminated as a variable by performing ohmic heating with the same

temperature profile of the conventional heating (Fig. 1), which allowed to infer about the influence

of the field applied during thermal treatment by ohmic heating.
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A statistical analysis was performed comparing both heat treatments at the same
temperature. As each temperature condition evaluated in this work had a different come-up period
(the highest temperature took longer to be achieved), the enzymatic inactivation at the beginning of
the isothermal phase was different for each case. This resulted in different initial enzymatic activity
(Ao) for experiments conducted with distinct temperatures. Because of that, only a comparison
between different types of treatment in the same temperature was conducted for POD; Table 4
shows this comparison between both technologies evaluated. The results demonstrate no
differences between n values for each set of temperatures (p > 0.05). The parameter b was between
0.0327 and 0.2917. For experiments at 70 and 75 °C, ohmic and conventional treatments did not
differ from each other; on the contrary, for the experiment conducted at 80 °C, differences between
treatments were observed. The value of b was higher for the ohmic treatment, indicating a faster
inactivation. This indicates that MEF can induce inactivation of enzymes. According to Samaranayake
& Sastry (2016b), the mechanism of MEF-induced inactivation of enzymes is not well-known. Some
hypothesis to explain the enhanced loss of enzyme activity and protein denaturation by MEF are the
removal of metallic prosthetic groups present in some enzymes and conformational changes of their

structure (Castro et al., 2004; Pereira, Teixeira, & Vicente, 2011).

Castro et al. (2004) inactivated some apple enzymes during ohmic (50-90 V/cm in the heating
phase and 20 V/cm in the holding phase) and conventional heating (70-95 °C) and found that the PPO
and lipoxygenase inactivation was enhanced by the presence of electric field. On the other hand, the
activity of pectinase, alkaline phosphatase and B-galactosidase did not seem to be affected by the
electric field strength. Jakéb et al. (2010) investigated inactivation of alkaline phosphatase, pectin
methylesterase and peroxidase by ohmic heating of milk and juices of fruit and vegetable, and
compared to conventional indirect heating in hot water. A slight decrease of enzyme stability was
shown for pectin methylesterase in fruit juices and alkaline phosphatase in milk when the electric
field was used. By contrast, peroxidase in vegetable juices was more prone to destabilization by
ohmic heating. A kinetic study of enzyme inactivation showed that the decreased stability was not
because of the modification of enzyme tertiary structure by the electric field, but rather by the effect
of modified environment due to the increased number of ions and their different distributions

around enzyme molecules.

The POD enzyme from pea puree was inactivated with voltage gradient of 20 V/cm when the
sample was heated from 30 to 100 °C during 516 s (8.6 min) and blanched by another min at 100 °C.
In the same study, the POD enzyme was inactivated at 50 V/cm after 54 s of heating up to 100 °C
(Icier, Yildiz, & Baysal, 2006). Guida et al. (2013) achieved complete inactivation of PPO and POD

artichoke heads with 360 and 480 s of ohmic blanching, respectively, with a voltage gradient of
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24 V//cm at 80 °C. According to these authors, the faster enzymatic inactivation of samples ohmically
blanched, when compared to the conventional blanching at 100 °C, can be explained by the increase
of uniformity provided by ohmic heating treatment. However, it is worth pointing out that, in these
two studies, the temperature profiles were not equal and, therefore, it is not possible to infer the

effect of the electric field on the enzyme inactivation.

It is noteworthy that the kinetic parameters of enzymatic inactivation are unique to each
plant (Rudra Shalini et al., 2008), which may explain the difference between the data obtained for
sugarcane juice and other foods. As stated by Samaranayake & Sastry (2016b), free-floating enzyme
molecules may be highly responsive to the electric field - this is the case of juices and pulps - whereas
enzyme molecules attached to or trapped in membrane segments (electrical insulator) and other
debris (e.g. skin, seeds, and insoluble fibers) may be shielded from the electric field. At the present
time, there are no studies in the literature about enzymatic inactivation in sugarcane juice by ohmic
heating. Kunitake (2012) inactivated PPO after conventionally pasteurize the acidified sugarcane juice
with 4% passion fruit pulp at 85-95 °C for 30 s; however, due to the POD thermoresistance, this

enzyme was inactivated only with the application of a more severe binomial (95 °C / 30 s).

Overall, results of the present work indicate that the presence of an electric field with low
intensity influenced the biochemical reactions occurred during activation and inactivation of POD in
sugarcane at specific temperatures. At the lowest temperature (60 °C), an activation effect was
observed with MEF in comparison to control, while at the highest temperature (80 °C), an
inactivation effect was observed. Samaranayake & Sastry (2016a) reported a similar behavior when
evaluating the effect of MEF on pectin methylesterase (PME) activity in tomatoes. They found a
significant non-thermal effect of electric field on PME activity, which depends on MEF field strength
and temperature. They also observed an activation effect with MEF in comparison to controls at low
temperatures and an inactivation effect at high temperatures. These results reveal that the effect of

MEF is still not fully understood and is worthy of future investigation.

Phenolic composition

Table 5 shows the residual of total phenolic and flavonoid content values obtained for each
treatment after 6 and 12 min. The residual was calculated divided the value of total phenolic and
flavonoid content by the corresponding value of the sugarcane juice with no treatment. As can be
seen, the degradation of total phenolics was between 11 and 23% and the degradation of total
flavonoids varied from 20 to 38%. Comparing the same heating treatment, there was no difference

between the degradation of total phenolic compounds after 6 and 12 min (p > 0.05); the same
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behavior was observed for flavonoid compounds; thus indicating that, for each treatment, the
degradation occurred after 6 min. Moreover, there was no statistical difference (p > 0.05) of total
phenolic contents between ohmic and conventional heating. The Tukey test also showed that there
were no differences between different temperatures. These results indicate that the phenolic
compounds are not so sensitive to heat as other components, such as ascorbic acid and
anthocyanins. A similar behavior was observed for total flavonoid compounds: no differences
between technologies and between temperatures. Although more studies are required to elucidate
the effect of this technology on bioactive compounds stability, these results indicate similar

mechanisms of degradation using ohmic or conventional heating.

Table 5 — Residual phenolic content after treatments.

Heating Treatment Residual total phenolics ® Residual total flavonoids *

6 minutes 12 minutes 6 minutes 12 minutes
60 °C conventional 0.95+0.03° 0.95+0.04° 0.76 £0.05° 0.79+0.09®
60 °C ohmic 0.84+0.11° 0.82+0.10° 0.74+0.10° 0.71+0.07°®
70 °C conventional 0.77t0.01° 0.77 £0.02° 0.63+0.01° 0.62 £0.00°®
70 °C ohmic 0.89+0.04° 0.89+0.04° 0.74+0.01° 0.74+0.01°
75 °C conventional 0.78+0.01° 0.77+£0.00® 0.80+0.07°® 0.79+0.08°
75 °C ohmic 0.85+0.02° 0.86+0.01° 0.72+0.03° 0.74+0.02°
80 °C conventional 0.87 £0.06* 0.84+0.05° 0.72+0.03° 0.70+0.03°
80 °C ohmic 0.89£0.03° 0.88+0.01° 0.73+0.01° 0.74+0.01°

bSimilar letters in the same column represent no significant difference (p > 0.05).

Mercali, Gurak, Schmitz, & Marczak (2015) evaluated anthocyanin degradation in jabuticaba
juice using ohmic and conventional heating (3.57-4.55 V/cm) with temperatures ranging from 70 to
90 °C. Both technologies, evaluated under the same thermal history, showed similar values for all the
kinetic and thermodynamic parameters (when compared at the same temperature), indicating that
anthocyanins have similar degradation pathways during ohmic and conventional heating. The
authors concluded that the presence of the electric field did not affect the mechanism and the

degradation rate of anthocyanins.

Guida et al. (2013) showed that the residual content of phenolic compounds in blanched
artichoke samples was significantly dependent on the processing technology (p < 0.05). In particular,
the ohmic treatment caused an increase of approximately 29% of total polyphenols concentration
compared to fresh samples. In contrast, conventional heating promoted a decrease of about 27% of

phenolic compounds content. The authors reported that the increase in total phenolic content in
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plant after the heat treatment may be, in part, due to release of linked phenolic acids, as well as the
breaking or softening cellular constituents of plants, increasing the accessibility of antioxidants. In
addition, cooking can cause the breakdown of complex structures, releasing individual phenolic
and/or phenolic degradation products, which can also react with the Folin-Ciocalteu reagent.
Moreover, it was also reported that the application of ohmic heating with intensities below 100 V/cm
can cause changes in the permeability of cell membranes of plants, increasing the extraction of
carotenoids, flavonoids and total polyphenols from plant tissues (Kulshrestha & Sastry, 2010;

Lebovka, Shynkaryk, & Vorobiev, 2007).

5.2.4 Conclusion

The present work evaluated the effect of the electric field on POD inactivation and on
phenolic compounds degradations in sugarcane juice. Ohmic heating technology can be applied for
the heat treatment of sugarcane juice up to 80 °C without compromising the concentration of

phenolic antioxidant compounds when compared to conventional heating.

Concerning the POD residual activity, a distinct behavior was observed, depending on the
temperature of the thermal treatment. For 60 °C, close to the optimum temperature of the enzyme,
MEF influenced increasing the POD activity. For 80 °C, MEF increased the inactivation rate. On the
other hand, for 70 and 75 °C, non-thermal effects were not observed during heating. These results
suggest that the presence of the electric field modified the conformational structure of POD at some
specific temperatures. Further experiments considering other variables, such as frequency,
waveform and electric field strength, should be performed to better understand the effect of this
technology on POD activation and inactivation. Moreover, the behavior of other enzymes naturally

presented in food plants under electric field treatment should be investigated.
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5.3 Artigo 2

Nesta secdo é apresentado o segundo artigo, publicado no periédico Food and Bioproducts
Processing referente ao estudo do efeito do uso de diferentes frequéncias, formas de onda e

gradientes de tensao sobre os parametros de qualidade do caldo de cana tratado a 75 °C.

Titulo: Effect of ohmic heating parameters on peroxidase inactivation, phenolic compounds

degradation and color changes of sugarcane juice

Abstract

The non-thermal effects of electricity on enzymatic inactivation kinetics of peroxidase (POD) and on
phenolic compounds degradation during ohmic heating (OH) of sugarcane juice were investigated.
Experiments with different frequencies (10-10° Hz), waveforms (sine, square, triangle and pulsed
waves) and voltage gradients (3.9 and 20.5 V/cm) were conducted at 75 °C for 25 min and compared
with the conventional treatment, performed with similar temperature histories. Overall, the results
indicated that the non-thermal effects of OH (voltage gradient up to 20.5 V/cm, with different
frequencies and waveforms) did not influence the biochemical reactions that occur during POD
inactivation in sugarcane juice. Moreover, there was no effect of electric field frequency or voltage
gradient on phenolic compounds stability; on the other hand, some waveforms promoted higher
degradation of these compounds. Some color changes were observed when 10 Hz/25 V and 60 Hz/

130 V were applied, with higher magnitude at the higher electric field strength.

Keywords: electricity; thermal treatment; enzyme inactivation; electric field.

5.3.1 Introduction

Sugarcane (Saccharum officinarum L.) is one of the most economically important crops in
Brazil, being a source of sugar, raw material for production of alcohol and a variety of other products,
such as sugarcane juice. The juice is a cheap and sweet beverage and it is a potential source of

phenolic compounds, mostly phenolic acids and flavonoids (Colombo et al. 2006; Payet et al. 2006).

Sugarcane juice processing and marketing are limited due to its rapid deterioration (Yusof et
al. 2000). Enzymatic browning significantly contributes to color changes of the product (Qudsieh et

al. 2002; Yusof et al. 2000), being peroxidase (POD) the most thermostable enzyme related to this
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problem. Thus, the development of effective treatments and procedures to maintain the sugarcane
juice quality and safety would allow a broader market (Mao et al. 2007). Conventional heat
processing is commonly used for the inactivation of spoilage microorganisms and food degrading
enzymes; however, heat can cause undesirable changes in the sensory and nutritional quality of food
products. Ohmic heating (OH) could be a potential technology for sugarcane juice since it allows
nutritional and sensory quality maintenance and makes possible greater efficiency and speed of
heating (Castro, Macedo, Teixeira, & Vicente, 2004; Wang & Sastry, 2002). OH is considered a novel
thermal technology based on the passage of alternating electric current through the food; due to its
inherent electrical resistance, heat is generated volumetrically by the Joule effect. In this process,
beyond the thermal effects, there are also non-thermal effects associated with the presence of the

moderate electric field (MEF).

