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RESUMO

COSTA, Fabiano Freire. Efeitos da fortificagdo com calcio na estrutura de
sorvetes. 2008. 57p. Tese (Doutorado em Ciéncias dos Alimentos) —
Universidade Federal de Lavras, MG. *

Este trabalho objetivou estudar os efeitos da fortificacdo com calcio pela adigdo
de cloreto de calcio nas propriedades fisicas dos sorvetes adicionados ou nédo de
Kk-carragena. Quatro misturas para sorvetes de composi¢des convencionais,
adicionados ou ndo de k-carragena (0 ou 0,025%) e cloreto de célcio (0 ou 40
mM de Ca®"), foram preparadas. Foi utilizado um calorimetro diferencial de
varredura (MT-DSC) para investigar os efeitos da adi¢do do cloreto de célcio na
temperatura de nucleagdo, entalpia de derretimento e na diminui¢do do ponto de
congelamento. A composicdo protéica de solugdes de leite reconstituido (15%
m/m) adicionadas ou ndo de 40 mM de Ca®" (cloreto de célcio) no sobrenadante
apds a ultracentrifugacdo foi determinada. A distribuicdo e o tamanho das
particulas de gordura foram determinados através da caracterizagdo pela técnica
de difracdo de luz. O tamanho dos cristais de gelo, antes e apés o choque-
térmico, foi determinado por microscopio foténico acoplado ao cold stage. A
microestrutura foi avaliada por microscopia eletronica de varredura e de
transmissdo. Os resultados mostraram que a adicdo de cloreto de célcio induz
um aumento no tamanho dos cristais de gelo e também na coalescéncia das
particulas de gordura, e estes valores foram ainda maiores para os sorvetes
adicionados de «-carragena. Esses resultados podem ser explicados pela
interagdo dos fons Ca’" e as micelas de caseina, fatores que ndo afetaram na
diminuicdo do ponto de congelamento. Os ions cdlcio induziram a uma
compactacdo das micelas de caseina, diminui¢do da -caseina na fase solivel e
alta desestabilizagdo da gordura. Tais fatores causaram diminui¢do da estrutura
macromolecular e do volume na fase ndo congelada, aumentando, dessa forma,
os raios de recristalizagdo do gelo.

* Comité Orientador: Jaime Vilela de Resende — UFLA (Orientador); Luiz
Ronaldo de Abreu — UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

COSTA, Fabiano Freire. Effect of calcium fortification on ice cream
structure. 2008. 57p. Thesis (Doctorate in Food Science) — Federal University
of Lavras, MG.*

The influence of calcium fortification by the addition of calcium chloride on
quality parameters of ice cream based on physical properties was investigated, as
was the effect of k-carrageenan at modifying the effects of this calcium
fortification. Four ice cream mixes of conventional composition, with varying «-
carrageenan (0 or 0.025%) and added calcium (0 or 40 mM of Ca®") were
prepared. Modulated temperature-differential scanning calorimetry (MT-DSC)
was used to investigate the effect of calcium chloride on the nucleation
temperature, enthalpy of melting and freezing point depression. The protein
composition of 15.4% (w/w) reconstituted skim milk powder (SMP) solutions
with or without 40 mM of Ca®* (calcium chloride) and in the supernatant after
ultracentrifugation was determined. Fat particle size distributions in ice cream
were characterized by light scattering. Ice crystal sizes before and after
temperature-cycling were determined by cold-stage light microscopy. The
structure of ice cream was investigated by scanning and transmission electron
microscopy. The results demonstrated that the addition of calcium chloride led
to a substantial increase in ice crystal sizes and in fat partial coalescence, which
were exacerbated by the addition of x-carrageenan. These results can be
explained by the interaction between Ca>" ions and casein micelles, rather than
any effects on freezing point depression. The calcium ions lead to a more
compact micelle, less serum P-casein and high fat destabilization, all of which
would be expected to reduce macromolecular structure and volume occupancy in
the unfrozen phase, which would lead to increase rates of ice recrystallization.

* Guidance Committee: Jaime Vilela de Resende — UFLA (adviser); Luiz
Ronaldo de Abreu — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

O sorvete pode ser considerado como um sistema coloidal complexo
constituido de bolhas de ar, cristais de gelo, globulos de gordura e uma fase nao
congelada. O tamanho médio das bolhas de ar e dos cristais de gelo é geralmente
de 20 a 50 um de diametro enquanto que os globulos de gordura variam de 0,1 a
1 um. Na fase ndo-congelada, sdo encontradas micelas de caseina suspensas em
uma solucdo contendo agucares, proteinas micelares ¢ ndo micelares,
carboidratos estabilizantes, emulsificantes ¢ minerais (Goff, 1997).

A desestabilizacdo como, por exemplo, a coalescéncia excessiva dos
glébulos de gordura nos sistemas lacteos tais como sorvetes, pode ocasionar
problemas estruturais e de qualidade como o crescimento indesejavel dos cristais
de gelo denominado de arenosidade. A coalescéncia em sorvetes possui valores
otimos e estd diretamente relacionada aos ingredientes previamente adicionados.

A adicdo de minerais e¢ vitaminas nos alimentos ¢ praticada pelas
industrias alimenticias no intuito de chamar a aten¢do do consumidor e, dessa
forma, agregar valor aos produtos enriquecidos e/ou fortificados. O célcio ¢ um
mineral indispenséavel a alimentagdo humana principalmente devido ao fato de
que existe uma relag@o de sua baixa ingestdo a doengas como osteoporose.

A adig@o de célcio no sorvete € interessante porque, além de aumentar o
valor nutricional do produto, pode ser usado para chamar a atengdo do
consumidor, desmistificando a idéia de que o sorvete ndo passa de mais uma
guloseima que deve ser consumida apenas em dias quentes. Entretanto, estudos
devem ser conduzidos no intuito de se conhecer os possiveis mecanismos e
interagdes existentes entre os componentes presentes nos sistemas e¢ as novas
substancias adicionadas, com a finalidade de se avaliar a possibilidade ou ndo de

adigdo.



No intuito de se conhecer e avaliar a possibilidade de fortificacdo do
sorvete com célcio através da adigdo de cloreto de calcio, este trabalho objetivou
estudar os efeitos ocasionados pela adicdo deste mineral nas propriedades

fisicas, estruturais e de qualidade dos sorvetes fortificados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Definicéo

Segundo Portaria n® 379, de 26 de abril de 1999, sdo definidos como
gelados comestiveis os produtos alimenticios obtidos a partir de uma emulsdo de
gorduras e proteinas, com ou sem adi¢ao de outros ingredientes e substancias, ou
de uma mistura de agua, aglicares e outros ingredientes ou substiancias que
tenham sido submetidas ao congelamento, em condi¢des tais que garantam a
conservacdo do produto no estado congelado ou parcialmente congelado,
durante a armazenagem, o transporte e a entrega ao consumo. Os gelados
comestiveis, segundo Brasil (1999), sdo classificados em:

- sorvetes de creme, que sdo os produtos elaborados basicamente com
leite e ou derivados lacteos e ou gorduras comestiveis, podendo ser adicionado
de outros ingredientes alimentares;

- sorvetes de leite, que sdo os produtos elaborados basicamente com leite
e ou derivados lacteos, podendo ser adicionados de outros ingredientes
alimentares;

- sorvetes, que sdo os produtos elaborados basicamente com leite e ou
derivados lacteos e ou outras matérias-primas alimentares e nos quais os teores
de gordura e ou proteina sdo total ou parcialmente de origem ndo lactea,
podendo ser adicionados de outros ingredientes alimentares;

- sherbets, que s3o produtos elaborados basicamente com leite ¢ ou
derivados lacteos e ou outras matérias primas alimentares e que contém apenas
uma pequena propor¢do de gorduras e proteinas, as quais podem ser, total ou
parcialmente, de origem ndo lactea, podendo ser adicionados de outros

ingredientes alimentares;



- gelados de frutas, ou sorbets, que sdo os produtos elaborados
basicamente com polpas, sucos ou pedagos de frutas e agticares, podendo ou ndo
ser adicionados de outros ingredientes alimentares;

- gelados, que sdo produtos elaborados basicamente com pedagos de
frutas e outras matérias-primas, podendo ou nao ser adicionados de outros
ingredientes alimentares.

O sorvete pode ser considerado um sistema complexo de particulas
coloidais constituido de globulos de gordura, bolhas de ar e cristais de gelo
dispersos numa fase nao congelada (Goff, 1997). As bolhas de ar e os cristais de
gelo possuem didmetro variando de 20 a 50 pm (Caldwell et al., 1992a). A fase
ndo-congelada do sorvete ¢ constituida de micelas de caseina suspensas em uma
solucdo congelada e concentrada de agucar, sais, proteinas soliveis do leite e
polissacarideos de alto peso molecular.

Durante o processo de preparo da mistura para sorvete, sob a ajuda de
emulsificantes, os globulos de gordura e as proteinas do leite sdo adsorvidos uns
aos outros, formando uma emulsdo coloidal. No processo de congelamento do
sorvete durante a batida da mistura, uma parte dos globulos de gordura, que nio
se adsorveram nas proteinas do leite, se cristaliza formando uma estrutura de
aparéncia solida (Goff, 1997). Outra parte desses globulos de gordura aglomera-
se formando o fendmeno chamado de coalescéncia dos globulos de gordura.
Esse fendomeno ¢ comum e observado regularmente em sorvetes, porém o
excesso de formagdo e o tamanho das particulas aglomeradas de globulos de
gordura podem desencadear problemas estruturais como, por exemplo, o
crescimento excessivo dos cristais de gelo (tamanho superior a 50 um de
diametro) que confere ao sorvete a textura arenosa apos a fabricacdo e,

principalmente, durante a estocagem (Costa et al., 2008).



