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constituidos de amido gelatinizado (5%) com e sem a adigdo de sacarose (15%)
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RESUMO

RESENDE, Jaime Vilela de. Reducio de danos de congelamento em frutos de melfio
(Cocumes melo L. Inodorus) utilizando substincias crioprotetoras de concentracdes e
origens diversas. Lavras: UFLA, 1995. 136p. (Dissertagdo - Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos)*.

A adicio de sistemas de hidrocoloides constituidos de pectina (1%),
carboximetilcelulose (CMC) (0,5%) e amiﬁo gelatinizado (5%) adicionados ou n#o de sacarose
(15%) e nitrato de calcio (0,5%) foram testados com o objetivo de se avaliar a influéncia destes
sobre o crescimento de cristais de gelo no interior da microestrutura celular de meldes congelados,
com diferentes velocidades de resfriamento. A ocorréncia de uma possivel interagdo destes
sistemas com componentes da parede celular, e, as consequéncias destes efeitos sobre as
propriedades texturométricas e microestruturais dos frutos descongelados também foram
avaliados.

Foram avaliados pardmetros fisico-quimicos para se estabelecer a extens#o dos danos

celulares tais como a fragdo de agua ndo congelada, taxa de cristalizagdo, sélidos soluveis totais,

perda de fluido por exsudag#io, capacidade de retengo de agua apos o descongelamento. As

* Onentador: Prof. Dr. José Cal-Vidal. Membros da banca: Prof. Dr.Prabir Kumar Chandra e Prof.
Dr* Lisete Chamma Davide.
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rupturas do tecido causadas pelo crescimento de cristais de gelo foram wvisualizadas por
fotomicrografias obtidas por microscopia otica e as disposi¢cdes dos sistemas de hidrocoldides
junto a parede celular puderam ser analisadas por microscopia eletronica de varredura do material
congelado e liofilizado.

Os tratamentos com sistem as constituidos de amido gelatinizado e pectina, adicionados
de sacarose e ions cdlcio foram os que apresentaram melhores resultados na manutengdo da
estrutura, menor perda de fluido e melhor textura do material descongelado. Os tratamentos com
célcio, foram os principais responsaveis pela manutengdo da firmeza dos frutos. Sistemas
constituidos de CMC apresentaram uma grande capacidade de retengio de agua apds o
descongelamento mas mostraram-se ineficientes quanto a manutengo da microestrutura celular e
textura.

Os pardmetros fisico-quimicos e anAlises microscopica da estrutura celular, permitiram
estabelecer alguns efeitos interativos entre sistemas de hidrocol6ides e parede celular responsaveis
pela obtengdo de estruturas menos danificadas. Estudos histologicos por microscopia Otica
permitiram verificar os efeitos das interagdes sobre o aumento da resisténcia da parede ao
rompimento celular causado por cristais de gelo, e, a influéncia da velocidade de congelamenio
sobre os aspectos microestruturais do tecido. A mobilidade da 4gua necessana ao crescimento dos
cristais de gelo em sistemas de hidrocoléides foi discutida em termos da fragdio de 4gua ndo

congelada.



SUMMARY

REDUCING FRUIT DAMAGE DURING FREEZING OF MELON (Cocumes melo L. Inodorus)

USING CRYOPROTECTANTS FROM DIFFERENT SOURCES

Fruits submitted to the freezing process normally suffer mechanical damage as a result
of the action of ice crystals on their cellular walls. In this research the addition of hydrocolloid
systems made up of pectin (1%), Carboxymethilcellulose (CMC) (0.5%) and gelatinized starch
(5%) added to sucrose (15%) and calcium salts (0.5%) was tested to evaluate the influence of these
compounds on the growth rate of ice crystals inside the cells of frozen melons, under several
cooling rates. A possible interaction of these compounds with cell wall components and the
consequences of such effects on the textural and microstructural properties of the thawed fruits
were also considered.

Physicochemical parameters were evaluated to establish the extension of cellular
damage. Some of these indices were: unfrozen water fraction, crystallization rates, soluble solids
content, loss of cellular fluid by exudation, and water holding capacity after thawing. Tissue

disruption due to ice crystal growth was determined through optical microscopy and the physical
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distribution of gels on the cell walls was examined by Scanning Electron Microscopy on frozen
and freeze-dried materials.

Starch and pectin systems, with the addtion of sucrose and calcium ions presented the
best results as structure builders, best texture promoters and the highest cell water retention.
Calcium treatments were responsible for the firmness found in fruits after freezing. Hydrocolloid
systems made up of CMC presented samples with a high water retention capacity after freezing,
but seemed to be ineffective in keeping the cellular microstructure and texture.

Physicochemical parameters and microscopic analyses of cellular structure, permitted to
establish some interactive effects between hydrocolloid systems and the cell wall responsible for
less damaged fruit structures. In addition, histological studies by optical microscopy permitted the
verification of a possible increase on the wall resistance to ice crystal damage, and, the influence
of cooling rates on the maintenance of cellular microstructure. The water mobility required for the

ice crystal growth in the hydrocolloid systems was discussed in terms of unfrozen water fraction.



1 INTRODUGAO

Frutos e hortalicas se deterioram rapidamente quando armazenados & temperatura
ambiente. Além disto, a produgfio é sazonal em muitas partes do mundo. Logo, é necessério que se
desenvolvam métodos de preservagfio essenciais que prolonguem este perfodo de armazenamento.
O ideal ¢ que sua estrutura original ¢ composi¢fio quimica sejam mantidas intactas, tais quais as
encontradas no momento da colheita.

O congelamento tem sido um método eficaz no armazenamento de frutos e hortaligas,
diminuindo os efeitos de deterioragfio quando o alimento é exposto a altas temperaturas. Tal
deterioragfio ¢ devida principalmente a reag8es quimicas, a a¢Bes enziméticas ou a processos de
degradacio biolégica como por exemplo os oriundos da agfio de microorganismos. O
congelamento embora eficiente produz efeitos prejudiciais que dependem da velocidade e do meio
congelante.

O congelamento e descongelamento em células e tecidos vegetais promovem certos
prejuizos 4 estrutura e as fingdes celulares. Uma das formas de prejuizo mais frequentemente

encontrada se relaciona com as mudangas de permeabilidade das membranas manifestadas pela



perda de turgor, perda de fluido e a incapacidade das células para mudarem de volume sob a agfio
de solugdes hiper e hipot6nicas.

A formagfio de cristais de gelo em tecidos vegetais pode levar a danos irreversfveis da
parede celular, lamela média e protoplastos. Com tais danos estruturais, as propriedades
texturométricas podem ser muito inferiores aquelas do tecido original.