Enzymes have net charges and dipole moments and thus undergo translation and rotation in
response to external electric fields. Some studies have shown that the electric fields applied during
OH exhibits a non-thermal inactivation effect on pectin methylesterase (PME) in tomato homogenate
(Samaranayake and Sastry 2016a) and on lipoxygenase and polyphenoloxidase in buffer solutions
(Castro et al. 2004). At the present time, data concerning the non-thermal effects of MEF treatments

on food proteins and enzymes are limited (Samaranayake and Sastry 2016a).

The different OH variables, that are not yet widely studied, may also affect bioactive
compounds stability of foods. When an increasing alternating electric field frequency is applied,
motions of molecules arising from the polarization process become faster; at high frequencies,
molecules do not have enough time to polarize (in response to the electric field) because of the rapid
reversal of the polarity of the electric field (Mercali et al. 2014b; Samaranayake and Sastry 2016b),
which may impact the rate of degradation of bioactive compounds. Likewise, the use of high voltage
gradients may lead to a greater degradation due to the greater collision force between molecules. On
the other hand, the effect of the waveform on bioactive compounds degradation is not yet

elucidated: different possible forms of oscillation may or not influence the degradation process.

POD inactivation during OH was investigated in a previous work (Brochier et al. 2016)
conducted by our research group. In that study, the presence of an electric field influenced the POD
activity at some temperatures (60 and 80 °C); on the other hand, at temperatures of 70 and 75 °C this
influence was not significant. For a better understanding of this behavior, a deeper investigation was
accomplished at 75 °C, evaluating the effect of different variables of the OH technology on POD
stability. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effect of electric field frequency,
waveform and voltage gradient on POD activity, phenolic compounds stability and color changes at

75 °C. The OH experiments were compared to the conventional heating (CH), both conducted under
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the same temperature profile.

5.3.2 Materials and methods
Samples

The sugarcane juice was donated by a rural property located in Veranodpolis (Rio Grande do
Sul /Brazil, 28° 56' 10" S, 51° 32' 58" W). The juice was homogenized and frozen in plastic bags in
individual volumes of 100 and 300 mL. Samples were thawed in a water bath immediately prior to

use.

The fresh juice was characterized according to its pH (Digimed, MD-22 model), soluble solids
(refractometer portable SZJ-A model), electrical conductivity (Digimed, MD-3P model), titratable
acidity index (method 016 / IAL, 2008), POD enzymatic activity and total phenolic content. All

analyzes were performed in triplicate.

Ohmic and conventional heating processes

Two OH systems were used in the present study. The first one, named system |, was
employed to conduct the experiments with distinct frequencies (10, 60, 10* 10* and 10° Hz) and
waveforms (sine, square, triangle and pulsed - pulses of 3.2 ms, in a total period of 8.3 ms). It
comprised a power amplifier (Industrial Test Equipment, model 500A, Port Washington, NY, USA), a
function generator (Tektronix Inc., model AFG3251, Richardson, Tex, USA), a data acquisition unit
(Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA), a computer and an ohmic cell. A schematic diagram of
the OH setup is presented in Fig. 1. The ohmic cell consisted of a 250 mL jacketed glass vessel
(containing 85 g of juice). Titanium electrodes were curved to conform to the cell dimensions. The
electrode height was 3.4 cm and the maximum and minimum inter-electrode gaps were 3.7 and 2.8
cm, respectively. Kinetic assays were conducted at 75 + 1 °C using simultaneously 25 V applied to the
electrodes and hot water through the jacket of the cell during 25 min (voltage gradient, E =
7.8 V/cm). For distinct frequencies, the waveform chosen to run the experiments was sine wave;
when different waveforms were evaluated, the frequency was kept at 60 Hz. The amplified waves
were checked by an oscilloscope (Tektronix, model TDS 360, Richardson, Tex, USA). Fig. 2 shows a

flowchart to better understanding the experiment design.
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Fig. 1 — Schematic diagram of the ohmic heating setup

(V = voltage measurement; A = current transformer and T = temperature sensor).
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The experiments to evaluate the influence of the voltage gradient were performed using the
system Il (shown in Fig. 1) and described by Mercali et al. (2012). The ohmic cell consisted of a
500 mL jacketed glass vessel (in this case, 250 g of sugarcane juice were used). Titanium electrodes
were curved to conform to the cell dimensions. The electrode height was 5 cm, and the maximum
and minimum inter-electrode gaps were 7.0 and 5.7 cm, respectively. Kinetic assays were conducted
at 75+ 1 °Cusing 25+ 0.3V (E=3.9V/cm) or 130 £ 2.5 V (E = 20.5 V/cm) applied to the electrodes

and water through the jacket of the cell during 25 min.

A bypass system (shown in Fig. 1) was used to enable the use of two thermostatic baths to
feed the jacket vessels: one for the come-up phase and another for the isothermal phase. This
procedure was necessary to regulate the heating rate of the come-up phase and to match the
temperature profiles of CH and OH, allowing the assessment of the non-thermal effects of electricity
during the heat treatment. For CH, the same procedure was followed without the application of the
electric field. Fig. 3 shows temperature over time for CH and OH experiments (with distinct
frequencies), indicating identical profiles. Similar plots were obtained for experiments evaluating
different waveforms. The come-up time was approximately 1.7 and 3 min for system | and I,

respectively.

The experiments were carried out with the sugarcane juice agitated on a magnetic stirrer
device (IKA, model C-MAG HS10, Germany) at the rate of 750 rpm. Samples were collected in nine
heating times (0 — time at which the sample reached 74 °C, and 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20 and 25 min),
immediately placed on an ice bath to stop the effect of heating, and subsequently analyzed for POD

enzymatic activity, total phenolic content and color. All experiments were performed in triplicate.

One of the experimental challenges in determining if electric fields have non-thermal effects
on enzymes is to maintain a homogeneous temperature distribution and an electric field well-
controlled inside the chamber. The temperature was measured by 2 thermocouples: one was located
close to the electrode and the other away from the electrodes. The system used in this work allowed
a homogeneous temperature distribution in the sample during heating. On the other hand, the
curved nature of the electrodes provides an electric field distribution that vary near the electrode
edges, where there is a little intensification of the field (the electric filed distribution can be seen at
Mercali et al., 2014b); this could result in high variation of local inactivation. In the present work,
however, this variation was not high and did not affect the analysis, since error bars of the replicates

were low, allowing a good estimation of the effects.
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Fig. 3 — Temperature profile of sugarcane juice during conventional and ohmic heating experiments
with frequencies varying from 10 to 10° Hz.
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Enzyme activity measurement

POD enzyme activity analysis was based on Chisari et al. (2007) protocol, already described in
a previous study (Brochier et al. 2016). Enzyme activity was determined from change in
absorbance/min (Aabs/min, named A) under the assay conditions at 25 °C. The value of A was
obtained by linear regression, and only the linear part of the absorption curve was taken into
account. Residual activities plotted against processing time were fit to Weibull distribution model
(STATISTICA version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK), which was previously found to be the best kinetic

model to describe enzyme activity of POD in sugarcane juice (Brochier et al. 2016).

Total phenolic compounds
Fresh and treated samples, collected at times 0, 12 and 25 min, were assayed following the

colorimetric method of Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) for total phenolic compounds.

Analyses were performed in triplicate.

Color measurement
Color measurements were performed using a ColorQuest XE colorimeter (Hunter Assoc.

Laboratory, VA, USA) in triplicate. The CIELAB parameters, L* (lightness or brightness/darkness), a*
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(redness) and b* (yellowness), were obtained with the light source D65 and an observation angle of

10°, using the reflectance specular included mode.

Statistical data analysis

Comparison between experiments was carried out using Student’s t-test, ANOVA and

Tukey's test with a confidence level of 95% (Statistica, version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK).

5.3.3 Results and discussion
Sugarcane juice characterization

Table 1 shows the fresh sugarcane juice characterization. The characterization showed values
similar to those found in a previous work (Brochier et al. 2016), except for the POD activity that was
higher in the present study. This can be associated with different harvest seasons of the sugarcane
that underwent different climatic and maturation conditions: one in the winter (4,631 %
469 UEA/min.g) and the other in the summer (18,434 + 1,337 UEA/min.g). The high enzyme activity
demonstrates that a thermal treatment is necessary to preserve the juice sensorial characteristics

and the phenolic composition.

Table 1 — Fresh sugarcane juice characterization.

Parameter Value

pH 5.41 % 0.04
Soluble solids (°Brix) 20+1
Electrical conductivity (uS/cm, 20 °C) 1,693 + 20
POD activity (UEA/min. g) 18,434 +1,337
Total phenolic compounds (mg GAE/L) 766 52

UEA = unit of enzyme activity; GAE = gallic acid equivalent.

Peroxidase residual activity

Fig. 4 shows experimental and predicted POD residual activities during CH and OH treatments
at different electric field frequencies (a and b), waveforms (c) and voltage gradients (d), where Ao is
the enzyme activity at time zero. As can be seen, the POD activity decreased over time for all
treatments, with inactivation varying from 62.8 to 72.6% after 25 min. It is important to point out

that a partial enzyme inactivation (approximately 14%) during the come-up period was observed.
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This partial inactivation was low and represents the most thermolabile fraction of the enzyme. For a

proper comparison between heating technologies (CH and OH) and the different variables evaluated,

results of inactivation were fitted to kinetic equations, and the kinetic parameters were compared.

The Weibull distribution model was used to describe the POD inactivation kinetics of sugarcane juice.

This model [a/as = exp(-b.t")] is characterized by two parameters b and n, suggesting a continuous

degradation of the enzyme. The value of n determines the shape of the distribution curve, while b

determines the thermal reaction rate; consequently, n and b are called the shape and scale factors,

respectively (Hutchinson 2000; Rudra Shalini et al. 2008). The Weibull model was suitable to predict

POD inactivation with coefficients of determination (R?) higher than 0.984, chi-square (x?) lower than

0.00096 and root mean square error (RMSE) lower than 0.0098. In a previous study, Brochier et al.

(2016) found that the Weibull distribution was the best model to predict enzymatic inactivation in

sugarcane juice. The b and n parameters obtained for each treatment are reported in Table 2. The

values of b ranged from 0.06 to 0.15, and the parameter n was between 0.68 and 0.86. As can be

seen, the values of n were lower than 1, indicating a ‘tailing’ phenomena which is characterized by an

upward concavity curve. This might be inferred as an indication of the presence of extremely heat

resistant enzyme fraction (Peleg 2003).

Fig. 4 — Experimental and predicted POD residual activity values for sugarcane juice during
conventional and ohmic heating: different electric field frequencies (a and b), (c) waveforms and (d)
voltage gradients.
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Table 2 — Coefficients of the Weibull distribution model.

Frequency tests

Treatment  Frequency (Hz) b¢ n¢ R? X RMSE
CH - 0.13+0.03°2 0.74+£0.08 2 0.984 0.00096 0.0098
OH 10 0.13+0.02°2 0.69+0.032 0.996 0.00023 0.0047
OH 60 0.09+0.01°2 0.80+0.03°2 0.990 0.00058 0.0076
OH 103 0.10+£0.02° 0.72+£0.07° 0.997 0.00013 0.0036
OH 10* 0.10+£0.02° 0.75+£0.07° 0.998 0.00009 0.0030
OH 10° 0.15+0.01° 0.68+0.01° 0.991 0.00052 0.0072
Waveform tests
Treatment Waveform b¢ ne R? X RMSE
CH - 0.13+0.03* 0.74 +0.08 * 0.984 0.00096 0.0098
OH Sine 0.09 +0.01* 0.80 +0.03* 0.990 0.00058 0.0076
OH Square 0.11+0.024 0.72+0.054 0.998 0.00011 0.0033
OH Triangle 0.11+0.024 0.73+0.084 0.992 0.00040 0.0063
OH Pulsed 0.12+0.034 0.68 +0.054 0.987 0.00058 0.0076
Voltage gradient tests
Treatment ora dY:r:ia(gVe/cm) b¢ n¢ R? X RMSE
OH 3.9 0.08 £0.03 ¢ 0.84+0.17 ¢ 0.999 0.00006 0.0024
OH 20.5 0.06 £0.01¢ 0.86+£0.08 ¢ 0.998 0.00011 0.0033

¢ Means in the same column with the same lowercase (frequencies), uppercase (waveforms) or Greek (voltage gradient)
letters are not significantly different (p > 0.05).

Conventional versus ohmic heating

Since the signal of the ohmic heating equipment is an alternating bipolar current, molecules
with net charges and dipole moments, such as enzymes, will move in response to the oscillating
electric field (Mercali et al. 2014a; Samaranayake and Sastry 2016b). According to Castro et al.
(2004), the presence of the electric field can influence biochemical reactions by changing molecular
spacing and increasing interchain reactions. This can cause a distinct inactivation behavior during
heating. This behavior was observed by Jakoéb et al. (2010) during OH of vegetable juices (58 — 78 °C):
a significant destabilization of the labile isozyme fraction of POD occurred under the effect of OH,

and the greatest decrease of the stability was obtained for carrot juice at 70 °C.