2.2 Célcio

O calcio ¢ um mineral essencial ao organismo humano. Além de ser
responsavel pelo crescimento 6sseo, o calcio também age como regulador do
metabolismo celular. A quantidade ideal de célcio a ser ingerida por dia esta
entre 1000 a 1300 mg e este valor depende da idade e do sexo do individuo. A
maioria destes grupos de individuos ndo encontra essa quantidade ideal de calcio
a ser consumida diariamente, especialmente, se neste grupo estiverem incluidas
mulheres jovens as quais devem ter seu organismo abastecido de calcio para
compensar perdas durante gravidez e velhice (United States Departament of
Agriculture, 2005).

No leite, a quantidade de calcio ¢ de aproximadamente 1200 mgL'" (Fox
& McSweeney, 1998), constituindo-se de uma boa fonte de calcio que, no leite
também ¢ altamente biodisponivel (~ 30%) em comparacdo as plantas ricas com
este mineral as quais possuem fitatos que sdo capazes de complexar com o
calcio, diminuindo consideravelmente sua biodisponibilidade ao organismo
(Weaver & Heaney, 2006). Um estudo recente mostrou que a biodisponibilidade
do calcio no leite também ¢ dependente da quantidade de gordura presente no
meio. Em niveis elevados, as gorduras podem insolubilizar ions célcio e também
diminuir sua biodisponibilidade (Weaver, 1998).

A conecgao natural que as pessoas fazem com o calcio encontrado nos
produtos lacteos faz dele um chamativo para a industria alimenticia e,
principalmente, da interrelagdo existente gracas a grande quantidade de
propagandas, refor¢cando que a sua falta na alimentac¢do ocasiona doencas como
osteoporose. Esses fatores, associados a consciéncia atual do ser humano que
deve consumir alimento saudavel cujo resultado traz beneficio a saude, t€ém feito
as industrias alimenticias pensarem em desenvolver produtos fortificados e/ou
enriquecidos com esse mineral (Costa et al., 2008). Diversos alimentos

enriquecidos e/ou fortificados ja podem ser encontrados nas goéndolas dos



supermercados. A estabilidade ¢ a qualidade desse alimento bem como a sua
biodisponibilidade, entretanto, é bastante questiondvel pela comunidade
cientifica. De acordo com levantamento bibliografico feito por Weaver (1998),
diversos trabalhos tém revelado que a adigdo de calcio em forma idnica é
extremamente danosa a estrutura e qualidade dos alimentos, e sua
biodisponibilidade ao organismo ainda nao ¢ conhecida.

Diferentes tipos de sais de calcio soliveis ou insoliveis podem ser
encontrados no mercado para fortificagdo, e as vantagens ¢ desvantagens desses
sais sdo discutidas por Augustin & Willians (2002). Sais insoluveis precisam ser
suspensos em solugdo de modo a nio afetar a textura dos produtos com eles
adicionados. Geralmente, a adi¢do de sais soliiveis no leite ocasiona um aumento
do célcio na fase coloidal, aumentando a agrega¢ao micelar, diminuindo o pH e
a estabilidade térmica (Vyas & Tong, 2004; Willian et al., 2005; Singh et al.,
2007). Com a adi¢do de calcio, mudangas na forca ionica e liberagio de ions H"
também induzem a diminui¢do do pH (Willian et al., 2005).

Carbonato de calcio, cloreto de calcio, fosfato de calcio, fosfato
tribasico de calcio, citrato maleato de célcio, lactato de calcio, gluconato de
calcio, lactato gluconato de calcio e o célcio natural encontrado em leite, sdo as
formas mais comuns comercializadas atualmente. Desses sais, apenas o cloreto
de calcio, gluconato de célcio e o lactato de calcio sdo os que apresentam os
menores danos sensoriais em alimentos e também os mais ionizaveis. Entretanto
existe uma controvérsia entre a biodisponibilidade de tais sais. De acordo com a
revisdo bibliografica apresentado por Singh et al., (2007) alguns autores
apresentaram estudos esclarecendo que sais inorganicos sdo mais biodisponiveis
que sais organicos ao passo que outros autores s3o contrarios a isso,
apresentando resultados opostos. O mesmo autor estudou a biodisponibilidade
do célcio originario dos sais de gluconato, lactato e cloreto e observou que existe

uma diferenca na biodisponibilidade quando adicionados ao leite e ministrados a



camundongos. Foi observado neste estudo que os sais organicos apresentaram
uma melhor absor¢do em relagdo ao inorganico. Porém, o sal que apresentou
melhor relagdo custo/beneficio para a industria fortificar ou suplementar o
alimento foi o cloreto de calcio.

Sobre o célcio no leite, aproximadamente 1/3 ¢é solavel e 2/3 estdo
associados as micelas de caseina, um ou outro como fosfato de calcio coloidal
(aproximadamente 1/2 do célcio total do leite) ou como ions calcio ligados a
residuos de seril-fosfato (aproximadamente 1/6 do célcio total). O céalcio micelar
esta diretamente ligado a estrutura e a estabilidade das micelas de caseina (De
Kruif & Holt, 2003, Little & Holt, 2004). Do calcio soltiivel, aproximadamente
10% do célcio total do leite sdo ionizados e a maioria ocorre como citrato de
calcio. Existem importantes equilibrios entre calcio idnico, solivel e micelar.
Esses equilibrios entre os tipos de calcio e outros minerais sob condi¢des de pH
ou forga idnica podem mudar (Agboola & Dalgleish, 1996; Antipova et al.,
2002; Little & Holt, 2004). A redistribuicao desses sais também pode interferir
na redistribuicdo das proteinas micelares e nao-micelares presentes no leite
(Tsioulpas et al., 2007).

Costa et al. (2008) estudou a adig@o de cloreto de calcio em sorvetes no
intuito de enriquecer o produto. Os resultados mostraram que a adi¢do de cloreto
de céalcio a alimentos lacteos, como no exemplo do sorvete, ¢ extremamente
danosa. Os ions calcio possuem a capacidade de interagdo com proteinas,
carboidratos e lipideos nos produtos adicionados com aquele mineral,

danificando de forma irreversivel a estrutura e a qualidade final do alimento.

2.3 Caseinas
As caseinas representam cerca de 80% das proteinas totais do leite. Elas
sdo constituidas pela og, oy, P e k-caseina, e formam uma estrutura

supramolecular conhecida como micelas, cuja estrutura ¢é estudada



extensivamente nos ultimos tempos (Dalgleish & Morris, 1988). As micelas de
caseina variam de 50-300 nm de didmetro e sdo estabilizadas pelos microclustes
de fosfato de calcio. Em solugdo, os microclusters podem se comportar de modo
a liberar ou absorver os ions calcio. Esse equilibrio existente entre os ions calcio
em solugdo e o calcio presente nos microclusters é variavel e dependente da
concentragdo, pH e temperatura (Horne, 2002). As B-caseinas representam cerca
de 30% das caseinas totais sendo uma das mais soliveis e com propriedades
surfactantes (Dauphas et al., 2008), e também possuem natureza anfipatica
devido aos grupamentos hidrofilicos (N-terminal) e hidrofébicos (C-terminal),
permitindo sua organizacdo em micelas, induzindo a atra¢do ou repulsdo em
solucdo.

O equilibrio entre a forma molecular e a forma agregada da -caseina ¢
altamente influenciada pela concentragdo, temperatura e presenca de ions calcio.
Em concentragdes criticas, as P-caseinas interagem entre si, via grupamentos
hidrofébicos. Tal interacdo permite a formagdo de micelas com centros
hidrofébicos e uma camada externa menos densa com propriedades hidrofilicas
(De Kruif et al., 2002; O'Connell et al., 2003). O numero de micelas ¢ seus
tamanhos dependem da temperatura, devido ao aumento nas interagdes
hidrofébicas. O tamanho das micelas sdo também dependentes do pH ¢ da forca
idnica, os quais modificam as cargas da proteina e a repulsdo eletrostatica
(Dickinson et al., 2001). A estabilidade de uma solugdo micelar € consequéncia
das repulsdes eletrostaticas existentes entre a camada externa hidrofilica das
micelas (McClements). Adicionando ions calcio, ocorre uma indug¢do na
formacdo das micelas através da associacdo com os grupamentos de serinas
fosfatadas localizados na parte hidrofobica das caseinas (Rollema, 1992).

As micelas de caseina e os caseinatos sdo comumente utilizados como
agentes emulsificantes, em sorvetes, devido as suas excelentes propriedades

interfaciais. Emulsdes estabilizadas pelas caseinas sdo sensiveis aos ions calcio e



floculam com adi¢do de concentragdes limites (Agboola & Dalgleish, 1995).
Nas emulsdes estabilizadas por caseinato de soédio, Dickinson et al. (2001)
mostraram que a o € a [-caseina possuem alta afinidade por fons calcio. No
entanto a o, -caseina apresentou-se mais sensivel a adi¢do de ions célcio em
relagdo a B-caseina. Diversos estudos (Dickinson et al., 2001; Agboola et al.,
1996; Antipova et al., 2002; Ye & Singh et al., 2001) tém sido conduzidos no
intuito de entender os mecanismos e interagdes existentes entre os ions calcio em
emulsdes estabilizadas por caseinatos. Os caseinatos nio adsorvidos formam
particulas e em solugdo, eles sdo capazes de diminuir a floculagdo nas emulsdes.
A floculagdo diminui com a concentragdo do material ¢ diminui¢do da
concentragdo de ions calcio, o que induz a agregacao dos caseinatos, formando
em solucdo particulas maiores em menor quantidade. Em altas concentracdes de
ions calcio ocorrem reducdes nas repulsdes eletrostaticas entre as gotas de
proteina, apresentando aglomerados moleculares, ou seja, elas estariam se

ligando com ions célcio.

2.4 Cristalizacao do gelo no sorvete

De acordo com Garsid (1987), o processo de cristaliza¢do, inicialmente
ocorre, com a formagdo de pequenos agregados cristalinos estaveis denominados
nucleos ou embrides, em uma solucdo supersaturada submetida a uma taxa de
resfriamento cujo processo se divide em nucleacdo primaria e nucleagdo
secundaria.