Segundo Fennema, Powrie e Marth (1973), o desenvolvimento de cristais de gelo |
extracelulares pode cansar separacéio celular na regifio da lamela média, ruptura da parede celular,
e contragfio celular do material congelado (shrinkage).

Viérios estudos (Luyet, 1968; Fennema, Powrie.e Marth, 1973; Ahmed, Mirza e
Arreola, 1991) tém mostrado que a extenséio do dano texturométrico estd relacionada com o gran
de rompimento do tecido. O tipo e extenstio do criodano no tecido ¢ dependente da localizagéio e
tamanho do cristal de gelo, e, isto ¢ governado pela velocidade de congelamento e condig8es de
armazenamento.

Quando o tecido é congelado lentamente, os cristais de gelo estfio localizados
predominantemente nas regides extracelulares (Fennema, Powrie e Marth, 1973; Bomben e
King,1982). Espagos intercelulares sfio provavelmente os locais onde a cristalizacio do gelo é
primeiramente iniciada. Estes espagos contm indubitavelmente vapor d'agua que condensa nas
paredes celulares como pequenas goticulas e subsequentemente se convertem em cristais de gelo &
temperatura de congelamento. A formagéio de gelo extracelular cria um gradiente de pressfio de
vapor e energia livre fazendo com que a dgua intracelular se mova através da parede celular e
contribua para o crescimento de gelo extracelular.

No congelamento répido, néo hd tempo suficiente para que ocorra a mobilidade da 4gua

necesséria para o crescimento de grandes cristais de gelo. O que ocorre, ¢ a formagtio de pequenos



cristais infracelulares, amenizando desta forma os danos quando comparados aqueles causados
pelo congelamento lento. Isto pode provocar a morte de células vivas, mas tal situagéio é preferida
para a manutencgfio da qualidade organoléptica do alimento.

Diversos trabalhos ( Cox e McMasters, 1941; Brown, 1967; Sterling, 1968; Fuster,
Prestamo e Spinosa, 1982a; Fuster, Prestamo, e Canet, 1982b; Main, Morris, ¢ Wehunt, 1986;
Garrote e Bertone, 1989) tém sido desenvolvidos com a finalidade de evitar ou diminuir tais
criodanos prejudiciais 4 qualidade texturométrica e microestrutural do alimento descongelado.
Estes trabalhos incluem, congelamento répido, uso de substéncias crioprotetoras, desidratacfio
osmoética, armazenamento a baixa temperatura e descongelamento répido.

Denomina-se substfncias crioprotetoras, aquelas capazes de reduzirem os danos
celulares provocados por efeitos fisicos e mecénicos devido ao crescimento de cristais de gelo
durante o processo de congelamento.

Pesquisas tém sido feitas com substéncias crioprotetoras em células vivas, porém,
existe pouca informagfo disponivel sobre substincias quimicas que efetivamente protegem a
qualidade texturométrica de alimentos, e, em particular de frutos e hortaligas, durante o
congelamento, armazenamento e descongelamento. O pouco uso de crioprotetores em frutos e
hortaligas é devido a uma série de fatores, entre eles podemos destacar o fato de que muitos frutos
e hortaligas podem ser congelados satisfatoriamente na auséncia de crioprotetores e a toxidez da

substéncia crioprotetora.



Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivos:

- selecionar algumas substéncias crioprotetoras na tentativa de evitar ou diminuir danos
causados pelo congelamento & microestrutura de frutos tropicais; e

- avaliar a influéncia da velocidade de congelamento 4 microestrutura apés o pré-

tratamento com substéncias crioprotetoras;



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Danos de congelamento em tecidos vegetais

As mudangas que ocorrem em células vegetais durante o congelamento estfio fortemente
ligadas 4 estrutura celular. Em tecidos fibrosos como por exemplo feixes vasculares e células de
paredes espessas, observa-se que o congelamento tem efeitos menores. Segundo Spies (1980), os
distirbios das propriedades fimcionais de células causadas pelo processo de congelamento
ocorrem especialmente em células finas do parénquima de frutos e podem ser citados a segir:

- coagulagfio do plasma (plasmélise), levando & separagfio do plasma da parede
celular, e a liberagfio irreversivel de 4gua do sistema celular (perda de suco);

- perda da semi-permesbilidade das membranas, resultando, por exemplo em uma
diminni¢éio do turgor celular e perda de importantes propriedades texturométricas, mistura dos
compostos celulares (degradagéio de substéncias essenciais e formagfio de substincias

indesejéveis) e perda de constituintes importantes por lixiviagéo.



- Relaxamento do tecido devido a danos a substéncias tais como a pectina. A extensfio
do dano depende do estado fisiolégico da célula e da velocidade de congelamento. Células jovens
e tecidos com vacilolos pequenos e teor de matéria seca relativamente alto, tais como células
contendo amido ou tecido fibroso, geralmente mostram mudangas menos severas & mesma
velocidade de congelamento que células velhas, com grandes vactiolos e com um baixo teor de
matéria seca (Spies, 1979).

Virios trabalhos foram feitos com o objetivo de determinar os danos microestruturais
de tecidos vegetais, especialmente aqueles responséveis pela qualidade texturométrica de frutos
apés o descongelamento. Estudos histolégicos com esta finalidade foram feitos por Cox e
McMasters (1941) para péssegos, Brown (1967) para feijdes verdes, Sterling (1968) para magcés,
Abmed, Mirza, e Arreola (1991) para cenouras e Marti e Aguilera (1991) para “blueberries” e
“wild blackberries”. As segées microscopicas mostraram alteragdes estruturais que apareceram
ap6s o descongelamento. A perda da firmeza foi atribuida aos danos causados aos tecidos devido
a perda de materiais pécticos pela laméla média, ruptura da parede celular e separagdo das
células. Os tecidos enfraqueceram a medida que sua coesividade foi destruida pelo crescimento
da massa de gelo cristalina nos espagos extracelulares.

A parede celular pode ser considerada como um sistema de trés fases, uma cristalina ou
de componentes fibrilares semi-cristalinos, a celulose; um componente tipicamente amorfo, a
matriz, consistindo de polissacarideos pécticos e uma quantidade significativa de proteinas; e, por
Gltimo, um componente de recheio. Na parede celular priméria este componente ¢ a dgua que pode
ser responsabilizada por mais da metade do peso total da parede (Hall, 1979; Melford e Dey,

1986).