In a previous work (Brochier et al. 2016), differences were not observed at 75 °C between CH
and OH (60 Hz) treatments for voltage gradient lower than 4.4 V/cm; on the other hand, significant
differences were found at 60 °C on POD activation and at 80 °C on POD inactivation. In the present
work, according to Table 2, there were no differences between OH and CH kinetic parameters,
indicating that conformational structure of the enzyme was not altered by the external electric field
in the conditions applied. Pereira et al. (2011) evaluated the effect of MEF (voltage gradient from 15

to 22 V/cm for the come-up phase, and from 4 to 8 V/cm for the holding phase) on whey protein
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denaturation at temperatures ranging from 75 to 90 °C and reported a similar behavior: the effect of

electricity on denaturation was not significant compared to the effect of heat.

For the safe of clarity, the influence of different variables (frequency, waveform and voltage

gradient) will be presented separately in the following sections.

Effect of the electric field frequency on peroxidase activity

Moreover, as shown in Table 2, b and n values under OH using different frequencies were
similar (p > 0.05), demonstrating that the time available for molecules to respond to the external
imposed electric field is not affecting enzyme inactivation rates. Leaving the kinetic model aside and
evaluating the results of the residual activity at points 12 and 25 minutes, it is possible to identify
that there were no significant differences between CH and OH low frequency treatments (10 and 60
Hz) (p > 0.05). However, comparing CH and OH with higher frequencies after 12 minutes, the
frequency of 1 and 10 kHz promoted lower inactivation than CH treatment (p < 0.05). Samaranayake
and Sastry (2016b) evaluated the effect of the electric field frequency on pectin methylesterase and
polygalacturonase in tomato homogenate subjecting treated control and electrically-treated samples
to the same temperature history. The authors found that low frequencies (1 — 60 Hz) yielded the
highest level of pectin methylesterase inactivation. On the other hand, polygalacturonase results
were inconclusive. The authors also developed a model to explain the motion of the enzyme
molecule subjected to an electric field; the molecular motion simulation suggested that at lower
frequencies the amplitude of the motion is of the order of the intermolecular distance of water,

which contributes for additional collisions with water molecules in the same environment.

Effect of the electric field waveform on peroxidase activity

For the waveform tests (Figure 4c), it was observed no difference between CH and OH (p >
0.05) according to the Weibull distribution model parameters (Table 2). Comparing the different
waveforms, it can be seen that all parameters were statistically identical, indicating that this
parameter is not affecting the POD inactivation. Moreover, no differences were found between all
treatments regarding POD residual activities at 12 and 25 minutes. Studies evaluating the influence
of the waveforms on enzymatic activities were not found in the literature. These results bring, in

some extent, a new contribution for this research field.
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Effect of the voltage gradient on peroxidase activity

The voltage gradient tests conducted with 3.9 and 20.5 V/cm showed no differences
between b and n values (p > 0.05) (Table 2). Likewise, the comparison point by point at 12 and 25 min
did not show significant differences. Nistor et al. (2015) reported an increase of PME inactivation
when the voltage gradient increased from 15 to 25 V/cm during OH experiments (50-70 °C) of a
crude extract and apple puree. Samaranayake and Sastry (2016a) investigated the effect of the
voltage gradient (5, 8 and 10.5 V/cm) of MEF on pectin methylesterase activity in tomatoes. The
inactivation kinetics parameters of MEF and conventional thermal treatments were determined for
samples subjected to nearly identical linearly increasing temperature histories. The presence of
electric field (60 Hz, sine wave) resulted in activation of PME at 70 (+1) °C, and accelerated

inactivation at higher temperatures. This effect increased with field strength.

Overall, the results obtained in the present study indicate that voltage gradients lower than
20.5 V/ecm with different forms of oscillation and frequencies (10-10° Hz) did not influence the
biochemical reactions that occur during inactivation of POD in sugarcane juice at 75 °C. According to
Rudra Shalini et al. (2008), kinetic parameters of enzymatic inactivation are unique to each plant,
which may explain the difference between the data obtained for sugarcane juice and other foods;
besides, enzymes have distinct temperature stability which may explain why some results differ for
distinct temperatures. It is important to emphasize that studies in the literature are contradictory
and a larger body of research is still needed to evaluate the effect of electric field on conformational
disturbances of tertiary protein structure or distinctive interactions and associations between

denatured proteins.

Phenolic composition

Phenolic compounds degradation ranged from 7 to 12% in the come-up phase for all
frequencies evaluated. Measurements in the end of the thermal treatment (25 min) indicated no
further degradation after time zero. The residual phenolic content of samples treated by CH and OH
with frequencies from 10-10° Hz did not show statistical differences (p > 0.05); this indicates that the
presence of MEF is not promoting less or extra degradation of these compounds, even though it is
known that phenolic compounds carry electric charges and they must respond individually to an
externally imposed electric field. These results are demonstrating that distinct available times for
molecules to respond and orientate in accordance to the direction of electric field are not changing

the degradation reaction. The polarization is probably not enhancing the hydrogen or electron
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donation from hydroxyl groups positioned along the aromatic ring for free radical scavenging

activities and metal-chelating potential (Dey et al. 2016).

Similarly, Brochier et al. (2016) found no statistical difference (p > 0.05) of total phenolic
content between CH and OH using sine wave at 60 Hz and temperatures ranging from 60 to 80 °C.
Mercali et al. (2014a) observed that above 100 Hz the presence of MEF did not influence ascorbic
acid degradation in acerola pulp. On the other hand, the authors reported higher ascorbic acid
degradation rates when the sample was treated at 10 Hz, probably due to the occurrence of
electrochemical reactions. In the present study, electrochemical reactions, such as electrolysis of
water and electrode corrosion, may not have influenced the phenolic degradation rates since no
differences between the experiment conducted at 10 Hz and the conventional treatment were

observed.

Regarding the experiments with different voltage gradients, similar total phenolic
degradations after 25 min of heating were observed: 14 + 1 and 10 + 1%, applying 3.9 and 20.5 V/cm,
respectively. These results demonstrated that a high voltage gradient did not influence the
degradation rate of phenolic compounds. For the waveforms, the residual contents of total phenolic
compounds during the come-up phase are shown in Fig. 5. As can be observed, values for CH (93 +
0%) and sine wave (91 + 2%) were higher (p < 0.05) than those found for square and pulse treated
samples (63 = 3 and 67 £ 6%, respectively). The similarity between square and pulsed waves can be
explained by the fact that the later behaves as a square wave, but with larger amplitude and shorter
time pulse. As square waves can be decomposed into sinusoidal functions through the Fourier series,
the sum of their frequencies may have affected phenolic compounds stability. The higher phenolic
compounds degradation with the square wave may also be related to the high speed of the peak
voltage exchange and to its higher power (the power for square wave is the voltage V, while the

powers for sinusoidal and triangular are 0.707 x V and 0.577 x V, respectively).

The effects of MEF treatments on phenolic compounds stability have not been deeply
considered. The present study contributes for a better understanding but, undoubtedly, more studies
are necessary to elucidate the precise mechanism of MEF-induced changes. Thus, further studies

have been conducting by our research group with more sensitive and reliable analysis.
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Fig. 5 — Residual content of total phenolic compounds of sugarcane juice after conventional and
ohmic heating with different waveforms.

1.0

HH

0.9 A
ab

0.8

O
——

« 07 A T b
l

0.6 - 1

CO/ C:'n

0.5 A
0.4 -
0.3 -
0.2 -
0.1 A

0.0 T |
CH Sine Square Triangle Pulsed

* Cis the total phenolic content of the fresh sample (C,,) and at time zero (Cp).

Color changes

The fresh sugarcane juice showed L* value of 31.3 + 0.2, a* value of 1.08 + 0.07 and b* value
of 1.71 % 0.07, characteristics of a dun color. For all treatments, the values of L* and b* increased
while a* decreased when the fresh sample was heated up to 75 °C, indicating a more yellowish and
lighter coloration than the fresh sample. This behavior may be due to several factors, since
mechanisms of color formation/degradation in sugarcane juice include Maillard reaction,

thermal/electrical degradation of compounds, POD and polyphenol oxidase activities, among others.

Sant’Anna et al. (2013) summarized studies that showed a good correlation between the
CIELAB parameters and the presence of bioactive compounds in a broad range of foods. According to
these authors, in the last years, several studies have focused on evaluating color instrumentation as
an alternative to control the presence of bioactive compounds with antioxidant activities. Duarte-
Almeida et al. (2011) reported that the pigments found in sugarcane juice are mainly phenolic
compounds; in the present work, some color changes could probably be related to the degradation
of these compounds (approximately 10% during the come-up period). However, due to the great
variety of phenolic compounds found in sugarcane, it is difficult to correlate this degradation with
changes of CIELAB parameters. Furthermore, the action of the enzyme fraction that has not been

inactivated could also explain color changes in the product.
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Regarding frequency tests, it was not found differences (p > 0.05) between all treatments,
except for the parameter b* which showed a significant difference at 10 Hz, with a lower value (2.0 +
0.2) than the other conditions (average value of 2.46 + 0.05) indicating that the sample turned less
yellowish than other treatments. Mercali et al. (2014a) also found differences of color in acerola pulp
working with 10 Hz of frequency. The authors indicated that the occurrence of electrochemical
reactions may have accelerated the degradation of the pigments (anthocyanins and carotenoids) at
this frequency. It is worth mentioning that this conclusion does not apply for the present study since
the sugarcane juice used did not contain anthocyanins (verified by HPLC analysis). Lee et al. (2013)
reported a similar behavior for all parameters when applying OH in a tomato-based salsa: L*, a* and
b* values of treated samples (at various frequencies with 12.5 V/cm) were not significantly different

(p > 0.05) from those of the non-treated sample.

Concerning the waveforms applied, a significant difference was only observed using square
wave in the b* parameter, which showed lower value after 25 min of heating (1.35 + 0.03) than those
found using other waveforms (average value of 2.05 * 0.05), indicating that the sample became less
yellowish than the other treated samples. This difference observed indicates that some non-thermal
effect has occurred with the use of square wave and it may be correlated to phenolic compounds
degradation, which was higher for this waveform. It is not yet clear what may has occurred, so more

research will be conducted to better understand this behavior.

Table 3 shows the CIELAB parameters obtained for voltage gradient tests. It can be seen that
the sample heated with 20.5 V/cm showed changes in L* and b* parameters during the isothermal
phase, while sample treated with 3.9 V/cm gradient did not show differences during this period.
Moreover, a* and b* parameters showed significant differences between different voltage gradients
after 25 min. For 20.5 V/cm, samples became less reddish and less yellowish than for 3.9 V/cm,
showing that the color of the sugarcane juice was modified by the increase of the voltage gradient.
Icier et al. (2006) used conventional (100 °C for 300 s) and ohmic blanching (20 — 50 V/cm) to
inactivate peroxidase of pea puree. The ohmic blanching was performed applying four different
voltage gradients in the range of 20 — 50 V/cm. The puree samples were heated from 30 to 100 °C
and held at 100 °C to achieve adequate blanching. The ohmic blanching above 20 V/cm promoted
better color values than the water blanched puree at critical peroxidase inactivation times. The
voltage gradient of 50 V/cm gave the shortest critical inactivation time (54 s - time necessary for
complete inactivation) with the best color quality. It is important to point out that in this study the
experiments were conducted without matching temperature profiles, which blinds the voltage

gradient real effect on the color.
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Table 3 — CIELAB parameters for sugarcane juice treated with different voltage gradients.

Voltage gradient

(V/cm) 0 min 25 min

L* parameter

3.9 32.6+0.4"2 32.3+0.3%2

20.5 33.2+0.272 32.4+0.15%2
a* parameter

3.9 0.86 +0.06 A? 0.83 +0.04 A2

20.5 0.70 +0.07 *? 0.55 + 0.07 At
b* parameter

3.9 2.5+0.2472 2.61+0.07 72

20.5 2.20+0.04 72 1.6+0.258b

Same capital letters in the same line represent no statistical difference between treatment
time; means in the same column with the same lowercase letters are not significantly
different (p > 0.05).

