CLECIA DA SILVA CARNEIRO

ESTRUTURACAO E MORFOLOGIA DE CRISTAIS DE
GELO SOB A INFLUENCIA DE CONCENTRACOES E

COMBINACOES DE SUBSTANCIAS DIVERSAS =

Dissertacio apresentada a Universidade Federal de

Lavras, como parte das exigéncias do Curso de Pos-
Graduagiio em Ciéncia dos Alimentos, para obten-
¢io do grau de Mestre

Orientador
Prof. Dr.-Eng. José Cal-Vidal

LAVRAS-MINAS GERAIS-BRASIL
1997


danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo

danielle
Carimbo


B

Ficha Catalogrifica preparada pela Seciio de Classificaciio e Catalolagagio da
Biblioteca Central da UFLA

Carneiro, Clécia da Silva.
Estruturagdo e morfologia de cristais de gelo sob a influéncia de

concentragdes e combinagdes de substincias diversas / Clécia da Silva
Carneiro. -- Lavras : UFLA, 1997.
135 p. :il.

Orientador: José Cal-Vidal.
Dissertagdo (Mestrado) - UFLA.
Bibliografia.

CDD - 664.028
- 664.0285



danielle
Carimbo

danielle
Carimbo


CLECIA DA SILVA CARNEIRO

| i
ESTRUTURACAO E MORFOLOGIA DE CRISTAIS DE
GELO SOB A INFLUENCIA DE CONCENTRACOES E
COMBINACOES DE SUBSTANCIAS DIVERSAS

Dissertagio apresentada a Uniw‘/ersidade Federal de

Lavras, como parte das exigént:’ s do Curso de Pés-
Graduagido em Ciéncia dos s, para obten-

¢do do grau de Mestre

APROVADA em 13 de Agosto de 1997

| J f o
%%" RohSaumnats
Prof. Dr.;Custédio Donizete dos Santos Profa. Dra. Lisete Chamma Davide

_ Prof. Dr. José Cal-Vidal
‘ (Onentador) 1

&




‘A DEUS

Aos meus pais Raimundo e Domissia e minhas irmas

s Jocicler, Cleonir e Glducia,

DEDICO




AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) e ao Departam;nto de Ciéncia dos Alimentos
pela oportunidade para realizar o curso.

ACAPES pela concessao da bolsa de estudos.

AjAO meu Orientador Prof. Dr. José Cal-Vidal pelas criticas e elogios nas horas certas, que
me levaram a ndo desanimar ¢ ao mesmo tempo dar o melhor de mim em meu trabalho. Pela
sen'edadé e o profissionalismo ao me tratar nio somente como estudante, mas como um
Pesquaglor na Area, ‘

ko Prof. Dr. José da Cruz Machado pela utilizagiio doj Microscopio Otico de Fase,
indispensavel a concretiza¢io do experimento.

Aos colegas do Grupo de Microestrutura e Arquitetpra Alimentar pelo apoio e
incentivojs.

Aos Srs. Miguel Garcia de Paula e Cipriano Porfirio da Sﬂva pela ajuda durante o plano

experimehtal.



SUMARIO

Pagina
LISTA DE TABELAS ......cooeiceteee e esesseseeeeesese deeees s s vi
LISTADE FIGURAS .......otititeererereeecttees e s eenss e essenssessassresenssse s vii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ........ceooietereeeeeeeerererereneeeeesene, xi
|
RESUMO ..ottt eeeeesseeeeseseeenseseesessessssesseseseeees e ee e eeons Xii
|
SWRY ........................................................................................................ Xiti
1§13 4:00)010(07. (o J T 1
2 REFERENCIAL TEORICO ...t 5
210 processo de cnstahzagao ............................................................................ 5
2.2 Formagdo ¢ crescimento de cristais de gelo ............ooeersloeemeeeeeeeoeeo, 12
2.3 Fatores que afetam o tamanho, morfologia e locahzagao dos cristais de gelo . 22
2.4 Interagdes gelo/SOMILO ..........ccceemereneerierrneeeeete e 37
2.5 Danos fisico-mecanicos em frutos congelados .........ccooeevvreerieieieeeeeeeeenn 54
2.6 Tentativas de estabiliza¢do e/ou inibi¢do de cristais de 8elo e 65
| ,
3 MATERIAL E METODOS ..........coooiiieeeeeeeeeeeeveeeeenns fertssenriseeeessesaasnesans 74
3.1 SOMIGOES-MOMEIO ...t eee e et ee e 74
3.2 Congelamento das SOIIEBES ............ccovvevurmrrruersrareersaseeeasessseoneseseeeeseeeessseesens 74
33 Reéisiro MUCTOSCOPICO ...c.ecncniirienrrirertee e s eaetesesesressueseesesseesessesesnessessenns 83
3.4 Anilise e interpretagdo morfolégica-estrutural ................ocoooeveveomveoei, 84
4 RESULTADOS E DISCUSSAO r ............................. 85
4.1 Cristais de gelo produzidos em agua pura ........................ T 85

4.2 Efeito de aglcares sobre a estruturagdo e morfologia dos cnstals de gelo ....... 87

1 |

|



4.3 Influéncia da piridoxina (Vitamina Bg) e creatina (acido a-metil guanidoacé-

tico) sobre a estruturagéo dos cristais de gelo. ..................

|

............................

4.4 Estruturagdo do gelo na presenca de aminoacidos ............. reeerrerrrsrerreeneeeaeanes

5 CONCLUSOES ........oouruerreeerressaesssssessaesessseeseessssseessssens reaesasssssasssersssssasieas

6 POSSIVEIS APLICACOES DECORRENTES DESTE TRABALHO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS oo |

110
115

126

127

128



LISTA DE TABELAS

Tabela

1

2

3

4

Polimorfismo do gelo .........co.oooeviiiriiceeee e

Estruturas primérias de polipeptideos anticongelantes sintéticos ...

............................

............................

Tempo e velocidade de congelamento para arandanos e amoras silvestres .................

Efeito do método de congelamento sobre a perda de suco em arandanos e em
AMOTAS SIVESITES .........cveeviiriiieiiecce ettt ee s e

Efeito dos niveis de sorbitol cristalino no crescimento de cristais de gelo em surimi
eXUUAAdO ...

Substéncias empregadas nas solugdes submetidas a congelamento

...........................

.............................

............................

63

63

67

75



LISTA DE FIGURAS

Figura
1 Energia livre G* para um nucleo de gelo contendo i* molécul#s .............................
2  Limites de temperatura para circulos d’gua congelada (a) 4ontendo impurezas e
(b) agua purificada. (Langham e Mason, 1958) ............c..cc.ooovrereecuveincrer e
3 Nicleos de varios volumes com raios constantes. r*, raio critico; 6, angulo de
contato; N, nimero de moléculas d’agua no micleo. N; >N, }>N3 >N;. (Chalmers,
1968). ..o eeveeeaesse sttt eree s
4  Limites de temperatura de niicleos esféricos com raio R e Farﬁmetro de energia
superficial m. (Fletcher, 1970) ...........coooovivieeiiieeeeeeeeeees e
5  Curvas de congelamento para a dgua pura e para uma solugdio simples. ..................
6 Diagrama simplificado da temperatura versus concentraggo para um sistema
AQUOSO DINATIO. ...ttt r ................................
7  Relagdo entre o tamanho médio do gelo em agar congelado e a velocidade de
movimento da frente congelante (Miyawaki e Bae, 1992). Preaterssraetnt e ss s nnanes
i |
8  Distribui¢do do tamanho dos cristais de gelo. (Shirai et al., 1986) ...
9 Cémparacﬁo entre a taxa de crescimento dos cristais observada e calculada. (Shirai
etal, 1986). ..o ‘ .................................
10 Esquema estrutural do gelo. ...........cocuemeceeemeiiniiceeeeeee e
11  Sistemas cristalinos e suas diferencas entre €ixos € AnGUIOS. ...........cvovvvereeeernernnnnnn,

12 Tipos de formagdo de gelo observados em varias solugdes laquosas congeladas a

10

12

14

16

19

21

21
23

24



13

1
diferentes velocidades. (1) Forma hexagonal, em glicerol a -35°C. (2) Dendrito

irregular, em 10% de sacarose a -65°C. (3) Esferulita pl%na, em glicerol a -60°C.
(4) Roseta irregular, em gelating 50% a <25°C. ......eeeeeeoet oo

Algumas formas de cristais de gelo livres na agua. ................cc.coooooieeieircnceennnn,

14 Efeito da concentragdo de glicose em cristais de gelo fonﬁ‘lados logo apds iniciar a

15

cristalizagdo. (a) Solugdo de glicose a 10%. (b) Solugdo ﬁle glicose a 20%. (Shirai
2 I L 5 YOS N

Estrutura do gelo formado em espessa coalhada de proteina de soja congelada a -
'5°C na seg#io paralela (A) e perpendicular 2 direggo do fl ko térmico (B). ..............

16 Efeito da velocidade de movimento da frente congelant# no tamanho médio do

17

18

19

20

2

f—

22

23

cristal de gelo formado em espessa coalhada de proteina de soja. ...........................

Efeito da velocidade de movimento da frente congelante no tamanho médio do
cristal de gelo formado em grande fatia de coalhada de prcTteina de soja. ................

Efeito da velocidade de movimento da frente congelante no tamanho médio do
cristal de gelo formado em espessa coalhada de proteina de soja congelada por
 ultrason (0).Congelada com adigfio de Agl (s) e CaCO; (A), e em espesso gel de
albumina (A). ....c.oooovveerri e [[ .....................................

-(A) cristais de gelo formados em 4gua destilada, plano basal paralelo ao eixo da
'pagina. (B) cristal de gelo formado em extrato de centeio de inverno nfo
. aclimatado ao frio, sem crescimento visivel ao longo do eixo ¢ (visto normal ao
-plano da pagina). (C - F) sequéncia de crescimento de (T!:ristais de gelo a medida
. que foi-se reduzindo a temperatura em extrato de centeio de inverno aclimatado ao
frio, faces prisméticas hexagonais ao longo do eixo ¢ (vista paralela ao eixo da
pagina). (G) coluna de gelo hexagonal orientada ao longo do eixo ¢ (vista normal

20 €1X0 da PAGINA). ......cvovureeereeririreisiecececce et eee e e e e

Morfologia de cristais de gelo em concentrados de proteinas anticongelantes
parcialmente purificados de folhas de centeio de inverno| aclimatados ao frio. (A)
orientagdo dos cristais de gelo. (B-D) sequéncia de crescimento de um cristal de

. gelo a medida que a temperatura foi reduzida. (B) bi?irﬁnﬁde incompleta. (C)
| bipirdmide. (D) forma de agulha...................oooeooeemoveomreeodoeeeoeoeooeo

'

Microfotografias do crescimento de cristais de gelo| em solugdes contendo
proteinas e peptideos. (A) Soroalbumina bovina (10mg/ml). (B) e (C) Asp-Arg
(0,26MM). ...ttt

Scyllo-inositol inserido em camadas da grade cristalina dogelo. .............................

B-1,3-poliglucano na grade cristalina do gelo. .................. vttt e raressaesaea e e sanrebas

28

29

32
34
35

35

35

41

42

45
47

48



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Desenho esquematico do 4cido hialurdnico na grade cristz?lina do gelo. M, metal
monovalente. ----, ligagSes com o gelo na camada adjacente. ...............cccccc...........

Acido hialurdnico na grade cristalina do gelo. Desenho do modelo espacial de
DIIING. ..ottt ettt e e en e

Microfotografias de cristais de gelo formados em agua pura (a) e em 5% de
solugio de Dextrana T500 (b) a uma magnificagio de 20x. AT® = 055 (Shirai et al.,
LOBS) ettt ettt

Cristais de gelo formados em 4agua pura (a) e solugio contendo 1,5% de sulfato de
dextrana (b). (Shirai et al., 1985). ..........cocooovimieiririreree b eere oo

Detalhe da frente congelante. ....................o.cooouiviiieeeeeeeeeesb e

Congelamento rapido de solugdes com 0,2% de polissacarideos. (a) goma xantana;
(b) goma locusta; (c) carragena e (d) goma guar. Qs cristais de gelo se
apresentaram paralelo ao plano da fratura em a, inclinado %e perpendicular em ¢ e
d. Barra 25um (todas as figuras tém a mesma magnificagdo). ............coccooeeeeeenen.....

Congelamento ripido de solugdes com 20% de sacarose n presenca de 0,2% de
polissacarideos. (a) goma xantana; (b) goma locusta; (¢) goma guar. Barra = 25um
(todas as figuras tém a mesma magnificagdo). ..............o.eoeedemeeeneveeeeeeeeeernn

Cristais puros de arabinose (A), xilose (B), glicose (C), piridoxina (D), creatina
(E), metionina (F), arginina (G) e isind (H) .........o.cooeveeeeoeeeeeesereees oo,

Natureza quimico-estrutural das substéncias utilizadas nas solugdes-modelo que
foram submetidas a congelamento. (A) arabinose, (B) xrlose (C) glicose, (D)
piridoxina, (E) creatina, (F) metionina, (G) arginina, (H) liSina. «...ooooooeeoeeven,

Formagéio de cristais de gelo em agua pura. (AT=20°C). ‘ ...................................
FormagZo de cristais de gelo em solu¢do aquosa contendo arabinose ....................
lformag:ﬁo de cristais de gelo em solugio aquosa contendo xilose............................

Formag@o de cristais de gelo em solugfo aquosa contendo %ﬁwse .........................
ngagoes da glicose com a grade do gelo. Molécula de ghc‘ose entre duas camadas
d’agua adjacentes (a). Conformagio da superficie do g?lo hexagonal ligado a
moléculas de glicose (b). —-, ligacSes com o gelo na camaida adjacente. Adaptado
dos modelos para scyllo-mosntol e B-1,3-poliglucano, respectivamente, concebidos
POr Warner (1962). .......c.c.cociiiiireiee ettt s et ev s

ziﬁ.daptag:io do modelo para B-1,3-poliglucano de Warner (1962) para moléculas de

ix

49

49

50

52

53

69

70

76

81

86

89

92

95

98



39

40

41

42

43

45

46

47

48

49

50

51

52

xilose. --—, ligagGes com o gelo na camada adjacente. ...........cc..coovererrereercenrenneee.

Adaptagio do modelo para B-1,3-poliglucano de Warner (1962) para moléculas de
arabinose. -—, ligagSes com o gelo na camada adjacente. .................coooevveerenn......

Morfologia de cristais de gelo obtida em solu¢do aquosa composta (arabinose, 2:
XIOSE, 1)...ceeeiinitite et e e bt e e eeee e s

Estruturagdio de cristais de gelo em solu¢des aquosas compostas (arabinose, 1 :
KIS, 2). ...coeivrriirirrcieie ettt e tet e eeee et b s s e e e s eees e eeeeseeneeeeses

Formagdo de cristais de gelo em solugio aquosa composta (arabinose, 2 : xilose, 2
FEHCOSE, 1), oottt et oo

Estruturagdo de cristais de gelo em glicose 30% e s?lucao composta, 10%
(arabinose, 1: XiloS€, 2). ........cceriiririririceeeeeeceee et e e

Estruturagiio de cristais de gelo em solugio composta, 20% (arabinose, 2 : xilose,
1) e solugdo de arabinose 20% e s bbbt s

Formagdo do gelo em substratos de diferentes geometnas a) substrato plano
(Volmer, 1939), b) substrato esférico (Fletcher 1958), c¢) substrato conico
(Mahata e Alofs, 1975), d) depressdes conicas (Wylie, 1953, Fletcher, 1969), e)
depressao conica com fundo achatado (Tumbull, 1950). \ ...................................

Conﬁgurac;ao estrutural de cristais de gelo em solugio aquosa de piridoxina ..........

Modelo proposto para ligagdes na grade do gelo contendo baixa concentragiio de
PIAAOXING (196). ...ttt res e e et

Modelo proposto para ligagSes na grade do gelo contendo piridoxina as
concenmtragtes de 5 € 15%. ..o e

Arranjos estruturais de cristais de gelo em solugiio aquosa de creatina ....................

Arranjos estruturais de cristais de gelo em solugdo aquosa contendo metionina ......

Cristais de gelo em solugdo aquosa contendo arginina ...................o.ooveveveeeeevennn.

Cﬁstais de gelo em solugdo aquosa contendo lisina ............cccoovevereoemeeeeeieinn

99

100

102

104

105

107

108

109

111

113

114

117

119

121

124



RESUMO

CARNEIRO, Clécia da Silva. Estruturaciio e morfologia de cristais de gelo sob a influéncia de
concentracoes e combinacoes de substincias diversas. vras: UFLA, 1997. 135p.
(Dissertagdo - Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)*.

Substéncias com natureza quimica diversa foram empregadas para estudar sua capacidade

de estruturagdo de cristais de gelo. Solugdes aquosas contendo tais substancias foram submetidas

a congelamento lento em ar estatico e as amostras resultantes examinadas por microscopia Otica
sob luz polarizada. Agiicares (arabinose, xilose e glicose) provocaram estruturagdes que variaram
entre uma configurag@o hexagonal a arborea, dentre outras. Vitaminz‘xs hidrossoliaveis e compostos
hidrofilicos ou hidrofobicos favoreceram a formagio de arranjamentos circulares filamentosos por

mecanismos diversos. Este estudo visa aprofundar os conhecimentos na 4rea da criopreservagio

de frutos tropicais com vistas a reduzir os danos celulares provocadcrs por cristais de gelo durante

o congelamento.

* Oﬁentaglor: Prof. Dr. José Cal-Vidal. Membros da banca: Prof| Dr. Custodio Donizete dos

Santos e Profa. Dra. Lisete Chamma Davide




SUMMARY |

i

STRUCTURING AND MORPHOLOGY OF ICE CRYSTALS ER THE INFLUENCE OF

VARIOUS SUBSTANCES WITH CHANGING CONCENTRATIONS AND COMBINATIONS

Several substances with a diverse chemical nature were selected to study the structuring

capacity of ice crystals. Water solutions containing such substances were submitted to the slow

freezing j;rocess with surround air. Samples were examined under' an optical microscope under
polarized light. Sugars (arabinose, xylose and glucose) promoted a range of structures, from
hexagonal to tree-like configurations, among others. Water solubli vitamins and hydrophilic or
hidrophobic compounds favored the formation needles arranged inTa circular-type manner. This

study intends to deepen the current knowledge on cryopreservation of tropical fruits to reduce

cellular damage made by ice crystals during freezing.




1 INTRODUCAO

Nos paises em que o congelamento de frutas e hortalicas ja alcangou alto grau de

desenvolvimento, um dos principais problemas ainda existente ¢ o da modificagdo que ocorre na
textura dos mesmos durante o processamento, decorrente da perda de exudato no momento do

descongelamento.

' Produtos de natureza vegetal constituem uma importante categoria alimentar em termos de
consumo, contribui¢éo nutricional, etc. Nestes as caracteristicas Txturométricas € microestruturais
sdo de grande relevincia. O congelamento representa para muitos alimentos o melhor meio de

preservagdo a longo prazo pois associa os efeitos favorévéis das baixas temperaturas as

transformagdes da agua em gelo. Microrganismos ndo se desenchlvem a uma temperatura inferior
a -10°C, portanto, o usual armazenamento dos produtos congelados a -18°C, impede quase que
totalmente a atividade microbiana, além do que, a velocidade da maioria das reagSes quimicas é
notave!mente reduzida e as reagOes metabolicas celulares paralisam completamente. Enfim, a
transiq;‘xo agua-gelo tem a vantagem de fixar a estrutura do tecido e a agua sob a forma de cristais
de gelo, ndo estando esta portanto disponivel nem como dissolvente, nem como reativo. Assim, a
}
difusz’iog das outras espécies quimicas no tecido ¢ muito lenta, o que contribui, a0 mesmo tempo

que o decréscimo da temperatura, para diminuir a velocidade da maioria das reagdes.
|



O congelamento preserva, mas também destroi. Entre' 0s processos de preservagdo, o
congelamento € o que mantém as caracteristicas organolépticas é nutricionais mais similares as do
produto fresco, porém exerce forte influéncia sobre a estrutura do produto causando danos
textura e microestrutura. Para otimizar a qualidade de alimentos, € essencial entender os efeitos do
congelamento, condigdes de estocagem e descongelamento | textura e microestrutura dos
mesmos. A formagio de gelo corresponde & mudanca da fase na qual moléculas de agua cessam
seu rqovimento e formam uma estrutura ordenada de cristaié. Muitos alimentos que sofrem
congeiamento possuem entre 55% e 95% d’agua. E esta formLcﬁo de cristais de gelo a partir
d’4gua que causa os maiores problemas em alimentos congelados.