As propriedades mecénicas da parede celular em materiais vegetais refletem as
propriedades mecénicas dos respectivos tecidos. A elasticidade, resisténcia e rigidez dos tecidos
de frutos, por exemplo, sfo atribuidos as propriedades e interagdes dos componentes da parede
celular. A natureza poli-hidroxilica dos principais polimeros da parede refletem que,
provavelmente, uma grande quantidade de pontes de hidrogénio se formarfio na parede celular, o
que ¢ estruturalmente significativo quando um nimero substancial de ligagdes se forma entre duas
macromoléculas. (Brett e Waldron, 1990).

As ligagdes de hidrogénio descritas acima provavelmente sfio intensificadas na
auséncia de 4gua, visto que ligagBes de hidrogénio polissacarideo-dgua competirfio com as
ligagGes polissacarideo-polissacarideo. Portanto, paredes em que o teor de dgua é baixo,
mostrarfio maior resisténcia devido ao aumento de ligagBes de hidrogénio.

LigagBes i6nicas também ocorrem entre dois residuos de acidos galacturénicos
proximos, com ions célcio atuando como pontes idnicas entre os ions galacturonatos carregados
negativamente (Figura 1). Regides de concentragfio de ligagdes, chamadas ‘“egg box”,
provavelmente sfio de comprimento limitado, mas pode ocorrer com frequéncia bastante para
surgir uma estrutura gélica na parede semelhante aquela encontrada na pectina isolada (Hall,
1979; Melford e Dey, 1986; Brett e Waldron, 1990).

No processamento, nfio é possivel fazer generalizagBes sobre o efeito de técmicas
comumente usadas como pré-tratamentos sobre a textura e estrutura da parede celular. Porém, os
processos onde ions Ca’* incluidos para prevenir o amolecimento de frutos podem facilmente ser
relacionados aos efeitos destes tratamentos & estrutura da parede celular. E bem conhecido que
elementos das cadeias de polissacarideos pécticos podem acondicionar-se de forma

intermolecular em associagfo com o calcio para formarem géis. O cdlcio se fixa dentro de
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FIGURA 1 - Regides de concentracfio de ligagbes ibnicas (“egg box”), com ions calcio

atuando como pontes ifnicas entre os residumos galacturonatos carregados
negativamente.
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cavidades entre as cadeias ligando-se a grupos carboxilatos e outros &tomos eletronegativos que
sdo ligantes favordveis. A formagdo de géis de polissacarideos resulta em textura mais firme e
aumento da estabilidade das interligag6es entre os componentes celulose/hemicelulose e o restante
da matriz. (Hall, 1979).

Outros processos que provavelmente influenciam a estrutura da parede celular
principalmente por reagdes na lamela média e consequentemente se relacionam a adesfio celular
envolvem o uso de enzimas capazes de desesterificarem polissacarideos pécticos aumentando os
sitios de ligagBes sendo pré-tratamentos a baixa temperatura usados para aumentar tal
desesterificagfio. O controle do pH e seus efeitos sobre os componentes poligalacturénicos
também tem sido mencionado. As ligagdes de hidrogénio na interface celulose/hemicelulose
podem ser afetados pela transferéncia a um pH écido. (Hall, 1979)

De uma maneira geral, em frutos, a utilizagio de solugdes de aglicares, géis de
polissacarideos, sais de célcio e sédio, e, associagBes e misturas envolvendo estes tem sido os
indicados como substéncias que aumentam a resisténcia da estrutura celular ao congelamento.
Grande parte destes compostos atuam seja interagindo com os componentes da parede celular ou
reduzindo o crescimento de cristais de gelo, mantendo a integridade da microestrutura apds o
descongelamento.

Trabalhos feitos adicionando sais de célcio antes do congelamento com o objetivo de
se obter uma boa textura ap6s o descongelamento foram realizados por Fuster, Prestamo, e Canet
(1982a) tratando morangos. Os morangos foram processados antes do congelamento em solugdes
de vérios col6ides com concentragfio de 0,1 a 0,4%. Os coléides (pectina, alginato e extrato de
agar) em presenca de ag(cares mostraram um melhoramento na textura o mesmo ocorrendo com

solugbes de pequenas concentragBes de sais de célcio. O efeito da adi¢o de sais de célcio na
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manuten¢fio da textura e estrutura celular do tecido de mag#s, morangos e cogumelos congelados
também sdo apresentados por Fuster, Prestamo e Spinosa (1982a) e por Paoletti e Menessatti
(1993) ap6s pré-tratamentos com ions Ca’* (CaCly) anterior ao congelamento de mag8is. Os
resultados demonstraram novamente que a presenca de ions Ca’* melhorara a textura caracteristica

dos frutos quando comparadas as amostras nfio tratadas.

2.2 A desidratagdo osmoética como um tratamento para amenizar os danos de congelamento

A desidratagfio osmoética ¢ uma técnica Gtil para a concentragfio do teor de sé6lidos
solaveis de frutos, realizada colocando o fruto, inteiro ou em pedagos, em solugbes aquosas
hipertonicas. Devido a uma presséio osmética superior da solugfio, surge uma forga motriz para a
remogéo de dgua do fruto.

Isto dé origem a dois escoamentos simulténeos em contra-corrente: - um é o escoamento
de 4gua do fruto para a solugfio, e o outro, ¢ a transferncia ao mesmo tempo do soluto para o
interior do fruto, ambos devido ao gradiente de atividade entre dgua e soluto através da
membrana celular. (Yang e LeMaguer, 1992; Torreggiani, 1993)

A remogdo parcial da 4gua do fruto anterior ao processo de congelamento leva a
concentragfio dos componentes citoplasméticos no interior das células, & redugfio do teor de dgua
livre, a queda do ponto de congelamento e ao aumento do grau de superresfriamento. Todos estes
fatores permitem uma redugdo do calor latente global de congelamento, uma velocidade de
congelamento superior, um aumento do fenémeno de microcristalizagdo devido 4 menor proporgéo

solido/cristal, uma redugfio do peso e volume do fruto congelado, menor perda de fluido com o
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descongelamento e melhor textura e sabor quando o fruto ¢ descongelado (Khan, Eapen e Seneca,
1982; Pinnavaia, Dalla Rosa e Lerici, 1989).

Bastante informago existe acerca dos processos que combinam osmose direta-
congelamento, também chamados “osmo-dehydrofreezing”aplicados a frutos. Geralmente se usam
solugbes de aglicares de altas concentragdes e a influéncia da concentragéio ¢ avaliada levando em
conta a transferéncia de massa e a cinética da secagem e do congelamento/descongelamento e
algumas medidas caracterfsticas de frutos ( tais como textura e retencéio de aroma) antes e apés o
processamento.