In an attempt to correlate the CIELAB parameters with degradation of bioactive compounds
presented in sugarcane juice, samples were analyzed in a spectrophotometer performing a scanning
from 360 to 800 nm, with intervals of 1 nm. The analysis was carried out for fresh sample (IN) and
sample treated with 3.9 and 20.5 V/cm, at times 0 and 25 min. Fig. 6 shows the results obtained. The
spectrum evidences the absence of chlorophyll in the fresh sample (the visible spectra of chlorophylls
a and b and their derivatives are characterized by marked absorption bands of light between 600 and
700 nm (red region) and between 400 and 500 nm (blue region) (Schwartz et al. 2010). Additionally,
it is possible to observe a significant difference between curves of fresh and treated samples (0 and
25 min); the fresh sample had maximum absorbance at 480-481 nm and the treated samples had the
maximum absorbance shifted to the left. Comparing both voltage gradients, the higher electric field
showed lower peaks, corroborating the idea that a greater collision force causes greater degradation

of compounds, as it was observed for a* and b* color parameters (Table 3).

Unfortunately, it was not possible to identify any compound that could explain the color
changes found in this study. Clarke et al. (1984) reported that phenolic and flavonoid compounds
have a strong effect on sugarcane juice color. According to Suzart et al. (2007) and Prati et al. (2005),
besides enzymatic browning, sugarcane juice darkening is related to the Maillard reaction between
reducing sugars and amino acids present in sugarcane, forming dark pigment (melanoidins). These

authors also attribute color changes to oxidative reactions of phenolic compounds and chlorophyll.
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Fig. 6 — Absorbance spectrum of the fresh sample and samples treated for 0 and 25 min at 3.9 and

20.5 V/cm.
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It is also important to highlight that in the present study differences in color between
treatments could not be attributed to enzymatic browning since there was no statistical difference in
the POD inactivation between treatments. Bucheli and Robinson (1994) evaluated the contribution of
enzymic browning to color changes in sugarcane juice. They stated that the progressive decrease in
color, measured at 420 nm, with increasing extraction temperature, indicates that more than 70% of
the color initially formed in sugarcane extracts could be attributed to enzymic browning reactions.
This is in agreement with others previous studies which showed that heat treatments inhibited color

formation in sugarcane juice (Goodacre and Coombs 1978; Smith 1976).

5.3.4 Conclusion

The present work evaluated the effect of applying different frequencies, waveforms and
voltage gradients of the ohmic heating technology on POD inactivation, phenolic compounds
degradation and color changes in sugarcane juice at 75 °C. It was not observed a non-thermal effect
on the enzymatic inactivation, indicating that the presence of an electric field did not alter the
conformational structure of POD in the assayed conditions. Despite these results, the effect of OH on
enzyme inactivation should be further investigated, since food matrix significantly influences the

electric field effect on enzymes.
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The effects of the electric field frequency and voltage gradient on phenolic compounds
stability were not evident, while the waveform, square and pulsed, influenced their degradation.
These two waveforms also promoted color changes in the product, indicating a possible relationship
between color changes and phenolic compounds degradation. Among frequencies, significant color
changes were found only at 10 Hz probably due to electrochemical reactions. When increasing

voltage gradient to 20.5 V/cm, some changes in the color pattern were also observed.

Overall, OH (when specific process parameters are chosen) has the potential to be applied as
an alternative technology for enzymatic inactivation in sugarcane juice without compromising the
concentration of phenolic compounds and with minimal color changes. It is important to highlight
that this study was conducted with same temperature histories for OH and CH to infer the non-
thermal effects associated the presence of an external electric field. So, one of the main advantages
of the OH technology - the rapid heating up to the desire holding temperature - was not considered.
This advantage reduces the treatment time, which is critical to avoid excessive thermal damage of

labile substances and to avoid sensory changes.
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5.4 Artigo3

Nesta secdo, apresenta-se o terceiro artigo, referente ao estudo do efeito do uso de
diferentes frequéncias, formas de onda e gradientes de tensdo sobre os parametros de qualidade do
caldo de cana tratado a 60 e 80 °C. Nessas temperaturas, o MEF apresentou efeito significativo na

ativacdo e na inativacao da POD, respectivamente, no caldo de cana.

Titulo: Effect of moderate electric field during ohmic heating of sugarcane juice on peroxidase

activity, phenolic compounds and color.

Abstract

In the present study, the influence of moderate electric field (MEF) was evaluated during thermal
treatment of sugarcane juice. Experiments of conventional (CH) and ohmic heating (OH) at
temperatures of 60 and 80 °C were conducted to investigate the effect of frequency (0 — 10° Hz),
waveform (sine, square and triangle) and voltage gradient (0 — 16.7 V/cm) on inactivation of
peroxidase (POD), phenolic compounds stability and color changes. Enzyme activity was significantly
(p < 0.05) affected by OH; the non-thermal effects promoted POD activation at 60 °C (mostly at
10 Hz) and inactivation at 80 °C (mostly at 100 kHz). It was observed no variation of phenolic
compounds content under the different conditions tested. However, the juice color was modified
using low frequency (possibly due to electrochemical reactions) and different waveforms. Based on
the results, it can be concluded that OH is suitable for POD inactivation at 80 °C with the usual

process parameters (sine wave and 60 Hz) or higher frequencies.

Keywords: electricity; thermal treatment; enzyme activity; electric field.

5.4.1 Introduction

Sugarcane (Saccharum officinarum L.) juice is a popular and sweet beverage with a rich
composition: sugar, vitamins, minerals, phenolic compounds, mainly phenolic acids and flavonoids,
and other organic compounds (Payet, Sing and Smadja, 2006; UNICAMP, 2011). The juice is highly
recommended for convalescing patients with jaundice, cancer and cardiovascular diseases making it

an ideal refreshing healthy drink (Nishad et al., 2017). However, its processing and marketing are
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limited due to its rapid deterioration (Yusof, Shian and Osman, 2000), and, as a consequence, the
juice is usually consumed as soon as the cane is milled. Enzymatic browning significantly contributes
to color changes of the product (Qudsieh et al. 2001; Yusof et al., 2000), causing deleterious changes
in the appearance and the organoleptic properties and also in the nutrient content of the beverage.
Peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) is the most thermostable oxidoreductase enzyme involved in
enzymatic browning. POD catalyzes oxidation reactions using peroxides or oxygen as hydrogen
acceptor, and the hydrogen donor may be phenols, amines and other organic compounds or
products formed during the oxidation (Chisari, Barbagallo and Spagna, 2007, Hemeda and Klein,
1990; Soysal and Soylemez 2005).

POD along with polyphenol oxidase (PPO) and pectin methylesterase (PME) are the main
enzymes involved in food spoilage (Meneses et al., 2013), and thermal treatments are usually
needed to increase shelf life of these products. In this way, alternative and/or complementary
processing technologies have been investigated in recent years for controlling enzyme activities
(Samaranayake and Sastry, 2016b). Some examples include microwave for inactivation of PPO and
POD of green coconut water (Matsui et al., 2008), high pressure thermal processing on PME, POD
and PPO inactivation of an Aloe vera-litchi mixed beverage (Swami Hulle, Chakraborty and Rao,
2017), ultrasonication treatment to inactivate POD in bael (Aegle marmelos) fruit extract (Dabir and
Ananthanarayan, 2017), pulsed electric field (PEF) processing for PPO and POD inactivation of mango
and papaya juice combined with stevia extract (Criado, Martinez and Rodrigo, 2016), and ohmic

heating to control the PME activity in tomato homogenate (Samaranayake and Sastry, 2016b).

Ohmic heating (OH) is an emerging technology in food industry, which consists of passing an
alternating electric current through a food with the main purpose of warming it by internal power
generation. Due to its inherent electrical resistance, food transforms electrical energy into thermal,
thereby promoting a temperature rise inside it (Resnick, 1996, Sastry, 2008). OH is commonly
preferable over conventional processes once it allows nutritional and sensory quality maintenance

and makes possible greater efficiency and speed of heating (Castro et al., 2004; Sastry, 2008).

The OH is distinguished from other methods of electric heating by the presence of electrodes
in contact with the food, thus allowing control of the frequency (which is lower compared to
microwave and radiofrequency), waveform (although the most used is the sinusoidal) and the
strength of the electric field imposed between the electrodes (Castro et al., 2004; Pereira, Teixeira
and Vicente, 2011), In OH, the electric field applied is moderate (MEF), since it is smaller than
1 kV/cm, therefore with a smaller magnitude than in PEF (Kulshrestha and Sastry, 2010, Sastry,
2008).
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In a previous study conducted by our research group, the efficacy of MEF frequencies at
60 Hz either to stimulate (60 °C) or to inhibit (80 °C) the POD activity in sugarcane juice was observed
(Brochier et al., 2016). Since molecules with net charges and dipole moments, such as enzymes, will
move in response to the oscillating electric field (Mercali et al., 2014; Samaranayake & Sastry,
2016b), the study of the enzymes behavior under different frequencies, waveforms and field
strength is a matter worthy of being investigated. Therefore, the objective of the present work was
to evaluate MEF parameters (frequency, waveform and field strength) on POD activity, phenolic
compounds stability and color changes at 60 and 80 °C in an attempt to clarify those non-thermal
effects observed in the previous work. In order to assess the effects of MEF, OH experiments were

compared to the conventional heating (CH), both conducted under the same temperature profile.

5.4.2 Materials and methods
Samples

The sugarcane juice was donated by a rural property located in Verandpolis (Rio Grande do
Sul /Brazil, 28° 56' 10" S, 51° 32' 58" W). The juice was homogenized and frozen in plastic bags and

was thawed in a water bath immediately prior to use.

The fresh juice was characterized according to its pH (Digimed, MD-22 model), soluble solids
(refractometer portable SZJ-A model), electrical conductivity (Digimed, MD-3P model), POD
enzymatic activity and total phenolic content. All analyzes were performed in triplicate. Table 1
shows the fresh sugarcane juice characterization. The characterization showed similar values to
those found in a previous work (Brochier et al., 2018), except for the electrical conductivity that was
approximately two times higher. This can be associated with different harvest seasons of the

sugarcane that underwent different climatic and maturation conditions.

Table 1 — Fresh sugarcane juice characterization.

Parameter Value

pH 5.43 +0.05
Soluble solids (°Brix) 18.0+0.1
Electrical conductivity (mS/cm, 20 °C) 44+0.3

POD activity (UEA/min. g) 19393 £ 1326
Total phenolic compounds (mg GAE/L) 389 +31

UEA = unit of enzyme activity; GAE = gallic acid equivalent.
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Ohmic and conventional heating processes

Two OH equipments were used to conduct this study. The first one, used to evaluate distinct
frequencies and waveforms, were previously described by Brochier et al. (2018). The titanium
electrodes used were curved to conform to the cell dimensions (250 mL). The electrode height was
3.4 cm and the maximum and minimum inter-electrode gaps were 3.7 and 2.8 cm, respectively. The
temperature was measured by 2 thermocouples: one located close to the electrode and the other

away from the electrodes.

The experiments were conducted similarly to those described by Brochier et al. (2018). In the
present work, the kinetic assays were conducted at 60 and 80 + 1 °C. Fig. 1 presents a flowchart of
the experiment designs. For distinct frequencies, the waveform chosen to run the experiments was
sine wave; for different waveforms, the frequency was kept at 60 Hz. The procedure to regulate the
heating rate of the come-up phase and match the temperature profiles of CH and OH were
performed according to Brochier et al (2018). Fig. 2 shows temperature over time for CH and OH
experiments (with distinct frequencies), indicating identical profiles. Similar plots were obtained for
experiments evaluating different waveforms. The come-up time was approximately 66 s (1.1 min) for

60 °C and 156 s (2.6 min) for 80 °C.

Fig. 1. Flowchart of the experiments

T=60and 80 °C

E=7.8V/em f =60 Hz (sinewave)
t=30min t =15 min
System |l
' | [ |
f=10, 60 and 10° Hz sine, square and E=0 e E=0
(sinewave) triangle waves E=5.2and 15.6 V/cm
(f=60 Hz) _|:CH., 80 °C: _| CH|
OH
Frequency OH E=5.2and 16.7 V/cm
Wave (just 80 °C) OH

Voltage gradient

The experiments were carried out with 85 g of sugarcane juice agitated on a magnetic stirrer
device (IKA, model C-MAG HS10, Germany) at the rate of 1250 rpm. Samples were collected in seven
heating times (0 — time at which the sample reached the thermal phase zone and 2, 5, 10, 15, 20 and

30 min), immediately placed on an ice bath to stop the effect of heating, and subsequently analyzed
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for POD enzymatic activity, total phenolic content and color. All experiments were performed in

triplicate.
The experiments to evaluate the influence of the voltage gradient were performed using the

second equipment which was previously described by Mercali et al. (2012). The curved titanium
electrodes heighted 6.0 cm and the maximum and minimum inter-electrode gaps were 4.0 and

6.0 cm, respectively. The temperature was measured by 2 thermocouples which assessed a
homogeneous temperature distribution in the sample during heating. Samples of 250 g of sugarcane
juice were used in a 500 mL ohmic cell. The kinetic assays at 60 °C were conducted using 25+ 0.5 V
(5.2 V/cm) and 75 £ 2.5 V (15.6 V/cm) at 80 °C, the voltage gradients were 25 + 0.5V (5.2 V/cm)
and 80 = 2.5V (16.7 V/cm). The isothermal phase lasted 15 min in which samples were collected at
0,15,3,5, 7.5, 10 and 15 min. The same procedure to guarantee similar temperature profiles was
adopted. The come-up time took approximately 2.1 min for 60 °C and 4.6 min for 80 °C treatments

Similar plots of Figure 1 were obtained for OH and CH indicating identical heating profiles

Experiments were performed in triplicate.