Na nucleagao primaria, um ntimero de particulas é gerado em regides de
elevada supersaturagdo em superficies de resfriamento e nas zonas de ebuligdo.
Na nucleag@o primaria, o surgimento de novas particulas ocorre sem a influéncia
de qualquer interferente, como a presenga de sélidos diversos, a parede do
equipamento ou particulas diminutas de qualquer natureza. A nucleago primaria

¢ resultado de oscilagdes locais de dimensdes em uma fase homogénea, e o seu



acontecimento estd baseado na unido de moléculas ou particulas formando
aglomerados. Na nucleagdo secundaria, a presenca de um cristal na solucdo
supersaturada induz a formacdo de mais cristais que ndo se formariam
espontaneamente. A taxa de nucleagdo de produtos alimenticios depende da
supersaturacdo, da temperatura, da energia oriunda do processo de agitacdo e do
nivel de impurezas ou aditivos presentes na formulacdo do alimento. Para o
crescimento dos cristais a partir de uma solucao, ocorre primeiro o transporte do
soluto da solucdo supersaturada para a vizinhanga da superficie do cristal. Logo
apos, desenvolvem-se alguns processos na superficie do cristal, provavelmente
envolvendo a adsor¢do na camada superficial, seguidos pela orientacdo de
moléculas ao cristal e, finalmente, a dissipacdo de calor de cristalizagdo liberada
na superficie do cristal (Garsid, 1987).

Segundo Guegov (1981), na cristaliza¢do, condi¢des favoraveis sdo
alcangadas para agregacdo em um arranjo ordenado de um grupo de moléculas,
formando particulas chamadas nucleos de cristalizagdo. Tais condi¢des sdo
determinadas pela correlagdo entre temperatura, velocidade de resfriamento,
concentragdo dos solutos e magnitude das forgas, orientando as moléculas no
liquido. Dois tipos de cristalizagdo primaria podem ocorrer: a homogénea e a
heterogénea (catalitica).

Os centros de cristalizagdo homogéneos sdo formados durante uma
agregacdo aleatéria de moléculas de agua em estruturas de gelo acima de um
tamanho critico. A nucleacdo homogénea ¢ aquele processo no qual agregados
de moléculas surgem espontaneamente por flutuagdes de densidades aleatorias.
Em termos termodindmicos, o ponto de equilibrio do congelamento (Te =
273,16K) indica a temperatura em que as energias livres de Gibbs (potencial
quimico) das fases liquidas e solidas (gelo) sdo as mesmas. A formagdo de um
nucleo leva a um desequilibrio: energia superficial positiva e energia livre de

volume negativa. A soma desses dois componentes e as contribuigdes relativas
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delas a energia livre global com o aumento do raio ¢ a razdo para a existéncia de
um tamanho de nticleo critico a uma temperatura (Guegov, 1981).

A nucleagdo heterogénea ocorre quando particulas sélidas atuam como
sitios para a formacdo do cristal. A presenca de uma superficie ativa de uma
particula dentro do sistema introduz uma regido de energia livre superficial que
aumenta a probabilidade de formacdo de um agregado de dimensdes criticas.
Normalmente, tais particulas sdo substincias que s@o insoliveis em agua, e
tamanho, localizagdo e caracteristicas moleculares determinam o carater de
formagdo do gelo, visto que o nimero de moléculas de 4gua que necessitam de
ordenacdo inicial ¢ mais baixo, e a temperatura de nucleagdo ¢ mais alta que
aquela da nucleacdo homogénea.

A cristalizagdo, de acordo com McCabe et al. (1993), € um processo de
formacao de particulas sélidas dentro de uma fase homogénea que pode ocorrer
a partir do vapor de um liquido em fusdo ou de uma solu¢ao, cujo processo pode
ser caracterizado pela formac¢do de um espectro de particulas cristalinas de
diferentes tamanhos. Segundo Aguilera & Stanley (1990), a estrutura dos solidos
pode variar das formas simples (amorfas) as mais complexas (cristalinos). A
diferenca entre um sélido cristalino e um sélido amorfo estd nas condi¢des
geométricas dadas pelas ligagdes e ao acondicionamento dos Aatomos e
moléculas, formando o reticulo cristalino.

A fase amorfa presente no sorvete €, basicamente, formada por uma
solucdo supersaturada composta de agucares, proteinas e minerais. Flint (1966)
descreve que o solido amorfo ndo possui forma geométrica natural e sua
estrutura interna ¢ irregular como as particulas distribuidas nos liquidos. Os
solidos amorfos s3o considerados como liquidos sobrefundidos e se
caracterizam, principalmente pela falta de temperatura nitida de fusdo e pela

invariabilidade das propriedades com a mudanga de dire¢do (isotropia).
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A fase cristalina presente em sorvete ¢ composta por cristais de gelo
formados a partir da separagdo da agua pura da solugdo supersaturada que
compde o sorvete. Segundo McCabe et al. (1993), o cristal € o tipo de matéria
inanimado mais organizado e constitui o estado mais estavel, possuindo menor
energia livre. Os soélidos cristalinos se classificam em cinco tipos principais: os
metais, formados de 4atomos de elementos eletropositivos; os cristais i6nicos,
formados por combinagdes dos elementos altamente eletropositivos e
eletronegativos; os cristais de valéncia, estabilizados pelos pares de elétrons
compartilhados das ligagdes interatdmica; os semicondutores e os cristais
moleculares, como o gelo.

Jancic & Grootscholten (1984) enfatizam que, para ocorrer uma
mudanca de estado, deve ser fornecida energia suficiente para romper a barreira
desse estado, e uma subseqiiente mudanga para um estado de energia mais baixo
deve acontecer. Na etapa de cristalizagdo, a barreira de energia a ser vencida ¢ a
necessaria a nucleagdo, ¢ o estado de energia mais baixo ¢ alcancado com o

crescimento dos cristais.

2.5 Emulsificantes no sorvete

Os emulsificantes sdo ingredientes comumente usados em sorvetes no
intuito de minimizar danos estruturais que ocorrem durante processamento e
estocagem e¢ com a finalidade de facilitar a adsor¢do entre os globulos de
gordura e proteinas do leite, conferindo ao produto uma textura suave que
agrade o paladar do consumidor (Goff, 1992). Os emulsificantes podem ser
divididos em dois grupos: os monos e diglicerideos e os ésteres de sorbato. Os
mono e diglicerideos sdo derivados da reesterificacdo de gorduras animais
hidrolisada ou acidos graxos extraidos de vegetais. A diferenca entre os ésteres
de sorbato e os monoglicerideos esta na estrutura quimica. Os ésteres de sorbato

possuem acidos graxos esterificados com moléculas de sorbitol enquanto os
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monoglicerideos possuem dacidos graxos esterificados com moléculas de
glicerol. Para que os ésteres de sorbato sejam hidrofilicos durante sua produgao,
grupamentos polioxietilenos s3o adicionados a estrutura carbdnica. Desses
ésteres de sorbato, o polisorbato 80 (monooleato polioxietileno de sorbato) é o
mais comum emulsificante usado em sorvetes. Com a finalidade de melhorar a
acdo dos emulsificantes, diversas industrias alimenticias utilizam misturas de
mono e diglicerideos com o polisorbato 80 (Marshall et al., 2003). Em geral, os
emulsificantes usados em sorvetes sdo constituidos basicamente de 80% de

mono e diglicerideos e 20% de polissorbato §0.

2.6 Estabilizantes no sorvete

Os estabilizantes polissacarideos sdo substancias hidrofilicas que
dispersam em solu¢do como coldides. A maioria desses produtos € classificada
como gomas ou hidrocoldides, os quais podem ser definidos como qualquer
polissacarideo soliivel em agua, extraido de vegetais terrestres, marinhos ou de
microrganismos ou, ainda, alguns podem sofrer modificagdes quimicas para
alcancar as caracteristicas desejadas. Eles sdo amplamente utilizados em fungéo
de suas caracteristicas texturométricas, estruturais e funcionais, proporcionando
estabilidade a emulsdes, suspensdes e espumas, e pelas suas propriedades
espessantes em geral (Fennema, 1993).

Em solu¢do, os estabilizantes aumentam a viscosidade e formam géis,
motivado pela sua capacidade de retengdo de grande quantidade de 4dgua (dgua
livre) e resultante da atividade mutua desses compostos que formam ligagdes de
hidrogénio entre si. A capacidade de retengdo da dgua livre presente nos sorvetes
faz desse produto um indispensavel ingrediente para sorvetes por diminuir a
quantidade de agua que cristalizara durante o congelamento e por aumentar a
viscosidade, evitando que os cristais de gelo se fundem e causem o defeito de

arenosidade (Fennema, 1991).
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As carragenas, incluidas como estabilizantes para sorvetes (Marshall et
al., 2003), sdo polissacarideos de cadeia longa com alto peso molecular
(variando de 100.000 a 1.000.000 Daltons). Elas sdo extraidas de algas
vermelhas encontradas na regido do Mar Mediterraneo, cuja cadeia de
polissacarideo ¢ formada pela ligacdo D-galactose 3,6-anidro-D-galactose. Elas
se apresentam em trés formas mais conhecidas; kappa (), lambda(}) e iota (1)
carragena. O que as diferencia ¢ a presenca de grupamentos sulfatados na
estrutura molecular. A kappa carragena possui apenas um grupamento sulfato
para cada dissacarideo, a lambda possui dois ¢ a iota trés. Devido a natureza
idnica desses biopolimeros, em solucdo sdo carregados negativamente o que
explica a capacidade de ligagdo com metais monovalentes, como o potdssio ou
bivalentes como o calcio (Hossain et al, 2001).

A k-carragena forma gel em presenga de cations e esta capacidade de
gelificagdo e suas propriedades fisico-quimicas dependem da quantidade e da
disponibilidade dos ions metélicos envolvidos. Quando um polieletrélito (como
a carragena) ¢ combinado com um ion mono ou polivalente de carga oposta,
pode formar um hidrogel denominado ionotropico. Os hidrogéis ionotropicos
podem degradar, desintegrar ou dissolver, gradualmente, gragas as ligacdes de
hidrogénio, forgas i6nicas e moleculares envolvidas nas interagcdes entre os
grupamentos negativos presentes na estrutura molecular dos polissacarideos com
os metais (Prestwich et al, 1998).