O uso de solugbes de aglicares como pré-tratamento antes do processo de congelamento
resulta em uma grande perda de 4gua e num aumento no teor de s6lidos resultantes da desidratacfio
osmoética e a penetragfio dos solutos protege parcialmente os tecidos dos danos de congelamento,

reduzindo a perda por exsudagéio durante o descongelamento (Garrote e Bertone, 1989).

2.3 Efeito da velocidade de congelamento sobre as propriedades mecfinicas e microestruturais

de frutos congelados

A qualidade e quantidade de alimentos congelados s&o ambos influenciados por fatores
relacionados a velocidade de congelamento. Muitas caracteristicas de qualidade de um alimento
congelado sfio influenciadas pelo tamanho do cristal que ¢ uma fing3o da velocidade de
congelamento.

O tamanho e localizagdo dos cristais de gelo formados durente o processo de
congelamento afetam a textura final do fruto descongelado. Em um congelamento rapido, a

velocidade de congelamento ¢ répida o bastante para que a plasmélise ndo ocorra e forme gelo



12

intracelular. Neste tipo de congelamento, a velocidade de crescimento dos cristais de gelo iniciais
¢ isuficiente para manter o equilibrio com a velocidade de resfriamento, assim se produz um
superresfriamento e uma maior nucleagfio. O resultado é um aumento no mimero de cristais
formados com uma diminui¢#io do seu tamanho. O congelamento lento geralmente causa um
crescimento de cristais de gelo a nivel exiracelular entre a membrana citoplasmética e a parede
celular, o que da lugar a grandes cristais, méximo deslocamento de 4gua, perda de turgéncia e
qualidade final do fruto deficiente (Reid, 1983; Marti & Aguilera, 1991).

Muitos dos trabalhos relacionando qualitativamente a estrutura do gelo e velocidade de
congelamento foram feitos visualizando se¢Bes microscépicas do tecido de frutos congelados.
(Brown, 1967; Sterling, 1968; Marti e Aguilera, 1991). Quando o congelamento foi lento estes
registraram a exiténcia de grandes estruturas de gelo, células encolhidas e paredes celulares
rompidas. No congelamento répido as células nfio sofreram danos visiveis na estrutura celular,
reduzindo a degradagéio da textura.

Mazur (1963) citado por Bomben e King (1982), foi considerado o primeiro a examinar
quantitativamente o transporte de 4gua envolvido no congelamento celular. Ele aplicou conceitos
de termodindmica bésica e transferéncia de massa ao redor de uma célula individual circundada
por um meio infinito de uma solugfio aquosa. Os célculos de Mazur mostraram que o resfriamento
lento de uma célula permite tempo para a 4gua sair da célula por permeagdo através do
plasmalema e portanto manter a solug#o intracelular préxima & concentragéio de soluto que tem um
ponto de congelamento de equilfbrio na temperatura corrente. Se a célula é resfriada rapidamente
a dgua nfio pode permear rapido o bastante, assim, a solu¢#o intracelular afasta-se acentuadamente

da concentragéo de equilibrio, e a probabilidade de nucleag4o intracelular é aumentada.



13

Quando uma célula congela intracelularmente, o fliido torma-se uma solug#o
superresfriada na qual, tendo sido nucleada de alguma forma, o gelo cresce por toda parte. O
mecanismo de nucleagfio nfio é claro e uma teoria foi postulada com base na hipétese de que com
velocidades de congelamento répidas, o gelo formado extracelularmente tem um raio de curvatura
suficientemente pequeno para muclear a solugfio através dos poros que existem nas membranas
celulares (Mazur, (1963) citado por Bomben e King, 1982)

A morfologia do gelo em tecidos de mag#s congelados como uma fimg#io da velocidade
de congelamento foi examinada por Bomben e King (1982) usando microscopia eletronica de
varredura (SEM-Cold Stage). A anilise dos resultados permitiu fazer uma interpretagfio
quantitativa das observagdes feitas com o SEM. Velocidades de congelamento rdpidas (>10
K/min) levam completamente a gelo intracelular no tecido de magfis e nenhum “shrinkage”
aprecidvel no volume celular. Com velocidades de congelamento mais lentas (<1 K/min) os
calculos mostraram plasmélise das células, levando & formagfio de gelo extracelular e de células
drasticamente danificadas. Velocidades de congelamento intermedidrias (1<V<10 K/min)
mostraram evidéncias de gelo extracelular, células parcialmente danificadas e gelo intracelular.

Durante o congelamento de tecidos, com a formagfio de gelo, a fase da solugdo
remanescente torna-se mais concentrada. Se as membranas celulares estfio intactas e resistem a
passagem do gelo, existe uma consequente for¢a motriz para a desidratagfio das células por um
processo osmético. Dependendo da velocidade de resfriamento da parede celular a dgua, o
conteiido celular pode superresfriar. Com o resfriamento suficientemente répido, as células podem
congelar internamente. Com o resfriamento lento, apenas gelo extracelular ¢ formado e as células
desidratario. Se sais sfo precipitados, podem mudar o pH. Tecidos diferentes podem exibir

comportamentos diferentes. A complexidade do processo de congelamento, contudo, néio ¢ apenas
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devida a variabilidade dos tecidos. O mecanismo da formagéo do gelo durante o resfriamento até
mesmo de uma solugio simples ¢ muito complexo e é uma consequéncia da interagdo de uma série
de fatores tais como o resfriamento do meio, a nucleagfio dos cristais de gelo e o subsequente
crescimento e recristalizacfio destes cristais juntamente com a possivel formagdo de outras fases
sblidas (Reid, 1983).

Com o resfriamento, uma concentragfio ocorre quando a maior parte da dgua original ¢
sequestrada localmente como cristais de alta pureza, forgando assim todos os constituintes nfo
aquosos no interior de uma pequena quantidade de 4gua que permanece nfo congelada Esta
concentragéo altera dramaticamente a fase nfio congelada com relagfo a propriedades tais como o
pH, forga idnica, ponto de congelamento, pressfio osmoética e potencial de oxi-redugdo.