Fig. 2. Temperature profile of sugarcane juice during conventional and ohmic heating experiments
with frequencies varying from 10 to 10° Hz.
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Enzyme activity measurement

POD enzyme activity analysis was based on Chisari, Barbagallo and Spagna (2007) protocol,
already described in a previous study (Brochier, Mercali e Marczak, 2016). The enzyme activity was
determined from change in absorbance/min (Aabs/min, named A) under the assay conditions at
25 °C. The value of A was obtained by linear regression, and only the linear part of the absorption
curve was taken into account. Residual activities plotted against processing time were fit to Weibull
distribution model, which was the best kinetic model to describe enzyme activity of POD in
sugarcane juice (Brochier et al., 2016). This model is expressed by A/Ao = exp(-b.t"), where A/Aois the
POD residual activity, b determines the thermal reaction rate, t is the time (min) and n determines

the shape of the distribution curve (Hutchinson, 2000; Rudra Shalini et al., 2008).

Total phenolic compounds

Fresh and treated samples, collected at times 0, 15 and 30 min (for frequencies and
waveforms evaluation) and at 0, 7.5 and 15 min (for voltage gradient evaluation), were assayed
following the colorimetric method of Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965) for total phenolic
compounds. For the analysis, performed in triplicate, the sugarcane juice samples were previously

centrifuged for 3 min at 13,400 rpm (Eppendorf centrifuge, Mini Spin model).

Color measurement

Color measurements were performed using a ColorQuest XE colorimeter (Hunter Assoc.
Laboratory, VA, USA). The CIELAB parameters, L* (lightness or brightness/darkness), a* (redness) and
b* (yellowness), were obtained with the light source D65 and an observation angle of 10°, using the

reflectance specular included mode.

Statistical data analysis

Statistical analysis was carried out using Student’s t-test, ANOVA and Tukey's test with a
confidence level of 95% (Statistica, version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK). The same software was

used to model the kinetic model.
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5.4.3 Results and discussion

Effect of moderate electric field on peroxidase activity

Fig. 3 shows data obtained during CH and OH treatments at 60 °C using different electric field
frequencies (a) and voltage gradients (b). At this temperature, it was not possible to perform a
kinetic modeling of the enzymatic activity because the residual enzymatic activity of the treated juice
remained constant over time for all treatments, except for 10 Hz which showed an activation
behavior in the first minutes. Analyzing point-by-point, the 10 Hz treatment differed from the others
(p < 0.05) in almost all time intervals, suggesting that POD activity is stimulated at low frequency. It is
possible that electrochemical reactions that happens at 10 Hz, such as electrolysis of water and
electrode corrosion (Mercali et al., 2014), may have changed the conformational structure of the
active site of the enzyme to more nonpolar regions, leading to a conformation in which the active
site is more protected, promoting the activation of the enzyme (Lopes et al., 2015). Lopes et al.
(2015) also observed horseradish peroxidase (HRP) activation in buffer solution (0.1 M
Na;HPO,-2H,0, pH 6.0) conventionally heated at 30-60 °C for 48 h. The results indicated that
incubation of HRP between 30 and 45 °C (maximal enzyme activation) may modify the HRP
secondary structure, promoting better access of the substrate to the active site region, increasing the

enzyme activation (Kelly and Price, 1997).

On the other hand, Samaranayake and Sastry (2016) found that the tomato homogenate
ohmically treated (0.4 V/cm at 65 °C for 300 s) at low frequencies (in the range of 1 — 60 Hz) yield
statistically higher (p < 0.05) PME inactivation compared to 100 Hz and 1 kHz. So far, the mechanism
of MEF-induced inactivation of enzymes is not well-known (Samaranayake and Sastry, 2016). In the
food science and engineering literature, removal of metallic prosthetic groups presented in some
enzymes (Castro et al., 2004) and conformational changes of proteins (Pereira et al., 2011) by the
electric field are factors that may explain the enhanced loss of enzyme activity and protein
denaturation (Samaranayake and Sastry, 2016). Samaranayake and Sastry (2016) also simulated
molecular motions of PME in response to alternating electric fields. They stated that the linear
displacements at the lower frequencies are in the same order of magnitude as the intermolecular
distance for water at atmospheric pressure (about 2.8 x 10° m), and the value for a number of
frequencies in this range is still of the order of the intermolecular distance. This suggests that
exposure of PME molecules to lower frequency electric fields at low field strengths results in
sufficient motion to increase the probability of additional collisions with water molecules in the same

environment. At high frequencies, the translational electrical motion appears to be negligible in
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comparison to intermolecular distance (Samaranayake and Sastry, 2016). However, it must be
considered that in the cited work a different molecule was studied with a very different field

strength.

In Fig. 3b, it was possible to observe that the residual enzyme activity remained constant
over time, presenting a similar behavior for all voltage gradients evaluated (p > 0.05). According to
Castro et al. (2004), the presence of the electric field can influence biochemical reactions by changing
molecular spacing and increasing interchain reactions. This can cause a distinct enzyme activity
behavior during heating. In a previous work conducted by our research group (Brochier et al., 2016),
OH treatment (60 Hz and 3.3 - 4.4 V/cm) promoted a higher POD activation (p < 0.05) than CH
treatment at 60 °C during 12 min of heating, in contrast with results aforementioned. This different
behavior may have occurred due to the different samples (sugarcane harvested with 14 months of
difference). Samaranayake and Sastry (2016a) found an opposite behavior studying the effect of
three electric field strengths (5, 8 and 10.5 V/cm) on pectin methylesterase activity in tomatoes
(60 Hz, sine wave): a significant activation at 70 °C and inactivation at higher temperatures up to
95 °C (for 8 and 10.5 V/cm). Nevertheless, it is worth emphasizing that the evaluated food matrices

and enzymes were different.
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Fig. 3. Experimental POD residual activity values for sugarcane juice during CH and OH at 60 °C:
different (a) electric field frequencies, and (b) voltage gradients.
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Fig. 4 shows experimental and predicted POD residual activities during CH and OH treatments
at 80 °C, using different electric field frequencies (a), waveforms (b) and voltage gradients (c). As can
be seen, the POD activity decreased over time for all treatments, with inactivation varying from 94.8
to 96.5% after 30 min of CH or OH (distinct frequencies and waveforms) and from 85.8 to 88.9% after
15 min with distinct voltage gradients. It is important to point out that a partial enzyme inactivation
(approximately 26%) during the come-up period was observed, meaning that the most thermolabile

fraction of the enzyme was deactivated before 80 °C were reached.
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Fig. 4. Experimental (points) and predicted (lines) POD residual activity values for sugarcane juice
during CH and OH at 80 °C: different (a) electric field frequencies, (b) waveforms and (c) voltage

gradients.
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Results of inactivation were fitted to kinetic equations, and the kinetic parameters were
compared for a proper comparison between heating technologies (CH and OH) and the different
variables evaluated. The Weibull distribution model was suitable to predict POD inactivation with
coefficients of determination (R?) higher than 0.97, chi-square (x2) lower than 0.0033 and root mean
square error (RMSE) lower than 0.02. The b and n parameters of the Weibull model, as well as the

statistical criteria, are reported in Table 2.
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Table 2 - Coefficients of the Weibull distribution model of peroxidase activity of sugarcane juice
treated at 80 °C.

Frequency tests

Treat, ' reduency be ne R ¥ RMSE
(Hz)

CH - 0.36+0.03°¢ 0.68+0.03° 0.998 0.00020 0.005
OH 10 0.569 + 0.008 2 0.48 +0.02° 0.999 0.00005 0.002
OH 60 0.53+0.02° 0.53+0.02° 0.995 0.00052 0.008
OH 10° 0.67+0.01° 0.42+0.01° 0.997 0.00010 0.004

Waveform tests
Treat. Waveform b¢ ne R? Ve RMSE
CH - 0.36+0.038 0.68 +0.03* 0.998 0.00020 0.005
OH Sine 0.53+0.02* 0.53+0.02°8 0.995 0.00052 0.008
OH Square 0.59+0.03*4 0.49+0.02°8 0.999 0.00003 0.002
OH Triangle 0.50+0.01* 0.532 £ 0.007 0.997 0.00020 0.005

B
Voltage gradient tests

Treat. gra d\i/:rﬁa(%/e/cm) be© ne R? X RMSE
CH 0 0.27+0.03 ¢ 0.78+0.04 " 0.993 0.00042 0.007
OH 5.2 0.31+0.04° 0.77 +0.05° 0.991 0.00084 0.010
OH 16.7 0.21+0.02¢ 0.98+0.06¢ 0.970 0.00330 0.020

¢ Means in the same column with the same lowercase (frequencies), uppercase (waveforms) or Greek (voltage
gradient) letters are not significantly different (p > 0.05).

As can be seen in Table 2, for 80 °C, b values ranged from 0.21 to 0.67, and n values ranged
from 0.42 to 0.98. The highest value of b, indicating the highest inactivation rate, was obtained for

the experiment performed at the frequency of 10° Hz.

Evaluating the CH and OH treatment with different frequencies, it is possible to verify that
the use of MEF promoted a higher rate of inactivation (b value), which was pronounced using
100 kHz. However, observing the curves of Fig. 4a, it can be seen that an electrical effect occurred
only in the first few minutes of the treatments, with the thermal effect standing out for the rest of
the time. Regarding the use of distinct waveforms, the same behavior can be seen in Fig. 4b.
Moreover, according to Table 2, experiments with different waveforms were statistically similar
(p < 0.05) but different from the CH. In fact, the b value of CH treatment was lower than all OH
experiments at 7.8 V/cm. Concerning the experiments conducted to evaluate the voltage gradient,

no differences between b values (p > 0.05) were found.

It is speculated that the high sugar content of the sample could protect the POD structure of
the electric effects, preventing further inactivation during OH treatment. This hypothesis needs a

deeper investigation to be confirmed.
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Phenolic composition

Phenolic compounds can be classified into water-soluble compounds (phenolic acids,
phenylpropanoids, flavonoids and quinones) and water-insoluble compounds (condensed tannins,
lignins and cell-wall bound hydroxycinammic acids). These molecules have an aromatic ring bearing
one or more hydroxyl groups and their structure may vary from a simple phenolic molecule to a
complex high-molecular mass polymer (Haminiuk et al., 2012). Phenolics can donate electrons to
other compounds, so, they may respond to the alternate electric field, especially if they are
deprotonated. In this study, phenolic compounds degradation occurred in the come-up phase and
ranged from 6 to 18% for treatments at 60 °C and from 8 to 20% for experiments at 80 °C. There was
no further degradation in the isothermal phase, period in which the electric field was applied,

suggesting degradation only by the thermal effect.

Similar results were obtained in a previous work with other conditions (60 - 80 °C, CH or OH
at 3.3 - 4.4 V/cm, 60 Hz and sinewave): no statistical difference (p > 0.05) of total phenolic content

was found between OH and CH treatments (Brochier et al., 2016).

Color changes

The fresh sugarcane juice showed L* value of 31.8 + 0.4, a* value of 0.64 + 0.04 and b* value
of 1.3 £ 0.1, characteristics of a dun color. The color parameters were measured in the fresh sample,
when the sample reached the isothermal phase (time zero) and in the end of the heating process.
Tables 3 and 4 show only the CIELAB parameters that showed significant differences (p < 0.05)
between times and treatments at 60 and 80 °C, respectively. The L* parameter did not showed
differences between distinct frequencies evaluated and also between different voltages. Moreover, it
was observed no differences between time zero and the final time for all treatments (when the
electric field was applied). Makroo et al. (2017) also observed no significant change in the L*

parameter of OH treated watermelon juice at 90 °C, 24 V/cm and 50 Hz for 1 min.