A principal fungdo da k-carragena ¢ limitar a separagdo de fases entre
demais polissacarideos adicionados ao sorvete e as proteinas do leite. Todas as
interagdes descritas acima sdo reversiveis e podem ser mudadas com alteracdes
na natureza fisica das moléculas (diferentes qualidades das ligacdes envolvidas)
por meio de variagdes na temperatura, pH, aplicacdo de forgas externas ou
adi¢do de solutos que possam competir com as liga¢des envolvidas (Langendorff

et al., 2000; Schorsch et al., 2000: Spagnuolo et al., 2005: Vega et al., 2005).
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2.7 Medida da Coalescéncia da gordura no sorvete

Muitas informagdes obtidas pelas interagdes entre os globulos de
gordura no sorvete sdo baseadas na medida da coalescéncia das particulas
coloidais presentes em amostras derretidas. Equipamentos que medem dispersao,
distribuicdo e o tamanho das particulas coloidais presentes em emulsdes como
sorvetes sao comumente utilizados, e os pardmetros obtidos indicam a existéncia
de coalescéncia pelo tamanho e distribuicao dos globulos de gordura (Goff et al.,
1999).

Existem varios caminhos para descrever o tamanho e a distribuicdo das
particulas em uma emulsdo. O primeiro passo ¢ considerar que elas possuem um
formato esférico para facilitar as aproximagdes das medidas que sdo baseadas
nos didmetros das particulas. As médias do tamanho dos globulos de gordura sdo
obtidas como didmetro médio de De Brouckere (djs = nid:/ Enidi3) ou
didmetro médio de Sauter (dpz = *nid;/ Znidiz, em que n; ¢ o nimero de
glébulos de gordura com diametro d;). Os equipamentos que se baseiam na
técnica de difracdo do laser fornecem os valores médios dos didmetros e sua
distribuigdo pelo tamanho, bem como a area especifica de contato entre as
particulas. Os valores dj3; € dizp; representam o centro de gravidade da
distribui¢do da massa ou do volume dos agregados moleculares. A maioria dos
equipamentos utilizam como referéncia a medida do volume representando por

dp3; (Bolliger et al., 2000).

2.8 Microscopia

Goff et al. (1989), Hartel (1996), Berger (1997) e Goff (1997)
recomendam a microscopia como técnica de fundamental relevancia para a
realizagdo de analises qualitativa e quantitativa em amostras de sorvetes com o
objetivo de visualizar e analisar o tamanho e a distribuicdo dos cristais de gelo e

de demais particulas do sorvete.
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De acordo com Caillet et al. (2003), atualmente, existem diversas
técnicas microscopicas usadas para caracterizar a estrutura do sorvete. Os
principais métodos microscopicos usados pelos laboratorios de controle de
qualidade das industrias e dos centros de pesquisas sdo os métodos destrutivos,
indiretos e diretos.

O método destrutivo ¢ baseado na observacao otica da fase dispersa da
amostra (cristais de gelo e bolhas de ar) misturada e dissolvida em meio
adequado. As vantagens dessa técnica estdo no curto tempo de analise do
experimento, sendo as informagdes coletadas diretamente da amostra. A
desvantagem ¢ que, com a dissolucdo da amostra, ndo ¢ possivel saber o volume
e a posicdo das diferentes fases obtidas. Além disso, como a amostra ¢
totalmente derretida ou destruida, as imagens obtidas podem ndo representar
toda a morfologia e textura do congelamento (Caillet et al., 2003).

O método indireto utiliza técnicas de microscopia eletronica, fornecendo
imagens da estrutura das amostras de sorvete parcialmente destruidas pela
criosubstituicdo, criofixacdo e congelamento. As vantagens dessa técnica estdo
na alta resolucdo do equipamento que pode observar detalhes da fina estrutura
das amostras de sorvete. A desvantagem € que a microscopia eletronica ¢ muito
cara e a preparagdo da amostra ¢ longa (Caillet et al., 2003).

O método direto, mais utilizado pelos laboratorios industriais,
caracteriza a estrutura de alimentos congelados, e utiliza a microscopia fotonica
com dispositivo coaxial iluminado, preservando melhor a textura original da
amostra congelada. Esse dispositivo é baseado na reflexdo direta da luz na face
da amostra de sorvete. Em comparagdo com a microscopia eletronica, a

desvantagem ¢ a baixa resolugdo (Caillet et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacéo da microestrutura dos sorvetes em funcédo da presenca
ou auséncia de k-carragena e cloreto de calcio

3.1.1 Preparo das amostras

Foram preparadas misturas bdsicas para sorvete contendo 10% gordura
(manteiga doce, 80% gordura, Gay Lea Foods, Guelph, Ontario, Canada), 11%
solidos ndo gordurosos (leite em po6 instantdneo, 97% de solidos, Gay Lea
Foods, Guelph, Ontario, Canadd), 12% de sacarose (Redpath Sugar, Toronto,
Ontario, Canadd), 4% de xarope de milho (42DE, Casco Inc., Toronto, Ontario,
Canada), 0,15% de Polmo ( 80% de mono e diglicerideos e 20% de polissorbato
80; Danisco, Aarhus, Dinamarca) adicionadas ou nao de 0,025% de k-carragena
(Danisco, Canada, Inc.) e 4,4 ng' cloreto de calcio (Fisher Scientific, Toronto,
Canada) equivalente a 40 mM Ca®>" ou 1600 mg de Ca*" L' se totalmente
dissociado (Figura 1). As misturas foram pasteurizadas (74°C/15 minutos),
homogeneizadas (primeiro estagio a 17,5 MPa e segundo estagio a 3,5 MPa;
APV Gaulin, Everett, MA), batidas a -5°C (Taylor Batch Freezer, model B733-
32; Tekni-Craft, Rockton, IL) e armazenadas a -35°C. Todas as amostras foram

preparadas em triplicatas.
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Mistura

1 1
K-carragena K-Ccarragena
(0,025%) (0)

| |
Calcio Calcio Calcio Calcio
(40 mM) (0) (40 mM) (0)

FIGURA 1. Fluxograma das etapas de preparacdo dos diferentes tratamentos
do sorvete.

3.1.2 Propriedades térmicas

Foi utilizado um calorimetro diferencial de varredura (Q1000, TA
Instruments, New Castle, DE) para os estudos das propriedades térmicas das
misturas basicas para sorvetes adicionadas ou ndo de k-carragena e cloreto de
calcio. A calibragdo (T,y) foi realizada com safira; a calibracdo do fluxo de
aquecimento foi com galio; a temperatura de calibragdo foi realizada com galio e
indio; e a calibragdo da capacidade calorifica foi realizada com safira. O gas
utilizado foi o nitrogénio (300 mL min"'). Somente uma modulagdo de
temperatura foi utilizada em todos os experimentos (amplitude +/- 0,318°C/60s).
A quantidade de amostras foi de 20 mg colocadas em recipientes
hermeticamente fechados (TA Instruments). As amostras da mistura para
sorvetes foram equilibradas para uma temperatura de 20°C e congeladas
(2°C/min) a temperatura de -30°C/5 min e, entdo, novamente aquecidas de -

30°C para 15°C (2°C/min).
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3.1.3 Recristalizacdo do gelo em sorvetes

Para os experimentos com simula¢do das variagdes de temperatura, 3
recipientes de cada tratamento foram transferidos da armazenagem (-35°C) para
um freezer (-20°C), programado para simular variagdes de temperatura em que
as amostras eram mantidas a temperatura de -20°C/12 horas, aquecidas a -
10°C/12 horas, resfriadas para -20°C/12 horas e novamente aquecidas para -
10°C/12 horas (totalizando um ciclo de variagdo de temperatura em 48 horas).
Esse ciclo de aquecimento/resfriamento (48 horas) foi repetido 10 vezes em
todas as amostras (Regand & Goff, 2006). Para a captura e analise das imagens
por microscopia fotonica, foram utilizadas amostras de sorvete armazenadas (-
35°C) e submetidas ao ciclo de temperatura. As amostras de cada tratamento
foram coletadas (cubos de aproximadamente lcm®) e espalhadas em laminas
para microscopia (-20°C). Apds espelhamento das amostras nas ldminas, gotas
de iso-amil-butanol (previamente resfriado a -20°C) foram usadas para dispersar
os cristais de gelo presentes nas amostras dos sorvetes. As laminas foram
cobertas com laminulas, colocadas dentro de um recipiente contendo nitrogénio
liquido e, assim, encaminhadas ao cold stage (Linkam Instruments, Surrey, UK)
com temperatura de -17°C (Regand & Goff, 2006). As imagens dos cristais de
gelo dispersos nas ldminas em cada tratamento foram obtidas com o auxilio de
um microscopio foténico (Olympus BH, Toquio, Japao). Diferentes campos em
cada lamina foram micrografadas para obtencao de 300 cristais por amostra. As
medidas dos cristais de gelo foram realizadas usando um software de dominio
publico (NIH Image Program Object Image 2.10) instalado em um computador
(Macintosh). Os dados foram tabulados em planilhas eletronicas (Microsoft
Excell 2000) para posterior analise estatistica do didmetro equivalente dos
cristais de gelo. A distribuigdo do tamanho dos cristais de gelo foi caracterizada
de acordo com o modelo apresentado por Flores & Goff (1999). Nesse

tratamento estatistico, o tamanho dos didmetros dos 300 cristais de gelo era
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distribuido numa curva de frequéncia em que foi obtido o valor da mediana