O gran de deslocamento da 4gua para a formagfio de cristais de gelo depende da
velocidade de congelamento. O congelamento répido, devido & quantidade numerosa de cristais
resulta em menos deslocamento que no congelamento lento. Os cristais de gelo produzidos durante
o congelamento estdo em um estado de nfio equilibrio com os cristais, sendo os cristais resultantes
do congelamento répido removidos mais rapidamente do equilibrio que aqueles produzidos pelo
congelamento lento. O congelamento répido pode inibir a formag8o do gelo e portanto aumentar a
probabilidade do estado de nfio equilibrio sélido-liquido; e, o congelamento répido cria uma
grande 4rea interfacial (pequenos cristais, frequentemente dendriticos) e cristais possuindo um
alto nfvel de energia livre interna (estruturas imperfeitas). Além disso o estado dos cristais de
gelo ¢ instavel e sofre alteragdes fisicas movendo-os para mais préoximo do equilibrio
termodinémico. Com o passar do tempo, os cristais de gelo crescem em tamanho, agregam,
diminuem em nimero e assumem morfologias mais compactas e estruturas internas mais perfeitas

na tentativa de atingir um estado de equilibrio caracterizado por energia livre minima e potenciais



15

quimicos equalizados em todas as fases. Este processo ¢ referido como maturagiio ou

recristalizagdo sendo acelerado sob flutuagdes de temperatura. (Reid, 1983; Fennema, 1991).

2.4 Cristalizac#o inicial da agua em tecidos vegetais

2.4.1 Superresfriamento em tecidos vegetais

A cristalizagfio, ou a transformagfo da dgua em gelo, é a transiglo de fase basica que
ocorre durante o congelamento de alimentos. O estdgio inicial da cristalizagio determina a
temperatura mais baixa em que o armazenamento refrigerado de alimentos, incluindo frutos é
possivel.

Um fen6meno complexo que antecede o congelamento é o superresfriamento. A retirada
de calor da 4gua liquida reduzird permanentemente sua temperatura a abaixo de 0 °C, mas o gelo
nfo se formard necessariamente. O superresfriamento ocorrerd frequentemente e somente em
circunstancias particulares formarfio cristais de gelo, e, quando se formam, o calor latente de
cristalizagéio causa a diminuigfio da velocidade de resfriamento do sistema ou a interrompe até a
mudanga de fase estar completa (Reid, 1983).

O superresfriamento da 4gua em frutos é dependente de uma série de fatores fisicos e
termodinamicos tais como a composi¢do quimica e concentragfio de s6lidos (especialmente de
aglicares, acidos e pectina), a variedade e estado fisiolégico do produto, a viscosidade do
protoplasma, a estrutura histolégica dos tecidos, as dimensdes das células, a permeabilidade de
suas membranas atuando as vezes como sérios obsticulos & cristalizagfio, a temperatura do meio

refrigerante e o coeficiente de transferéncia de calor (Guegov, 1981).
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Guegov (1981) em seu trabalho de revisfio faz uma série de colocagbes sobre o
fenémeno de superresfriamento que devem ser mencionadas:

- ¢ impossivel a cristalizag8o de um liquido sem superresfriamento;

- em tecidos vegetais o superresfriamento pode sempre ser observado a uma velocidade
de congelamento de 1 °C/min;

- durante o congelamento de frutos frescos com uma velocidade de 40 °C/min, o
superresfiamento anterior a nucleagéio ¢ observado em todos os casos;

- 0 limite méximo de superresfiamento nfo excede 6.6 °C em sistemas modelos (agar,
geis de gelatina e solugbes de proteinas), e, em géis de gelatina contendo menos que 35% de 4gua,
nenhum gelo aparece até mesmo a baixas temperaturss;

- a temperatura de superresfriamento de tecidos vegetais nfio pode ser inferior a -5 a
-10 °C, normalmente nfo excedendo 2 a 3 °C, e, de acordo com Popmarinov (1964) (citado por
Guegov, 1981), frutos podem ser superresfiados de -5 a-6,5 °C;

- pesquisas com uvas demonstram que a temperatura de superresfriamento correlaciona
com o teor de s6lidos soluveis totais de frutos e outras condigbes semelhantes, sendo que quanto
maior é o teor de s6lidos soliveis totais, mais baixa é a temperatura de superresfriamento;

- a estabilidade do superresfriamento varia em diferentes frutos, sendo que quanto mais
alta a densidade e condutividade térmica do produto, mais curto serd o periodo para o fruto

permanecer no estado superresfriado.
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2.4.2 Controle da cristalizacfio (nucleacio e crescimernto de cristais de gelo) da Agua -

Principio da crioprote¢fio

A cnistalizag8o inicia quando condig8es favordveis sfio alcangadas para a agregagéio
em um arranjo ordenado de um grupo de moléculas formando particulas chamadas micleos de
cristalizagfo. Estas condigdes sfo determinadas pela correlagfio entre temperatura, velocidade de
resfriamento, concentragdo de solutos e magnitude das forgas orientando as moléculas no liquido
(Guegov, 1981).

Dois tipos de cristalizagdo inicial sdo possiveis: homogénea e heterogénea (catalitica).
Os centros de cristalizag8io homogénea sSio formados durante uma agregagfio aleatéria de
moléculas de 4gua em estruturas de gelo acima de um tamanho critico. A nucleagdo homogénea ¢
aquele processo onde agregados de moléculas surgem espontineamente por flutuagbes de
densidades aleatérias. Em termos termodin&micos, o ponto de equilfbrio do congelamento (Tt =
273,16 K) indica a temperatura na qual as energias livres de Gibbs (potenciais quimicos) das
fases liquida e gelo sfo as mesmas. A formagéio de um nicleo leva a um desequilibrio, energia
superficial positiva (c™) e uma energia livre de volume negativa (A). A soma destas duas
componentes e as confribuigdes relativas destas a energia livre global com o aumento do raio ¢ a
razio para a existéncia de um tamanho de nficleo critico a uma dada temperatura. De acordo com a
teoria classica da nucleagfo a energia livre de formagéo (AF) de um agregado de moléculas de

dgua (considerada uma esfera de raio r) é dada por:

AF(r) = SnrA + dn’c™ 1)
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onde A ¢ a energia livre de formagéio da unidade de gelo a partir da solugéio (negativa) e 6™ & a
energia superficial da interface gelo-solug#io (positiva). A diferenciagfio mostra que o raio critico

existe

2| 9

fazendo =0 tem-se:

i ®

agregados com r <1 sfo instdveis, mas agregados que atinjam r por uma flutuagfio oportuna
atuara como niicleo de crescimento para o gelo. O raio critico (r') diminui com a reducéo da
temperatura e a probabilidade de nucleagfio aproxima da unidade por volta de 41 °C que € a
temperatura de nucleagdo homogénea.

Para a nucleagéo homogénea a taxa de formagfio de miicleos por unidade de volume &
uma fim¢éo da temperatura da seguinte forma:

J « exp(-AT? '1*3) (3)
onde AT ¢ o superresfriamento (AT=Tz-T)eTé a temperatura absoluta.