The a* value (ranging from green to red) decreased with time (from the fresh sample to the
zero time), providing a more greenish color to the sample. As can be seen in Table 3, the a* values
were similar in the end of the treatment for all frequencies evaluated and for all voltage gradients
applied. On the other hand, it was observed difference between treatment times for experiments
conducted with 5.2 and 15.6 V/cm. Since the presence of MEF is not affecting color, and treatment

time and temperature are similar for all experiments, this difference could not be explained.
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Table 3 — CIELAB a* parameter for sugarcane juice treated by CH and OH at 60 °C.

Frequency tests

Treatment Frequency (Hz) Zero time Final time
CH - 0.47 £0.06" 0.32+0.03 %2
OH 10 0.46+£0.05* 0.41+£0.05%2
OH 60 0.54 +£0.05* 0.42 £0.05 42
OH 10° 0.46 £0.06 * 0.36 £0.05*2

Voltage gradient tests

Treatment Voltage gradient (V/cm) Zero time Final time
CH 0 0.38+0.02* 0.32 £ 0.05 "
OH 5.2 0.44+0.05* 0.32+0.04 8«
OH 16.7 0.52+0.03* 0.27 + 0.06 B«

Similar capital letters in the same line represent no statistical difference between treatment time; means in
the same column with the same lowercase letters (frequencies) or Greek letters (voltage gradient) are not
significantly different (p > 0.05).

The yellowness (b* parameter) did not change neither between treatment time nor between
different conditions of frequency and voltage gradient. Ibarz et al. (1999) studied the application of
CH on 11 °Brix pear puree at temperatures from 80 °C to 98 °C during 500 min, and Makroo et al.
(2017) ohmically treated watermelon juice at 90 °C, 24 V/cm and 50 Hz for 1 min. In both studies, the

b* value of the treated samples remained unchanged after thermal treatments.

Comparing the results between Tables 3 and 4, it can be seen that temperature influenced
on the juice color: in the beginning of the isothermal phase (time zero) samples heated at 60 °C
showed higher a* parameter than those heated at 80 °C, meaning that at higher temperature the
sugarcane juice became more greenish. At 80 °C, non-enzymatic browning might be occurred,
resulting in a more intense color change of the samples due to the presence of sucrose (which can
hydrolyze during thermal treatment). Color changes can also be related to the thermal destruction of

pigments present in the samples.

Regarding the L* parameter, no differences between distinct frequencies evaluated and also
between different voltages were observed, meaning that the presence of MEF is not contributing for
lightness changes. For different frequencies, a* and b* parameters for 10 Hz were statistically
different from the other treatments. Mercali et al. (2014a) also found color changes in acerola pulp
ohmically heated at 10 Hz; the authors indicated that the occurrence of electrochemical reactions
may have accelerated the degradation of the pigments (anthocyanins and carotenoids) at this
frequency. In sugarcane juice, the pigments could be also affected by these electrochemical

reactions. On the other hand, no differences were found for distinct voltage gradients.
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a* parameter
Frequency tests
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Treatment Frequency (Hz) Zero time Final time
CH - 0.27 £0.02* 0.28 +£0.02 A%
OH 10 0.23+0.03°8 0.39+£0.03 42
OH 60 0.25+0.02* 0.25+0.03 #P
OH 10° 0.25+0.02 4 0.29 +0.01 A%
b* parameter
Frequency tests
Treatment Frequency (Hz) Zero time Final time
CH - 1.6+02% 1.29 +0.03 P
OH 10 1.8+0.2% 20+0.27°
OH 60 1.28 +0.04 A 1.06 +0.00 B#
OH 10° 1.43+0.03 4 1.3+0.158
Waveform tests
Treatment Waveform Zero time Final time
CH - 1.6+02% 1.29+0.03 A*
OH Sine 1.28 +0.04 A 1.06 + 0.00 &2
OH Square 1.40+0.06 A 0.99 +0.05 B2
OH Triangle 1.5+0.14 1.09 +£0.07 &2

Similar capital letters in the same line represent no statistical difference between treatment time; means in
the same column with the same lowercase letters (frequencies/a*), Greek letters (frequencies/b*) or
numbers waveforms/b*) are not significantly different (p > 0.05).

When evaluating different waveforms, it was observed that yellowness (b* value) decreased
during time for the square and triangle waveform treatments, suggesting that some non-thermal
effect may have occurred during the application of MEF. It is important to point out that the
understanding of the waveform influence still lacks study. Also, the OH using the three waveforms
presented lower b" values than the CH (p < 0.05), which can be attributed to the electric field

presence.

5.4.4 Conclusion

The effects of frequency, waveform and voltage gradient of the electric field on POD activity,
phenolic compounds and color degradations were studied in sugarcane juice treated at 60 and 80 °C.
There was observed POD activation at 60 °C/10 Hz, possibly due to electrical reactions between the
sample and the electrodes. Higher inactivation rates were found at 80 °C with OH, especially at
100 kHz, indicating non-thermal effects of the moderate electric field. There was no difference on

POD inactivation between the different waveforms and voltage gradient tested.
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Phenolic compounds were not affected by the electric field applied. Despite the relationship
of the phenolic compounds with the color of the food, some changes in the color of sugarcane juice
were observed. Rising the sugarcane juice temperature up to 80 °C, there was a greater change in a*
parameter, attributed to the greater inactivation of POD at OH treated juice and due to Maillard
reactions and pigment degradation. The reduction of yellowness was evidenced with the use of OH

at 60 Hz and different waveforms, these changes were attributed to the MEF presence.

Overall, it was found that the effect of temperature on the POD inactivation and color
responses was greater than the electrical effect on the studied conditions, mostly at 80 °C.
Nevertheless, ohmic heating technology can be applied for the heat treatment of sugarcane juice at
80 °C without compromising the concentration of phenolic compounds when compared to
conventional heating. Further experiments are being performed to understand if the presence of

soluble compounds, such as sugars, could protect POD from the electric field.
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5.5 Artigo 4

Nesta secdo, apresenta-se o quarto artigo, referente, principalmente, a um estudo realizado
para verificacdo de um possivel efeito protetor do agucar sobre a enzima, diminuindo a sua

inativacao.

Titulo: Influence of ohmic heating on commercial peroxidase and sugarcane juice peroxidase

inactivation

Abstract

Different fractions of sugarcane juice (liquid, solid and concentrated) were ohmically treated to
investigate the effect of different sample compounds on peroxidase inactivation. Moreover,
commercial peroxidase solutions with and without the addition of sucrose were evaluated during
ohmic and conventional heating. It was observed that samples ohmically treated presented greater
enzymatic inactivation (78% in the liquid fraction and 100% in the solid fraction, after 25 min of
treatment) than those treated by conventional heating (72% and 95% for liquid and solid fraction,
respectively). The solid fraction was the most labile, and the liquid the most resistant fraction during
both heating treatments. The concentrated fraction, which contains all isozymes, presented an
intermediate inactivation rate. A zymogram showed three POD isozymes in the fresh sugarcane juice,
explaining the different stabilities of the assayed fractions. Furthermore, the presence of sugar

promoted a protective effect on the enzyme stability, delaying its denaturation.

Keywords: moderate electric field; sugarcane juice; enzyme inactivation; sugar.

5.5.1 Introduction

Peroxidase (POD - EC 1.11.1.7) is the most thermostable oxidoreductase enzyme involved in
enzymatic browning in food products that catalyzes the oxidation of a wide variety of organic and
inorganic substrates using hydrogen peroxide as the electron acceptor (Banci, 1997). In plants, POD
plays different roles, including construction, rigidification, and eventual lignification of cell walls. This
enzyme is able to cross-link phenolic residues of cell wall polysaccharides and glycoproteins, serving
to strengthen the cell wall components (Soung and Dong, 2005; Lee et al., 2007). POD is located
partly as soluble form (in the cytoplasm, primarily in mitochondria and other subcellular membranes)

and partly as insoluble form (in the cell-wall bound) in a plant cell (Vamos-Vigyazé and Haard, 1981;
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Toivonen and Brummell, 2008). In a wide range of woody and nonwoody plant species, POD is
located in the cell wall free spaces probably in equilibrium with those bound to the cell walls, where
it plays a well-established role in lignin biosynthesis (Bernal et al., 1997). Different POD isoenzymes
have been associated with the soluble and bound fractions in the same tissue (McLellan and

Robinson, 1987).

The development of alternative food processing technologies that use minimal heat and/or
preservatives to inactivate quality-related enzymes in fruit and vegetable products is a topic of
interest by both food industry and academia (Terefe, Buckow and Versteeg, 2014). One of the
technologies that has been investigated is ohmic heating (OH). This technology can be used to
pasteurize, sterilize or blanch food products causing less undesirable changes in sensory and
nutritional attributes since it presents higher heating rates when compared to the conventional

heating (CH).

Recent studies have demonstrated that non-thermal effects on biological cells and bioactive
compounds exist within the range of moderate electric field (MEF) strengths associated with ohmic
heating (Makroo et al., 2017; Rodrigues et al., 2018; Samaranayake and Sastry, 2016b). As the signal
of the OH equipment is an alternating bipolar current, molecules with net charges and dipole
moments, such as enzymes, will move in response to the oscillating electric field (Mercali et al., 2014;
Samaranayake and Sastry, 2016b). According to Castro et al. (2004), the presence of the electric field
can influence biochemical reactions by changing molecular spacing and increasing interchain
reactions. A previous work (Brochier, Mercali and Marczak, 2016) conducted by our research group
evaluated the effect of the electric field on POD inactivation in sugarcane juice. Results showed a
distinct behavior depending on the temperature of the thermal treatment. For 60 °C, close to the
optimum temperature of the enzyme, the moderate electric field (MEF) increased the POD activity;
for 80 °C, MEF increased the inactivation rate. On the other hand, for 70 and 75 °C, non-thermal
effects were not observed during heating, indicating that the conformational structure of the enzyme
was not altered by the external electric field imposed. As stated by Samaranayake and Sastry (2016),
free-floating enzyme molecules may be highly responsive to the electric field, whereas enzyme
molecules attached to or trapped in membrane segments (electrical insulator) and other debris (e.g.
skin, seeds, and insoluble fibers) may be shielded from the electric field. Moreover, the presence of
sugars compounds may play a role on protecting the enzyme structure of the electric field; this is
expected to happen, among other factors, because nonionic constituents such as fat, oil and sugar

cause a decrease in electrical conductivity (Sastry, 1992).

The objective of the present work was to evaluate if sugar and other soluble solids could

influence the POD inactivation kinetics during ohmic heating. To do this, the sugarcane juice was
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firstly separated in two distinct fractions (liquid and solid) and then treated by ohmic and
conventional heating. Secondly, the juice was concentrated using membranes, which promoted
sugar concentration reduction, and then was treated by both technologies. Moreover, a commercial
POD enzyme was ohmically treated with and without sugar in the medium to evaluate a possible
protective effect of this compound on the inactivation process. These procedures were performed to
better understand the influence of the environment conditions on POD inactivation behavior when
exposed to an electric field. Studies investigating the non-thermal effects of the ohmic heating
technology on enzyme inactivation are barely found in the literature. The present work aims to

contribute for the elucidation of these phenomena.

5.5.2 Materials and methods
Samples

The sugarcane juice was donated by a rural property located in Verandpolis (Rio Grande do
Sul State/Brazil, 28° 56' 10" S, 51° 32' 58" W). The juice was homogenized and frozen in plastic bags
in individual volumes of 100 and 300 mL. Samples were thawed in a water bath immediately prior to

use.

The fresh juice was characterized according to its pH (Digimed, MD-22 model), soluble solids
(refractometer portable SZJ-A model), electrical conductivity (Digimed, MD-3P model), titratable
acidity index (method 016 / IAL, 2008), POD enzymatic activity and total phenolic content. All
analyzes were performed in triplicate. Table 1 shows the fresh sugarcane juice characterization. The
characterization showed values similar to those found in a previous work (Brochier, Mercali and
Marczak, 2018). The sugarcane juice has a high content of soluble solids, due to the amount of
sucrose present in the plant. Besides that, the high POD enzyme activity demonstrates that a thermal

treatment is necessary to preserve the juice sensorial characteristics and the phenolic composition.

Table 1 — Fresh sugarcane juice characterization.

Parameter Value

pH 5.43 +0.05
Soluble solids (°Brix) 18.0+0.1
Electrical conductivity (mS/cm, 20 °C) 44+0.3

POD activity (UEA/min. g) 19393 £ 1326
Total phenolic compounds (mg GAE/L) 389 +31

UEA = unit of enzyme activity; GAE = gallic acid equivalent.
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Centrifugation of the sugarcane juice

First the cooled juice was centrifuged at 1,000 g (CIENTEC, CT, model 5000R, Brazil) for
10 min to pellet out nuclei and cell debris. The resultant supernatant was again centrifuged at
20,000 g (Hitachi CR21GlIl high speed refrigerated centrifuge) for 20 min to pellet large intact
organelles, including mitochondria, peroxisome, lysosome, Golgi and chloroplast (Loewen, 2017).
This second supernatant was named liquid fraction and the resultant pellet, solid fraction. Solid
fraction was resuspended in a 50 mM phosphate buffer (pH 7.0, 0.8% w/v) and then treated by CH
and OH.