(Xs0)-

3.1.4 Distribuigéo das proteinas

A composi¢do protéica de uma solu¢do aquosa contendo 15,4% (m/m)
de leite em po desnatado, adicionado ou nio de cloreto de calcio (4,4 g L"), foi
determinada apo6s ultracentrifugacao (40.000 x g) a 20°C por 60 min usando um
Beckman L8-M ultracentrifuga com um T-47 rotor (Beckman, Fullerton, CA,
USA). Com a separacdo do precipitado e andlise do sobrenadante foi
determinada a composicdo através da técnica de eletroforese capilar (Zhang &
Goff, 2004). A solucdo tampao (pH = 3,0) usada para separar as proteinas
presentes na solugdo era constituida de 6,0 M de 4cido citrico e 0,05% (m/v) de
hidroxipropilmetil celulose. A solucdo tampao (pH = 7,5) usada para dissolver
as amostras de proteinas era constituida de 7,0 M de urea e 20 mM de bis-tris-
propano. Imediatamente depois do uso, 2-mercaptoetanol (5 pL:1 pL de tampao)
foi adicionado a solu¢do tampao das amostras. As amostras das solucdes
protéicas foram diluidas 1:4 com a solugdo tampdo das amostras e deixadas
descansar por 1 hora antes da injecdo no equipamento que foi utilizado para o
carreamento das amostras foi um Beckman P/ACE System 5510 controlado por
Golden Software, Beckman Instruments Inc., San Ramon, CA, USA. A
separac¢do das proteinas (placas de alcool polivinilico, eCAP N-CHO, cat. n°.
477601, Beckman-Couter, San Ramon, CA; 47 cm x 50 mm id., 10 x 800 pum)
foi a temperatura de 40°C com voltagem de 26 kV e corrente de 48 pA. A
polaridade para a eletroforese capilar foi a entrada no pdlo positivo e a deteccao

ocorreu com absor¢do das amostras na regido do UV (208 nm).
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3.1.5 Distribuicéo do tamanho das particulas

Particulas coloidais presentes nas gotas de sorvete derretido dos
diferentes tratamentos foram caracterizadas de acordo com a distribuigdo,
tamanhos e area superficial de contato através da técnica de difracdo de luz
estatica, utilizando-se o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Malvern, UK). A razdo entre indice de refracdo dos glébulos de gordura (1,456)
e o indice de refracdo da fase continua (1,330) foi de 1,095. As médias do
tamanho dos globulos de gordura foram obtidas como didmetro médio de De
Brouckere (d3 = Znidi’/ Znid;’) ou didmetro médio de Sauter (d = Znid;/
Tndi%, onde n; é o namero de globulos de gordura com didmetro d;). Valores para

area especifica de contato, m”> g foram também medidos (Bolliger et al., 2000).

3.1.6 Microscopia eletrdnica de varredura

Com a ajuda de uma espatula, foram retiradas pequenas quantidades
(aproximadamente 100 mm®) das amostras de sorvetes de cada tratamento
(armazenadas a —35°C) e transferidas para um recipiente contendo nitrogénio
liquido (—196°C). Apods imersdo em N,, as amostras foram fragmentadas (em
pedagos de 2 mm x 3 mm) e montadas no porta-espécime (LT-SEM low
temperature scanning electron microscopy) preparado para manter a temperatura
em torno de —196°C (Caldwell et al., 1992b). Ele foi introduzido no
equipamento de crio-preparacdo (EMscope SP2000A, Ashford, Kent, UK), as
amostras foram transferidas, fragmentadas, sublimadas (-80°C) e banhadas a
ouro (25 min, —160°C, 30 nm de espessura). Apds tal procedimento, o porta-
espécime, com as amostras preparadas, foi retirado e levado ao microscépio
eletronico de varredura (Hitachi S-570, Téquio, Japdo), acoplado ao cold stage
(-=140°C). As amostras foram observadas e eletromicrografadas a uma tensao de

aceleracdo de 10 kV (Bolliger et al., 2000).
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3.1.7 Microscopia eletrdnica de transmissao

Com a ajuda de uma espatula, foram retiradas pequenas quantidades
(aproximadamente 100 mm®) das amostras de sorvetes de cada tratamento
(armazenadas a —35°C) e transferidas para um recipiente contendo nitrogénio
liquido (-196°C). Apds imersdo em N,, as amostras foram fragmentadas (em
pedagos < 1 mm®) e encaminhadas para crio-substitui¢io (Goff et al., 1999; e
Smith et al. 2004). Amostras de cada tratamento foram fixadas em glutaraldeido
(3% v/v em metanol absoluto) e mantidas por 4 dias (— 80°C), 1 dia (—40°C) ¢ 2
dias (-20°C). Apos fixagdo, as amostras foram lavadas (— 20°C) em gradientes
de metanol e etanol (absoluto) ¢ embebidas em uma mistura de metanol e resina
LR-gold (na proporg¢ao de 3:1, 1:1, 1:3 e 100% resina no tempo de 45 min para
cada solug¢do). Os espécimes foram montados em capsulas de gelatina contendo
0,1% (m/v) de benzil e encaminhados ao freezer (-20°C) acoplado com
lampadas UV (360 nm) para efetivar a polimerizagdo (aproximadamente 7 dias).
Os blocos de resina foram seccionados (90 nm), usando ultramicrétomo (Leica
Reicherd Ultracut S, Vienna, Austria). Secgdes foram imediatamente montadas
nas grades de niquel-cromo (Marivac Ltd., Halifax, NS, Canad4), mergulhadas
em acetato de uranila e citrato de chumbo por 15 min e entdo analisadas pelo
microscopio eletronico de transmissdo (Philips CM 10, acoplado sistema de

image capture software; Soft Imaging System Corp, USA).

3.1.8 Difracéo de luz

Para determinar o tamanho das micelas de caseina foi utilizado um
equipamento que mede a difracdo de luz em amostras, Malvern Dynamic Light
Scattering (DLS) instrumento (Malvern Instruments, Malvern, UK) acoplado ao
laser He-Ne (comprimento de onda 633 nm). Foram preparadas solugdes modelo
de leite em p6 desnatado (13%), adicionado ou ndo de k-carragena (0,025%) em

diferentes concentragdes de cloreto de calcio (0, 20, 40, 60 ¢ 80 mM de Ca2+). (@)
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leite em po foi solubilizado em agua destilada adicionadas de cloreto de calcio
em diferentes concentracdes, e as solugdes descansaram por 30 min em
temperatura ambiente e armazenada a temperatura de 4°C/12 horas. No dia
seguinte, as amostras foram aquecidas 30 min/63°C, depois foram diluidas (5 pL
de solu¢do modelo para 3 pL de solu¢do tampdo; 5 mM de CaCl, e 20 mM de
imidazol, pH 6,7; Spagnuolo et al., 2005) e medidas no DLS a 25°C. Cada
solucdo foi testada 3 vezes com média de 10 medidas para cada corrida (cada
corrida com uma média de 20 submetidas). Cada solucdo foi repetida em
triplicata (diferentes solugdes, porém mesma composi¢do) para um total de 9

corridas para cada solugdo modelo.

3.2 Avaliacéo da microestrutura dos sorvetes em funcdo da presenca ou
auséncia de k-carragena, cloreto de calcio e emulsificante

3.2.1 Preparo das amostras

O preparado para sorvetes consistia de uma mistura contendo 10% de
gordura (manteiga doce, Gay Lea Foods, Guelph, ON, Canadd), 11% de sdlidos
ndo gordurosos (leite em pod, Gay Lea Foods, Guelph, ON, Canada), 12% de
sacarose (Redpath Sugar, Toronto, ON, Canada), 4% de xarope de milho (Casco
Inc., Toronto, ON, Canada), 0 ou 0,025% de estabilizante (k-carragena;
Germantown Canadéd Inc., Scarborough, ON), 0 ou 0,15% de emulsificante
(POLMO: 80% de mono e diglicerideos e 20% de polissorbato 80; Danisco,
Aarhus, Dinamarca), cloreto de célcio (Fisher, Toronto, Canadd) e 4gua para o
balancgo total de 100% (Figura 2). Os diferentes tratamentos adicionados ou ndo
de k-carragena, emulsificante e cloreto de calcio (nas proporgdes de 0, 40 ¢ 80
mM de Ca®") foram preparados e encaminhados ao homogeneizador (17.5/3.5
Mpa, APV Gaulin, Everett, MA), pasteurizadas (75°C/15 minutos), maturadas
(24 horas/4°C), batidas (Taylor Batch Freezer, model 104, Rockton, IL) a
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temperatura de -5°C e armazenadas por 48 horas a temperatura de -35°C. Todas

as amostras foram preparadas em triplicata.

Mistura
|

1 1

K-carragena K-carragena
(0,025%) (0)
| |
1 1 1 1
Emulsificante Emulsificante [Emulsificante Emulsificante
(0,15%) (0) (0) (0,15%)
Calcio Calcio Calcio Calcio

(0, 40 & 80 mM) (0, 40 e 80 mM) (0, 40 ¢ 80 mM) (0, 40 e 80 mM)

FIGURA 2. Fluxograma das etapas de preparagdo dos diferentes tratamentos
do sorvete.