Em geral, frutas e outros produtos vegetais apresentam o maior desafio para produtores de

alimentos congelados. Estes materiais biologicos podem sofrer consequéncias graves durante e

apds o seu congelamento por causa da natureza de seus tecidos. /As células vegetais consistem do
citoplasma envolvido por uma membrana celular, o todo é contido dentro de uma estrutura
extem# mais rigida (parede celular) composta de fibras de oélulose circundada por agua. A
estrutura celular € suportada pela pressio de turgor causadT pela 4gua contida dentro do
citoplasma e pode ser afetada fisica e quimicamente pela fonqagﬁo de cristais de gelo. Estes
podem perfurar as membranas permitindo a reagio de enzimas e substratos, acelerando assim a
quebra: de células e o desenvolvimento de danos indesejaveis, incluindo mudangas fisicas,
orgmo?épticas € outras. |

%Hé dois mecanismos que podem promover o dano 4 estrutura celular e conduzr

diretamente a diminui¢do da firmeza do tecido vegetal. O p imeiro esta relacionado com a

possibilidade de perfuragio da membrana celular pelo cristal de|gelo intracelular, que contribui
;




para a redugdo da pressdo de turgor. O segundo relaciona-se com a quebra da estrutura da parede
celular pelo cristal formado no meio extracelular, abrindo caminh% para o colapso celular.

Muitas conversGes quimicas e enzimaticas tém lugar em; produtos congelados a despeito
dos baixos valores de temperatura e atividade d’agua (a.). Além #lisso, uma continua desnaturagdo
de proteinas e lipoproteinas, conversio da clorofila em ;ﬁ,cido ascorbico, hidrélises de
fosfolipideos, oxidagdo de lipideos, formagdo de acidos graxos livres, descoloragio marrom,
deteriqracio do aroma, etc., sdo observadas. Hi problemas esbeciﬁcos associados com alguns
produt_bs especiais como o pdo (retrogradagio do amido). As ?roteinas podem desnaturar pela
alteragfio das estruturas terciarias ou pela ruptura até alcangar %a menor unidade a qual nio se
reagrupa no descongelamento. Vitamina C (icido ascérbico) #ode ser convertida para acido

|
deidroascorbico sendo este tdo ativo quanto a vitamina C, e acido 2,3-diquetoguldnico, que ndo é
ativo. Pectinas, as quais formam um cimento mantendo as células vegetais individuais juntas,
podem ser desesterificadas de modo que células podem separar-sé. Isto pode ser contraposto pela
adi¢do :de sais de calcio. O célcio forma ligagSes adicionais infermoleculares com a pectina e

fortalece a jung#o entre as células.

Certas substincias podem ser usadas como crioprotetores, reduzindo a formagio de gelo
via depressdo da atividade d’4gua, prevenindo deste modo o danf as membranas, minimizando a
o L L .. | A
atividade enzimética e a deterioragdo texturométrica. Algumas destas substincias agem pela
retiradaf d’agua por osmose, promovendo a formagio de solugdes muito concentradas dentro das
f
células.|E importante notar que certos materiais dissolvidos reduzem a taxa de crescimento dos
cristais he gelo consideravelmente, materiais organicos podem ter um maior efeito. Isto deve-se a

velocidéde sob a qual as moléculas podem difundir na superficie do gelo. Solutos presentes na




4

agua também podem influenciar diretamente a morfologia dos crisﬁais de gelo. Esses efeitos sdo

particularmente importantes no congelamento de géneros alimentares.

A quantidade de gelo que sera formada é também de imporﬁncia técnica por causa dos

efeitos da capacidade de resfriamento requerida.

No intento de contribuir para a minimizagio de danos causados pelo congelamento este
estudo tem como objetivos: ‘
- Estabelecer a influéncia de substéincias diversas na estrutur‘at;éo e morfologia de cristais

de gelo a partir de solugdes-modelo. ‘

- Estabelecer possiveis mecanismos de cristalizagsio considerando a redugio da mobilidade

molecular. ‘

w




|
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2 REFERENCIAL TEORICO

|

2.1 O processo de cristalizacio \

A simples remog&o de calor com a consequente reducdo | da temperatura nfio constitui o
que conhecemos como processo de congelamento. Congelameqto inclui a conversio d’agua
{
liquida para o estado sdlido que se conhece como gelo. Conmdera-‘se que o processo global desta

mudanga de fase/cristalizagio consiste de duas etapas: a formacdo (‘ie nucleos de cristaliza¢do e o

crescimento dos cristais. ’

Em um sistema a 0°C coexistem agua e gelo, assumindo a nio adi¢io de calor.

Ultrapassando uma dada barreira de energia (energia de ativacﬁo?, inicia-se a nucleagdo. Esta
1
I

barreira de energia pode ser explicada com base nas mudancas de elfergia livre que acompanham a
nucleat;ﬁo{ (Fennema, Powrie e Marth, 1973). Uma equacdo apropria‘ga para este proposito é:

|
f |

AG = 4/3 7 P°AG, +47 r* 0 a) |



Onde,
AG: troca de energia livre que acompanha a formagdo de uma particula esférica

ordenada;
r: raio da particula;
AGp: diferenga de energia livre das fases solida e liquida durante o subresfriamento;

O: energia livre interfacial por unidade de area

O subresfriamento € necessario para que o nucleo seja formado. Particulas do soluto e do
solvente se movem em diferentes diregdes podendo ocorrer 6wsiondmente que um grupo de
moléculas de soluto chegue a unir-se por forgas intermoleculares as quais podem cessar
ocasipnando a destruigio de tais grupos. A temperaturas abaixo do ponto de congelamento,
agregados ordenados de moléculas (agrupamentos) se encontram em um estado dindmico:
fonnéqio muito rapida seguida de destruigio. H4 um tamanho critico do cristal no qual a chance
para o agregado crescer ¢ a mesma que este tem para redissolver-se. Acima do tamanho critico, a
chance de crescimento é maior e agregados mais estaveis sdo fprmados, estes funcionardo como
nucleos de cristalizagdo (Leniger e Beverloo, 1975). Quanto Emais elevada a saturagdo, menos
transitorios séo estes grupos e alguns deles podem orientar-se com uma maior probabilidade. Tao
logo iestes atingem um tamanho apreciavel, sua solubilidade é menor do que a dos grupos
transiétén'os menores, favorecendo seu crescimento e absorv‘endo o soluto circundante que
proméwe o crescimento dos cristais (cristalizacio do soluto).

Consideragdes termodinimicas explicam que a temperatura para a nucleagio homogénea

e esta, dependem da 4rea de uma determinada massa d’agua. A agua no estado sélido apresenta

um menor valor de energia livre do que o correspondente & agua subresfriada. A construgéo de um

cristal com uma superficie livre é resultado da energia superficial, Para um pequeno nicleo de gelo

{
i
1
4
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o raio da superficie (ao longo do eixo a) em relagdo ao volume §é tio grande que, abaixo de um

nimero critico de moléculas, a energia livre ¢ maior no nicleo do que no fliido. Isto € expresso
pela eq.(2) e pela Fig.2.
AG; = (us - pii +A; (2)
~ Onde, |

AG; representa a mudanga em energia livre quando um micleo de i moléculas é

formado;
Ms € pi s@o potenciais termodindmicos para os estados solido e liquido

respectivamente;

A depende da energia superficial especifica.
a6, |

AG* L----==

0
~ \i
|

©

FIGURA 1. Energia livre G* para um nucleo de gelo contendoli* moléculas (Quervain, 1975).




Um nucleo menor do que um raio critico i* pode ser forma(‘flo contra a barreira de energia

por flutuacdo de energia estatica, contudo, mais adiante o crescin]%ento comegando do tamanho
|

critico € afetado espontaneamente pelo decréscimo da energia livrq A nucleagdo aumenta com 0

. |
aumento da area como referido pela curva da Fig.2 (Quervain, 1975?.
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Didmetro equivalente do circulo

FIGURA 2. Limites de temperatura para circulos d’agua congela‘ a (a) contendo impurezas e (b)
agua purificada (Langham e Mason, 1958 - citados po’ Quervain, 1975).
|
|
| |

. Com o passar do tempo, os cristais de gelo aumentafn em tamanho agregando-se e

| . . . . . . .
decrescendo em niimero, além de assumir uma morfologia mais perfeita em uma persistente

tentativa para alcangar um estado de equilibrio caracterizado pela minima energia livre e potenciais

I
quimic.ios equalizados entre todas as faces. Este process? referido como crescimento,

|
|
|
|
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amadurecimento ou recristalizagio dos nacleos é comum a todos os alimentos ¢ aumenta na

propor¢do em que a temperatura de estocagem subcongelada € auméntada.
|

A intensos subresfriamentos, o gelo pode ser nucleado espontaneamente em solugGes por
um mecanismo heterogéneo. A formagdo dos cristais de gelo pode §‘er catalisada pela presenga de
impurezas microscopicas (ex. particulas de poeira) em uma soluq:ﬁP ou pela estrutura superficial
do recipiente contendo a solugio. Substancias soliveis produzem uma depressio da temperatura
de nucle;ac;io homogeénea e da temperatura de fusdo. Um tipico exemplo de nucleagdo é a do
iodeto dé prata que ¢é adicionado a nuvens de vapor d’agua. O iodeto de prata catalisa a formacdo
de cristais de gelo a partir do vapor construindo uma matriz na qu#l as moléculas de agua podem
formar um arranjo apropriado para a formag#o dos cristais de gelo. A velocidade de nucleagio se

eleva com a intensificagio do subresfriamento. Presume-se, contudo, que com uma continua

redugdo de temperatura, a probabilidade de nucleagdo reduziria em fungdo do aumento da

O subresfriamento requerido para a nucleagdo heterobénea depende da natureza e

viscosidade do liquido.

estrutura de impurezas presentes e das concentragdes das solugdes. A nucleagdo, contudo, pode

ocorrer a subresfriamentos mais intensos em suspensdes cristalizadoras por outros mecanismos.
. o N |

Quando os cristais que ja existem na suspensio comegam a entraf em contato com as paredes de

um cristalizador, um niicleo secundario pode ser formado. Esse o&mtato causa atrito microscopico
|

ou quebra da semeadura de cristais de modo tal que niicleos sdo dispersos na solugfo. Se as

i
i

condicc?‘)es sdo apropriadas, esses fragmentos sobrevivem e crescem. Em muitos casos envolvendo

; : . : | . .
0 processo de crescimento em suspensdo, a forma dominante de Pucleaqﬁo ¢ a secundaria (Hartel

€ Chung, 1993). ”
! |
| A Fig.3 apresenta quatro mucleos de raios criticos iguais e presumivelmente igual

estabilidade, mas diferem no nimero de moléculas d’agua envolvidas. A Fig.3a representa a
| T
i }
|

l |
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. | . ”s
nucleagio homogénea, uma esfera inteira pode ser formada com moléculas d’agua ordenadas

concluindo um micleo de tamanho critico. A Fig.3b, 3c e 3d repres?entam nucleagdes heterogéneas
em superficies planas ou curvas, com igual angulo de contato 8. Um decréscimo, dentro de certos
limites do dngulo de contato, pode reduzir o nuimero de molec‘ulas envolvidas no raio critico

requerido e reduzir o grau de subresfriamento exigido para a nucleagio. Por esta razdo, a

= A . . | . L
nucleago heterogénea envolve menos moléculas d’agua e uma menor energia de ativagdo do que

a nucleagdo homogeénea. |

FIGURA 3. Nucleos de varios volumes com raios constantes‘. r*, raio critico; 6, angulo de

| contato; N, nimero de moléciilas d’agua no m’xcleoJ Ni(a) > Nx(d) > Ni(b) > Ny(c).
(Chalmers, 1964 - citado por Fennema, Powrie e M!?rth, 1973).

. Quando moléculas ou aglomerados de agua pura unerﬂ-se na fase solida, pode ocorrer

um al?mento do seu volume em até 9%. Se um nicleo de gel‘o estd presente, este processo é

| |
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iniciado e se processa suavemente abaixo de 0°C a pressdo atmosﬁe'rica. A temperatura de 0°C
comeg¢a a temperatura de equilibrio. Na auséncia de gelo incipiente, éontudo, a agua pura tem que
ser resfriada a temperaturas de até -39°C (temperatura de nucleagdo Pomogénea) apos iniciar-se o
congelamento. Ordinariamente, a dgua contendo substancias estrathaS congela a uma temperatura
na faixa de -6°C a -25°C. Note-se que os chamados ‘nucleos de gelo’ sdo particulas de gelo,
contudo, um micleo congelante ou substincias precursoras de %elo tém geralmente natureza
diversa. !

Teonas simplificadas definem a atividade de um precurso’r insolivel de gelo através de

um pardmetro m envolvendo a energia superficial relativa entre 4 substincia e o gelo (Bg), a
|
substancia e a dgua (Oq) e entre o gelo ¢ a 4gua (8y), onde |

m = (8q - Or;)/ 6y ®)

Os nicleos de gelo de tamanho critico podem ser fonnaqos por particulas solidas numa
propor¢o que depende do seu tamanho, do parimetro m e dg temperatura. Para particulas
esféricas de raio R, curvas para limites de temperatura séio elaboradas (Fig.3) com m como
parametro. Elas demonstram limites de temperatura mais eleva(’los para particulas nucleantes
maiores.\ O valor m = +1 ¢ tomado para uma particula de gelo. Parjiiculas maiores do que 2um em
diﬁ.metrc:;, ndo necessitam de subresfriamento para seu crescianto. As outras curvas (m<1)
correspéndem a substéncias com reduzida eficiéncia de nucleagiio é limite de temperatura baixo.

- Numerosas substincias naturais sdo ativas como nticleos Rrecursores congelantes na faixa

de -25°’a -15°C (poeira mineral, particulas organicas). A tempe}aturas acima de -10°C poucas

substan;:las inorgénicas sio efetivas [CuS (-7°C) e PbJ; (-6°C) e A§J (-4°C)}. Surpreendentemente,

| |
|
|
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altos limites de temperatura sio encontrados com certas subst?mcia‘ﬁ orginicas como a isoleucina
D (-1°C), triptofano D (-2°C) e colesterol (-1°C). Sabe-se que a eﬁciéncia nucleante do CO, sélido
|

(sublima a -78,5°C) nas nuvens subresfriadas é baseada na formagdo de germens de gelo por

nucleagio homogénea (Quervain, 1975).

0 —
ms| Q ’
; m=0 B
~[Q :
m=05 {
\
-20} m=03
—_ m=9 .
© 30} |
| e
| m==-0-4
~40 - m=—-]10 ‘
: [ | | L
-50
i 10 02 10° 104 103
R (4) |

FIGURA 4. Limites de temperatura de nucleos esféricos com &aio R e parimetro de energia
superficial m. (Fletcher, 1970)

| |
f |
2.2 Formagcio e crescimento de cristais de gelo

|

O crescimento de cristais de gelo se deve & migragdo das 'moléculas d’agua para o micleo
existem%e, a qual ocorre a uma temperatura proxima ao ponto de congelamento. Na realidade, a
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velocidade de crescimento dos cristais de gelo depende da velocidade com que o calor € eliminado
(Cheftel, Cheftel e Besangon, 1982). Uma vez que um niicleo é forq}lado, o crescimento do cristal
depende do grau de suprimento de moléculas d’agua na fase liquida’,)e da remogdo do calor latente
livre. O suprimento de moléculas ¢ abundante no caso da cristalizagdo da fase liquida.

As velocidades de resfriamento e de formacdo do gelo si? determinadas pelo gradiente
de temperatura na agua ou gelo. A quantidade de transferéncia §de calor € fator limitante no
desenvolj}imento do cristal (a medida que o grau de remogio de‘ calor é reduzido, o grau de
desenvolﬁmento de cristais diminui). A temperaturas muito baixaT, o fator limitante constitui a
transferéncia de massa, porque a elevada viscosidade do meiq retarda o deslocamento das
moléculas d’agua. Com o material alimentar a concentragio do #eio atua no mesmo sentido.
Quando o meio atinge um estado vitreo, esta mobilidade se redtlz praticamente a zero (Trgo,
Koxholt e Kessler, 1997). Substancias em solugdo tais como sais, aﬂcoons aglcares, proteinas, etc.
também retardam o crescimento dos cristais de gelo. |

Apés serem formados os cristais de gelo, o calor latenjfe de cristalizagdo causa uma
signiﬁcaijva redugdo na velocidade de resfriamento do sistema até‘ que a mudanga de fase esteja
completé (Fig.5). O resfriamento do sistema resulta da remogdo do’ calor sensivel e somente este
pode ser removido até o momento em que o processo de cristal?zag:io ja tenha sido de algum
modo iniciado, requerendo a manutencio do sistema de reﬁ*igerag:ﬁé;) para remover também o calor
latente de cristalizagdo. E por esta razio que o calculo das vllocidades de resfriamento em
sistemasixr alimentares € um grande problema. Nio somente os efeitjs da remogdo do calor sensivel

e latente diferem, quando considerando as mudangas de temper'Ptura versus tempo dentro do

sistema,;; mas também ¢ incerto o ponto exato (no tempo e no esbat;o) no qual a cristalizagéo é

|

iniciada!e, consequentemente, o grau de calor latente contribui pjl.ra o problema de transferéncia

de calor (Reid, 1983).
|
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Os procedimentos de congelamento de alimentos diferem dos empregados para a agua

pura em varios aspectos. A primeira diferen¢a importante é que a temperatura na qual os cristais

de gelo aparecem primeiro € logo inferior a 0°C, em geral entre -0,5 e -1°C. Outra diferenca
importante é que o congelamento néo é completo 4 temperatura da ‘rmac;ﬁo inicial do gelo, mas a
uma temperatura inferior; em muitos casos, toda a agua congelavel é congelada a uma faixa de

temperatura que varia entre -25 e -30°C (Spiess, 1980).

Subresfriamenta

Ponto de Congelamento

Subresfriamento

Temperatura —

Ponto Eutéetice

Calorretirado — !

FIGURA 5. Curvas de congelamento para a 4gua pura € para uma sqlut;io simples.
|
|
Slade e Lavine (1991) sugerem que idéias derivadas da cié[cia dos polimeros podem ser
usadas para estudar sistemas de baixa umidade e alimentos cong lados. Especificamente, eles
apontam que um sistema aquoso congelado pode conter as fases vitrea ou amorfa além de uma

fase cristalina, e que as propriedades fisico-quimicas destas podem influenciar as reagdes

prevalecentes. Em um sistema contendo gelo, a progressiva reduq:ﬁo da temperatura abaixo do
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ponto de congelamento resulta no aumento da concentragio de sol!utos no meio ndo congelado
gerando novas formas de gelo. Presume-se que, este liquido ndo congelado comporta-se como um
meio viscoso e amorfo, com possibilidades de possuir certa mobilidaJe.

A temperatura na qual o soluto atinge a saturagio é conheTcida como ponto eutético, e
esta temperatura ¢ especifica para cada soluto. A faixa de ponto eutético para lactose é de cerca
de -4°C e abaixo de -86°C para HCl. Comumente em alimentos 0s solutos tém temperaturas

i
!

eutéticas due variam dentro desta faixa.
O resfriamento de um sistema binario a uma temperatura al‘)aixo da temperatura eutética

!
do soluto pode resultar em duas possibilidades: 1) uma mistura euté ca pode formar-se de acordo
com as condi¢Ges de equilibrio sélido-liquido, ou 2) o soluto dee persistir em um estado
metaestavel de supersaturagido em violando o estado termodinﬁmicd do equilibrio solido-liquido.
Metaestavel significa que o sistema esti em um estado de energia mais elevado do que o
correspondente ao estado de equilibrio e que a conversao espontz‘méa para uma energia inferior é
improvévél. Comumente a temperatura eutética estd bem abaixo do ponto de congelamento inicial
da amostra, e quando este ¢ atingido, uma fase nio congelada seria§ muito viscosa porque esta é

rica em solutos e baixa em temperatura. Esta alta viscosidade impede os movimentos moleculares

necessarios para a nucleagdo do soluto, o soluto permanece em um estado metaestivel de

supersatura¢do.