Concentration of the sugarcane juice

The sugarcane juice was concentrated aiming to obtain a fraction rich in POD and free of
sugar as much as possible. The concentration step was performed using an Amicon Ultra 15 mL
centrifugal filter (Merck Millipore Ltd., Ireland) that enables protein concentration by using a
membrane of 50 kDa. For this, the juice was thawed (18 °Brix), centrifuged for 10 min at 5,000 g at
3 °C, filtered on qualitative filter paper and then centrifuged in the 50 kDa cartridge for 80 min at
5,000 g in a fixed-angle rotor at 3 °C (Sigma centrifuge, 2-16KL model, Germany). The concentrated
juice was diluted (1:1) in a 50 mM phosphate buffer pH 7.0 and was again centrifuged in the cartridge
in the same conditions above, but for 60 min. The concentrated sample (9.7 °Brix) was resuspended
in the buffer (1:15), and then this extract (1.3 °Brix), named concentrated fraction, was thermally

treated by CH and OH.

Commercial horseradish peroxidase

A solution of horseradish peroxidase (HRP) was used to verify the OH effect on the pure
enzyme. HRP was purchase from Calbiochem (RZ = 0.79). The HRP solution was prepared by
dissolving 12 mg of the powder in 1 L of 50 mM phosphate buffer pH 7.0. To evaluate a possible
protective effect of sugar on the enzyme, 12 mg/L HRP solution with sucrose (18 °Brix, same soluble
solids content of the sugarcane juice) was also prepared. Both HRP solutions were treated by CH and

OH.

Ohmic and conventional heating processes

The OH apparatus used to conduct the experiments comprised a power amplifier (Industrial

Test Equipment, model 5004, Port Washington, NY, USA), a function generator (Tektronix Inc., model
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AFG3251, Richardson, Tex, USA), a data acquisition unit (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA,
USA), a computer and an ohmic cell. The ohmic cell consisted of a 250 mL jacketed glass vessel.

Titanium electrodes were curved to conform to the reactor dimensions. The electrode height was 3.4

cm and the maximum and minimum inter-electrode gaps were 3.7 and 2.8 cm, respectively.

Kinetic assays were conducted at 75 £ 1 °C using simultaneously 25 V (electric field strength
of 7.8 V/cm) applied to the electrodes (frequencies of 60 Hz and sine wave). Two heating baths were
used: one for the come-up phase and another for the isothermal phase. This procedure was
necessary to decrease the heating rate of the come-up phase and match the temperature profiles of
CH and OH, allowing the assessment of the non-thermal effects of electricity during the heat
treatment. The electric field was turned on when the sample reached the isothermal phase. For CH,

the same procedure was followed without the application of the electric field. Fig. 1 shows

temperature profile of the concentrated fraction heated by CH and OH, indicating identical

temperatures histories.
The experiments were carried out with 50 mL of sample agitated on a magnetic stirrer device

(IKA, model C-MAG HS10, Germany) at the rate of 1250 rpm. Samples were collected in seven
heating times (0 — time at which the sample reached the isothermal phase —, 2, 5, 10, 15, 20 and

25 min), immediately placed on an ice bath to stop the effect of heating, and subsequently analyzed

for POD enzymatic activity. All experiments were performed in triplicate.

Fig. 1. Temperature profile of concentrated fraction during OH and CH.

85
75 T W AN A
s |}
< 65 1 §
g i
3 S
© 55 + ¢
(7] i
g R
g 45 11
@ Li
3 n CH
g 35
7, L 2 OH
25 §
K
15 ! T T T T T T T T T T T T T T T
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27

Time (min)



128

Enzyme activity measurement

POD enzyme activity analysis was based on Chisari, Barbagallo and Spagna (2007) protocol,
already described in a previous study (Brochier, Mercali and Marczak, 2016). Enzyme activity was
determined from a change in absorbance/min (Aabs/min, named A) under the assay conditions at
25 °C. The value of A was obtained by linear regression, and only the linear part of the absorption
curve was taken into account. Residual activities plotted against processing time were fit to Weibull
distribution model (STATISTICA version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK), which was previously found as

the best kinetic model to describe enzyme activity of POD in sugarcane juice (Brochier et al., 2016).

Zymogram of the sugarcane juice peroxidase

The 10% resolving and 5% stacking gels were prepared according Green and Sambrook
(2012), except by the SDS detergent (sodium dodecyl sulfate) that was not used. The running and
sample buffers and the activity of the staining solution were prepared according to Wilkesman et al.
(2014). The fresh juice, the liquid fraction and the solid fraction (10 pL of sample mixed with 5 pL of
sample buffer) were loaded, and the run at 200 V (200 mA for 2 mini-gels) occurred until the blue

front reached the bottom of the gel.

Statistical data analysis

Comparison between experiments was carried out using Student’s t-test, ANOVA and

Tukey's test with a confidence level of 95% (Statistica, version 12.0, StatSoft, Inc. Tulsa, OK).

5.5.3 Results and discussion
Zymogram

The presence of more than one peroxidase enzyme is common in plants. The aggregation or
the glycosylation of peroxidase with phenolic compounds might cause different electrophoretic
mobility in crude extract of plant tissues, which can be seen as isozyme bands on a zymogram (Tang

et al., 2013).

Fig 2 shows the zymogram obtained from the fresh sugarcane juice, where three bands with
enzymatic activity can be seen, indicating that at least three isozymes were presented in the juice.
Other authors found more than one isozyme in food products. Wilkesman et al. (2014) described the

presence of two active POD isozymes in radish homogenate; and Tang et al. (2013) reported four
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isoforms of POD in both young and mature kale leaves, and two additional isozymes with lower

molecular weights emerged in mature leaves.

Fig. 2. Zymogram of the POD sugarcane juice
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For the liquid and solid fractions, (data not shown) the same bands were identified; however,
comparing with the fresh juice, the former showed more intense bands while the later presented less
intense bands. This indicates that no sub-unit separation occurred with the centrifugation, but a

higher amount of the enzyme remained in the liquid fraction.

Although POD plays an important role in plant defense mechanisms, the precise function of
all POD isozymes is still unknown. Moreover, plant PODs are tissue specific and developmentally
regulated in the absence of stress stimuli, thus, its study is more complex (Banci, 1997; Scialabba,
Bellani and Dell’Aquila, 2002; Veitch, 2004). However, it is proposed that there is always a basal level
of peroxidase activity in plants, probably to perform “housekeeping” functions (Passardi et al.,
2005). In the case of sugarcane, these three isozymes might play such kind of roles, being the third

band (the one that presents smaller size) the major one.

Peroxidase residual activity in liquid, solid and concentrated fractions

Fig. 3 shows experimental and predicted POD residual activities for the liquid, solid and
concentrated fractions during CH and OH treatments; in this figure, Ao is the enzyme activity at time
zero (19393 * 1326 UEA/min g). As can be seen, the POD activity decreased over time for all
treatments, with inactivation varying from 72 to 78% for the liquid fraction, from 95 to 100% for the
solid fraction and from 89 to 96 for the concentrated fraction after 25 min of CH and OH,

respectively. It is important to point out that a partial enzyme inactivation (approximately 16%)
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during the come-up period was observed in the liquid fraction; this partial inactivation was low and
represents the most thermolabile fraction of the enzyme. For the solid fraction, the inactivation
during the come-up period was higher (47% on average); this may be due to centrifugation step,
which removed protective components of POD found within the cytoplasmic cells (such as
mitochondria, peroxisomes, chloroplasts and Golgi apparatus), leaving the enzyme more exposed to

the effects of heat.

Fig. 3. Experimental and predicted POD residual activity for the liquid, solid and concentrated
fractions during OH and CH.
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As can be seen in Fig. 3, the liquid and solid fractions showed distinct inactivation rates, being
the latter most thermolabile. The solid fraction reached total inactivation when OH was applied. This
behavior may be explained by the presence of soluble sugars and proteins in the liquid fraction that
can cause a protective effect on free-floating enzyme. These molecules can protect the enzyme from
biochemical modifications during heating. This is in agreement with Neves and Lourenco (1998), who
reported that the presence of different types of sugars increased the thermal stability of the POD
activity from peach fruit, in the following order: sucrose > lactose > glucose > fructose. In their study,
sucrose showed a stabilizing effect on enzyme activity at various temperature/concentration ratios

(10-40%, w/w).

In a previous work performed by our research group (Brochier et al. 2016), there were no

differences between CH and OH of sugarcane juice at 75 °C, in contrary of what was found in the
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present study. This difference may be associated with the reduction of soluble solids achieved with
the concentration and centrifugation steps, letting the enzyme more susceptible to the action of the
electric field. Aiming to clarify this possible protective effect of sugar on the enzyme structure,

experiments with HRP solution were conducted; the next section approaches this assessment.

Another hypothesis for the differences between liquid and solid fraction inactivation rates is
the presence of distinct concentrations of the three isozymes in each fraction; this was confirmed by
a zymogram of liquid and solid fractions (data not shown), where distinct intensities of bands were
observed for each isozyme. These isozymes have distinct thermoresistance, impacting the
inactivation rates of the liquid and solid fractions. The concentrated fraction, which contains all
isozymes, showed an intermediate stability, corroborating this hypothesis. Therefore, the solid
fraction may have a higher concentration of the most thermosensitive isozyme, while the liquid

fraction remained with a higher concentration of the most thermostable isozyme.

In Fig. 3 it is also possible to verify that all fractions (solid, liquid and concentrated) showed a
higher inactivation rate when OH was applied. For a better comparison between heating
technologies, results of inactivation were fitted to the Weibull distribution model. This model was
chosen to represent enzyme inactivation since it showed the best fit to experimental data in a
previous study (Brochier et al., 2016). Table 2 presents the kinetic and the model adjustment
parameters. As can be seen, the Weibull model was suitable to predict POD inactivation with
coefficients of determination (r?) higher than 0.976, chi-square (x?) lower than 0.00099 and root
mean square error (RMSE) lower than 0.011. The values of b ranged from 0.10 to 4.23, and the
parameter n was between 0.37 and 1.14. Values of n lower than 1 are an indication of the presence

of extremely heat resistant enzyme fraction (Peleg, 2003).

Table 2 — Coefficients of the Weibull distribution model.

Sample* Treatment b n R? X RMSE

o . CH 0.10+0.01° 0.77+£0.03° 0.998  0.00008 0.003
Liquid fraction b

OH 0.24 £0.04° 0.59£0.03 0.993  0.00052 0.008

. . CH 0.45+0.03° 0.54+0.06 * 0.994  0.00039 0.007
Solid fraction A A

OH 1.01+£0.03 0.51+0.03 0.999  0.00008 0.003

Concentrated CH 0.39+0.03° 0.53+0.03¢ 0.997  0.00025 0.006

sample OH 0.54+0.05¢ 0.53+0.01¢ 0.998  0.00016 0.005

*Fraction samples were individually compared by Student’s t-test to evaluate the effect of the heating
technology. Means in the same column with the same lowercase, uppercase or Greek letters are not
significantly different (p > 0.05).
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Regarding the heating treatment, OH showed higher inactivation rates than CH for solid,
liguid and concentrated fractions, meaning that MEF has influenced the biochemical reactions that
occurred during POD inactivation. The presence of a moderate electric field may influence the
interactions between protein chains via electrostatic forces, hydrogen bonding and hydrophobic
interactions. These interactions are responsible for protein conformational structure, and the
breakage of one to three hydrogen bonds or a few hydrophobic interactions can easily cause a
conformational change in proteins, leading to its unfolding. In addition, higher inactivation rates with
MEF application agrees with the calculations of Brownian and electrophoretic motions performed by
Samaranayake and Sastry (2016a): in the presence of an electric field the enzyme molecules behave
as if they were at a higher temperature than the bulk temperature. It was not found in the literature
studies using the same approach for comparison, but some studies with juices corroborate the better
performance of the OH technology. Saxena, Makroo and Srivastava (2016) studied polyphenol
oxidase (PPO) inactivation in sugarcane juice (24 — 48 V/cm at 80 + 2°C) and found that the OH
treatment inhibited PPO enzyme activity in a shorter processing time than CH, while maintaining the
potential quality attributes of the juice. This behavior was also observed by Jakéb et al. (2010) during
OH of vegetable juices (58 — 78 °C): a significant destabilization of the POD labile isozyme occurred

under the effect of OH.