3.2.2 Distribuicéo do tamanho das particulas

Particulas coloidais presentes nas gotas de sorvete derretido dos
diferentes tratamentos foram caracterizadas de acordo com a distribuigdo,
tamanhos e 4rea superficial de contato através da técnica de difragdo de luz
estatica utilizando o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments,
Malvern, UK). A razdo entre indice de refracdo dos gldbulos de gordura (1,456)
e o indice de refracdo da fase continua (1,330) foi de 1,095. As médias do
tamanho dos glébulos de gordura foram obtidas como didmetro médio de De

Brouckere (dps3 = n;d;*/ Enidf) ou didmetro médio de Sauter (dj3o; = Tnid;/
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~ndi%, onde n; é o numero de globulos de gordura com didmetro d;). Valores para

area especifica de contato, m” g, foram também medidos (Bolliger et al, 2000).
P g

3.2.3 Analise estatistica

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC), num esquema fatorial 2x2x3x3 (adicionados ou ndo de k-carragena,
emulsificante e cloreto de célcio, nas propor¢des de 0, 40 e 80 mM de Ca®").
Todos experimentos foram realizados em triplicatas. O teste de Tukey foi usado
para determinar a significancia das diferencas entre os tratamentos. As analises
foram realizadas em programa apropriado SISVAR 4.3 (Ferreira, 1999),

utilizando-se planilha eletronica Excel.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da microestrutura dos sorvetes em funcdo da presenca
ou auséncia de k-carragena e cloreto de calcio

4.1.1 Propriedades do congelamento da mistura

A Figura 1 mostra um termograma obtido para uma amostra de sorvete
adicionado de cloreto de calcio e k-carragena. As caracteristicas térmicas da
curva de congelamento dos diferentes tratamentos dos sorvetes adicionados ou
nao de cloreto de célcio e k-carragena estdo apresentadas na Tabela 1. Nao foi
observada variacdao nos termogramas obtidos para o congelamento das amostras
adicionadas ou ndo de k-carragena e cloreto de calcio. De acordo com os
resultados, ndo houve variagdo estatisticamente significativa (P > 0.05) nas
temperaturas de nucleagdo durante o congelamento, nas temperaturas de
derretimento ou nas entalpias dos quatro tratamentos estudados. A média da
temperatura de nucleagdo, derretimento, inicio do congelamento e a entalpia
foram -16.2°C, -1.7°C, -14.1°C e 218.8 J g, respectivamente. Os resultados
mostraram que a adi¢do de cloreto de calcio ou k-carragena nao influenciaram as

propriedades térmicas da mistura.
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FIGURA 3. Termograma obtido de uma amostra de sorvete adicionada de

cloreto de calcio congelada a - 30°C por 2°C/min e aquecida para

20°C por 2°C/min em funcao da temperatura.
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TABELA 1. Caracteristicas da curva calorimétrica das amostras de mistura
basica para sorvetes adicionadas ou ndo de cloreto de calcio ou k-

carragena.

Tempe;ratura Entalpia Nucleagao

Tratamento Derretimento
°C) (Jg) ‘O

k-carragena e Calcio -1,6° 222,6" -15,7*
K-carragena -1,7° 220,5% -15,9°
Calcio -1,7° 215,5° -17,0°
Controle -1,8% 216,4° -16,1°

* Valores com mesma letra na mesma coluna ndo sio significativamente diferentes ao
teste de Tukey (P > 0,05).

4.1.2 Tamanho dos cristais de gelo no sorvete

Os valores para o didmetro circular mediano dos cristais de gelo (Xsg
representa o valor mediano da curva de distribuigdo de frequéncia dos didmetros
dos trezentos cristais de gelo obtidos) nas amostras de sorvetes submetidas ou
nao (sorvete fresco) ao sistema que simula oscilagdes de temperatura sdo
mostrados na Tabela 2. De acordo com os resultados obtidos para as amostras de
sorvete fresco, a adicdo de cloreto de calcio aumentou significativamente o
tamanho dos cristais de gelo (P < 0,05) nas amostras adicionadas ou ndo de k-
carragena ao passo que para sua presenga ou auséncia ndo foi observada
variagdo significativa (P > 0,05) no tamanho dos cristais de gelo. A adi¢do de -
carragena nao teve efeito significativo (P > 0,05) nos cristais de gelo na presenga
ou auséncia de cloreto de calcio. Para os sorvetes submetidos ao ciclo de
varia¢do de temperatura, foi observado aumento para cristais de gelo em todos
os diferentes tratamentos. A presenca de cloreto de calcio aumentou

significativamente (P < 0,05) o tamanho dos cristais de gelo na auséncia ou

28



presenca de k-carragena. Especificamente, na presenca de k-carragena foi
observado um grande aumento dos cristais de gelo (P < 0,05). As amostras
adicionadas de cloreto de calcio também apresentaram significantes raios de
crescimento (P < 0.05), mas somente na presen¢a de K-carragena tais valores

foram expressivos.

TABELA 2. Valores para os diametros equivalentes circulares medianos dos
cristais de gelo (Xso) de sorvetes frescos e sorvetes submetidos ao
ciclo de variagdo de temperatura e suas respectivas porcentagens
de crescimento obtidas a partir da analise das micrografias por
microscopia fotonica.

Tamanho dos cristais de gelo (um)

Sorvete
K-Ccarrageéna K-carragena
(0.025%) (0%)
Fresco (+ Ca™) 64,0 2" 67,2
Fresco (ndo Ca®") 56,3 2101 54,1
""" Ciclos (+Ca*y 891% 81,6%
Ciclos (ndo Ca*") 73,9 2 71,7 °% %
""" % Crescimento (+ Ca®")  392% 2159
% Crescimento (ndo Ca®") 31,2 % 32,6 %

%% Valores com mesma letra nas linhas e nas colunas ndo sio estatisticamente diferentes
ao teste de Tukey (P > 0,05).

4.1.3 Distribuicdo das proteinas

Solugdes de leite reconstituido na presenga ou auséncia de cloreto de
calcio foram ultracentrifugadas para determinar a distribui¢do das caseinas
micelares e ndo micelares. A porcentagem de volume do sobrenadante aumentou

significativamente (P < 0,05), e a porcentagem de precipitado diminuiu
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significativamente (P < 0,05) apos ultracentrifugagdo do leite reconstituido
adicionado de cloreto de calcio (Tabela 3). A adi¢do de cloreto de calcio
influenciou significativamente (P < 0,05) na porcentagem de [-caseina.
Entretanto ndo foi observado variagdo para as demais fragdes das proteinas

presentes nas amostras (Tabela 4).

TABELA 3. Porcentagem do sobrenadante e precipitado apos ultracentrifugacao
de solugoes de leite reconstituido adicionado ou ndo de cloreto de

calcio.
Solug¢des ultracentrifugadas (% m/m)
Tratamentos
Sobrenadante Precipitado
Com cloreto de calcio 83,0° 17,0°
Sem cloreto de calcio 79,0 ° 21,0°

" Valores com mesma letra na mesma coluna ndo sdo significativamente diferentes ao
teste de Tukey (P > 0,05).
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TABELA 4. Proporgdo das proteinas individuais (na porcentagem do total das
proteinas no  leite) presentes no  sobrenadante  apos
ultracentrifugacdo (40,000 x g por 60 min) das solugdes de leite em
po6 reconstituido adicionados ou ndo de cloreto de calcio.

Concentracao (% m/m)

Proteinas
Com Ca*™" Sem Ca*"
a-Lactoalbumina 25,027 23,94?
B-Lactoglobulina 49,22 *° 47,12°
o5-Caseina 7,85° 8,26*
as-Caseina Naio detectavel Naio detectavel
k-Caseina 9,81% 9,29
B-Caseina 8,10° 11,39°

® Valores com mesma letra na mesma linha ndo sio significativamente diferentes ao
teste de Tukey (P > 0,05).

4.1.4 Coalescéncia parcial das gorduras

A adicdo de cloreto de calcio ou «k-carragena ndo teve efeito
significativo (P > 0,05) no tamanho das gotas de gordura na mistura para
sorvetes. As analises das particulas de gordura nas amostras de sorvete (Tabela
5) mostraram que a adi¢do de cloreto de calcio na presenca de k-carragena
aumentou consideravelmente (P < 0,05) a desestabilizagdo da emulsdo como foi
mostrado pela porcentagem de distribuicdo das particulas > 3um, area
superficial especifica, du3; € djsz. A aglomeragdo dos globulos de gordura
podem alterar os valores razoaveis de coalescéncia parcial da gordura os quais
restringem o raio de recristalizacdo do gelo. A adi¢do de cloreto de céalcio na
auséncia de k-carragena e a adi¢do de k-carragena na auséncia de cloreto de

calcio ndo influenciaram (P > 0,05) a coalescéncia parcial da gordura.
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TABELA 5. Valores obtidos para a coalescéncia parcial da gordura estimados
pelo tamanho das particulas (porcentagem acumulativa da
distribuicdo > 3 um, area superficial especifica, dj4 3}, dj32))-

Coalescéncia Parcial (%)

Particulas

K-carragena K-carragena
(0.025%) (0%)
Distribui¢do > 3 pm (com Ca”") 81,2° 32,9°
Distribuigdo > 3 pm (sem Ca*") 28,0° 34,4°
""" Area superficial (com Ca>)  223% 1753°
Area superficial (sem Ca") 21,10° 14,30 ¢
""" Dusy(comCa®) 17,56 55°
Di43) (sem Ca®") 3,75° 4,54°
""" Dy (comCa?) 295 T 038°
Dp32; (sem Ca®™) 0,32° 0,47°

5 Valores com mesma letra nas linhas e nas colunas niio sio estatisticamente diferentes
ao teste de Tukey (P > 0,05).

4.1.5 Microestrutura dos sorvetes

Em geral, as eletromicrografias de varredura (Figuras 4, 5 e 6)
mostraram que as bolhas de ar no sorvete aparecem em formato esférico (com
didmetros entre 10-50 um) ou distorcidas em virtude do crescimento dos cristais
de gelo. Os globulos de gordura apareceram em formato de pequenas esferas
(0,2 a 1,0 um) sozinhas ou aglomeradas, formando clusters. Os cristais de gelo
apareceram em formato retangular ou poligonal com os tamanhos dependendo
dos ingredientes adicionados, processamento e condigdes de estocagem. As
diferencas entre coalescéncia parcial dos globulos de gordura e dos cristais de
gelo entre os 4 tratamentos (resultados estes obtidos por técnicas quantitativas)

ndo foram discerniveis no nivel de magnificagdo usado na microscopia
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eletronica de varredura. As eletromicrografias de transmissao (Figuras 7, 8 ¢ 9)
dos diferentes tratamentos do sorvete, contudo, mostraram que os diversos niveis
de desenvolvimento da desestabilizagdo dos globulos de gordura foram
dependentes da adi¢do de cloreto de célcio especialmente na presenca de -
carragena. Como evidéncia negativa da adi¢cdo de cloreto de célcio, foi possivel
observar alta adsor¢do dos glébulos de gordura na interface das bolhas de ar e
maior interconexdo entre elas, formando aglomerados coalescentes de gordura
que causou a desestabilizagdo do meio (Figuras 7A, 8A ¢ 9A). Quando ndo foi
adicionado cloreto de calcio na presenca ou auséncia de k-carragena, um anel de
proteina foi evidentemente observado na interface dos globulos de gordura,
evitando a conexdo deles e, assim, diminuindo a desestabilizagdo (Figuras 8B,

8D, 9B ¢ 9D).
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FIGURA 4. Eletromicrografias de varredura da miscroestrutura de sorvetes
adicionados ou ndo de k-carragena e calcio (Tratamentos: A =
adicdo de k-carragena e calcio; B = adicdo de k-carragena; C =
adicdo de calcio; D = ausentes da adi¢do de k-carragena e calcio).
Indicadores: barra (D) = 30 um; i = cristal de gelo; a = bolhas de
ar.
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FIGURA 5. Eletromicrografias de varredura da miscroestrutura de sorvetes
adicionados ou ndo de k-carragena e célcio (Tratamentos: A =
adi¢do de k-carragena e calcio; B = adi¢do de k-carragena; C =
adig@o de calcio; D = ausentes da adi¢do de k-carragena e calcio).
Indicadores: barra (D) = 6 um; a = bolhas de ar, f = globulos de
gordura, i = cristal de gelo, s = fase ndo congelada.