Sggundo Fennema (1991), se amostras diferindo soment‘ no conteudo de agua sdo
resfriadas f;na regido acima do ponto de congelamento e curvas de solubilidade (Fig.6), linhas
verticais ilhaginérias descrevendo a composigdo da amostra (linhas paralelas a AB) interceptariam
eventualmente a do ponto de congelamento (amostras inicialmente ricas em igua) ou a curva de
solubilidade (amostras inicialmente ricas em soluto). Uma vez interceptadas cada uma dessas

curvas, assumindo que o gelo ou soluto cristalize aproximadamente de acordo com as condi¢des
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de equilibrio, a composigéio da porgdo ndo cristalizada de todas as amostras seguiria as curvas do
ponto de congelamento ou curva de solubilidade e chegaria ao pont? eutético (Te). Neste ponto,
as por¢des ndo cristalizadas de todas as amostras sem considerar o conteido inicial de agua, seria

idéntico. A relagdo entre a temperatura de transigéo vitrea (Tg) e o contelido d’4gua refere-se ao
|

conteudo de dgua da fase ndo congelada (nfio & amostra inicial). A tt::mperatura vitrea € aquela na
qual a fase ndo congelada passa de um estado amorfo para um ei;tado vitreo. A mudanga no
conteido de agua da fase ndo congelada em uma amostra contendo um ganho de soluto, conduz
mais facilthente a cristalizagio de modo a desviar substancialmente das condigdes de equilibrio
solido-liquido (crisEalizacﬁo muito rapida).

20

A

10 4

[ ]
(]
Y
' Tg
1
M
[ ]

-40 =
0 100

Concentracio do soluto (%)

FIGURA 6. Diagrama simplificado da temperatura versus concentrac,ao para um sistema aquoso
. binario (Fennema, 1991).

|
|
i
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Roos e Karel (1991) apontam que a formagdo do geloE em solugGes de carboidratos €
afetada por varios fatores incluindo o conteiido inicial de agua na( solugdo, temperatura e tempo.

|
Durante a formag3o do gelo, da-se o aumento da concentragio n‘a solugdao e o aumento do valor

da Ty da matriz ndo congelada, com decréscimo da velocidade de: formaggo do gelo. A formagio

do gelo cessa abaixo da T,

. A devitrificagdo € uma transi¢3o resultante de uma Hbeméio de calor durante a formagdo
do gelq. Uma vez que a devitrificagdo leva a uma adicional fo@@o do gelo, presume-se que a
velocid;de de formagdo deste pode decrescer durante a devitriﬁqag:z‘io devido ao aumento da T,
que novamente aumenta a viscosidade e atrasa a difusdo das molé;culas. Também demonstrou que
a temperagem isotérmica abaixo da Ty pode ser usada para: formar gelo em solugdes de
carboidratos e foi proposto que a velocidade de formagdo do gelo € determinada por T- Tg e

portanto pela viscosidade. A fusdo do gelo em solugdes concentradas ao maximo pelo

congela;mento, inicia-se a uma temperatura especifica para cada aclicar. A transigfo vitrea desta
matriz (Tg’) ¢ a temperatura inicial de fusdio do gelo nesta matriz (T.’) sdo independentes da
concentragdo inicial da solugfio. Tem sido observado que solugdes com altas concentragbes
iniciais .de sacarose (60 a 80%) podem requerer varios dias ou semanas de temperagem até
T’ <T<T,,’ para atingir-se uma maxima concentra¢do. Acima da temperatura de fusio do gelo
Tx), a cnstalizagdo de aguicares também pode ocorrer assim cor?o o aumento da quantidade de
agua niio congelada e o decréscimo da viscosidade. Exemplo tipio+ ¢ a cristalizagdo de lactose em
sorvetes, mas a cristalizacdo de outros agucares pode proceder (ile forma substancialmente bem

mais rapida.
|
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Pesquisadores assumem que abaixo de um certo peso Tolecular do carboidrato, os

valores de Ty’ e Ty’ sdo os mesmos. Isto pode causar uma alta proporgdo de 4gua ndo congelada
na solugdo com, por exemplo amido, ja que o méaximo estado de co centragdo ndo esta formado.

Polissacarideos também retardam a formagio do gelo por redugdo da viscosidade (Roos e Karel,

1991). A concentragio por congelamento ocorre quando a maior p ‘ e da agua original é retirada

i
|

localmente na forma de cristais de gelo de alta pureza, forgando assém 0s constituintes presentes
na pequena quantidade d’igua a permanecerem no meio descongell;do. Esta concentragio pode
f 1
alterar sigﬁﬁcativamente algumas propriedades fisico-quimicas (pH, forga iGnica, ponto de
congelamento, pressdo osmotica e potencial de oxido-redugio). 1
O tamanho dos cristais de gelo ¢ um critico atributo que gox;ema a textura em sorvetes e
em outras sobremesas congeladas. Os cristais de gelo maiores do qﬁe de 40 a 55um podem ser
detectados pela lingua e como estes tornam-se maiores em sorvetes podem tornar-se asperos com
uma textmfa arenosa quando presentes em numero suficiente. Grandes cristais de gelo podem
resultar de choque térmico durante a estocagem congelada e da vénda do produto ou do seu
processamento sem condigdes operacionais dtimas (Donhowe, Hane;,l e Bradley Jr., 1991). Para
assegurar a existéncia de cristais pequenos, cuidados devem ser tomat;los durante o congelamento,
estocagem e distribuicdo. Velocidades muito elevadas de resﬁim#nto providas por um SSF
(scaped surface freezer) promovem a nucleagdo e a formagdo de pequenos cristais ao inicio do
congelameqto. Contudo, cuidadoso controle das condigdes operantes é requerido para otimizar a

qualidade (Russell, 1997).

Miyawaki e Bae (1994), estimaram que a estrutura ¢ o tamanho médio do cristal de gelo
(dp) € invel;rsamente proporcional & velocidade de movimento da frente congelante (u) como
descrito pela seguinte equagao:

E
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Udp,Dw ~ l (4)
Onde

Dy, : representa o coeficiente de difus3o aparente da agua.

- Arelagdo entre d, € u mostrada na Fig.7 concordou bem|com a expetativa da Eq.4.
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FIGURA 7. Relagdo entre o tamanho médio do gelo em agar congelado e a velocidade de
movimento da frente congelante (Miyawaki e Bae, 1994)

- Quando tem lugar o congelamento a uma velocidade de ﬁnovimento da frente congelante
u,a quz;mtidade correspondente de gelo pode ser formada na interface, com uma estrutura que niio
é neceésaﬁmente a de um disco plano, mas a de uma complexa estrutura dendritica com uma
espessura finita. A proporgdo total da formagiio do gelo na interface resulta do produto da
velocidftde de transferéncia de massa de moléculas d’agua (K) e <‘>i fator de aspereza superficial na

interface (s = area superficial real/irea superficial aparente). A aspereza superficial ¢ o indice

|

}
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da estrutura dendritica na interface. Destas considerages tedricas, a seguinte equagio pode ser

obtida;

u=Ks &)

Quando as equagdes (4) e (5) sdo comparadas, a estrutura do gelo apds o congelamento
esta relacionada com a aspereza superficial da interface gelo-liquido. A estrutura e tamanho do
gelo decresce com o aumento da aspereza superficial. |

A estrutura do gelo foi estimada ser fortemente dependente da velocidade e diregio da
frente congelante.

Shirai et al. (1986), utilizaram um modelo para predizer 0 tamanho e distribuigdo de

cristais de gelo em um cristalizador tipo MSMPR (continuous mixed-suspension mixed-product

removal). A equagdio do balango com respeito ao tamanho do cristal foi resolvida sob condigdes

fixas, com a dependéncia do tamanho e velocidade de crescimento do Fristal, que é:
G=g,/r+g (6)

Onde,
G = taxa de crescimento linear dos cristais de gelo;
8o € g1 = pardmetros cinéticos;

r = raio do cristal.
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Um exemplo da medida do tamanho e distribuicio do cri!Ltal ¢ mostrado na Fig.8. A
relagdo entre a elevagdo (ao longo do eixo ¢) e o didmetro dos c%istais (ao longo do eixo a)
assume-se constante.e o valor de 0,13, determinado em trabalhos pr; ios, foi adotado como raio.
Entdo a velocidade de crescimento no eixo ¢ pode ser determinada pela velocidade de crescimento

do eixo a. A velocidade de crescimento do cristal no eixo a foi calculada por substituigio dos

pardmetros obtidos, go € g.1 , na equagdo (6) (Fig.9).
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FIGURA 8. Distribuigdo do tamanho dos cristais de gelo. (Shirai et al., 1986)
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FIGURA 9. Comparacgdo entre a taxa de crescimento dos cristais obserrda e calculada. (Shirai et

., 1986)
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2.3 Fatores que afetam o tamanho, morfologia e localizacfio dos cl’Listais de gelo
Uma grande forga atrativa intermolecular da 4gua pode ser explicada adequadamente a
partir de sua habilidade para engajar suas multiplas pontes de| hidrogénio em uma base

tridimensional. Comparadas com as ligagbes covalentes (energial de ligagio em torno de

335KJ/mol) as pontes de hidrogénio sdio fracas (energia variando de 2 a 40KJ/mol) e tém um
compﬁmenﬁo maior e variavel (fennema, 1982). A igua, com suas forgas moleculares direcionadas
tetraedﬁcanilente, cristaliza em uma estrutura aberta (baixa densi ‘de) elucidada por estudos
envolvendo raios-X, neutrons, difragdo de elétrons, infravermelho 7 espectroscopio de Raman
(Lehninger, 1970). O cristal de gelo nunca é perfeito e os defeitos enciontrados sdo usualmente do
tipo orientacional, causado pelo deslocamento de proétons com uma ‘fonnac;a'io acompanhada da
orientagio neutralizante, ou idnico, causado pelo deslocamento de protons com uma formagdo de

H;O' ou OH (Fennema, 1982).

Os atomos em um solido cristalino sdo agrupados em um repetitivo arranjo tridimensional

chamado grade cristalina e a posi¢ao de algum ponto na grade é determinada relativa a um grupo
de eixos do cristal. A grade e o sistema de eixos sio ficgdes matematicas usadas para descrever a
atual posi¢do atdmica no espago. Isto facilita a descrigio de muitas propriedades cristalinas. A
descricio da estrutura do cristal requer que a posi¢io de todos o; atomos seja estabelecida

relativamente na grade.

A éstmmm do gelo mais comum, I, conhecida ha mais dp 60 anos, corresponde a
estrutura he#agonﬂ de ZnS onde as posi¢des de Zn e S sdo ocupadas p% r O. Cada ion de oxigénio
é tenaedﬁcqmente rodeado por quatro ions oxigénio idénticos formando uma grade holoédrica
hexagonal di;e simetria Dg,. Grandes dificuldades foram encontradas péra estabelecer as posi¢des

dos prétons.fl 4 que os elétrons estdo agrupados proximos as posigdes do oxigénio, os protons ndo
\
}
‘;
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podem ser identificados por anilises de raio X. Célculos das ligages de hidrogénio, dispersdo de
neutrons no gelo D;O e outros métodos, tém permitido que os prétons sejam localizados a uma
disténcia de 0.1A dos oxigénio centrais (Quervain, 1975). A repres%ntagio do gelo (Fig.10) tem

certas anomalias que explicam alguns dos comportamentos deste. Ocasionalmente trés protons

juntam-se em torno do oxigénio formando um ion (OH;)". Similarmente ions (OH)™ podem ser

formados. iOutro tipo de defeito € a dupla ocupagdo dos espagos 01‘0 com protons (D-defeitos)
ou espacos vazios (L-defeitos). Esses defeitos migram em um campoielétrico e contribuem para a
remarcavel condutividade estatica do gelo. Mais restrito 2 cristalizac#x e ao crescimento do cristal
do que os defeitos dos protons, sdo os deslocamentos na grade de ngo. Se estes se estendem na

superficie do cristal, permitem continuas etapas de crescimento (Quervain, 1975).

FIGURA 10{; Esquema estrutural do gelo (Quervain, 1975).
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Convencionou-se descrever a estrutura de cristais usando (ng.l 1) oito tipos de sistemas
cristalinos (monoclinico, triclinico, ortordmbico, cubico, trigonal tetragonal, romboedral e
hexagonal). (Encyclopaedia Britannica, 1976). A tabela 1, d4 uma visio geral das diferentes

estruturas polimorfas da agua cristalina.

B

CUBICO TETRAGONAL ~ HEXAGONAL

a=b=c¢ a=b#c a=b=#c
a=p=y=90° a=p=7=90° a=p =90%y =120
ORTORROMBICO MONOCLINICO TRICLINICO
axb#c¢ a®¥b#c azxb#c¢
a=p=7=90° @ #90° p=y=90° - a#pry=90°

FIGURA 1 1 Sistemas Cristalinos e suas diferencas entre eixos e ﬁngul?s (Barrow, 1972).
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TABELA 1. Polimorfismo do gelo.

Tipo Densidade Sistema Unidade celular Nuamero por Ordenagio
(gcm™) cristalino (A) célula de protons
a c
I 0.92 hexagonal 4.48 7.37 4 desordenada
L 0.92 cubico 6.35 - '8 desordenada
II 1.17 romboédrico 7.78 «l13.1° 12 ordenada
11 1.14 tetragonal 6,79 6.79 12 desordenada
v | 1.28 - - - -j- desordenada
\' 1.23 monoclinico 9,22 10.35 desordenada
b7.54 B109.2°
VI ; 1.31 tetragonal g 27 579 0 desordenada
VIl ; 1.50 cubico 3.41 - 2 desordenada
VIII ‘ 1.50 cibico 341 - 2 ordenada
IX 1.14 tetragonal g 79 6.79 12 ordenada

O polimorfismo ciibico L, ¢ formado muito abaixo de -100°C e é gradualmente transformado em gelo I, entre -100°
¢ -80°C. Abaixo de -160°C, uma espécie de gelo vitreo condensa da fase vapor cnstahzando em gelo L. se aquecido.
(Kamb, Prakash e Knobler, 1967 - citados por Quervain, 1975).

A dimens?o dos cristais de gelo ao final do congelamento depende do niimero de niicleos
cristalinosi formados inicialmente. Grandes cristais sio formados quando hé somente poucos
micleos, eﬁquanto muitos nucleos ddo lugar a pequenos cristais. Pomo, regulando a nucleagdo

|
por meio da temperatura podem-se obter cristais de tamanho deséjado: a baixa temperatura a
nucleagdo ¢é rapida e numerosos nucléolos diio origem a uma multlidia'o de cristais de pequeno
tamanho; ao contrario, a uma temperatura préxima ao ponto de fusdo, a nucleagio ¢ lenta, os
nucleos cri&alinos sd0 poucos, resultando em cristais relativamente gmdes. Junto a altas taxas de
congelame@to (e resfriamento), a taxa de propagagido dos cristais de gelo iniciais é insuficiente

para acompanhar os passos da taxa de retirada de calor, ¢ um aumento no subresfriamento ocorre.

Acompanhando este subresfriamento tem-se um aumento na freqiiéncia de nucleagio, ex., mais

nacleos tofnam-se ativos - para nucleagio homogénea, a taxa de .Imleacﬁo J é dependente da

temperatura na forma J o AT T (Rasmussen e Loper, 1976), aqui AT ¢ o subresfriamento e T ¢
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a temperatura absoluta. O resultado ¢ um aumento no nimero de cristais de gelo formados.
|
4

Durante o congelamento lento, menos niicleos estio ativos e maiores

(Reid, 1983).

cristais de gelo sdo formados

A localizagdio do gelo é muito importante. Tem sido mostrado ao longo dos anos que o
congelamento lento da lugar a grandes cristais que sdo formados| fora das células de tecidos

vegetais ou animais. O congelamento rapido, ao contrério, d4 lugar a cristais de gelo que sdo

formados fora e dentro dos tecidos celulares. Durante o congelamentlo lento, ha migra¢do da agua
das células para os cristais de gelo extracelulares, as células retraem-se e murcham devido a
dessecacdio. A explanagdo para este fendmeno reside no fato de ter-se uma solu¢do formada

extracelularmente que é hiperténica comparada com o fliido dentro da célula. Durante o

yo

congelamento rapido ha insuficiente tempo para a migracio do ﬂl\ldo e assim muitos cristais

também sdo formados dentro das células. Estas, neste caso, ndo retraem ou secam.

Observada ao microscopio por Chefiel, Cheftel e Besangon (1982), a forma dos cristais
de gelo (esferulitas, rosetas, dendritos, plaquetas ou estrelas hexagonais,...) depende da velocidade
|

de crescimento dos cristais (um congelamento rapido produz cristais mais ou menos
|

\
arredondados, um congelamento lento cristais alargados, em forma de agulhas) e da temperatura

de congelamento. A uma mesma temperatura de congelamento, a cristalizagio resultante é muito
diferente de um tecido para o outro; essas diferencas se devem, em parte, is variagdes do grau de

motilidade d’4gua nos diversos tecidos; as barreiras celulares retardafn o crescimento dos cristais

de gelo. O:gelo pode existir em nove estruturas cristalinas polimérficas e também em um estado

vitreo ou amorfo de estrutura incerta. Contudo, das 11 estruturas conhecidas, somente o gelo

ordinan'am;ente hexagonal € estavel sob pressdo normal a 0°C. A quiantidade e classe de solutos

!
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presentes podem influenciar a quantidade, o tamanho, estrutura,i localizagdo e orientagdo dos
cristais (Fennema., 1982). |

Luyet e Coworkers, citados por Fennema (1982), estud am a natureza dos cristais de
gelo formados na presenca de varios solutos, incluindo sacarose, glicerol, gelatina, albumina,
miosina e polivinilpirrolidina. Foram observados, para estrutu maiores de gelo, formas
hexagongis, dendritos irregulares, esferulitas asperas e esferulitas| labeis. Na Fig.12 as quatro
estruturas s3o arranjadas em ordem aproximada de aparéncia com‘; a velocidade de remogdo de
calor e cbncentrac.io de soluto inicial crescente. A quarta estrutura, rosetas irregulares, foram
observadas somente em suspensdes altamente concentradas de gelatina ou polivinilpirrolidone.
Rosetas irregulares sdo observadas como um tipo subdesenvolvido de dendritos irregulares. O
subdesenvolvimento é presumivelmente resultante do alto peso molecular das substéncias que
interferem com o processo de cristalizagdo. Cristais hexagonais’ ndo foram observados em
espécime§ contendo grandes quantidades de gelatina. As estruturas die gelo observadas em gelatina
possuem inaior desordem do que a forma hexagonal. |

Fennema, Powrie ¢ Marth (1973) citam os estudos de Dt;.owell et al. (1962) utilizando
solugdes congeladas de gelatina onde encontraram que o gelo cilibi i e vitreo prevalecem com o
aumento das taxas de congelamento ou o aumento de concentragio da gelatina. Aparentemente a
gelatina, uma grande e complexa molécula hidrofilica é capaz de restringir enormemente o
movimento das moléculas d’agua e sua habilidade para formar cristais hexagonais fortemente
ordenados. O habito de crescimento do cristal comega governado pér anisotropia das velocidades
de crescilpento em diferentes diregoes cristalograficas. Se uma molécula de agua se junta a uma
face prismiética, resulta em um maior ganho em energia livre do que se esta ocupasse uma posi¢do

na face bésal. Contudo, o crescimento radial, como perpendicular ao eixo ¢, é preferido. A

temperatu‘ra e a taxa de subresfriamento influencia este mecanismo e rege o habito do cristal.

|
3
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FIGURA 12. Tipos de formagao de gelo observados em varias solugdes aquosas congeladas a
diferentes velocidades. (1) Forma hexagonal, em glicerol a -35°C. (2) Dendrito
irregular, em 10% de sacarose a -65°C. (3) Esferulita plana, em glicerol a -60°C. (4)
Roseta irregular, em gelatina 50% a -25°C. (Fennema,Powrie e Marth, 1973).

Para nucleos de gelo submicroscopicos, discos planos sio formados. A um
subresfriamento lento (0,08 a 0,24°C) a forma arredondada ¢ preservada, com um maior
subresfriamento, o crescimento na diregdo do eixo a torna-se dominante e uma aparéncia
hexagonal € observada. Um subresfriamento mais elevado produz aumento na troca de calor e

protundentes angulos e ramos dendriticos aparecem (Fig.13).
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|
|
FIGUI}A 13. Algumas formas de cristais de gelo livres na 4gua (Quervain, 1975).