Com velocidades de congelamento répidas, a velocidade de propagagfio de gelo inicial
¢ insufuciente para manter o equilfbrio com a taxa de retirada de calor e um aumento no
superresfriamento (AT) ocorre. Acompanhando este superresfriamento estd um aumento na
frequéncia de nucleagfio formando niicleos mais ativos. Durante o congelamento lento a
propagagdo do gelo pode manter o equilibrio com a retirada de calor e o resultado séio poucos
micleos ativos, e, pequena quantidade de grandes cristais de gelo sfo formados (Guegov, 1981;
Reid, 1983; Muhr, Blanshard e Sheard, 1986; Blanshard e Franks, 1987).

A nucleagfio heterogénea ocorre quando particulas sélidas atuam como sitios para a

formagéo do cristal. A presen¢a de uma superficie ativa de uma particula dentro do sistema
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introduz uma regiio de energia livre superficial que aumenta a probabilidade de formag¢fo de um
agregado de dimensdes criticas. Normalmente estas particulas sfo substancias que sdo insolaveis
em 4gua e seu tamanho, localizagfio e caracteristicas moleculares determinam o cardter de
formacéio do gelo visto que o niimero de moléculas de dgua que necessitam ordenagdo inicial ¢
muito mais baixo, a temperatura de nucleagéo ¢ mais alta que aquela da nucleagédo homogénea.

Em sistemas biologicos a presen¢a de membranas celulares interfere substancialmente
no curso normal da cristalizacfio inicial ao lado das células. Se sob congelamento a célula
permanece intacta, a cristalizagfio intracelular nfio pode ocorrer antes que uma determinada
temperatura seja atingida, quando o raio critico do cristal ¢ menor que o raio dos poros na parede
celular e a cristalizag@io possa penetrar no interior do citoplasma (Guegov, 1981).

O crescimento do cristal de gelo ¢ possivel uma vez que ocorra nucleagéio. Enquanto a
nucleagéio exige varios graus de superresfriamento, o crescimento do cristal ocorre com o minimo
superresfriamento. A velocidade de resfriamento é o fator basico na obtengfo de certo tipo de
estrutura cristalina, e, ¢ mais significativa para o crescimento do que a temperatura. O crescimento
do gelo a partir da 4gua pura é um processo complexo e a introdugéio de solutos aumenta ainda
mais os niveis de complexidade. A viscosidade da solugfio desempenha uma importante fimgdo
neste processo, mas outros fatores também estfio envolvidos. Estes fatores incluem a rejei¢éio do
soluto a partir da interface de crescimento do gelo e também, possivelmente, a adsorgdo seletiva
dos solutos na interface de crescimento. As trés taxas potenciais importantes nas etapas
determinantes para o crescimento do cristal sdo a transferéncia de calor, a transferéncia de massa
e a cinética das rea¢des na interface (Reid, 1983; Muhr e Blanshard, 1986).

Em vista da importincia da formagfo de cristais de gelo em alimentos congelados como

um fator na modificagéo da textura e do rompimento da estrutura celular, consideraveis esforgos
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para controlar o tamanho do cristal de gelo com a presenga de aditivos tem sido motivo de
extensos estudos.

Com base nos fatores responséveis pela nucleagéio e crescimento de cristais de gelo,
uma série de estratégias, dependentes dos objetivos finais e dos produtos ou sistemas bioldgicos
congelados, s&o propostos por Blanshard e Franks (1987) para o controle da cristalizagio da dgua
em sistemas alimentares. Estas propostas incluem as estratégias citadas a seguir.

'1) A inibi¢#io da mucleacfio. Onde existe uma redugiio constante na temperatura de congelamento,
existem os beneficios de uma minimizagfio dos processos fisicos e qufmicos sem os efeitos
deletérios do congelamento e “freeze-concentration”. O ponto de congelamento do produto é
abaixado pela introdugfio de quantidades massivas de materiais osmoticamente ativos, como por
exemplo agiicares.

2) O controle da nucleagfio. Visto que a nucleagdo e crescimento sfo taxas de processos
dependentes da temperatura com pontos de 6timos a diferentes temperaturas, entfio as taxas
relativas de nucleagdo e crescimento dos cristais de gelo podem ser manipuladas explorando
apropriadamente as velocidades de transferéncia de calor e as condigdes dos parfimetros fisico-
quimicos dos sistemas.

3) O controle do crescimento do cristal de gelo. A presenca e actimulo de aditivos micro- e
macromoleculares podem modificar as propriedades de difiusfo/coligativas na interface 4gua-
cristal de gelo e por meio desta limitar o crescimento extensivo do cristal de gelo ou a
recristalizagdo. Indubitavelmente, em alguns sistemas alimentares as macromoléculas (proteinas
e/ou polissacarideos) formam uma rede de gel a baixas ou a temperatura ambiente que, como tem

sido demonstrado, reduzem severamente o crescimento e modificam os habitos do cristal.
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Mubr e Blanshard (1986) estudaram a nucleagfio e crescimento de cristais de gelo em
solugdes de sacarose contendo goma xantana, alginato de s6dio, derivados de celulose e outros
géis tais como a gelatina. Nfio encontraram evidéncias para suportar a observagéio de que estes
hidrocoléides afetam a quantidade de gelo formada ou que tais estabilizadores por si préprio
aumentaram o processo de nucleagfio homogénea ou heterogénea em solugbes de sacarose
concentradas em alguma forma que possa explicar a redugio observada no tamanho do cristal de
gelo. Alguma redugéio na taxa de crescimento do cristal foi notada quando hidrocol6ides estavam
presentes em altas concentragdes de sacarose e uma profinda alteragfio do tipo de cristal e
velocidade de crescimento foi observada onde as condigbes permitiram a formagfo de uma
estrutura de gel no sistema. Isto aconteceu quando da gelificagfio de solugdes de alginato de sédio
na presenga de célcio, resultando em géis mais firmes, diminuido substancialmente o crescimento
dos cristais de gelo e modificando o tipo de estrutura cristalina quando comparada 4 mesma
amostra nfo gelificada. A redugfio observada na velocidade de crescimento dos cristais de gelo
com polissacarideos na presenga de sacarose parece ser uma consequéncia do fato de se ter um
sistema terndrio. A sacarose produziria estabilizadores mais efetivos influenciando na dimimiig#o
do ponto de congelamento ou reduzindo a taxa de difusfio das moléculas de polissacarideos. A
difuséio de macromoléculas seria retardada pelo aumento da microviscosidade devido a presenga
de moléculas de sacarose predominando na frente da interface do gelo (Blanshard e Franks,
1987).