35



FIGURA 6. Eletromicrografias de varredura da miscroestrutura de sorvetes
adicionados ou ndo de k-carragena e calcio (Tratamentos: A =
adicdo de k-carragena e calcio; B = adicdo de k-carragena; C =
adicdo de calcio; D = ausentes da adicao de k-carragena e calcio.
Indicadores: barra (D) = 3 um; a = bolhas de ar, f = globulos de
gordura, i = cristal de gelo, s = fase ndo congelada.
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FIGURA 7. Eletromicrografias de transmissdo da microestrutura do sorvete.
(Tratamentos: A = adigdo de k-carragena e calcio; B = adicdo de
k-carragena; C = adigdo de calcio; D = ausentes da adigdo de -
carragena e calcio). Indicadores: barra = 2 um; f = globulos de
gordura; CM = micelas de caseina; a = bolhas de ar.
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FIGURA 8. Eletromicrografias de transmissao da microestrutura do sorvete.
(Tratamentos: A = adi¢do de k-carragena e calcio; B = adigdo de
k-carragena; C = adicdo de célcio; D = ausentes da adi¢do de «-
carragena e calcio). Indicadores: barra = 1 pum; f = globulos de
gordura; CM = micelas de caseina; a = bolhas de ar.
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FIGURA 9. Eletromicrografias de transmissdo da microestrutura do sorvete.
(Tratamentos: A = adi¢do de k-carragena e calcio; B = adigdo de
k-carragena; C = adicdo de célcio; D = ausentes da adi¢do de k-
carragena e célcio). Indicadores: barra = 500 nm; f = globulos
de gordura; CM = micelas de caseina; a = bolhas de ar.
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4.1.6 Tamanho das micelas de caseina

A adigdo de 0,015% «-carragena na solucdo de leite reconstituido (13%
solidos ndo gordurosos do leite) na auséncia de cloreto de calcio aumentou
significativamente (P < 0,05) o didmetro das micelas de caseina de 202,3 nm
para 233,6 nm. Como a concentragdo de cloreto de calcio foi variada de 0-80
mM de Ca®" nas solugdes contendo k-carragena, houve um aumento linear direto
no didmetro das micelas de caseina (r* = 0,828; Figura 10). Para garantir que -
carragena estava na conformagdo helicoidal, a temperatura de medida foi de
25°C. Esse aumento linear dos didmetros das micelas de caseina pode indicar
uma adsor¢do da k-carragena na superficie da micela o qual foi acentuado pela
presenga de cloreto de célcio. Na auséncia de k-carragena houve uma pequena
tendéncia de diminuicdo do tamanho das micelas de caseina com adi¢do de
cloreto de calcio (r* = 0,984). Tais resultados sugerem que, em presenga de
cloreto de calcio e k-carragena, existe uma competicao entre as interagdes da «-
carragena/k-caseina e das interagdes entre as micelas de caseina/caseina,
formando uma superficie de adsor¢do e ligagdes entre as micelas de caseina, ao
passo que o efeito da adicdo do cloreto de calcio sozinho na micela de caseina
promoveu uma associag@o intra-micelar entre as proteinas e, conseqiientemente,

uma diminui¢do no tamanho das micelas.
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FIGURA 10. Efeito da adi¢do de cloreto de calcio no diametro das micelas de
caseina (com linha de tendéncia e correspondente equacgdo de
regressao) na presenca (m) e auséncia ( A) de k-carragena medidos
a temperatura de 25°C pelo equipamento de difragdo de luz
dindmica.

4.2 Avaliacéo da microestrutura de sorvetes em funcéo da presenca ou
auséncia de k-carragena, cloreto de calcio e emulsificante

4.2.1 Efeito do emulsificante na coalescéncia parcial dos sorvetes

As Tabelas 6, 7, 8 e 9 mostram os resultados quantitativos que
caracterizam a desestabilizagdo dos globulos de gordura nas amostras de
sorvetes adicionadas ou ndo de estabilizante (k-carragena), emulsificante (80%
de mono e diglicerideos e 20% de polissorbato 80) e cloreto de calcio
adicionado a mistura basica para sorvetes em diferentes concentragdes (0, 40 ¢
80 mM). As tabelas apresentam, respectivamente, os valores médios obtidos

para diametro ponderado pelo volume (dp43;), didmetros ponderados pela area
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superficial (dj32)), area superficial especifica e a porcentagem das particulas com

didmetro superior a 3 pum.

TABELA 6. Diametro médio de De Brouckere (dsz = Znid;¥/ Znd;’) para
coalescéncia parcial em sorvetes (adicionados ou ndo de k-
carragena, emulsificante e cloreto de calcio, nas proporcdes de 0,
40 ¢ 80 mM de Ca”").

Calcio k-Carragena Emulsificante (0,15%)
(Mm) (0,025%) Com Sem
0 Com 3,974 1,44%
0 Sem 6,10 0,86%
a0 Com 620" L07%
40 Sem 2,81" 1,51%
80 Com 627" 2,772
80 Sem 4,47 2,91%

& b [ etras diferentes na coluna e nimeros diferentes na linha sio estatisticamente
significativos ao teste de Tukey (P < 0,05).
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TABELA 7. Diametro médio de Sauter (dj32; = Znidi’/ nidi’, onde n; é 0 numero
de globulos de gordura com didmetro d;) para a coalescéncia parcial
em sorvetes (adicionados ou ndo de k-carragena, emulsificante e
cloreto de calcio, nas proporcdes de 0, 40 e 80 mM de Ca2+).

Calcio k-Carragena Emulsificante (0,15%)
(Mm) (0,025%) Com Sem
0 Com 0,41 0,35
0 Sem 0,56 0,27%
"""""" 40 Com o8I 0312
40 Sem 0,37" 0,35
"""""" 80  Com 070" 0387
80 Sem 0,60"' 0,37%

Letras diferentes na coluna e numeros diferentes na linha sdo estatisticamente
significativas ao teste de Tukey (P < 0,05).

TABELA 8: Area superfical especifica das particulas coloidais em sorvetes
(adicionados ou ndo de k-carragena, emulsificante e cloreto de
calcio, nas proporg¢des de 0, 40 e 80 mM de Ca2+).

Calcio k-Carragena Emulsificante (0,15%)
(Mm) (0,025%) Com Sem
0 Com 16,00*' 18,63
0 Sem 11,90 23,87"
"""""" 4 Com 8187 21107
40 Sem 17,83 18,90
"""""" 80  Com 949 17832
80 Sem 11,63" 18,16

Letras diferentes na coluna e numeros diferentes na linha sdo estatisticamente
significativas ao teste de Tukey (P < 0,05).
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TABELA 9: Diametro médio das particulas acima de 3um no sorvete
adicionado de 40 mM de cloreto de célcio.

Emulsificante Médias
Com 30,11°
Sem 17,26°

Letras diferentes na coluna sfo estatisticamente significativas ao teste de Tukey (P <
0,05).

De acordo com os resultados (Tabelas 6, 7 e 8), observa-se que na
auséncia de emulsificante ndo houve variagdo estatisticamente significativa (P >
0,05) para auséncia ou presenca de K-carragena e cloreto de calcio nas diferentes
concentragdes. Esses baixos valores para a medida de desestabilizacdo dos
glébulos de gordura estdo de acordo com a descrigao feita por Goff et al. (1999).
No entanto, quando se adiciona emulsificante (0,15%) € possivel observar que
existe um comportamento estatisticamente significativo (P < 0,05) para a
presenca ou auséncia de k-carragena (0,025%) e cloreto de calcio (40 e 80 mM).
Quando ndo se adiciona cloreto de calcio (Tabelas 6, 7 e 8) observou-se um
maior indicativo de coalescéncia (maior valor para didmetro ponderado pelo
volume (d43)) e didmetros ponderados pela area superficial (dj3,7), € baixo valor
para area superficial especifica) para as amostras ausentes da adicdo de k-
carragena. Na presenca de k-carragena, esse indicativo de coalescéncia diminui,
Tabelas 6, 7 e 8, mostrando menores valores para o didmetro ponderado pelo
volume (dj43;) e didmetro ponderado pela area superficial (dj3,)), € maior valor
para area superficial especifica. Quando se adiciona cloreto de calcio (40 e 80
mM) ocorre uma inversdo dos resultados. Os indicativos de coalescéncia
aumentam para presenga de k-carragena (Tabelas 6, 7 ¢ 8) em que é possivel

serem observados maiores valores para didmetro ponderado pelo volume (dp37)
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e diametros ponderados pela area superficial (dj3,;) e menores valores para area
superficial especifica. Os resultados para diametros de particulas superiores a 3
um (Tabela 9) mostram que, em presenga de cloreto de célcio (40 mM ou 80
mM), existe uma variagdo estatisticamente significativa (P < 0,05) para a adigdo
ou nao de emulficante (0,15%). De acordo com a Tabela 9, cerca de 30,11% das
particulas de gordura presentes em amostras de sorvetes adicionadas de
emulsificante estdo com didmetros superior a 3 um, ao passo que 17,26% das
particulas de sorvetes ausentes da adicdo de emulsificante estdo abaixo desse

valor.
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5 DISCUSSAO

A adigdo de cloreto de calcio ao sorvete na presenca de k-carragena e
emulsificante impactuou negativamente na estrutura e qualidade, aumentando
consideravelmente o tamanho dos cristais de gelo, especialmente apds a
submissdo aos ciclos de variagdo de temperatura (choque térmico),
desestabilizando excessivamente as gorduras presentes no meio. Os efeitos da
adi¢do de cloreto de calcio em sistemas lacteos sdo bem conhecidos, resultando
no aumento das interagdes entre as caseinas do leite (Fox & McSweeney, 1998).
Modificagdes no equilibrio salino entre calcio micelar e o calcio ndo micelar sao
usados frequéntemente para modificar a coagulagdo e o rendimento em queijos
(Fox et al., 2000). Devido a complexa distribui¢ao do célcio no leite (Little &
Holt, 2004), qualquer mudancga na for¢a idnica, concentragdo dos ions calcio ou
pH pode resultar efeitos na distribuicdo e estabilidade das micelas de caseina
(Tsioulpas et al., 2007).