* Virios dendritos podem crescer de um micleo a elevado subresfriamento. A velocidade

linear qe crescimento na diregéo do eixo a como uma fungfo da supersaturacido At é encontrada

(Quervain, 1975).

i
\

 V=AGAT)®  paraAT<9°C 0

= B(AT) para AT >9°C 8)

Com A na faixa de 0,01 a 0,2 e m de 1,3 a 2,2. Na diregio do eixo ¢ a velocidade de

crescin?ento para baixa saturacio € cerca de 100 vezes menor. O espacamento dos ramos

|
secundérios paralelos decresce com o aumento da supersaturagio de acordo com d = 10°%/AT cm.
|

§ O crescimento do gelo policristalino depende primeiramente do numero de nicleos

.o . . . "
ativados e estes do subresfriamento. Com velocidades de resfriamento extrepaamente altas e a
| -~ .
temperianuas muito baixas, os cristais acomodam-se de modo irregular em sua grade e sdo
; ]
submetidos a ‘stress’ local. Estes possiveis defeitos sdo o centro de uma subsequente
!

recﬁsta}izaqﬁo, caracterizada por um crescimento seletivo. Na formacgéo de gelo policristalino um
]
!

i

|
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processo de formagdo seletiva é observado baseado na velocidade de um crescimento
anisotrépico. Cristais com eixo ¢ orientado paralelamente  interface de crescimento tém melhores
chances de se formarem. Estes invadem as proximidades com orientagdo menos favoravel. Na
diregdo dq deslocamento da interface poucos e grandes cristais sio encontrados exibindo um
aumento t‘xa orientagdo preferida. Lagos e mares gelados sio os melhores exemplos deste
fendmeno. |

Gjeralmente, a velocidade de crescimento dos cristais de gelo é governada pelo transporte
de massa e calor e as maiores taxas de crescimento sdo obtidas quando intenso subresfriamento é
utilizado. Contudo, intenso subresfriamento produz finos cristais de gelo devido a nucleagéo
secundaria e resulta em uma morfologia dendritica e irregular. Isto gera uma grande area de

superficie especifica para os cristais de gelo e é responsavel pela perda de solutos entranhados no

gelo. Conmmente, este soluto entranhado tem sua concentragdo elevada com o progresso do

congelame;nto por causa do aumento na viscosidade do concentrado e/ou o aumento no nimero
de finos crﬁstais de gelo devida a nucleagdo secundaria. Quando se aplica o processo HPT (High
Pressure Tjreatment) -fusdo parcial sob condigdo pressurizada- durante o congelamento, contudo,
a propor¢do de massa do concentrado adsorvido na superficie do gelo para a massa de gelo €
quase imutavel. Isto sugere que a area especifica dos cristais de gelo decresce com o progresso do
congelamegto. A massa do concentrado adsorvido no gelo sob as mesmas condigdes de processo
aumenta com a viscosidade do concentrado, embora os valores ndo sejam diretamente
proporcion?.is a viscosidade. A partir de resultados experimentais foi concluido que a fusdo parcial
dos cristais de gelo por HPT durante o congelamento ¢ util na redugdo da area especifica dos

cristais de éelo e, consequentemente, a quantidade total de sélidos adsorvidos nestes (Suzuki, e
]

Hagura, 1%97).
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Segundo observages de Shirai et al. (1987) sobre o crescimento dos cristais de gelo em
um cristalizador, os cristais formados a uma temperatura inicial de subresfriamento (ATb°) de
0,51°C apresentaram-se muito menores do que aqueles com uma ATb® de 0,152°C. Os pequenos
cristais sdo formados somente pelo crescimento de finos cristais iniciais, sem aglomeragdo. O
tamanho e distribui¢do do cristal inicial afetam o mecanismo de crescimento. O mecanismo de
aglomerag%io envolve cristais iniciais maiores. Os autores observaram também o efeito da
concentragi:io e classes de aguicares no mecanismo de crescimento dos cristais de gelo notando
que, grandes cristais foram formados em solugdo de 15% de lactose e em 5%, 7,5% e 10 de
solugdes de glicose apds 2 horas do inicio da cristalizagdo com uma ATb® de 0,15°C. Os cristais de
gelo formados em 10% de leite desnatado também foram grandes sob as mesmas condigdes.
Contudo, os cristais de gelo ndo aglomeraram em solugGes de 15% de glicose, permanecendo
pequenos.i

A velocidade de crescimento do gelo decresce com o aumento em concentragio das

|
solugdes p?or causa da redugdo do grau de difusdo do soluto, mas a velocidade de nucleagio
aumenta éonsideravelmente. Isto produz pequenos cristais iniciais nas solugdes com altas
concentra¢des. A Fig.14, compara os cristais de gelo formados logo apos o inicio da cristalizagio
em solugdes de glicose a 10% e 20%. Os cristais formados em 20% de glicose apresentaram-se
muito meljores do que aqueles em solugio de 10% de glicose ¢ quase do mesmo tamanho
daqueles em solugdo de 10% de lactose com ATDH® de 0,51°C. Os cristais de gelo formados em

solugdo dé 15% de glicose ndo propiciaram grandes aglomerados porque néo foram formados

grandes cristais no inicio da cristalizaggio.
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FIGURA 14. Efeito da concentracdo de glicose em cristais de gelo formados logo apos iniciar a
cristalizacdo. (a) Solugdo de glicose a 10%. (b) Solucdo de glicose a 20%. (Shirai et
al., 1987).

A concentragdo por congelamento ou o congelamento normal sdo técnicas efetivas para a
concentragao dos compostos (solutos) diluidos em uma solugdo. Bae e Miyawaki, (1994)
utilizaram o método de uma frente congelante movendo-se unidirecionalmente através de uma
solugdo e observaram que a fase solida, deixada apos a passagem da frente congelante, continha
somente gelo puro, os solutos foram rejeitados por estarem concentrados. No congelamento
unidirecional, cristais de gelo dendriticos crescem paralelos a direc@o do fluxo de calor. A equagao

do balango de massa de moléculas d’agua ganha a seguinte forma para a frente congelante:

Velocidade de movimento da frente congelante
= Fluxo de massa das molécula d’agua por unidade de drea da frente congelante

X Area da frente congelante
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Pois pelo congelamento obtém-se gelo microscopicamente puro. Esta equagdo explica a
dependéncia da eficiéncia da concentracio por congelamento na velocidade de agitacdo e na
velocidade de movimento da frente congelante. De acordo com a equagdo, uma pequena area da
frente congelante daria uma fina estrutura superficial tal que as moléculas de soluto sdo
efetivamente rejeitadas da interface solido-liquido dando uma alta eficiéncia de concentragao por
congelamento. Ao contrario, uma grande 4rea da frente congelante com uma complexa estrutura,
daria uma pobre eficiéncia da concentragio por congelamento, através da incorporagao de
moléculas de soluto na fase cristalina.

Miyawaki et al. (1992), fotografaram estruturas de gelo formadas em coalhada de
proteina de soja e gel da albumina do ovo congelados sob varias condigdes. A estrutura dendritica
foi observada crescendo em placas resfriadas, paralelamente a dire¢io do fluxo térmico. As
mudangas no tamanho e estrutura do gelo foram analisadas em diferentes localizagdes da placa no
plano perpendicular a dire¢do do fluxo de calor. A estrutura dos cristais de gelo, em principio, é
decidida por propriedades fisicas do material a ser congelado e condi¢cdes operantes do
congelamento. Foi observado que estruturas de gelo cresceram nas placas resfriadas de baixo para
cima com a diregdo do fluxo térmico e o tamanho do gelo aumentou com o aumento da distancia a
placa (Fig.15). Uma fina estrutura ao redor do final da placa ndo apresentou congelamento. Na
secgdo perpendicular ao fluxo térmico a forma do gelo teve uma estrutura relativamente uniforme.

Em trabalho prévio, os autores propuseram um modelo tedrico para descrever o tamanho

médio do gelo baseado em uma amostra dimensional:

udp/D ~ constante 9)
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Onde dp, ¢ o tamanho representativo do cristais de gelo, u € a velocidade de movimento

da frente congelante e D € o coeficiente de difusdo da agua.

FIGURA 15. Estrutura do gelo formado em espessa coalhada de proteina de soja congelada a -
5°C na se¢@o paralela (A) e perpendicular a diregdo do fluxo térmico (B). (Miyawaki
et al., 1992).

Para amostras congeladas a varias temperaturas, o tamanho médio do gelo (dp) foi

medido em varias posi¢des e graficado contra o inverso da velocidade de movimento da frente

congelante (1/u) nas Fig.16 a 18.
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| A Fig.18 mostra que a estrutura do gelo foi reduzida em cerca de 30% pela adigio de
iodeto qe prata, mas nfo houve efeito substancial observado com carbonato de calcio (efetivos
nuclemtgs heterogéneos). (Miyawaki et al., 1992).

iOs autores também propSem as seguintes equagdes:
dp < u? (10)
Ly (11)

E?sas duas equagdes juntamente com a Eq.(9) elucidam o importante papel da velocidade
de conge%amento da frente congelante no tamanho do gelo. As equagdes (10) e (11) sdo muito
diferentesi na faixa de aplicabilidade. A equagdo 10 foi aplicada para descrever as mudangas nos
cristais de gelo extracelulares com tamanho entre 30 a 50um e a mudanca do tamanho dos cristais
de gelo, f,la mistura bindria, de 40 a 60um, enquanto a Eq.(11) foi aplicada para descrever as
mudanq;,asi5 nos espagamentos dendriticos para solugbes aquosas entre 50 a 170um. A Eq.(9)

também téve uma ampla faixa de aplicabilidade na mudanga do tamanho do cristal de gelo entre 50

a 500um. Para a Eq.(9), udp, mostrou ter a mesma ordem de magnitude do coeficiente de difusdo

da agua. A regressdes lineares nas Figs.16 ¢ 17 dio as udp, que sio 3,6x10° e 7,0x10°

\

respectivamente. Esses valores ndo sdo muito diferentes do coeficiente de difusio proprio da agua,
|

2,3x10” cm?seg a 25°C. Este fato mostra a importincia do processo de difusio da agua no

crescimento do gelo dendritico (Miyawaki et al., 1992).

1
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2.4. Interacdes gelo/soluto

A agua representa 60 a 95% da massa de frutos e vegetais. Muitas reagdes que causam
mudal?cas na relagdo normal da dgua e os outros componentes de produtos alimentares mudariam
suas :%aracteristicas, assim como ocorre no congelamento. E sabido que todos os atomos de
oxigéniio na estrutura do gelo estdo situados no centro de um tetraedro formado por quatro
étomo? de oxigénio. Quando tais tetaedros se combinam, uma estrutura hexagonal se forma

(Simatbs et al, 1975). Este arranjo molecular promove a formagiio da entdo chamada grade

cristalina, com consideraveis espagos intermoleculares.

3

| Tecidos vegetais podem ser descritos como um sistema polidisperso tendo a 4gua como

meio dispersante e na fase dispersa um grande niimero de substincias orgdnicas e inorgénicas,
|

fonnaxi;do solugdes reais (agucares, sais, acidos) e coloidais (proteinas, pectina), assim como
emulséies (lipideos, ceras, etc.). SolugGes idnicas € moleculares termodinamicamente estaveis e
substdncias orgnicas e inorganicas predominam, algumas com um substancial grau de
dissociéqiio.

‘ O fenémeno de formag3o de gelo se torna complexo pela presenga de substdncias
orgﬁniq:s no sistema: inibidores de cristalizagdo (muitos carboidratos), pectina, acidos organicos e

certas vitaminas, gelatina, e varios meios protetores € substincias estabilizantes -manitol, alcoois e -

!

glicois (Maltlm e Anselmi, 1971), essas substdncias formam uma extensa zona eutética, onde a
| i

fusdo inicipiente € acompanhada por um moderado efeito endotérmico (Monzini, 1973). Durante o
congela[mento de solugcdes contendo inibidores de cristalizag3o, os cristais de gelo e a solucdo
liquida éubresﬁiada sdo formados, o 1ltimo solidificando em uma massa vitrea 2 medida em que a
tempereltura decresce (Flink, 1975, Mackenzie, 1975 ¢ Simatos, 1976. A devitrificacio ou

i
|
|
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cristalizagdo da estrutura amorfa segue a transformagiio vitrea. A baixas temperaturas do produto
0s dano; por mudangas causadas por solugdes salinas hipertdnicas encontradas na célula
vegetativg desaparecem. Consequentemente, ¢ de grande importincia a determinagdo desta
temperatﬁra, ja que representa o limite miximo de temperatura no qual o produto processa
termodinémicamente, e para uma grande extensdo quimica, estabilidade (Guegov, 1981).

A agua nio congelivel ¢ identificada como dgua de ligagao em sistemas biologicos. Diz-
se esta ter'ii interagGes fechadas com biopolimeros, e assim possuir propriedades muito diferentes da
agua livré. A 4gua liga-se a grupos polares de biopolimeros por exemplo, através de pontes de
hidrogéni{). Essas ligacSes sdo estaveis a baixas temperaturas.

§imatos e Turc (1975), sugeriram que o dano pode resultar da transformagdo da agua
estruturada em gelo que se supde capaz de existir na vizinhanga de alguns polimeros, ou em
ultraestrut‘pras celulares. A interagdo proteina-igua tem um importante papel na determinagio da

\
estrutura Etridimencional da molécula de proteina bem como na determinagio de muitas
propriedad;es funcionais das proteinas em alimentos.

Cizou e Morr (1979), em suas discussGes sobre interagbes agua-proteina, dividiu-as em
seis tipos. 0 primeiro € a agua estrutural, ligada por pontes de hidrogénio 4 molécula de proteina.
A agua estrutural estabiliza a estrutura nativa e é encontrada dentro da macromolécula. O segundo
tipo de égl‘;a ¢ a presente como monocamada, que preenche a primeira camada adsorvida em torno
da proteina. Ligada também por pontes de hidrogénio ou interagdes dipolares, cerca de 4-9% da
agua assocfiada com a proteina ¢ adsorvida a superficie desta. O terceiro tipo € a agua ligada, agua
ndo congelével que representa a agua total agrupada em tomno de cada grupo polar. Esta agua nio
congela a 1;ma profunda temperatura de transi¢io e pode incluir a 4gua estrutural e monocamada.
A quantidaide de 4dgua ndo congelavel depende da composigio dos aminoacidos da proteina e

]

cadeias lateérais polares. Pesquisas tém reportado que um grama de proteina pode ter de 0,3 a 0,5g

i
H
1
i
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de agua associada ndo congelavel. O quarto tipo d’agua é a agua associada com a molécula de
proteina via hidratagdo hidrofobica. Esta dgua tem sido descrita como agua estruturada tipo gelo,
mas a natureza real desta ndio estd muito clara. O quinto tipo é a agua de embebigdo ou
capﬂaﬁdade que € tomada fisicamente por forgas superficiais. Esta agua estd disponivel para
reagéels quimicas e atua como solvente. O sexto tipo de agua, hidratagdo hidrodindmica, é aquela
que é transportada ao longo da molécula. Esta dgua é independente da a, e tem as propriedades
fisicas Znonnais da agua.

! No congelamento de um sistema contendo peptideos, a distdncia entre o peptideo e o
oxigérﬁo é cerca de 4,8 A que ¢ a mesma das distincias secundarias vizinhas do oxigénio na grade
de gelo. A grade do tipo gelo pode posicionar-se acima de uma camada polipeptidica e exatas
ligacc“)eim de hidrogénio colineares podem ser formadas a cada posi¢do para satisfazer ao
requeri‘mento do peptideo e da agua. Esta ligagdo pode ser importante na estabilidade do
esquele’to do polipeptideo (Schnepf, 1989).

; Um dos maiores problemas no congelamento de misturas contendo ovos € a perda d’agua
do gel.é As cadeias de proteina unem-se, resultando na expulsdo d’agua do gel. Gossett e Baker
(1983) estudaram dois métodos usados com a finalidade de aumentar a carga negativa na proteina,
aumenfando o pH e por succinilagdo. Quando o pH da mistura foi elevado para pH 9,5 ou mais, a
percentagem de umidade expressiva decresceu (menos 4gua livre). Anions de succinato ligam-se a
2 grupc}s carboxilicos causando ganho em cargas negativas. A interacdo proteina-proteina pode
decrescer causando um aumento na interagédo proteina-agua.

Proteinas interagem com a superficie do cristal alterando a estrutura da camada adsorvida
ou a.ltexi‘ando a propria estrutura superficial. Se as proteinas do soro afetam a taxa de crescimento

|
dos cristais de gelo, elas podem também afetar a estrutura microscdpica da superficie. Por
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exemplo, se a taxa de crescimento dos cristais de gelo decresce devido a presenga das proteinas do
soro, a superficie pode tornar-se lisa (Hartel, ¢ Chung, 1993).

- Organismos tolerantes a geadas tais como insetos, répteis ¢ moluscos produzem proteinas
que ﬁxflcionam como nucleantes de gelo para iniciar a formagio de gelo extracelular. Contudo,
insetos tolerantes a geadas também produzem AFPs (Antifreeze Proteins) que modificam os
cnstals de gelo que se formam fora das células. Griffith et al. (1992), estudaram o centeio de
invemoi, uma herbacea monocotiledonea que pode sobreviver abaixo de -20°C pela formagio de
gelo sdpente intercelular. Na agua pura, o gelo normalmente cresce paralelamente ao plano basal
(eixo a) da grade cristalina, com pequeno crescimento perpendicular ao plano basal (eixo c), ja
que os‘i cristais de gelo aparecem achatados e redondos. Baixas concentragdes (nM) de AFP,
prefere}lcidmente, inibem o crescimento do gelo ao longo do eixo a de tal modo que, as faces do
prisma hexagonal do cristal se tomem evidentes (Fig.19). Em uma maior concentragio (uM) de

AFP, o{cristal cresce predominantemente ao longo do eixo ¢ para formar bipirdmides hexagonais e

cristais em forma de aguthas(Fig.20).

A histerese térmica (diferenca entre o congelamento e a temperatura de fusdo), é

detemliaada observando o efeito da temperatura no crescimento de um cristais de gelo individual.
Foi mosj;trado que os cristais de gelo formados no extrato apoplastico obtido do centeio de inverno
tolermt§ ao congelamento, exibiu mudancas na morfologia e na histerese térmica que sio
consisténtes com a atividade definida para as AFPs. As AFPs reduzem a T, da solugio por efeito
coligati\{ro. Por outro lado, as AFPs reduzem a temperatura de congelamento de uma solug¢do mais
do que a temperatura de fuséo por efeitos ndo coligativos, ex.: sujeitando as faces do prisma e
inibindo3 o crescimento dos cristais de gelo. Os cristais formados no extrato apoplastico do centeio

de inverno ndo aclimatado ao ffio sio levemente hexagonais com crescimento n#o discernivel no

eixo ¢ ou mensuravel histerese térmica. O fato de que estes sio levemente hexagonais, indica que
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o extrato de centeio de inverno nao aclimatado contém uma quantidade minima de atividade
anticongelante que pode ser detectada pela técnica utilizada. Todo extrato de centeio de inverno
aclimatado ao frio formou cristais de gelo hexagonais no congelamento. A temperatura ao ser
reduzida promovem a expansdo desses cristais, primeiramente, ao longo do eixo ¢ para formar
piramides hexagonais incompletas e entdo ao longo do eixo a para formar colunas hexagonais e
largas placas de gelo hexagonais.

A formagdo do gelo hexagonal e o crescimento dos cristais de gelo ao longo do eixo ¢
sao ambos indicativos da atividade das AFPs no extrato apoplastico bruto do centeio de inverno
aclimatado ao frio. Quando este € incubado com protease por 20min, a atividade é reduzida. No
lugar da formagdo parcial de cristais bipiramidais, o extrato forma placas hexagonais. Apos 1h de
incubacdo com protease, toda a atividade anticongelante desaparece e somente finos cristais
redondos (caracteristica dos cristais formados em agua destilada), foram observados. Esses
resultados suportam a conclusdo de que a atividade anticongelante no centeio de inverno é

derivada da proteina.

FIGURA 19. (A) cristais de gelo formados em agua destilada, plano basal paralelo ao eixo da pagina. (B)
cristal de gelo formado em extrato de centeio de invemno ndo aclimatado ao frio, sem
crescimento visivel ao longo do eixo ¢ (visto normal ao plano da pagina). (C - F) sequéncia
de crescimento de cristais de gelo a medida que foi-se reduzindo a temperatura em extrato
de centeio de invemo aclimatado ao frio, faces prismaticas hexagonais ao longo do eixo ¢
(vista paralela ao eixo da pagina). (G) coluna de gelo hexagonal orientada ao longo do eixo
¢ (vista normal ao eixo da pagina). (Griffith et al., 1992).