A redugdo drastica da taxa de crescimento de cristais de gelo pela presenca de uma
rede gélica é discutida em termos da interagéo da frente do cristal de gelo com as fibras (malhas)

do gel, que reduzem o ponto de congelamento levando a ruptura das fibras. Um modelo que
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identifica os parfimetros relevantes da ruptura das fibras sofridas por géis devido & penetragéio do
gelo na rede foi proposto por Everett e Haynes (1965) e descrito por Muhr e Blanshard (1986).

A capacidade de vdrios hidrocoléides de inibirem a cristalizacfio da #dgua como
influenciada pela temperatura e pela viscosidade foi estudada por Budiaman e Fennema (1987a) e
(1987b). Carboximetilcelulose (CMC), gelatina, celulose microcristalina, alginato de sédio e
algumas gomas foram testadas quanto a capacidade de reduzir a velocidade de cristalizagio da
dgua em fimgfo da temperatura de superresfriamento inicial. Todas as amostras exibiram um
aumento na taxa de cristalizagdo com a redugdo da temperatura de superresfriamento (AT) e com a
diminui¢do da concentragdo dos hidrocoléides, mas os efeitos variaram com a natureza do
hidrocoléide. As gomas exibiram maior dependéncia da temperatura enquanto CMC + sacarose e
alginato de sédio apresentaram dependéncia minima. A adi¢do de celulose microcristalina a
hidrocoléides mostrou um efeito muito pequeno sobre a taxa de cristalizagfio linear da dgua
Contudo a adigdo de sacarose a suspensdes de CMC e gomas diminuiu dramaticamente a taxa de
cristalizagfio linear da 4gua. Quanto a capacidade dos vérios hidrocoléides para inibirem a taxa
de cristalizagio, as gomas mostraram maior efeito inibitério enquanto alginato de s6dio mostrou
efeito minimo. A razfio para estes resultados foi justificada pelo fato das gomas possuirem
numerosos grupos de galactose laterais, que facilitam a hidratagfio e provavelmente inibem a
cristalizagdo da dgua e os alginatos sfio polissacarideos lineares que faltam grupos laterais de
tamanhos substanciais. Os resultados levaram a concluir que os hidrocol6ides s30 menos efetivos
que a sacarose em retardar a velocidade de cristalizagfio da dgua.

Quando estudaram a influéncia da viscosidade sobre a velocidade de cristalizagéio
linear da dgua, Budiaman e Fennema (1987b) notaram que estes hidrocoldides retardaram a

velocidade de cristalizagfo da 4gua, e, entre os hidrocoldides testados a -3 °C e viscosidade de



23

3,0 Pas, as gomas foram as mais efetivas. Quando na presenga de sacarose, concluiram que a
sacarose foi um inibidor mais efetivo que qualquer dos hidrocoléides testados, e, a celulose
microcristalina teve uma capacidade relativamente pequena para retardar a velocidade de
cristalizagfio sob as condigdes testadas. Para um dado hidrocoldide, a taxa de cristalizagdo linear
diminuiu com o sumento da viscosidade, mas varias suspensdes de hidrocoléides mostraram
valores da taxa de cristalizaco bastante diferentes 4 mesma viscosidade e temperatura sugerindo
que a viscosidade ndo é um bom preditor da capacidade dos hidrocoléides de inibirem a
cristalizagéo.

O fato dos valores da velocidade de cristalizagio nfio serem constantes a viscosidades
constantes para vérias suspensdes de hidrocoléides foi justificado em termos de que a viscosidade
reflete a resisténcia ao escoamento de uma camada fliida sobre a outra com as menores unidades
fincionais sendo a molécula de um simples hidrocoléide e sua esfera de hidratagdo. A resisténcia
a cristalizago pode, contudo, depender das associagbes moleculares (intrapoliméricas, dgua-
polimero) no interior de uma molécula simples do hidrocoléide, e estas ndo devem refletir no
valor da viscosidade.

A ineficiéncia dos hidrocoléides em retardar a cristalizagdo da 4gua também foi
observada por Ferrero, Martino, e Zaritzky (1993) adicionando goma xantana a pastas de amido
anterior ao congelamento. Os resultados mostraram que 2 adigdo de goma xantana ndo teve um
efeito significativo sobre o crescimento do cristal de gelo.

4) A exploragfio do estado vitreo. O estado vitreo ¢ carcterizado pela mobilidade molecular
extremamente reduzida. Um critério relacionado e largamente citado ¢ que o estado vitreo € um
sistema desordenado com uma viscosidade ndo menor que 10" Pa s. Tal sistema presumivelmente

minimizaria qualquer processo quimicamente deteriorativo. O valor potencial do estado vitreo é
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visto mais facilmente analisando um diagrama de estado como na Figura 2 para o sistema dgua-
sacarose. A regido vitrea ¢ sombreada, e embora com égua pura este ocorre apenas & temperaturas
abaixo de -133 °C, com sacarose pura, Tg’ ¢ 52 °C. Deve ser enfatizado, contudo, que o estado

vitreo ¢ facilmente atingido apenas por um mimero limitado de sistemas, principalmente aqueles
onde o soluto nfio cristaliza facilmente das solugbes mas ao contrério forma solugdes

supersaturadas sob concentragéo.

T 192

Temperatura (°C)

% Sacarose

FIGURA 2 - Diagrama de estado para um sistema binario sacarose-agua
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Com o resfriamento do produto o gelo comeca a formar e virtualmente os constituintes
ndo aquosos sdo rejeitados dos cristais de gelo e permanecem como parte da fase nio congelada.
Consequentemente, a concentragio dos solutos na fase ndo congelada aumenta e seu ponto de
congelamento diminui. Com o resfriamento continuo a formagdo de gelo associada a concentragéo
da fase nfio congelada, os solutos eventualmente atingem suas respectivas concentragbes de
saturagdo. A temperatura com que um soluto atinge a saturagiio ¢ o ponto eutético e esta
temperatura ¢ especifica para cada soluto.

No diagrama de fase para um sistema binario, a temperatura eutética ocorre na
intersegéio das curvas de ponto de congelamento e de solubilidade. A formagio de um eutético
consiste da cristalizagdo simultinea de gelo e solutos em proporgéo constante. A formagfio de um
eutético marca o fim dos processos de concentracéo.

O resfriamento de um sistema binério a uma temperatura abaixo da temperatura eutética
do soluto pode resultar em duas possibilidades: 1) uma mistura eutética pode se formar de acordo
com as condigdes de equilibrio sélido-liquido ou 2) os solutos podem persistir em um estado
metaestivel de supersaturagfio em violagio ao estado termodinfmico favordvel ao equilibrio
g6lido-liquido.