From Figure 3 it is also possible to observe that the non-thermal effects of the electricity are
more intense in the beginning of the isothermal phase. This effect became less intense over time. As
time passes, it is more difficult to observe the non-thermal effects because temperature promotes

the greater effect on the inactivation process, masking the non-thermal effects.

Another important factor that needs to be considered is that the presence of the electric
field may affect how the prosthetic groups are binding to enzymes. Castro et al. (2004) reported that
lipoxygenase and polyphenol oxidase kinetics in buffer solutions were significantly affected by the
electric field, reducing the time needed for inactivation, while alkaline phosphatase, pectinase, and
- galactosidase inactivation were not affected by the electric field. Similarly to POD, lipoxygenase
and polyphenol oxidase have a metal in their prosthetic center. These results and the results of the
present study evidence that metal-containing enzymes may suffer influence of the alternating
electric field imposed by the OH technology. Castro et al. (2004) also evaluated lipoxygenase by
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) before and after the thermal treatments (CH or OH) and

verified that the enzyme had the same molecular weight and no sub-unit separation occurred.
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Ohmic and conventional heating of commercial horseradish peroxidase solutions

Fig. 4 shows experimental and predicted POD residual activities of the HRP solution with and
without sucrose during CH and OH treatments. Table 3 describes the kinetics parameters of the
Weibull distribution model. First, it is possible to observe that samples treated by OH were
inactivated faster than those treated by CH. This behavior was observed in both HRP solutions (with
and without sugar). This result is in accordance with those found for the liquid, solid and
concentrated fractions. OH technology is impacting the denaturation process, increasing the
inactivation rate. The native structure of POD is the product of the protein's environment. POD is an
enzyme with net charges and has a metal in its prosthetic center and, as a consequence, it may suffer

the influence of the exposed electric field applied during the OH treatment.

Evaluating the effect of sugar in the environment, it is possible to observe that HRP solution
with sucrose showed higher stability. When OH was applied to the solution without the addition of
sugar, the POD activity drastically decreased. The effect of sugar was also observed for the
conventional heating but with less intensity. Additives such as salts and sugars affect the
thermostability of proteins in aqueous solutions. Sugars like sucrose, lactose, glucose and glycerol
stabilize proteins against thermal denaturation (Kulmyrzaev, Bryant and McClements, 2000;

Damodaran, Parkin and Fennema, 1996).

Fig. 4. Experimental and predicted POD residual activity values for the HRP solution with and without
sucrose during conventional and ohmic heating
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Kulmyrzaev, Bryant and McClements (2000) studied the influence of sucrose (0-40 wt %) on
thermal denaturation and functionality of whey protein isolate solutions and observed that sucrose
increased the temperature in which protein denaturation occurred (by 6-8 °C for 40% sucrose). The
increase of the thermal stability with the increase of the sucrose concentration can be attributed to
the decrease in thermodynamic affinity of the protein’s surface with the solvent in the presence of
sugar (Timasheff and Arakawa, 1989; Timasheff, 1993; Parsegian, Rand and Rau, 1995). The thermal
denaturation of a globular protein causes an increase of the surface area exposed to the solvent, as
well as an increase of the surface hydrophobicity (Damodaran, Parkin and Fennema, 1996); both
factors favor protein unfolding. The increase of the surface free energy caused by sucrose, therefore,
tends to oppose protein unfolding, which accounts for its ability to enhance the thermal stability of

globular proteins (Kulmyrzaev et al., 2000, Timasheff, 1993).

Table 3 — Coefficients of the Weibull distribution model for experiments conducted with comercial
peroxidase solutions.

Sample Treatment* b n R? X RMSE
Pure HRP CH 0.65+0.04°¢ 0.37+£0.06¢ 0.980 0.00003 0.002
solution OH 4.23+0.70° 1.04+0.172 0.999 0.00001 0.001

HRP + sucrose CH 0.39+0.07¢ 0.70+0.21% 0976 0.00099  0.011

solution OH 1.14 +0.03° 1.14+0.08* 0.994 0.00069 0.009

*Means in the same column with the same lowercase are not significantly different (p > 0.05).

According to Bromberg, Marx and Frishman (2008), the preferential exclusion model explains
the stabilizing effect of osmolytes like sugars, amino acids, among others. The osmolytes are rejected
from the protein surface, resulting in lower concentrations of these additives in the vicinity of the
protein compared to the concentration of the bulk solution, a state that is thermodynamically
unfavorable. However, osmolytes like sugars are more excluded from the backbone of the unfolded
protein than from the backbone of the native structure. Hence, the native structure is less
destabilized than the unfolded one and, therefore, is more preserved in the presence of sugars and
other osmolytes. This preferential exclusion model can be applied to explain the stabilizing effect of

sugar on POD of sugarcane juice.

The same effect was observed by Klein et al. (2013), in an effort to accurately investigate the
effect of substrate and products (D-glucose and D-galactose) on the chitosan-immobilized B-D-

galactosidase thermal stability. When inactivation was carried out in the presence of D-glucose and



135

D-galactose, the enzyme stability increased (47% of activity still remained after 180 min of incubation
at 55 °C), suggesting a stabilizing effect by these osmolytes. This result is explained by an increase of
the surface tension of the solution, causing the exclusion of the saccharides from the protein domain
and reducing backbone movements of the fully folded protein form (Bromberg et al., 2008; Butler

and Falke, 1996; Lin and Timasheff, 1996; Sampedro et al., 2001).

5.5.4 Conclusion

This study investigated the MEF effects on peroxidase inactivation presented in different
fractions of sugarcane juice. Ohmic heating promoted higher enzymatic inactivation than
conventional heating in the solid, liquid and concentrated sugarcane juice fractions, indicating that
the non-thermal effects may influence the conformational structure of the enzyme, mainly in the
absence of sugar. The mechanism behind this behavior was not completely elucidated, being
necessary more studies in the area. A possible explanation is an effect on the prosthetic center of the
enzyme, that contains a metal in its structure. The metal has the capacity of exist in more than one

oxidation state and is highly reactive.

Concerning the experiments with the commercial POD solutions, OH again proved to be a
more efficient technology for enzyme inactivation. The addition of sucrose contributed to a
protective effect on the enzyme stability, delaying its denaturation. This effect was also observed in
the liquid fraction of the sugarcane juice, since it showed lower inactivation rates than the
concentrated and solid fractions. The presence of soluble sugars in the liquid fraction causes a

protecting effect on free-floating enzyme.
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Capitulo 6 — CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES PARA A
CONTINUIDADE DESTE TRABALHO

Foram avaliadas diferentes temperaturas de pasteurizacdo do caldo de cana, além de
diferentes frequéncias, formas de onda e gradientes de tensdo do campo elétrico aplicado durante o

aquecimento 6hmico.

O objetivo inicial de monitorar a inativacdo enzimdtica da PPO ndo pdde ser realizado uma
vez que, devido a sua termossensibilidade, a PPO teve perda de cerca de 90% de sua atividade
enzimatica durante a rampa de aquecimento (fase ndo isotérmica). Assim, como somente uma
pequena fracdo mais termorresistente da enzima permaneceu na fase isotérmica, o modelamento
cinético da mesma ndo poéde ser realizado e, por isso, ndo foi apresentado no presente trabalho. Por
outro lado, os experimentos realizados mostraram bons resultados para a enzima POD, que teve
cinética de inativacdo modelada por diversas funcbes, sendo o modelo de distribuicdo de Weibull o

qgue melhor descreveu o comportamento de inativacdo da enzima.

O uso de campo elétrico de baixa intensidade (inferior a 4,5 V/cm) influenciou reacdes
bioquimicas de ativacdo e inativacdo da POD em temperaturas especificas; foi possivel verificar um
efeito de ativagdao da enzima na temperatura de 60 °C quando o MEF foi aplicado. Sugere-se que,
com o uso do campo elétrico a 60 °C, devido a uma mudanga de localizagdo do sitio ativo para
regides menos polares, o sitio é protegido, provocando uma maior atividade enzimatica. Nas
temperaturas de 70 a 80 °C houve inativagdo da POD, que aumentou com o aumento da temperatura
e do tempo de tratamento. Somente na temperatura de 80 °C foi verificada diferenga entre os
tratamentos convencional e o 6hmico, possivelmente devido a remocdo de grupos prostéticos ou a
mudancas na conformagdo da enzima provocadas pelo uso de campo elétrico. A fim de investigar de
forma mais profunda a possibilidade de efeitos ndo térmicos, a temperatura de 75 °C foi escolhida
para a realizacdo dos experimentos com variacdo de frequéncia, forma de onda e gradiente de
tensdo (artigo 2). De maneira geral, os resultados indicaram que os efeitos ndo térmicos do

aquecimento 6hmico (gradiente de tensdo de até 20,5 V/cm, com diferentes frequéncias e formas de
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onda) ndo influenciaram as reacdes bioquimicas que ocorrem durante a inativacdo da POD no caldo
de cana. Na sequéncia, realizou-se um estudo mais aprofundado (diferentes frequéncias, formas de
onda e gradiente de tensdo) nas temperaturas-chave de 60 e 80 °C (artigo 3). Nesta etapa do
trabalho, verificou-se a ativagdao a 60 °C (principalmente na frequéncia de 10 Hz) e a inativacdo a
80 °C que foi pronunciada com o uso de altas frequéncias (100 kHz), confirmando, com este ultimo
dado, que as moléculas da enzima se comportam como se estivessem acima da temperatura da

amostra quando é aplicado o campo elétrico.

No que tange aos compostos fendlicos, dentre todos os ensaios realizados, apenas foi
verificada maior degradacdo destes compostos com o uso das ondas quadrada e pulsada. Possiveis
explicacdes sdo que, como as ondas quadradas podem ser decompostas em funcdes senoidais
através das séries de Fourier, elas acabam apresentando diversas ondas senoidais, ou seja, a soma de
suas frequéncias pode ter afetado a estabilidade dos compostos fendlicos. A maior degradacdo de
compostos fendlicos com a onda quadrada também pode estar relacionada a alta velocidade de
troca de tensdo de pico e a sua maior poténcia. Embora essas hipdteses tenham sido levantadas,

explicagles para estes fendmenos ainda sdo inconclusivas e, também, carecem de literatura.

Nas condicBes trabalhadas, verificou-se diferenca visual na cor do caldo de cana. De maneira
geral, para todos os tratamentos, os valores de L* e b* aumentaram, enquanto a* diminuiu quando a
amostra fresca foi aquecida, indicando uma coloragdo mais amarelada e mais clara do que a amostra
fresca. Em relacdo ao tratamento 6hmico, a cor do caldo foi modificada usando baixa frequéncia
(possivelmente devido a reacdes eletroquimicas) e diferentes formas de onda (as amostras ficaram
mais amareladas com ondas quadrada e triangular). Em geral, verificou-se que o efeito da
temperatura nas respostas da atividade enzimatica da POD e da cor foi maior do que o efeito elétrico

(o que era esperado), principalmente a 80 °C.

Em relacdo aos testes realizados com a POD comercial, confirmou-se que a sacarose
contribui para a estabilidade da enzima, retardando sua desnaturagdo. Tal fato ainda foi verificado
nas fragbes sélida e liquida do caldo, onde se observou que a presenga de aglcares e proteinas
soluveis na fragao liquida causou um efeito protetor na enzima. Ja na fragdao sélida, com pequena
guantidade de sacarose, o aquecimento 6hmico promoveu maior inativagdo enzimatica do que o
aquecimento convencional, corroborando que esses efeitos elétricos podem influenciar a estrutura

conformacional da enzima.

Logo, foi possivel observar a presenca de efeitos ndo-térmicos, conforme almejado no inicio
deste trabalho, confirmando a vantagem da tecnologia de aquecimento 6hmico sobre o

aquecimento convencional em sistemas que respondem ao campo elétrico.
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Com base em todos os resultados obtidos, é possivel concluir que a tecnologia de
aquecimento 6hmico pode ser aplicada como alternativa para pasteurizacdo do caldo de cana nas
condigbes estudadas (evitando o uso de baixas frequéncias e ondas quadradas) sem comprometer a

composicdo fendlica nem o aspecto visual (cor) da bebida.

Para a continuidade desse trabalho, sugere-se a analise das estruturas secundaria e terciaria
da POD a fim de aprofundar esse estudo e corroborar os resultados obtidos até o momento.
Adicionalmente, sugere-se o estudo do efeito de outras tecnologias emergentes, como o ultrassom e
a alta pressdo hidrostatica, sobre a inativagdo enzimatica e sobre a estabilidade de compostos

fendlicos do caldo de cana.
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