FIGURA 20. Morfologia de cristais de gelo em concentrados de proteinas anticongelantes
parcialmente purificados de folhas de centeio de inverno aclimatados ao frio. (A)
orientagdo dos cristais de gelo. (B-D) sequéncia de crescimento de um cristal de
gelo a medida que a temperatura foi reduzida. (B) bipirdmide incompleta. (C)
bipiramide. (D) forma de agulha. (Griffith et al., 1992).

Ainda segundo Griffith et al. (1992), o processo de congelamento € iniciado no apoplasto
dos tecidos vegetais por nucleagdo heterogénea do gelo. A localizago desses nucleantes de gelo
determina a distribui¢do inicial do gelo no tecido, contudo o tamanho e efetividade desses
nucleantes determinam a temperatura na qual o gelo ¢ formado. Enquanto o gelo extracelular
comega a formar-se, o crescimento e propagagdo através da planta € restrito por um niimero de
fatores, incluindo modificagGes na parede celular, arabinoxilanas e AFPs. As AFPs se adsorvem
nos cristais de gelo e modificam seu crescimento normal. A altas concentra¢des, as AFPs
deprimem a temperatura de congelamento de uma solugdo ndo coligativamente sem afetar a
temperatura de fusdo. Esta propriedade, conhecida como histerese térmica, € importante no

decréscimo do ponto de congelamento de peixes polares expostos a presenga de gelo em agua
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marinha. Contudo, em menores concentragbes, as AFPs sio também potentes inibidores da
recristalizagio do gelo. O acimulo dessas proteinas pode ser quantitativamente, correlacionada
com 0 aumento da tolerdncia ao congelamento que ocorre durante a aclimatagio ao frio. Contudo,
algumas de§sas proteinas tem atividade anticongelante ao modificar o crescimento normal de
cristais de gelo, presentes em concentragdes tdo baixas quanto 25ug proteina mL’. A altas
concentragdes (60pg proteina mL™), essas proteinas também produzem 0,3°C de histerese
térmica.

O gelo cresce em agua, normal ao eixo ¢ para formar um cristal em forma de disco.
Quando as AFPs sdo adsorvidas na superficie de um cristais de gelo, o crescimento do cristal ao
longo do ei?(o a ¢ exibido, até que este tome forma hexagonal. A uma maior concentragio de
AFP, o eixo ¢ torna-se a diregdo preferida de crescimento dos cristais de gelo e este forma uma
bipirdmide hexagonal. Assim, o cristal de gelo formado como um disco, uma limina hexagonal, e
uma bipirﬁmiide hexagonal, representa zero, baixa e alta atividade anticongelante, respectivamente,
em uma escala qualitativa.

Diferentes tipos de AFPs adsorvem a diferentes planos na superficie de um cristal de
gelo. Assi@ as faces retas de cristais piramidais formados em extratos de centeio, transferidos
para 5°C por 1 semana, provavelmente indicam a presenga de uma tnica AFP que adsorve sobre

|
um plano dai grade do cristal. A maior complexibilidade das faces de cristais de gelo piramidais
formados en; extratos de centeio, desenvolvidos a 5°C, pode indicar a presenga de multiplas AFPs,
cada uma delas ligando-se em diferentes plano da grade cristalina. Cada classe de proteinas do
centeio, que sdo definidas pela similaridade com as glucanases, quitinases ou proteinas tipo
taumatina (TL), podem ser adsorvidas sobre um plano diferente na superficie do gelo, produzindo
assim um ef:eito cooperativo que pode promover a efetividade da inibicio de crescimento dos
cristais. Esté mecanismo de ligagio cooperativa pode explicar a complexa morfologia dos cristais
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de gelo que se formam no extrato de plantas aclimatadas ao frio por 3 a 7 semanas. Por causa das
faces piramidais do gelo formado nos extratos aclimatados por 1 semana serem planos, conclui-se
que somente uma AFP estd presente neste extrato. E comum assumir que as AFPs ligam-se ao
gelo por dispor de uma superficie na qual os residuos de aminoacidos polares estio alinhados
especificamente para permitir Otimas interagdes com a grade dos cristais de gelo. A funcio
principal das AFPs nas plantas nfo € a de impedir o crescimento de cristais de gelo, mas
preferivelmejnte, modificar o crescimento dos cristais extracelulares e inibir a recristalizagdo do
I

gelo. Essas ipropriedades das AFPs sdo, provavelmente, de muito maior importancia do que a
histerese térmica observada com a redugio do dano pelo congelamento em plantas tolerantes ao
congelamento (Hon et al., 1995).

A habilidade dos peptideos para desenvolver atividade anticongelante e para alterar a

velocidade de crescimento do gelo nos eixos a e ¢ é dependente da presenga residuos de
i

|
!

aminoacidos posicionados apropriadamente com ligagbes de hidrogénio em cadeias laterais. Em
baixas concéntraqées, as AFPs através de interacdes dipolares e pontes de hidrogénio, interagem
com as faogs prismaticas do gelo retardando seu crescimento no eixo a. Contudo, em
concentragcGes o suficientemente altas de AFPs ativas, sucede também o retardamento da
velocidade qe crescimento no eixo ¢. Consequentemente, a AFP também pode interagir com o
plano basal kFeeney e Yeh, 1993). Um cristal de gelo é birefrigente quando o eixo dtico, que
coincide com o eixo cristalografico ¢, € perpendicular 4 direcdo de propagagéo do plano da luz
polarizada (Fig.21). Foi proposto um modelo pelo qual as ligagdes de hidrogénio induziriam as
moléculas d’agua na superficie do gelo alinharem seus dipolos antiparalelamente ao campo dipolar
da hélice da m Isto direcionaria a formag@o de um dipolo resultante na superficie do gelo com
ligagbes du'etas de hidrogénio da AFP com a face prismatica. Esta ligagdo previne o crescimento

do gelo ao longo do eixo a. Diferengas na sequéncia de aminoicidos, estrutura secundiria,
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comprimento molecular ou momento dipolar dos peptideos pode somar para a presenga ou
auséncia da atividade das AFPs. Nove residuos de aminoacidos na sequéncia de AFP nativa,
alinham-se ao longo de uma face da hélice e sdo provaveis sitios de interagdes com o gelo (Tabela

2). (Chakrabartty, Yang e Hew, 1989).

FIGURA 21. Microfotografias do crescimento de cristais de gelo em solugdes contendo proteinas
e peptideos. (A) Soroalbumina bovina (10mg/ml). (B) e (C) Asp-Arg (0,26mM).
(Chakrabartty, Yang e Hew, 1989).
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TABELA 2. Estruturas primérias de polipeptideos anticongelantes sintéticos

Peptideo Sequéncia de aminodcidos
Asp... Arg DT. ASQAAAAAALIAAHAKAAAELIAAHAAAAAAAIAB
Thr ... Arg TASDAAAAAALTAANAKAAAELTAANAAAAAAATAR
Asp ... Arg DAAAAAALTAANAKAAAFLTAANAAAAAAATAR
GluLeu ... Arg ELTAANAKAAAELTAANAAAAAAATAR
Leu... Arg LTAANAKAAAFELTAANAAAAAAATAR
Glu... Arg ELTAANAAAAAAATAR
Leu.. Arg LTAANAAAAAAATAR

Nota: Todos os peptideos foram sintetizados como terminais amida COOH. Os residuos de aminoacidos que tém o
potencial para ligacdo de hidrogénio com a grade do gelo estdo sublinhados (Chakrabartty, Yang e Hew,
1989).

Warner (1981), revé alguns mecanismos propostos para a interagio gelo-carboidratos.
Na Fig.22 pode observar-se que os seis oxigénios do agiicar sio equivalentes aos seis oxigénios da
camada de gelo. Contudo, ha algumas diferencas. Por exemplo, os planos 1-3-5 e 2-4-6 ndo tém a
mesma distz{tlcia dos planos de gelo correspondentes. Emprega-se um 4ngulo de 104°45° (ao invés
do usual dngulo do gelo tetraédrico de 109°). Presume-se entdo que camadas d’igua se unem
reduzindo as distincias das intercamadas no agucar. Qutras diferengas referem-se as diregdes
ligantes perr;nissiveis. Os polimeros que contém piranoses e a forma B na ligagio glicosidica entre
as unidades de hexoses podem ser arranjados em uma conformagdio que permite a inteira cadeia
polissacaridea ser encaixada na grade do gelo. Um interessante exemplo é o B-1,3-poliglucan na
Fig.23. A estrutura B-1,3 encaixa na grade do gelo e cinco das seis posigdes do oxigénio de cada
hexagono sdo ocupados por atomos de oxigénio do aglicar. A posicio remanescente ¢ ocupada
pelo carbomf) do grupo - CH,OH incluindo o sexto carbono da unidade piranose (Warner, 1981).
O possivel e?caixe do édcido hialurénico na grade do gelo é mostrado na Fig.24, onde a posigo da

cadeia é indicada com simbolos atdmicos e no esquema da Fig.25. O simbolo M em ambas as
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figuras indica a possibilidade de sitios ligantes para um metal monovalente, ligando ionicamente o

grupo carboxil do acido glucurdnico envolvido coordenadamente com o 4-hidroxil e 6-hidroxil do

residuo do n-acetilglucosamina (Warner, 1981).

S

O
-

FIGURA 22. Scyllo-inositol inserido em camadas da grade cristalina do gelo.
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FIGURA§23. B-1,3-poliglucano na grade cristalina do gelo.
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FIGURA 24. Desenho esquematico do acido hialurdnico na grade cristalina do gelo. M, metal
monovalente. -—-, ligagSes com o gelo na camada adjacente.

FIGURA%ZS. Acido hialurénico na grade cristalina do gelo. Desenho do modelo espacial de
Dreiding.
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Mudangas na temperatura e tamanho dos cristais de gelo obtidos teoricamente estio bem
de acordo com os medidos experimentalmente em 4gua pura e solu¢io de 5% de dextrana (Shirai
et al., 1985a). A Fig.26 mostra fotografias de cristais de gelo formados em agua pura e solugdo de
5% de dextrana T500. Cristais de gelo em forma de discos foram observados em 4gua pura e
solugdo de dextrana. Os cristais formados em agua apresentaram uma superficie mais fina e
transparente, enquanto um padrdo de propagagdo radial de pequenos grdos como bolhas e
algumas valas no lugar foram observadas na superficie dos cristais formados em solu¢io de
dextrana. A relagdo elevagao/diametro dos cristais foi determinada pela medida da elevagdo e do
diametro dos cristais de gelo flutuante verticalmente nas amostras sob um ampla faixa de

subresfriamento. Os raios médios de 42 e 80 cristais foram 0,141 e 0,131 para agua pura e solugio

de Dextrana T500, respectivamente.

FIGURA 26. Microfotografias de cristais de gelo formados em 4gua pura (a) e em 5% de solucdo
de Dextrana T500 (b) a uma magnificagdo de 20x. AT® = 055 (Shirai et al., 1985a)
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Shirai et al. (1985b), estudaram a cinética de cristalizacdio do gelo, em solugdes de
polimeros diversos, pela resposta térmica em um cristalizador. Alguns polimeros tais como o
polietileno glicol suprimem a nucleagiio. Contudo, a maioria dos estudos sio limitados & nucleagdo
homogeénea. Estes autores citam que embora Omran e King (1974) tenham mostrado que a pectina
suprime a nucleagio dos cristais de gelo, que ocorre na presenca de cristais vistos a
subresﬁiamento lento, ndio se costuma estudar a nucleagio secundiria de cristais de gelo em
solugdes poliméricas. A Fig.27 mostra tipicas fotografias de cristais de gelo formados em agua
pura e 1,5% de solugdo de sulfato dextrana. Cristais transparentes e em forma de discos foram
observados em agua pura. Os cristais formados em todas as solugdes usadas neste estudo tiveram
também a forma de discos, com pequenos grios como bolhas irradiando do centro dos cristais de
gelo. A taxa de crescimento n3o decresceu significativamente com a adigdo de polimeros, ja que
uma pequena depressdo no ponto de congelamento foi observada e o decréscimo no coeficiente de
Umsfer§ncia de calor calculado, com um aumento na viscosidade, foi insignificante no campo
experimental. °

Em cristalizadores, com o aumento da viscosidade, a frequéncia de colisGes entre os
cristais de gelo e as paredes ou impulsores do cristalizador decrescem e consequentemente a
velocidac#e de nucleagdo pode decrescer. Fatores microscopicos como peso molecular, forma das
moléculas e interagGes entre estas, podem contribuir para o decréscimo da nucleacdo secundaria
(Shirai eti‘ al., 1985b). Os cristais de gelo observados nas solugdes poliméricas foram maiores do
que na égua. Isto € devido a que a taxa de nucleagfio decresce em solugdes poliméricas. Em
solucGes rmstas de lactose e dextrana o tamanho médio dos cristais sio maiores do que em
solucdes qe lactose, e menores do que aqueles encontrados em solugdes de 5% de Dextrana T500.
Estes resultados indicam que a taxa de nucleagdo decresce igualmente nas solu¢des de lactose pela

adigdo de compostos de alto peso molecular, e que o efeito de cada soluto nos pardmetros da
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cinética podem ser independentes nas solugdes mistas. O leite desnatado contém cerca de 10% de
lactose. O tamanho médio dos cristais de gelo no leite desnatado foram maiores do que na solugao
de lactose. Proteinas no leite desnatado podem também contribuir para o aumento do tamanho

medio dos cristais. A nucleagdo secundaria dos cristais de gelo foram suprimidas peios polimeros

dependendo da viscosidade nas solugdes (Shirai et al , 1985b).

FIGURA 27. Cristais de gelo formados em agua pura (a) e solugdo contendo 1,5% de sulfato de
dextrana (b). (Shirai et al., 1985b).

A agua interage com ions e grupos idnicos. A estrutura normal da agua pura (arranjo
tetraédrico) € destruida pela adigdo de solutos com habilidades dissociativas. Para simples ions
0rganicos que ndo possuem sitios ligantes de hidrogénio doadores ou receptores, a ligagao é
meramente polar (ex., NaCl). Ha bastante evidéncia para assumir que alguns ions diluidos em

solugdes aquosas conseguem quebrar a estrutura da rede (uma solu¢io mais fluida do que a agua
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pura), outros porém tém um efeito formador de estrutura (uma solugio menos fluida do que a
agua pura). O termo estrutura de rede refere-se a todas as classes de estruturas normais ou
novos tipos de estrutura da agua. Do ponto de vista da 4gua normal, todos os ions sdo destrutivos
e eles assumem a fun¢do de impedir a formagio do gelo. lons monovalentes (carregados

negativamente ou positivamente) tais como K+, Rb+, Cs+, NH." CI, Br, I', NOs, BrO:, 105 e

ClOs" tém campo elétrico fraco e normalmente agem como destruidores da estrutura de rede.
(Schnepf, 1989).

Assumindo o sistema alimentar como um gel aquoso, ser congelado unidirecionalmente e
adotando uma morfologia tipo celular (Fig.28). Tem-se o espessamento progressivo dos dendritos
a uma concentragdo com perfil parabolico de soluto no liquido interdendritico. O espago
dendritico ao inicio do congelamento ajusta-se a uma fungdo da velocidade de resfriamento para
preservar um pequeno € constante subresfriamento. No caso de solugdes com baixas
concentragdes, a largura final do dendrito, denominada dp, € praticamente igual ao espagamento
dendritico L. A diferenca de concentragdo € assumida como sendo igual a diferenga de
concentragdes presente entre a ponta do dendrito e o centro do liquido interdendritico. Existe
também uma relagdo linear entre o tamanho médio dos cristais de gelo e a posigdo da frente

congelante (Woinet et al., 1997).

mushy
layer

unfrozen zone

concentration
initial freezing profile
front s interdendritic liquid dp

FIGURA 28. Detalhe da frente congelante. (Woinet et al., 1997).
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2.5 Danos fisico-mecinicos em frutos congelados

Em frutas e vegetais as mudancas de volume (frequentemente nio homogéneas) durante o
congelamento originam desprendimentos de por¢des celulares; provavelmente rompem as paredes
celulares e portanto sdo a causa da perda de liquido por exudagdo durante o descongelamento.
Também podem provocar sua ruptura completa o congelamento e expansio do interior que
ocorrem depois da formagdo de uma crosta externa congelada.

Observagdes microscopicas indicam que os grandes cristais de gelo separam as fibras e
células entre si, a0 mesmo tempo em que as paredes destas iltimas estdo frequentemente
desprendidas. Isto motiva a morte do tecido e contribui para o decréscimo da turgéncia e o
aumento da exudagdo ao descongelar. A ruptura das paredes celulares resulta da a¢do mecanica
dos grandes cristais de gelo que nos tecidos vegetais se formam especialmente na lamela média
devido a uma permanéncia prolongada em um meio hiperténico ou o encolhimento excessivo das
células. Estas alteragbes microestruturais se produzem também quando os pequenos cristais
resultantes de um congelamento rapido recristalizam durante o descongelamento. A expulsio de
uma parte do conteudo celular tem as vezes o efeito de por em contato enzimas e substratos
(Cheftel, Chefiel e Besancgon, 1982).

Sabe-se, devido particularmente a observagdes microscopicas, que quando uma
suspenséo de c€lulas sofre resfriamento lento, inicia-se a cristalizagio do gelo no meio externo
levando a uma gradual desidratag@o das células. O resfriamento répido, ao contrario, resulta na
cristalizagdo intracelular. O resfriamento ultra-rapido pode levar a uma vitrificagio da agua
intrac;lular. Mas se o desenvolvimento dos cristais de gelo (por devitrificacdo ou recristalizagéo
migratdria) pode ser evitado durante o reaquecimento, esta operagio também pode ser rapida.

Fennema, Powrie e Marth (1973) cita vérios autores que descorrem sobre o congelamento da agua
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durante o periodo inicial do resfriamento, resultando este em uma concentragio gradual de liquido
intersticial, que pode levar a varios processos de alteragéo:

(a) Forte concentragdo eletrolitica. A sensitividade das proteinas para eletrélitos € bem
conhecida. Em alguns casos, a forca idnica é o fator determinante; a natureza dos ions pode em
outros casos atuar de modo especifico. Estudos indicam uma relagio proxima entre a
concentragéo dos liquidos intersticiais e o dano por congelamento as células vivas.

(b) As membranas das heméceas do sangue sdo danificadas durante o congelamento, as
lipoproteinas sdo dissolvidas por solugdes eletroliticas altamente concentradas. Como resultado,
ions extracelulares escoam nas células. As células sofrem hemélise durante o descongelamento por
causa da alta pressdo osmotica interna devido a esses ions (Lovelock, 1957).

(¢) A hemolise pode também ser induzida pela alta concentragio de outros solutos tais
como sacarose, e que o volume das hemiceas nfio decresce por criosinerese além de um minimo
definido. De acordo com Meryman (1968), a célula quando tomada além do volume reduzido, ¢
submetida a um gradiente osmético que promove injiirias s membranas e entrada de ions na
célula.

(d) Variagdes do pH. A sucessiva cristalizagdo de eutéticos em sistemas biolégicos pode
levar a consideraveis mudangas no pH (van den Berg, 1959).

(e) Ligagdes intermoleculares. Eventualmente, ligagdes irreversiveis podem ser formadas
entre solutos trazidos ao contato pela separagdo do gelo. Esta hipétese tem sido sugerida por
Lovelock como outro possivel mecanismo para a desnaturagiio das membranas lipoproteicas. De
acordo com Levitt (1962), as liga¢des dissulfetos podem ser formadas pela oxidagdo dos grupos -
SH ou jntermudanc,:as entre -SH e S-S. Também pode-se pensar em pontes de hidrogénio,

interagdes hidrofobicas ou forgas eletrostaticas entre grupos idnicos.
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A quantidade de agua que permanece na célula ao final da criosinerese, que € responsavel
por formar o gelo intracelular, depende por um lado da velocidade de resfriamento e por outro da
velocidade com a qual o gelo se converte em agua. Estes tiltimos parimetros apontam para a
importéncia da permeabilidade da membrana e tamanho da célula. Além disso, o efeito injuriante
das altas concentragGes ¢ variavel de acordo com a espécie celular: leveduras podem certamente
ser classificadas entre as menos sensiveis (Mazur, 1963).