Williams et al. (2005) mostraram que a adi¢do de cloreto de calcio
soluvel em leite desnatado reconstituido induz ao aumento proporcional do
calcio livre, sugerindo que os ions calcio fossem capazes de afetar o equilibrio
salino micelar e ndo micelar do leite. Lin et al. (2006) provaram que a adi¢do de
cloreto de calcio ao leite induz a um aumento linear nas concentra¢des de ions
calcio, reduzindo pH e diminuindo a estabilidade ao etanol e ao calor. Como foi
observado nos resultados através do diametro micelar obtido pelas analises no
DLS, a adigéo de cloreto de calcio induz a compactagdo das micelas de caseina
cujo efeito pode ser explicado através dos resultados obtidos apds
ultracentrifugacdo do leite adicionado de cloreto de calcio. Nesse experimento
foi observado uma diminui¢do na quantidade de B-caseina presente no soro do

leite devido a migracdo delas para dentro das micelas de caseina, o que causou
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sua compactacdo. Isso reduz o volume ocupado pelas micelas de caseina e
também a quantidade de proteinas soluveis na fase nao congelada do sorvete. Os
efeitos observados afetaram diretamente a cristalizagdo do gelo, aumentando os
raios de crescimento devido a uma redugdo na viscosidade da fase nao congelada
através do impedimento estérico (Goff, 2003). Por outro lado, a adicdo de
cloreto de calcio ao nivel que foi utilizado neste trabalho e a presenca de grande
quantidade de agucar poderia teoricamente diminuir o ponto de congelamento da
solugdo. Nao foram observados porém, efeitos significativos nas propriedades
térmicas da mistura basica para sorvetes adicionadas ou ndo de cloreto de calcio
0 que justifica que o crescimento excessivo dos cristais de gelo ndo ocorreu por
essas razoes.

A adicado de cloreto de calcio na mistura para sorvetes na presencga de k-
carragena induziu a um aumento no tamanho das particulas de gordura, o que
resultou na coalescéncia. Tal resultado foi observado através das analises por
microscopia e difracdo de luz. Caseinas micelares e a B-caseina ndo- micelar
podem, ambas, adsorverem aos globulos de gordura induzindo ao aumento da
estabilidade do sistema. Na presenca de cloreto de calcio, no entanto, foi
observada uma maior compactag@o das micelas de caseina e, conseqilientemente,
menor quantidade de P-caseina estaria disponivel para a interacdo com os
globulos de gordura. Tais fatores poderiam reduzir a membrana interfacial entre
as proteinas e os gloébulos de gordura, o que causaria uma diminuicdo da
estabilidade dos glébulos de gordura durante a produgdo e congelamento do
sorvete. Os efeitos dos ions calcio na desestabilizagdo da gordura em sorvetes
sdo conhecidos (Marshall et al., 2003).

Dauphas et al. (2008), recentemente, certificaram que os ions calcio
interferem na estabilidade das gotas de d6leo em emulsdes adicionadas de B-
caseina. Embora valores 6timos de coalescéncia parcial de gordura induzem a

uma formagdo de agregados de globulos de gordura que podem reduzir o

47



tamanho, a distribuigdo e os raios de crescimento dos cristais de gelo em
sorvetes (Flores & Goff, 1999; Barfod, 2001), uma desestabilizagdo excessiva da
gordura causa efeitos opostos, como coalescéncia e aumento da massa de
gordura, interferindo no impedimento estérico e, desse modo, aumentando os
raios de crescimento dos cristais de gelo.

O efeito da adicao de cloreto de calcio no crescimento dos cristais de
gelo e na desestabilizagdo das gorduras foi altamente afetado pela k-carragena,
sugerindo efeito sinérgico ou de interagdo. Isso pode ser comprovado pela
observacao dos resultados em que a auséncia de cloreto de calcio ndo observou o
efeito da adigdo de k-carragena nos parametros estruturais. Os resultados obtidos
pelo experimento com difragdo de luz sugere que, em presenca de K-carragena,
ocorre uma maior adsor¢do entre as micelas de caseina ou uma maior formacao
de agregados «k-carragena/micela de caseina na presenga de ions calcio.
Aumento das interagdes entre as moléculas de k-carragena pode também ter
ocorrido por causa da presenca de ions calcio. Isso pode ser explicado pela
propriedade ionotropica que a K-carragena possui com cdtions mono ou
bivalentes. Em solu¢do, as moléculas de «-carragena, por possuirem
grupamentos sulfatos na estrutura molecular, em solugdo tornam-se
negativamente carregada, o que facilita as interagdes com cétions e, desse modo,
com os ions calcio adicionados ao meio. Interagdes entre as moléculas «-
carragena ¢ k-caseina ou as micelas de caseina sdo bem detalhadas e estudadas
(Dalgleish & Morris, 1988; Spagnuolo et al., 2005; Vega et al., 2005).

Os ions célcio também influenciaram drasticamente os sorvetes
adicionados ou ndo de emulsificante. Nos resultados obtidos para coalescéncia
da gordura em sorvetes, foi observado que os ions cdlcio interagem com os
emulsificantes, que nesse experimento, foram constituidos basicamente de 80%
de mono e diglicerideos e 20% de polissorbato 80. Os ésteres de sorbato

possuem acidos graxos esterificados com moléculas de sorbitol enquanto os
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monoglicerideos possuem dacidos graxos esterificados com moléculas de
glicerol. Para que os ésteres de sorbato sejam hidrofilicos durante sua produgao
grupamentos polioxietileno sdo adicionados a estrutura carbdnica, os quais, em
solucdo, apresentam-se também como negativos, o que facilita a interagdo com
ions calcio. Tais interagdes inativam os emulsificantes que sdo usados com o
objetivo de melhorar as interagdes entre os globulos de gordura e as proteinas
presentes no sorvete, desestabilizando a estrutura e, conseqilientemente,
aumentando os raios de crescimento para os cristais de gelo.

As interagdes entre a k-carragena ¢ as micelas de caseina e a inativacao
dos emulsificantes foram o que, provavelmente, causaram a grande reducdo da
estabilidade dos globulos de gordura devido a diminuicdo na superficie de
adsorcdo entre as proteinas. A redug¢do na quantidade de P-caseina, como
descrito acima, juntamente com a reducdo na disponibilidade das micelas de
caseina em estabilizar os globulos de gordura gragas as interagcdes com a K-
carragena, este mediado pela adi¢cdo de ions calcio promoveram uma excessiva
desestabilizacdo dos glébulos de gordura e, assim, um grande aumento nos raios

de recristalizagdo do gelo.
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6 CONCLUSOES

A fortificag@o de calcio pela adi¢do de cloreto de calcio em formulagdes
convencionais de sorvete, usando sélidos ndo gordurosos do leite, induz a
impactos negativos nas propriedades fisicas, estruturais e de qualidade dos
sorvetes, cujos efeitos foram acentuados pela presenca de k-carragena.

As amostras adicionadas de cloreto de calcio na presenca de k-carragena
apresentaram 81,2% das particulas de gordura com tamanho superior a 3um de
didmetro caracterizando o sistema com alto indice de desestabilizagdo. Este
efeito resultou num crescimento excessivo dos cristais de gelo que apods
submissdo ao choque de temperatura foi de 39,2%. Entretanto, nas amostras
ausente de K-carragena o crescimento dos cristais de gelo foi de 21,5%, e para as
amostras ausentes de cloreto de calcio, a porcentagem de crescimento dos
cristais de gelo foi em torno de 32%, ndo sendo observada variagdo
estatisticamente significativa para os valores obtidos para a coalescéncia.

As relagdes que existem entre os elementos estruturais nos sorvetes
foram demonstradas aqui: mudangas na estrutura protéica pela reducdo da
habilidade dos emulsificantes reduziram a estabilidade dos globulos de gordura
(aumento da desestabilizacdo da gordura) e, portanto, aumentou os raios de

crescimento dos cristais de gelo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Para melhor eficiéncia, a fortificacdo de cloreto de calcio em sorvetes
requer modificagdes nas formulagdes. A selecdo de sais para a fortificacdo ¢é
critica. Caso sais de calcio soluvel sejam usados, o calcio i6nico pode ser
formado como foi observado neste trabalho. Modifica¢cdes nas formulagdes
sugeridas como, por exemplo, a inclusdo de ions citrato, fosfato, EDTA ou outro
agente seqiiestrante poderiam modificar os raios de equilibrio salino do calcio
micelar/ndo micelar, causando problemas parecidos. Modificagdes nos blends
(estabilizantes ou emulsificantes) ou a incorporacdo de proteinas funcionais, que
estabilizariam os globulos de gordura na mistura através de o6timos valores de
coalescéncia devem ser realizadas. A adig¢do de sais insoluveis de calcio, desde
que sua adi¢do ndo interfira nas propriedades texturométricas e possuam uma

boa biodisponibilidade seria alternativa.
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