Outros fendmenos podem levar a alteragdes nos sistemas biologicos, especialmente
aqueles relacionados com a fung#o estrutural da 4gua. J4 que a conformagio de biopolimeros é
determinada em grande extensio pelas propriedades do solvente, esta é responsavel por mudangas
com temperatura. Se a forma nativa € estavel sob condigSes normais de temperatura para o
sistema sob estudo, a mudanga de temperatura pode induzir a desnaturagiio. De acordo com
Brandts (1970), como a estabilidade das interagSes hidrofobicas decresce com a temperatura,
algumas proteinas podem sofrer uma trans-conforma¢io quando resfriadas; a desnaturagio é
reversivel ou ndo de acordo com a substéncia.

Em tecidos, a cristalizagio uniforme ¢é essencialmente sindnimo de cristalizagdo
intracelular porque os espagos extracelulares representam comumente uma pequena fragdo do
volume do tecido. A velocidade necessaria para produzir cristalizagio uniforme aumenta,
geralmente, quando o tamanho das células decresce. Como as células contém uma maior
concentra¢do de ions ndo difusiveis (ex., proteinas) do que o fliido circundante, cada fon difusivel
existiria numa concentragio desigual nos lados opostos da membrana celular e a concentracgao
total de particulas idnicas, por unidade de massa, seria maior dentro do que fora da célula. Com
base nisto, um ponto de congelamento mais baixo pode ser esperado para o contetido celular do

que para o fliido circundante.
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A capacidade de retenciio da dgua é um termo fequentemente empregado para
descrever a habilidade da matriz de moléculas, usualmente macromoléculas, para reter uma certa
quantidade de agua, de tal modo que a exudago seja evitada. Exemplos em alimentos incluem gel
de pectina e amido, e tecidos de origem animal e vegetal. Nessas situagGes, uma pequena
quantidade de material orgénico retém fisicamente grandes quantidades de agua. A preservagio
dos tecidos por congelamento resulta muitas vezes em um decréscimo indesejavel na capacidade
de retengdo d’agua. Sabe-se que um aumento na concentragio dos materiais dissolvidos afeta
coloides tais como proteinas que podem ser desnaturadas e afetar desfavoravelmente sua
capacidade de ligagio com a agua, sua solubilidade e propriedades texturométricas. Isto também
se aplica a enzimas e microrganismos. Sabe-se que proteinas e outros polimeros podem absorver
grandes quantidades d’agua apos o descongelamento. Esta é uma das razdes pelas quais a agua
que contenha materiais dissolvidos exuda, juntamente com estes materiais, dos produtos
descongelados. A intensidade com que isto ocorre depende, principalmente, da velocidade de
remogdo d’agua e do tempo de armazenamento. A baixa a,, resultante afeta a atividade enzimatica
(Leniger e Beverloo, 1975).

A formagdo do gelo também envolve aspectos mecdnicos. Em certos casos, muitos
cristais podem danificar as paredes celulares promovendo a compactagiio das células. Em alguns
casos tem-se uma alta probabilidade para uma membrana como o tonoplasto, que envolve um
vactiolo de uma célula vegetal, possa ser danificada. Isto resulta em desordem do contetido celular
e conduzindo a completa desorganizagdo da célula. Estes efeitos podem ser intensificados quando
a agua se expande no processo de congelamento. Durante o congelamento de solu¢Ses aquosas, a
agua presente ¢ transferida para o cristal de gelo. A extensdo da concentragdo é influenciada,
principélmente, pela temperatura final e, em menor grau, pela temperatura eutética do soluto

presente, agita¢do e taxa de resfriamento.
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Leibo ¢ Mazur (1971) demonstraram que dois fatores sdo responsaveis pelo dano por
congelamento. O efeito das solugdes reflete o fato de que as células resfriadas a velocidades nio
Otimas morrem por exposi¢do prolongada a solugbes concentradas as quais mudam as
propriedades fisicas e quimicas como ocorre no meio congelado extracelularmente. Quando a
velocidade de resfriamento é aumentada, aumenta a sobrevivéncia celular, refletindo uma
exposi¢do mais curta a tais solugdes alteradas. O segundo fator, o congelamento intracelular,
reflete o fato de que as células resfriadas a taxas mais altas do que a 6tima sdo mais provaveis de
congelar intracelularmente, ja que ndo ha tempo suficiente para a agua celular se difundir para fora
da célula em resposta & pressdo diferencial de vapor entre o meio externo congelado e a solugio
interna subresfriada.

Com a formagdo do gelo, a fase remanescente da solugdo torna-se mais concentrada. Se
as membranas celulares permitem a passagem de gelo, tem-se uma consequente desidratagfio
celular pelo processo de osmose. Dependendo da velocidade de resfriamento e da permeabilidade
da parede celular, componentes celulares podem sofrer subresfriamento. Com um resfriamento
suficientemente répido, as células podem congelar internamente (van den Berg, 1968).

Distirbios das propriedades funcionais das células causados pelo congelamento ocorrem
especialmente em células parenquimais de parede fina de frutos. Entre estes tem-se a coagulagio -
do plasma (plasmélise) que promove a separagdo irreversivel do plasma da parede celular e a
liberacdo irreversivel d’agua, perda da semi-permeabilidade das membranas, resultando no .
decréscimo do turgor celular e secgfio dos tecidos pelo dano a substancias da parede celular como
a pectina (Spiess, 1980).

Quando o gelo € formado, gases dissolvidos se concentram e saem da solug@o. Durante o
aque(;:imento, com a fusdo do gelo, estas bolhas podem coalescer. Grandes bolhas tém

propriedades oxidantes ¢ podem causar também danos mecanicos como aqueles promovidos pela
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frente congelante. Para minimizar o dano e maximizar a sobrevivéncia celular, velocidades de
resfriamento que promovam o encolhimento ou a formagao do gelo devem ser evitadas (Thomas e
Smith, 1994).

A teoria sobre a agdo de grandes cristais diz que, principalmente os que se apresentam na
forma de agulhas, danificam mecanicamente as estruturas celulares. A formacdo de cristais
intracelulares, qualquer que seja seu tamanho, sempre destri a organizagdo interna das cé€lulas,
alterando o metabolismo e provocando a morte das mesmas (Cheftel, Cheftel e Besangon, 1982).

A intensa cor amarela em abacaxis é principalmente devida aos carotenoides que sé
tornam predominantes no amadurecimento com o decréscimo de clorofila. Os processos de
congelamento e descongelamento levam i desintegragio das células, degradagido dos pigmentos e
isomerizagdo de carotendides (Bartolome, Ruperez e Fuster, 1996).

A distribuicdo do gelo em botdes de flores no inveno de varias espécies tem sido
examinada usando espécimes frescas e tecido criofixado (Ashworth, 1990). Ristic ¢ Asworth
(1993) demonstraram a falta de evidéncia direta para a existéncia de injiria celular em algumas
plantas lenhosa submetidas ao congelamento. O congelamento intracelular nestas plantas resulta
em injuria letal. Em contraste, tecidos de outras plantas lenhosas e herbaceas sobrevivem ao
congelamento por serem tolerantes 4 formagiio do gelo extracelular.

-Warmund (1993), estudou o gelo formado intercelularmente em tecidos da coroa de
morangos frescos. O formaldeido utilizado na criofixagdo preservou os espagos formados pelo
gelo extracelular ¢ mostrou que as células adjacentes aos vazios, nio sofreram colapso
permanente. O colapso celular ndo foi aparente em coroas congeladas rapidamente a uma
temperattxra letal de -50°C e, subsequentemente descongeladas. Assim, o gelo pode ter-se formado
intracelularmente devido ao rapido resfriamento, mantendo a integridade celular apos o

descongelamento. Segregacio de gelo extracelular tem sido detectada em botdes florais inativos
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de plantas lenhosas subresfriadas. A localizagio do gelo nestes tecidos pode ser causada pelo
baixo potencial osmético do precursor floral quando comparado com tecidos adjacentes (barreira
dos tecidos nos eixos dos botSes, morfologia do botdo e diferenciagio vascular ou a presenga de
nucleantes intrinsecos de gelo). Néo se sabe ao certo se estes fatores influenciam a formagio do
gelo extracelular em plantas herbéceas tolerantes ao congelamento. Foi observado que a formagao
de gelo extracelular a -5°C ndo injuriou morangos permanentemente, embora a estrutura da coroa
tenha sido rompida temporariamente. O gelo extracelular foi observado em coroas de morangos
préximos a base do pendunculo e adjacente ao sistema vascular quando exposto a temperaturas
subletais.

Quando o congelamento de tecidos de botdes de flores de forsythia foi examinado por
Ashowrth (1990) usando técnicas de anélise térmica, dois distintos eventos de congelamento
foram detectados: 1) a poucos graus abaixo de 0°C deu-se o congelamento d’agua nas escamas
dos botdes. 2) a exoterma de baixa temperatura correspondeu ao congelamento da fragio d’agua
subresfriada o qual foi correlacionado com a temperatura letal. Experimentos com espécies como
Prunus e Rhododendron sugeriram que o desenvolvimento de érgdos florais era necessario para a
tolerdncia a formagdo de gelo. Quando a formagfio do gelo foi iniciada nesses tecidos, os rgdos
florais inteiros congelaram integralmente. Além disto, quando os floretes foram inoculados com
cristais de gelo, os botdes morreram a temperaturas abaixo dos valores reconhecidamente letais.
Essas observagdes levaram a concluir que alguma forma de barreira pode estar presente nos
tecidos que previne a propagacio do gelo no sistema floral. A distribuigio dos espagos vazios
criofixados sugere uma forma¢io desuniforme ao longo dos botdes, mas em sitios bem
localizados. A andlise da superficie das escamas dos botdes revelou a incidéncia de cristais nas
escamas individuais ao invés de cristais intersticiais. Grandes espagos vazios surgem na porgdo

basal das escamas dos botdes e espagos menores se observam em outros locais das escamas,
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incluindo as porgdes superiores do tecido. Em todos os casos, as escamas dos botdes foram
partidas ¢ as camadas celulares separadas. A formagdo destes cristais parece indicar o tipo de
congelamento inicial.

Koster e Lynch (1992) conduziram estudos de compartimentalizagio para determinar a
distribui¢io de aguicares soluveis dentro de vaciolos e citoplasma de protoplastos de Secale
cereale L. aclimatado ao frio. Estes autores encontraram que maiores quantidades de aglcares
soliveis estavam presentes durante a aclimatagio em compartimentos fora dos vactolos. Foi |
sugerido que o aumento do conteiido de agicares no citoplasma pode contribuir para a_
crioprotegdo. Contudo, os vaciiolos das células parenquimais do xilema da florescéncia, pode ter
menor conteddo de agucares do que o citoplasma e isto pode influenciar a nucleagdo e
cristalizagdo da 4gua intracelular.

A hipétese de que danos as células parenquimais do xilema em tecidos subresfriados
poderia ser causada pela formaggo de gelo intracelular, foi testada por Ristic e Ashworth, (1993).
Tecidos lenhosos de Cornus florida L. foram coletados no inverno, primavera e verdo de 1992 e
resfriados de 0 a -60°C a uma velocidade de 5°C/h. Observagdes sugeriram que as células
parenquimais do xilema agem como gotas d’agua isoladas e que a agua celular subresfria a
temperaturas proximas a da nucleagio homogénea do gelo (-38°C). Tecidos parenquimais,
adequadamente preservados por criosubstitui¢io apresentaram em suas microestruturas evidéncias
de formaggio de gelo intracelular causada por congelamento rapido. Os cristais de gelo, contudo,
apresentaram-se pequenos e nio romperam severamente a estrutura celular. Organelas, tais como
mitdcéndrias e cloroplastos, foram facilmente reconhecidas. Em tecidos colhidos no inverno, a
primeira evidéncia de cristalizagio de gelo intracelular no tecido apareceu a -20°C. A esta
temﬁeratura, grandes cristais de gelo foram observados nas 3ci:élulas parenquimais. Em algumas

células, os cristais de gelo foram localizados somente nos vacuolos e nio no citoplasma. Nos
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tecidos colhidos na primavera, células com o protoplasma fragmentado foram primeiramente
notadas a -5°C. Os primeiros sinais de grandes cristais de gelo intracelulares foram notados a -
10°C. Em tecidos colhidos no verdo, grandes cristais intracelulares ¢ a fragmentagdio do
protoplasma foram evidentes a -5°C e temperaturas mais baixas. Como observado, as
temperaturas nas quais os cristais de gelo intracelulares sfio formados diferem entre os tecidos
coletados em diferente épocas do ano. Isto indica mudangas sazonais na resisténcia ao frio pelos
tecidos lenhosos da florescéncia. Em muitas células, os cristais de gelo foram notados nos
vaciiolos e nio no citoplasma. Isto sugere que membranas celulares internas, tais como as
membranas dos vaciolos (tonoplastos), foram impermeaveis ao gelo e impediram o crescimento
interno dos cristais.

Marti e Aguilera (1991), estudaram trés tipos de congelamento (ar estitico-AE, em
placas-P e imersdo em nitrogénio liquido-IN) observando o efeito da velocidade de cada um sobre
as caracteristicas mecanicas e microestruturais de arandanos e amoras silvestres. A Tabela.3
mostra 0s tempos para os trés tipos de congelamento. Os tempos de congelamento variaram na
razdo de 1:6:11 para arandanos e 1:5:8 em amoras silvestres para os congelamentos por IN, P e
AE, respectivamente. Estes valores relativos estdo de acordo com o previsto pela equagdo de
Plank que estabelece que os tempos de congelamento sdo inversamente proporcionais: 1) a
diferenca entre a temperatura inicial do produto e 4 temperatura do meio de congelamento e 2) ao
coeficiente de transferéncia de calor no processo. Apesar do tamanho médio de ambas espécies de
frutos serem semelhantes (14,5 e 16mm), os tempos de congelamento para a amora foram
aproximadamente o dobro do requerido para o arandano, independentemente do método de
congelamento. Explica-se isto, pela estrutura interna mais uniforme dos arandanos em comparagdo

com a das amoras, que ¢ agregada e fibrosa. O segundo termo da equagfo de Plank estabelece que
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o tempo de congelamento € inversamente proporcional & condutividade térmica do material, que
parece ser mais baixa nas amoras do que nos arandanos.

Notou-se ainda que, no caso de arandanos, o congelamento em placas e por imersdo IN
tiveram um efeito similar na manutengio da firmeza dos frutos, sendo esta inferior a do produto
fresco. Para as amoras, o uso de nitrogénio liquido mostrou-se claramente superior aos outros
tratamentos e ndo houve diferencas significativas entre as amostras congeladas em placas ou em ar
estatico. A tabela.4 mostra o efeito do método de congelamento na perda de suco ou exudato,

produzidos durante o descongelamento (Marti e Aguilera, 1991).

TABELA 3. Tempo® e velocidade de congelamento® para arandanos e amoras silvestres

Método de congelamento Arandano Amora silvestre
Tempo Veloc. Tempo Veloc.
(min) (°C/min) (min) (°C/min)
Ar estatico 22+3 0,6 40+8 0,3
Contato em placas 1242 3,0 27+5 1,2
Imersdo em N liquido 341 9,0 5+1 4.4

a Meédia e desvio padrio
b Medidas no centro térmico ao final do periodo

TABELA 4. Efeito do método de congelamento sobre a perda de suco em arandanos e em amoras

silvestres
Tratamento Perda de peso (%)
Arandano Amora silvestre
Ar estatico 0,56a 0,58 a
Contato em placas 0,12b 0,63 a
Imersdo em N liquido 0,22b 0,09b

Valores seguidos de mesma letra nas colunas nio diferem estatisticamente (P = 0,05), segundo teste de comparagdo
miltipla de Duncan.
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Fuchigami et al. (1994), estudaram a textura e estrutura histologica de cenouras
congeladas. Foi investigada a influéncia da velocidade de congelamento e método de
descongelamento mais adequado. Cenouras cruas e branqueadas foram congeladas com nitrogénio
liquido-LN (velocidade de -5 ou -2°C/min e temperatura final de -30°C), usando um freezer
programado (PF) ou freezers convencionais (-80°C, -30°C e -20°C). As hortaligas foram
descongeladas de diferentes modos: descongelamento eletrostatico (-3°C, 17h; 5°C , 17h; 20°C,
30min; 100°C, 3min). Quando cenouras cruas foram congeladas usando PF (-5°C/min) e
eletrostaticamente descongeladas, o tonoplasto foi rompido pela formagio de cristais de gelo
causando um decréscimo do turgor e consequente perda d’dgua. Mudangas na parede celular nio
foram observadas. O dano celular de cenouras cruas congeladas em nitrogénio liquido e entdo
descongeladas em agua em ebuliciio foram significativamente atenuadas. Embora o tonoplasto e
citoplasma tenham sido rompidos, ndo se constatou qualquer separagdo celular.

Diferengas na textura, exudato e composig¢do péctica de talos e folhas de repolhos crus ou
branqueados submetidos a congelamento normal ou programado foram avaliadas. O total de
substéncias pécticas nos talos foi menor do que nas folhas. As folhas continham mais PB (pectina
de baixa metoxilagdo) do que os talos, mas a quantidade de PA (pectina de alta metoxilaggo) foi a
mesma. O congelamento/descongelamento acelerou a liberagdo da pectina. Quando os talos foram
congelados e entfio descongelados a 20°C, a separa¢do das células parenquimais ocorreu. O
citoplasma das células foi distendido, causando murchamento. Mudangas histologicas nas folhas
foram oBservadas. Folhas cruas tém um tecido esponjoso entre a epiderme. Esses tecidos tém
muitos espagos intercelulares e espagos com ar. Esta é, provavelmente, a causa para o exudato nas
folhas descongeladas. Quando folhas de repolho foram congeladas e entdio descongeladas a 20°C,
danos nos niicleos e cloroplastos foram observados. O amaciamento dos tecidos e a quantidade de

exudato aumentaram quando a velocidade de congelamento foi reduzida. (Fuchigami et al., 1995).
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A formagdo de gelo em escamas vem sendo associada com um decréscimo do conteudo
d’4gua na base de flores. Tem sido proposto que o movimento d’4gua para as escamas dos botdes
de flores no estagio inicial do congelamento, cria uma regido seca abaixo da flor que previne a
propagagio do gelo na flor. A cuticula e a epiderme parecem constituir uma fiitil barreira a
propagagdo do gelo. Observou-se ao microscopio eletrdnico de varredura a baixa temperatura
(LTSEM), a auséncia de gelo extracelular nas flores e as células florais ndo apresentam colapso
apos o .congelamento lento. Além disso, a membrana plasmatica no aparece destacada da parede
celular para permitir a formagao de gelo entre estas. A auséncia de espagos intercelulares pode ser
critica para prevenir a propagagdo do gelo na flor. A agua presa em finos poros ndo congela como
porgdo de dgua, mas tende a ter um menor ponto de fusdo e pressdo de vapor, dependendo do
tamanho do poro. O tamanho critico do poro para este efeito ocorrer parece ser de 6nm
(Ashworth e Abeles, 1984). O tamanho dos poros da parede celular nio foi determinado, mas na
auséncia de espagos intercelulares, pode estar nesta faixa de tamanho. Células de pequeno
tamanho, como vacuolos, e relativamente fina estrutura da parede celular podem aumentar a
resisténcia das células, na base das flores, a deformacio da parede celular que resulta do
congelamento extracelular. Células de estrutura rigida podem ser criticas ao impedimento do
congelamento extracelular e propagacdo do gelo ao longo da parede celular (Quamme, Su e Veto,

1995).

2.6 Tentativas de estabilizacfio e inibigfio de cristais de gelo

Sterling (1968), utilizou a imers3o de tecidos de magis em solugdes salinas antes do

congelamento em diversas velocidades. Observou diferentes efeitos de protegio devido aos varios
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solutos e temperaturas. Verificou que a firmeza em magis aumentou em dobro com relagio ao
tecido in natura por imersao deste em solugdes salinas a -2°C. Bengtsson e Fernquist (1971)
acharam que, para pedagos de morangos da variedade Senga Sengana, o pré-tratamento com uma
solucdo de 20% de glicose sob pressdo reduzida, seguido por congelamento a uma velocidade de
10°C/min abaixo do ponto de congelamento teve um efeito positivo na perda de exudato e na
textura final. Bomben e King (1982), examinaram a morfologia de gelo em magds congeladas em
fungdo da velocidade de congelamento usando microscopia eletronica de varredura (SEM - Cold-
stage) utilizando teorias de transporte de agua celular e solidificacio de solucdes. As velocidades
de congelamento foram alteradas utilizando diferentes meios refrigerantes e diferentes espessuras
de isolamento ao redor da amostra. Os autores fizeram uma interpretagio quantitativa das
observagdes feitas ao SEM.

Muhr e Blanshard (1986), avaliaram o efeito de polissacarideos como estabilizadores na
velocidade de crescimento de cristais de gelo. Foi utilizada sacarose e pequenas quantidades de
outras substdncias, a maioria polissacarideos (manucol, alginato de sodio, metilcelulose,
polivinilpirrolidina e hidroxietiléter). Foi observada uma retardacdo na velocidade linear de
cristalizagdo em solugdes de sacarose, sendo a formagio de gelo drasticamente retardada e
alterada pela presenga de uma rede de gel.

Yoon e Lee (1990), estudaram o efeito do sorbitol liquido como crioprotetor em surimi
(isoladamente L ou e em combinagdo com sacarose L-S) e o compararam com o efeito
crioprotetor do sorbitol cristalino (C), poliol liquido (P) e amido modificado (MS). Foram
avaliadas propriedades como perda d’agua e formagdo de cristais de gelo. Géis preparados com
surimi ¢ com um baixo nivel de crioprotetor apresentaram uma microestrutura esponjosa com a
existéncia de espagos provocados por cristais de gelo, relativamente grandes. Géis preparados

com um alto teor de crioprotetores apresentaram uma malha mais compacta e uniforme com
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menores € numerosos espagos provocados pelos cristais de gelo. A adigio de 8% de sorbitol
resultou em uma maior habilidade para retengo d’4gua, uma maior forga no gel e uma menor
formacdo de cristais de gelo. As diferencas na formagio de cristais de gelo em géis preparados
com diversos teores de crioprotetores foram quantificadas por analise de imagem (Tabela 5). Um
aumento no nimero de ciclos congelamento/descongelamento, reduz os efeitos de crioprotetores

na habilidade formadora de gel.

TABELA 5. Efeito dos niveis de sorbitol cristalino no crescimento de cristais de gelo em surimi

extrudado®
Nivel Ciclos’ Cristais de gelo® Umidade expressiva
(%) Cong./Descong. numero area (mm°) (%)
8 0 13 3,51+ 1,75 1,03 + 0,02
4 3 21 13,80 £ 15,00 15,10+ 2,23
6 3 22 10,70 + 12,40 7,79 + 1,24
8 3 23 7,55+ 538 5,11 +0,45

a Os géis foram preparados com surimi apés 1 ciclo cong./descong.

b Nimero de ciclos congelamento/descongelamento aos quais os géis de surimi foram submetidos
¢ 1,69 mm’ de campo medido

d-f Médias (n=3) com cada coluna sendo significativamente diferente (P<0,05).

Ferrero, Martino e Zaritzky (1993), adicionaram goma xantana a pastas de amido que
foram submetidas a congelamento sob diversas velocidades. Observaram que baixas concentra¢des
de goma xantana mantiveram caracteristicas estruturais muitas vezes utilizando-se baixos teores.

Os sistemas modelo de solugdes de polissacarideoé estabilizadores apresentam uma
estrutura de malha caracteristica quando congelada que € alterada pela adicdo de sacarose.

Sorvetes estabilizados tém, inicialmente, didmetro médio de cristais de gelo menores do que
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amostras ndo estabilizadas e também possuem melhor estrutura durante a estocagem a
temperaturas flutuantes como estabelecido através do crescimento de cristais de gelo e analises
organolépticas.

Caldwell, Goff e Stanley (1992), utilizaram sistemas de solugdes-modelo com 20 e 40%
de sacarose preparadas na presenga de estabilizadores (xantana, locusta, carragena e goma guar)
com concentragdes variando entre 0 e 0,6%. Solugdes de estabilizadores sem sacarose também
foram preparadas. As solugdes modelo de 20 e 40% de sacarose assumiram uma estrutura
semelhante a do gelo solido quando satisfatoriamente congeladas. Sob condigdes de congelamento
lento, a solugdio de sacarose a 20% formou grandes aglomerados, sem diferenciacdo do gelo ou
fases solidas, contudo a solugiio com 40% de sacarose exibiu uma estrutura de cristais de gelo em
uma fase continua desenvolvida como resultado da crioconcentragio. Na solucdo com 20% de
sacarose, a quantidade da fase ndo congelada resultante da crioconcentragio pode nio ter sido
suficiente para o desenvolvimento da estrutura difisica observada no sistema com 40% de
sacarose. As solugdes contendo estabilizadores sem sacarose apresentaram uma caracteristica
estrutura de malha durante sua preparagio (Fig.29). O desenvolvimento da estrutura de matha foi
substancial, dado que os estabilizadores estavam presentes a menos do que 0,5%. Nota-se,
contudo, que essas mathas ndo se formam em um sorvete 2 mesma concentragdo tendo em vista a
presenga de muitos outros constituintes. Solugdes de polissacarideos na presenga de sacarose
resultaram em uma estrutura similar para todas as solugGes e na perda de suas caracteristicas
estruturais (Fig.30). A presenca de sacarose nas solugdes estabilizadoras dominou a estrutura de
malha formada. Embora a estrutura de malha dos polissacarideos tenha sido alterada pela adi¢do
de sacarose, os estabilizadores promoveram uma estrutura consideravel as solugdes de sacarose. A
solugi.io com 40% de sacarose, crioconcentrada em nitrogénio liquido, teve uma microestrutura

com areas contendo grandes quantidades de gelo e areas sem cristais de gelo. O exame de
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diferentes velocidades de solidificagdo de sorvetes revelou grande influéncia na sua
microestrutura. A crioconcentra¢do do soro que rodeia os cristais de gelo em sorvetes apresentou
uma estrutura aberta, resultante da sublimag@o da 4gua solida presente no soro. A estrutura aberta
do soro e as bordas dos cristais de gelo pobremente definidas demonstraram que nem toda agua
congelavel foi congelada e a crioconcentragio foi incompleta. No congelamento em placas, os
cristais de gelo apareceram pequenos, com 25um de didmetro aproximadamente, todavia, maiores
do que nas amostras congeladas em nitrogénio liquido. As bordas dos cristais foram bem
definidas, sugerindo que o soluto teve mais tempo para migrar para a frente congelante. Presume-
se que os estabilizadores aumentam a resisténcia/firmeza do soro nio congelado em sorvetes,

inibindo assim a mobilidade e reduzindo o grau de recristalizacao.

Sy
s

41

FIGURA 29. Congelamento rapido de solugdes com 0,2% de polissacarideos. (a) goma xantana:
(b) goma locusta; (c) carragena e (d) goma guar. Os cristais de gelo se apresentaram
paralelo ao plano da fratura em a, inclinado b e perpendicular em ¢ e d. Barra 25um
(todas as figuras tém a mesma magnifica¢do). (Caldwell, Goff e Stanley, 1992).
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FIGURA 30. Congelamento rapido de solugdes com 20% de sacarose na presenca de 0,2% de
polissacarideos. (a) goma xantana; (b) goma locusta; (¢) goma guar. Barra = 25um
(todas as figuras tém a mesma magnificagdo). (Caldwell,Goff e Stanley, 1992).

Estudos desenvolvidos por Goff, Caldwell e Stanley, (1993), pretenderam descrever o /
mecanismo pelo qual estabilizadores polissacarideos contribuem para estabilizar sobremesas
lacteas congeladas. Solugdes com 20% de sacarose (soluto/soluto) foram preparadas com ou sem
a adi¢do de 0,6% de estabilizadores (gelatina, gomas guar, locusta, carragena e xantana). Estes

estabilizadores s@o comumente adicionados em sorvetes para o controle do crescimento de cristais |
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de gelo durante a solidificagdo e estocagem, especialmente a temperaturas de transporte abusivas,
e para conceder maciez em sua consisténcia. Os polissacarideos nio apresentaram influéncia
significante nas propriedades térmicas das solugdes de sacarose ou misturas de sorvetes,
determinados por Differential Scanning Calorimeter (DSC), contudo, tais substancias promoveram
um efeito protetor no crescimento de cristais de gelo durante a fabricagdo e estocagem a
temperaturas flutuantes. O tamanho inicial € a taxa de crescimento dos cristais de gelo foi reduzida
em sorvetes estabilizados. Os estabilizadores promoveram resisténcia & deformagio térmica e
aumentaram a viscosidade acima da Ty’ mas nFo influenciaram significativamente a T’
experimental das solugdes. O controle do crescimento dos cristais de gelo em sorvetes

estabilizados acima desta Ty’, parece ser uma fungdo das propriedades cinéticas do liquido

viscoeldstico concentrado pelo congelamento ao redor dos cristais.

Monsalve-Gonzéles, Barbosa-Canovas e Cavalieri (1993), observaram correlagio
negativa entre a textura de magds e a difusdo de agucares. Estes autores verificaram que a
penetraggo do agucar era acompanhada por um amaciamento. Este foi minimizado pela adigio de
0,03% de cloreto de calcio. Paoletti ¢ Menesatti (1993), estudaram o pré-tratamento com calcio
sobre a textura de magés submetidas a congelamento. Uma solugiio com 70°Brix de sacarose e
0,28% de cloreto de calcio mostrou uma significante redugdo no percentual de compressio nos
frutos.

Torreggiani (1993) verificou que a osmose como pré-tratamento ao congelamento

reduz o colapso estrutural e a perda de exudato durante o descongelamento.
A criopreservagdo consegue manter células por periodos de tempo extremamente longos
sem detectdveis mudancas genéticas ou morfologicas. As células podem sintetizar ou absorver

substdncias naturais em resposta a0 congelamento. Por exemplo, a redugdo do seu ponto de

—



72

congelamento pela produgio de compostos anticongelantes tais como as glicoproteinas em peixes
articos e antarticos, e a trealose ou glicerol encontrados em células fingicas como resposta ao seu
congelamento ou stress osmético. Tais substancias tém sido usadas como crioprotetores para
reduzir o efeito danoso do congelamento e descongelamento. O glicerol reduz a concentragdo de
sais em equilibrio com o gelo a uma temperatura abaixo do congelamento, quer no meio ou na
célula, impedindo assim a ocorréncia de niveis de sal prejudiciais. Polimeros de alto peso
molecular tais como polivinilpirrolidina (PVP) nio sio penetrantes e podem modificar a
permeabilidade das células a ions, evitando assim, o excessivo “stress’ osmotico. Crioprotetores,
geralmente, reduzem o tamanho dos cristais de gelo e alteram ou reduzem o colapso celular
substituindo a auséncia d’agua (Thomas e Smith, 1994).

O efeito de materiais coexistentes com o gelo tais como sacarose (modificadora da
atividade d’agua), cloreto de sodio (formador de estrutura) e uréia (rompedora de estrutura)
foram examinados por Miyawaki, Abe e Yano (1992). A adigdo desses materiais a um nivel de 5%
aumentou substancialmente o tamanho do gelo. A adi¢io de tensoativo (Triton X-100 a 5%),
contudo, inibiu consideravelmente o aumento do tamanho do gelo apos a adigdo de sacarose, etc.,
provavelmente por causa da inibigio da taxa de transferéncia de massa d’agua para a interface
gelo-liquido.

McCurdy et al. (1994), utilizaram dextrana como um estabilizador de produtos lacteos
congelados. Em solugdes aquosas a dextrana .exibe uma remarcével baixa viscosidade. A adigdo de
dextrana em sorvetes sob agitag@o resultou em valores muito mais elevados devido ao resultado
de interagdes entre as dextranas, proteinas do leite e outros estabilizadores. A adi¢do de dextrana
efetivamente aumentou a T, do sorvete, o que indica seu potencial como crioprotetor. A dextrana
também reduziu significativamente a percepgio sensorial de cristais de gelo em amostras de

sorvete submetidas a choque térmico. Isto resultou da habilidade da dextrana em reduzir o



73

crescimento dos cristais de gelo durante a estocagem normal e temperaturas abusivas. Contudo, a
dextrana também pode produzir uma firmeza exagerada e caracteristicas de fusio em sorvetes que
podem influenciar a sua aceitabilidade.

Resende (1995), avaliou a influéncia de hidrocoléides sobre o crescimento de cristais de
gelo em tecidos de melGes congelados com diferentes velocidades. Os tratamentos com sistemas
constituidos de amido gelatinizado e pectina, adicionados de sacarose e ions cilcio, obtiveram
melhores resultados na manutengdo da estrutura celular, menos perda de fliido e melhor textura

do material descongelado. (Resende, 1995, 1997).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Solu¢des-modelo

As solugcdes-modelo contendo arabinose (INLAB), glicose (LABSYNTH), xilose
(DIFCO), piridoxina (MERCK), creatina (MERCK), metionina (MERCK), arginina (MERCK),
lisina (MERCK), e suas respectivas concentragdes e combinagdes empregadas neste estudo estio

indicadas na Tabela.6. Sua natureza quimico-estrutural esta mostrada nas Fig.31 e 32.

3.2 Congelamento das solugdes

Placas de Petri de 2,5cm de didmetro e 1,5cm de altura foram utilizadas para o
congelamento de solugdes em um congelador comercial (Metalfrio, Sio Paulo-Brasil), podendo
este atingir -20+2°C. O resfriamento das amostras foi verificado através de termopares Cu-
Constatam (Digitron Instrumentation, Inglaterra) acoplados a um registrador de temperatura
(SP25K Dataprinter, Inglaterra), sendo um dos termopares colocado em contato com a amostra e

o outro no ambiente do congelador. O experimento foi conduzido em triplicata.



TABELA 6. Substancias empregadas nas solugfes submetidas a congelamento.

Substincias

Concentracies (%)*

D-Arabinose
D-Glicose
D-Xilose

Arabinose + Xilose
2 1
1 : 2

Arabinose + Xilose + Glicose
2 : 2 1

Cloridrato de piridoxina
(C:H,:CINO;)

Creatina monohidratada
(C4HsN30..H;0)

DL-Metionina
(CH;SCH,CH,CH(NH;)COOH)

L(+)Arginina
(CHiNO))

L(+)Monocloridrato de lisina
(CeHysCIN;0,)

5 10 15 20 30
5 10 15 20 30
5 10 15 20 30

10 15 20
10 15 20
10 15 20

I 515

1 3 35

1 3 5

1 3 5

1 3 5

* g substancia/100g d’agua
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FIGD?RA 31. Cristais puros de arabinose (A) e xilose (B).
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FIGI:JRA 31, Cont. Cristais puros de glicose, circundados por estruturas um pouco amorfas.
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FIGURA 3 1, Cont. Cristais puros de piridoxina (Vitamina Bg). |
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FIGIEJRA 31, Cont. Cristais puros de creatina (E) e metionina (F). 2 Smm
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FIGURA 31, Cont. Cristais puros de arginina (G) ¢ lisina (H). |
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FIGURA 32. Natureza quimico-estrutural das substincias utilizadas nas solugdes-modelo que

foram submetidas a congelamento. (A) arabinose, (B) xilose, (C) glicose, (D)
piridoxina, (E) creatina.
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Methionine
Met
M

Mol wt 149

Arginine
Arg
R

Mol wt 174

H,N—(HZ—NH—CH,—CHz—Cﬂz

NH,

-

0.5 nm

Lysine
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Mol wt 146
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FIGURA 32, Cont. Natureza quimico-estrutural das substancias utilizadas nas solugdes-modelo
| que foram submetidas a congelamento. (F) metionina, (G) arginina e (H) lisina.
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3.3 Registro microscopico

As amostras submetidas ao congelamento lento (ar estitico) foram observadas ao
Microscépio Otico de Contraste de Fase (Nikon optiphot phase contrast 1.25, Japdo), munido de
um sistema de cimera automética (Nikon FX-35A, Japio), e um filtro de polarizagio. As fotos
foram produzidas, em sua maioria, com uma magnificagio de 4x e copiadas no tamanho de
10x15¢m.

O microscopio de contraste de fases € essencialmente um dispositivo que permite
acentuar pequenas diferengas do indice de refragdo e espessura por ventura existentes entre varios
componentes celulares ou tissulares, possibilitando o estudo de materiais ndo corados. Ele possui
uma série de dispositivos que permitem transformar as diferengas de fase em diferencas de
amplitude ou intensidade para melhor visualizagdo do objeto em estudo. O polarizador orienta as
ondas luminosas para um s6 plano. Quando o objeto sob observagiio é atravessado pela luz
polarizada, com um mesmo indice de refragdo -nfio importando qual a diregdo da polarizagio da
mesma- diz-se que ele € isotropo ou isotropico. Quando o objeto apresenta uma velocidade de
propagacdo de luz ndo polarizada considerando a diregao do plano incidente, diz-se que ele é

anisotropo, anisotrépico ou birrefrigente (Begak e Paulete, 1976).
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3.4 Anilise e interpreta¢io morfologico-estrutural

A anilise e interpretagio morfoldgica e estrutual foi baseada em dados da literatura e
tentativas de enquadramento espacial, considerando as estruturas de gelo formadas e as

correspondentes as substancias empregadas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cristais de gelo produzidos em dgua pura.

Na Fig.33 tém-se cristais de gelo obtidos pelo congelamento de agua pura. Pode-se
verificar a formagdo de cristais arredondados. Este crescimento é tipico para o congelamento de
agua destilada (Shirai et al., 1985b, Griffith et al., 1992). Estes apresentaram um raio superficial
(crescimento a0 longo do eixo a, paralelo ao plano da foto) bem maior do que o correspondente
a0 longo do eixo ¢, perpendicular ao plano da foto. Podem notar-se deformagdes decorrentes de
possiveis perturbagbes de natureza energética, advindas segundo Muhr (1986) da dissipacio do
calor latente. Os grandes cristais de gelo obtidos decorrem de uma maior mobilidade -das
moléculas d’gua que ao ndo encontrarem uma maior oposi¢do ao seu deslocamento sob as
condicdes experimentais, conseguiram uma mais ficil migragdo para cada nucleo estabelecido. Na
auséncia de impurezas ou substéncias estranhas tem-se uma nucleagdo homogénea.

Shirai et al. (1985a), calcularam a relagdo dos dois raios indicados acima em cristais de gelo numa
ampla faixa de subresfriamentos. A razio média em 42 cristais foi de 0,141. Uma morfologia
esférica pode ser criticada no campo da velocidade de crescimento anisotropico, considerando que

a anisotropia negligencia a questio da estabilidade que a esfera produz.
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FIGURA 33. Formacdo de cristais de gelo em 4gua pura. (AT=20°C).
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4.2 Efeito de agicares sobre a estruturaciio e morfologia dos cristais de gelo.

A presenga de agucares (arabinose, xilose e glicose) ao nivel de 5% (Fig. 34A, 35A e
36A) provocaram a estruturagdo da dgua na forma hexagonal. Reconhecidamente os aglicares que
ciclizam como hexoses formam estruturas hexagonais em sistemas do tipo estudado. A morfologia
dos cristais de gelo pareceu depender da estabilidade da conformagdo que estes assumiram em
cada tratamento. A glicose sendo uma hexose ¢ tendo cinco carbonos ligados com uma hidroxila,
permitiu cinco ligagdes com o gelo conferindo a este uma maior estabilidade conformacional -
hexagonal (Fig.36A, 36B e 37). A xilose sendo uma hexose com apenas quatro de seus carbonos
ligados com hidroxilas pode ainda promover esta estabilidade (Fig.35A e 38). Ja a arabinose,
tendo também quatro carbonos ligados a hidroxilas, mas ciclizando como pentose, apresentou uma
estrutura um pouco menos definida(Fig.34A e Fig. 39).

Agucares sdo compostos contendo um grupo caboxila (COOH) e muitos grupos hidroxila
podendo, devido a isto, ligar-se facilmente & 4gua. As moléculas de polissacarideos unem-se umas
as outras por diversos tipos de ligacdes glicosidicas (ex., B-1,3 no caso da glicose) e & grade do
gelo por pontes de hidrogénio. As substéncias hidrofilicas interagem fortemente com a 4gua por
mecanismos do tipo ion-dipolo ou dipolo-dipolo causando mudangas na estrutura e mobilidade da
agua ¢ mudangas na estrutura e reatividade das substancias hidrofilicas.

O observado -notadamente nas amostras de arabinose e xilose- deu-se em baixas
concentragdes do soluto, onde suas moléculas se encontravam presumivelmente mais dispersas e
em consequéncia com mais terminais disponiveis. A uma concentragio de 5%, isto foi mais
evidente em ambos tratamentos.

O efeito do aumento da concentragiio do soluto (araﬁinose, 15-30%,; xilose, 10-30%) é

mostrado nas Figs 34B, 34D, 34E, 35B, 35C, 35D e 35E. Estes resultados mostram uma
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estruturagiio e morfologia totalmente diversa a apresentada para as amostras contendo 5% de
soluto. Uma estrutura do tipo que designaremos como arbérea, caracteriza tal efeito. Moléculas
d’agua parecem ser fisicamente impedidas de migrarem até determinados nicleos para formarem
cristais de agua e se fixam ao longo das moléculas do soluto; Uma propor¢do considerdvel das
moléculas d’agua, todavia, preencheu os espagos intersticiais ‘da estrutura arborea, constituidos
essencialmente de agua pura acomodada coplanarmente. Ratificando o fato das moléculas d’agua
assumirem nos cristais de gelo a morfologia do aguicar, demonstrou-se tal efeito no tratamento
correspondente s solugdes contendo 10% de arabinose (Fig.34B), onde pode notar-se a
formagdo de cristais longos e alargados com grande semelhanca aos observados para o agicar
cristalino em questdo (Fig. 34B). Considerando-se ainda o efeito da concentragéio dos agticares na
estrutura arborea, foi observada uma sobreposiciio das ramificagdes em solugdes de xilose nos
niveis de 15 e 30% (Fig.35C e 35E). As moléculas d’agua ndo encontrando sitios de ligagio nos
solutos coplanares, ligam-se a estes em camadas adjacentes ocasionando sua sobreposigio. A
possibilidade de uma interagéo a distancias variaveis das pontes de hidrogénio responsaveis pela
consolidagdo de tais estruturas, nio pode deixar de ser enfatizada neste caso.

A estrutura arborea sd foi obtida nas amostras contendo glicose, quando a concentrago
desta nas solugGes estudadas atingiu 30% (Fig.36E). Observando os tratamentos contendo glicose
nos niveis compreendidos entre 5 e 20% (Fig. 36A, 36B, 36C e 36D), percebe-se uma crescente
desestruturagio dos cristais de gelo, com uma morfologia altamente ordenada a 5%, forma
hexagonal, (Fig.36A) e formas em processo de reestruturagdo a 15 ¢ 20% (Fig.36C e 36D).
Presume-se que entre os niveis de 20 e 30% (Fig.36D ¢ 36E) tem-se um novo e radical
arranjamento das moléculas d’agua diante das pertencentes a glicose, culminando com a

conformagéo arborea muito bem definida no tratamento de 30%.
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FIGURA 34. Formagao de cristais de gelo em solugdo aquosa contendo arabinose (5%).
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‘ 2,5mm
FIGURA 34, Cont. Cristais de gelo em solugdes aquosas conténdo arabinose 10% (B) e 15% (C).
Seta aponta cristal de arabinose. !
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‘ 2,5mm
FIGURA 34. Cont. Estruturagéo de cristais de gelo em solugdes aquosas contendo arabinose 20%
(D) e 30% (E). Seta aponta o centro dos eixos radiais.



FIGURA 35. Formag8o de cristais de gelo em solugdo aquosa

cl:ontendo xilose (5%).
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| 2,5mm
FIGURA 35. Cont. Morfologia de cristais de gelo em solugdes aquosas contendo xilose 10% (B)

e 15% (C). Tem-se formagdes alternadas no primeiro caso e sobrepostas no segundo.
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FIGURA 35. Cont. Morfologia de cristais de gelo em solugés aquosas contendo xilose 20% ®»
' e 30% (E).
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FIGUI}A 36. Formagao de cristais de gelo em solugio aquosa coxflttendo glicose (5%).
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2.5mm
FIGURA 36, Cont. Arranjos morfologicos de cristais de gelo em solugdes aquosas contendo
glicose 10% (B) e 15% (C). Note-se a deformagio do padrio assumido nas
concentragdes de 5 e 10%.
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FIGURA 36. Cont. Estruturagéo de cristais de gelo em solugde
(D) € 30% (E).

2.5mm
s aquosas contendo glicose 20%
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FIGURA 37. Ligagdes da glicose com a grade do gelo. Molécula de glicose entre duas camadas
d’4gua adjacentes (a). Conformac¢do da superficie do gelo hexagonal ligado a
moléculas de glicose (b). --—, ligagdes com o gelo na camada adjacente. Adaptado
dos modelos para scyllo-inositol e B-1,3-poliglicano, respectivamente, concebidos
por Warner (1962). (Citado por Warner, 1981).
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FIGURA 38. Adaptagao do modelo para B-1,3-poliglucano de Warner (1962) para
moléculas de xilose. ----, ligagdes com o gelo na camada adjacente.
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FIGURA 39. Adaptagio do modelo para B-1,3-poliglucano de Warner (1962) para
moléculas de arabinose. ----, ligagdes com o gelo na camada adjacente.
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Nas Fig.40, 41 e 42 sdo apresentadas, nesta ordem, estruturas arboreas decorrentes das
seguintes combinacdes: arabinose, 2: xilose, 1; arabinose, 1: xilose, 2 e arabinose, 2: xilose, 2:
glicose, 1. E notavel a incidéncia de cristais mais alargados e retos compondo as ramifica¢Ges das
estruturas de gelo que resultaram da combinacdo arabinose, 2: xilose, 1. Na Fig41A, que
corresponde a 15% da combinag#o arabinose, 1: xilose, 2 pode observar-se ainda a existéncia de
cristais de 4gua pura em processo de estruturagdo arbérea. O eixo central da configuragio ja
aparece constituido sem contar todavia com as ramificagdes. O observado parece ser devido a um
efeito de concentragéo ¢ mobilidade molecular, cujos mecanismos devem merecer estudos mais
aprofundados.

A combinagdo de trés solutos: arabinese, 2: xilose, 2: glicose, 1 (Fig.42) mostra o
resultado de uma estrutura intermediaria, produto da competicio dos agucares pela estruturagio
das moléculas do gelo, as quais tendem a assumir uma configuragio semi-retangular, gragas a
possivel predominancia quimica da glicose frente aos demais agiicares.

‘Na Fig.43 ¢ mostrado um micleo de formagdes arbéreas resultante da estruturagio de
cristais de gelo em solugdes de glicose 30%. As Fig.44A e 44B mostram a estruturagdo de cristais
de gelo em solugSes compostas 20% contendo arabinose e xilose, em detalhe. Neste caso s3o
facilmente visiveis as intersecGes das ramificagdes com o eixo principal da estrutura arborea
(Fig-44A) e a sobreposi¢iio destas estruturas (Fig.44B).

Substancias cristalinas, como os agiicares, foram nucleantes muito efetivos e a uma maior
concentragéo passaram a estruturar o gelo de modo a reduzir a energia livre do sistema.

De uma forma geral, a nucleagio dos cristais de gelo se deu possivelmente de forma
heterogénea, em virtude da presenca de particulas solidas na solugio. Comumente essas particulas
solidas sﬁ’p substéncias insoliveis em agua e seu tamanho, topografia e caracteristica molecular

determinam o carater da formagio de gelo (Hallet, 1968, Quervain, 1975 e Rey, 1975).
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FIGURA 40. Morfologia de cristais de gelo obtida em solugio aquosa composta, 10% (arabinose,
2 : xilose, 1). ‘
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FIGURKA 41. Estruturagdo de cristais de gelo em solugdes aquosa# compostas 15% (A) e 20% (B)
| (arabinose, 1 : xilose, 2).
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FIGUR&A 42. Formagao de cristais de gelo em solucdo aquosa%
xilose, 2 : glicose, 1). ‘
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FIGURA 42, Cont. Estruturaggo de cristais de gelo em solugdes aquosas compostas, 15% (B) e
20% (C) (arabinose, 2 : xilose, 2 : glicose, 1).
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FIGURA 44, Estruturagio de cristais de gelo em solugdo composta, 20% (arabinose, 2 : xxlose 1)

(A) e solug@o de arabinose 20% (B). : ‘
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Anderson, citado por Fennema, Powrie e Marth (1973), sugeriu que o nucleante e a zona
adjacente das moléculas d’agua parcialmente ordenadas podem facilitar a nucleagiio
tridimensional. Nucleantes de reconhecida efetividade possuem a maioria ~‘das seguintes
propriedades: baixa solubilidade na agua; arranjo molecular cristalino similar ao éelo -caso dos
nucleantes inorganicos; habilidade para liga¢des de hidrogénip; relevante em nucleantes organicos;
tamanho das moléculas d’agua requeridas para o raio critico, a serem acomodadas nas superficies
concavas, planas ou ainda convexas (Fig.45). Os ac;ﬁéares cristalinos tém superficies planas.
Tipson, (1956) - citado por Fennema Powrie e Marth, (1973) sugeriu que um soluto ndio
cristalizante pode: ser adsorvido na superficie do cristal, interferindo com a adi¢io ordenada de
moléculas d’agua; aumentar a viscosidade (decrescendo a mobilidade das moléculas ja
cristalizadas), formar compostos com a agua ou acentuar a solubilidade do soluto presente no

meio.

T

FIGURA 45. Formagdo do gelo em substratos de diferentes geometrias. a) substrato plano
‘ (Volmer, 1939), b) substrato esférico (Fletcher, 1958), c) substrato cdnico
t (Mahata e Alofs, 1975), d) depressdes conicas (Wylie, 1953, Fletcher, 1969),
¢) depressdo conica com fundo achatado (Turnbull, 1950). (Autores citados
por Muhr ¢ Blanshard, 1986).
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4.3 Influéncia da piridexina (Vitamina B ) e creatina (dcido o-metil-guanidoacético) sobre
a estruturacio dos cristais de gelo.

A Fig.46A mostra a configuragiio estrutural de cristais de gelo obtidos a partir de
soluges aquosas contendo piridoxina 1%. Pode-se verificar o resultado da distribuigio de soluto
na grade de gelo de uma forma desordenada fazendo supor que as moléculas da vitamina se
ligaram de forma caética com as moléculas d’agua (Fig.47).

O aumento das concentragdes de piridoxina para os niveis de 5 ¢ 15% (Fig.46B, e
Fig.46C), provocou um arranjamento ou conglomerado circular de cristais de gelo e piridoxina.
Cada molécula d’dgua passou a ligar-se com até duas moléculas de piridoxina (Fig.48). Durante o
congelamento da solugdo, a fase ndo congelada muda significativamente em propriedades fisico-
quimicas, tensdo superficial e interfacial. Além disto, a estrutura da agua e interagdes soluto-agua
podem ser drasticamente alteradas e as macromoléculas serem forgadas a unirem-se em interagGes
mais provaveis.

Em alguns casos, encontra-se que a distribui¢io e orientagdo dos sitios ligantes de
hidrogénio dos solutos sdo geométricamente incompativeis com os encontrados na dgua normal.
Assim, essas classes de solutos frequentemente tém influéncias desestruturantes em meios
aquosos. A uréia € um bom exemplo de um pequeno soluto ligante de hidrogénio que por razdes
geométricas: tem um efeito marcadamente destrutivo na estrutura normal da 4gua. Por razdo
similar, para muitos solutos ligantes de hidrogénio pode-se esperar este comportamento em
posterior congelamento das solugdes. As ligagdes de hidrogénio agua-dgua destruidas podem ser
substituidas por ligagdes de hidrogénio agua-soluto. Pontes de hidrogénio da agua podem

acontecer com varios grupos potencialmente elegiveis (hidroxil, amina, carbonil, amida ou imina).
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FIGUR.EA 46. Configuragdo estrutural de cristais de gelo em solugio aquosa de piridoxina 1%.
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FIGUM 46, Cont. Arranjos estruturais de cristais de gelo em soldc;c')es aquosas de p
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(B) e 15% (C).

iridoxina 5%
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FIGURA 47 Modelo proposto para ligagdes na grade do gelo contendo baixa concentragdo
de piridoxina (1%).
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FIGURA 4%. Modelo proposto para ligag6es na grade do gelo contendo piridoxina as
concentragdes de 5 e 15%.
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Uma ou mais moléculas d’agua podem formar uma ponte entre dois sitios em uma
simples macromolécula ou entre duas macromoléculas.

Ha poucos estudos tentando elucidar a influéncia de compostos vitaminicos sobre o
crescimento de cristais de gelo.

As Fig.49A, 49B e 49C apresentam arranjos estruturais de cristais de gelo em solugGes
aquosas qontendo creatina aos niveis 1, 3 e 5%, respectivamente. Esta estrutura¢gdo mostra a
formagéo de cristais orientados a partir de nucleos bem definidos. Neste caso tem-se a incidéncia
de filamentos mais finos do que os observados para as amostras de piridoxina. Interessante notar
ainda que estes filamentos tendem a apresentar um certo grau de arborizagio em suas
extremidades. Esta caracteristica pode constituir a solugdo técnica vidvel que se procura para
reduzir danos celulares por cristais de gelo durante o congelamento, basta comprovar se este tipo
de configuracio também apresenta um grau de flexibilidade capaz de reduzir o dano celular fisico-

mecénico do tipo promovido pelas configuragdes cristalinas mais comuns.

4.4 Estruturacao do gelo na presenca de aminoacidos.

Na Fig.50A, mostra-se o arranjamento estrutural do gelo sob a influéncia de metionina a
1%. Finas agulhas de metionina ddo configura¢do aos cristais de gelo. Nas Fig.50B e 50C em
niveis de 3 e 5%, respectivamente, as configura¢des angulosas parecem mais dispersas a partir dos
arranjos e se difundem sobre a superficie do gelo. Isto deve-se ao fato de que a metionina é um
aminoécido-' hidrofébico e ndo se liga diretamente com a dgua. A propdsito deste fato, lembramos

que os grupos hidrofobicos das substdncias adicionadas interagem fracamente com a agua
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adjacente preferindo um ambiente ndo aquoso. A agua adjacente aos grupos hidrofobicos assume
um maior grau de estruturagido do que o observado na agua pura, resultado de uma mudanca
termodindmica nio favoravel com o decréscimo da entropia. Para minimizar esta ocorréncia
termodindmica desfavoravel, os grupos hidrofobicos tendem a agregar-se para minimizar seu
contato com a agua, num processo chamado interacio hidrofébica. As interagGes hidrofébicas
tém, relativamente, pouco direcionamento comparadas com as pontes de hidrogénio, mas
produzem ium sistema de alta estabilidade. De acordo com Lehninger (1970), muitos componentes
celulares -em particular as proteinas, os acidos nucleicos e os lipideos polares- sdo anfipaticos e
tendem a formar estruturas nas quais as partes hidrofobicas ndo polares sdo escondidas da agua.

Os cristais de gelo formados em solugdo aquosa contendo 1% de arginina (Fig.51A)
apresentaram uma configuragco hexagonal. A arginina é um aminoacido carregado positivamente
e por esta razio interage com a agua em uma conformagdo estavel. Na concentragio de 3%
(Fig.51B) (labserva-se a formagdo de grandes cristais com algumas distor¢des. Isto pode ter sido
ocasionado; por um retardamento do processo de congelamento devido a natureza do soluto com
uma maior migragdo das moléculas d’agua para um menor nimero de niicleos formados. A
presenca de arginina proxima a interface do gelo pode também ser observada.

A Fig.51C mostra a presenga de grandes e pequenos cristais de gelo. Isto possivelmente
foi devido ao contrabalanceamento do congelamento tardio, que favoreceu a migragio das
moléculas d’agua, ¢ um aumento na concentragdo (5%), dificultando esta mesma migragdo.
Verifica-se uma quantidade maior de arginina em cada cristal de gelo.

A arginina e o acido aspartico sio encontrados nos terminais amino e carboxilico,
respectivamente, da maior proteina anticongelante de winter flounder que é uma simples a-hélice
com carater v!anﬁlico tendo, ao longo de uma face da hélice, residuos de aminoacidos hidrofilicos

sendo potenciais sitios para ligacGes de hidrogénio com o atomo de oxigénio na grade do gelo.
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2.5mm
FIGURA 49. Cont. Arranjos estruturais de cristais de gelo em solugdes aquosas de creatina 3%
(B) e 5% (C).
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FIGURA 50. Arranjos estruturais de cristais de gelo em solugfio aquosa contendo metionina 1%.
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FIGURA

metionina 3% (B) e 5% (C).
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FIGURT 51. Cristais de gelo em solug&o aquosa contendo arginina 1%.
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FIGURA 51. Cont. Estruturas cristalinas em solugdes aquosas contendo arginina 3% (B) e 5%
(C). 7



123

Esses aminoacidos quando carregados sdo idealmente localizados para estabilizar a
conformacdo a-hélice destas proteinas por meio de interagdes dipolares. Uma intera¢io entre o
dipolo da hélice da AFP com os dipolos de moléculas individuais d’agua em um cristal de gelo foi
proposta para explicar a orientagdio preferencial das helices de AFPs paralelamente ao eixo ¢ de
um cristal de gelo (Yang et al., 1988).

Fig.52A mostra a formagdo de cristais de gelo, em solugdio contendo 1% de lisina, um
pouco disformes mas em alguns casos com tendéncia a arredondar. Os cristais apresentaram-se
maiores do que os formados na presenca de arginina. Isto deve-se, possivelmente ao fato da lisina
apresentar um peso molecular mais baixo do que esta, dificultando menos a migragdo das
moléculas d’agua. A lisina ¢ também um aminoacido carregado positivamente e interage com as
moléculas d’agua estruturando o gelo. Fig.52B mostra a formagio de cristais de gelo hexagonais
bem definidos, na presenca de 3% de lisina. A presenga de poucos cristais de lisina adsorvidos na
superﬁ?ie dos cristais de gelo, pode indicar uma concentragdo onde foi atingido o equilibrio entre
0s siﬁc;s ligantes da agua e do soluto. Em uma concentra¢o mais elevada deste aminoacido - 5%
(Fig.52C), o equilibrio foi rompido e formaram-se cristais mais alongados para reduzir a energia
livre do sistema.

As substincias devem ser cristalinas para serem efetivas como nucleantes. Como
consequéncia, muitas substdncias potencialmente nucleantes que sdo constituintes comuns da
matéria biologica (colesterol, aminoacidos, proteinas) nio funcionam bem como nucleantes
efetivos em seus estados nativos (Fukuta e Mason, 1963 citados por Fennema, Powrie e Marth,

1973).
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‘ ‘ 2.5mm
FIGURA 52. Cristais de gelo em solugfio aquosa contendo lisina 1%.
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FIGURA 52, Cont. Estruturas cristalinas de gelo em solugdes aquosas contendo lisina 3% (B) e
5% (C).



5 CONCLUSOES

A conformagdo estrutural de certas substédncias que possuem sitios ligantes, bem como a
sua concentragdo e possiveis combinagbes em solugbes aquosas, influenciam definitivamente a
estruturagdo e morfologia de cristais de gelo.

Os agucares ligam-se fortemente as moléculas d’agua obedecendo uma estreita relagéo
com sua natureza quimica, estabelecendo configuragdes hexagonais ou arboreas.

Substéancias hidrofilicas como a piridoxina podem ligar-se cadticamente com as moléculas

d’agua ou arranjar-se em conglomerados circulares.

A existéncia de fendmenos hidrofobicos provoca a formagdo de estruturas filamentosas,
adsorvidas na superficie do gelo.

Aminoacidos carregados positivamente como a arginina e a lisina podem também
estruturar cristais de gelo na forma hexagonal. O efeito da concentragdo € mais ou menos efetivo

dependendo do aminoacido presente.



6 POSSIVEIS APLICACOES DECORRENTES DESTE TRABALHO

1. Os resultados obtidos possibilitam a amplificagdo do uso de substancias crioprotetoras
para prevenir o dano celular.

2. A estruturagio e morf'ologia dos cristais de gelo obtidos permitem visualizar methor
seu potencial de agdo junto a parede celular, levando em conta sua interface e configuragio

geométrica. .
:

3. Algumas das novas estruturagdes encontradas possibilitam a redugdo potencial do
dano celular.

4. Os resultados obtidos contribuem com novas possibilidades para a predi¢do do dano
celular em frutos congelados, notadamente por estabelecer a possibilidade do dano fisico-

mecénico a partir da estrutura observada nos cristais de gelo construidos.
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