Mais comumente a temperatura eutética est4 bem abaixo do ponto de congelamento
inicial da amostra e quando ¢ atingida, a fase néio congelada serd muito viscosa porque ¢ rica em
solutos e estd a uma baixa temperatura. Esta alta viscosidade impede movimentos moleculares
necessdrios para a nucleagio de solutos, tornando improvével a formagdo de um eutético. Na

auséncia da mucleagfio de solutos, o séluto permanece em um estado metaestavel de

supersaturagéo.
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A fase nfio congelada pode se transformar durante o resfriamento de um estado borracha
(‘“rubbery”) nfio congelada a um estado vitreo. A convers#io ¢ mais provével se a temperatura €
baixa e substéncias de alto peso molecular estfio presentes.

A temperatura com a qual a fase nfio congelada passa de um estado borracha a um
estado vitreo é referida como a temperatura de transigfio vitrea, Tg’. Quando a mixima
cristalizagfio do gelo ocorre durante o congelamento, a composi¢do do sistema bindrio segue a
curva do ponto de congelamento.

A caracteristica mais notével do estado vitreo é sua viscosidade incrivelmente alta A
criago deste estado de alta viscosidade é de considerével importéncia visto que inibe a
velocidade com que mudangas fisicas e quimicas podem ocorrer (Fermema, 1991).

Levine e Slade (1989) tém demonstrado que a Tg’ varia com o peso molecular e tem
discutido como o uso de formulag6es apropriadas permite manipular Tg’ e portanto promover a
estabilidade do produto minimizando ou controlando o crescimento do cristal de gelo. Produtos da
hidrélise do amido de altos pesos moleculares tém sido comprovados como agentes especialmente

efetivos para elevar a temperatura com a qual a transi¢éio ocorre.

2.5 Microscopia aplicada a tecidos congelados

2.5.1 Microscopia ética

O maior problema na observagéo de tecidos congelados ¢ a importéncia da localizag8o

e tamanho dos cristais de gelo no tecido e como o tecido serd afetado ap6s o descongelamento. A

preservagdo de estruturas com cristas de gelo intactos constitui um problema. A fixagdo do tecido
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descongelado ou a fixagfio durante o descongelamento nfio apenas pode falhar ao preservar
distor¢des causadas pela formag#o e crescimento de cristais de gelo mas pode também permitir ao
tecido retornar a um estado préximo ao seu estado original, causando perda de informagdes sobre
o tamanho dos cristais de gelo.

O exame de tecidos congelados por microscopia 6tica mostra diferengas na estrutura
celular em relagfio a localizagfio dos cristais de gelo e ruptura de estruturas. Este exame pode ser
desenvolvido de duas formas: 1) observagfio direta dos cristais de gelo formados no tecido
(microscépio equipado com “Cryostage™) e, 2) observagéo indireta que considera os vazios como
representantes dos espagos ocupados pelos cristais de gelo no produto (técnicas de liofilizagéio e
freeze-substituigéio).

A freeze-substituigfio ¢ baseada na dissolugéio do gelo no interior do tecido a baixas
temperaturas com um solvente fliido contendo agentes quimicos fixativos que contribuem para a
preservagéo morfolégica e histoquimica do tecido. Os agentes fixativos atuam principalmente
introduzindo novas ligag®es no interior e entre as moléculas dos constituintes do tecido,
imobilizando sua estrutura (Feder e Sidman, 1958; citados por Martino e Zaristzky, 1986).

Um método de fixagdo que ndo atrapalha a conformagéo dos cristais de gelo no interior
do tecido ¢ o da isoterma de “freeze-fixation” (fixag#io a frio). Neste método, a técnica preserva
estruturas e retem as relages conformacionais da fase gelo em equilibrio termodinémico com o
tecido congelado. Esta condigéio ¢ alcagada com uma solugfio fixativa com um ponto de fusfio a
temperatura de fixag@o (que é a temperatura na qual o tecido foi pré-resfriado) e a manutengéo
destas condigbes durante o periodo de fixagfo. Estas formulagBes interagem com os componentes
do tecido conferindo rigidez a matriz e assegurando que o molde do gelo seja preservado.

(Lampila, Mohr e Reid, 1985; Martino e Zaritzky, 1986; Ferrero, Martino e Zaritzky, 1992).
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Os aspectos mais discutidos desta técnica sfio a contragdo da matriz durante a
desidratagdo quimica e a sele¢fio de um fixador que minimize este problema.

Segundo Ferrero, Martino e Zaritzky (1992), uma contragfio acentuada das amostras foi
observada com fixadores que apresentam altas concentragdes de etanol absoluto, tais como o
fldido de Camoy; o que é atribuido ‘a diferenga de pressfio osmética entre a amostra e a solugéo
fixativa. Fixadores formulados com a minima concentragfio de etanol compativeis com a queda do
ponto de congelamento mostraram grande versatilidade que permitem a modificagéio do ponto de

congelamento para minimizar as distorgdes do sistema congelado.

2.5.2 Microscopia eletronica

Em anos mais recentes a microscopia eletrénica de varredura ou SEM (Scanning
Electron Microscopy) tem proporcionado bastante informagio sobre a estrutura e orientagfio
celular de frutos visto que a profindidade e a aparéncia tridimensional das imagens produzidas
proporcionam detalhes sobre o arranjo, concavidades e aspectos estruturais da parede celular.

Diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de avaliar caracteristicas
microestruturais de tecido vegetais por microscopia eletrénica. Pomeranz, (1976) em um extenso
trabalho descreve as principais aplicag@es e técnicas desenvolvidas para a andlise em SEM de
materiais voltados para a 4rea alimentar. Trakoontivakorn (1988) visualizou estruturas celulares
de magds de diferentes cultivares por SEM e analisou as diferengas quanto a 4reas celulares,
comprimento e espagos intercelulares. Bolin e Huxsoll (1987) observaram mudangas fisicas na
estrutura celular de magés quando o turgor celular foi modificado e mudangas configuracionais nas

células foram observadas durante armazenamento, secagem, rehidratagfio e tratamento quimico.
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Luo, Patterson e Swanson (1992) estudaram as mudangas estruturais e distribuigdio de
microorganismos através de observagdes por SEM de tecidos de magés tratados com papaina
Lapsley, Escher e Hoehn (1992) examinaram mac8is de diferentes cultivares por microscopia
eletrénica convencional (SEM) e SEM “Cold-stage” (CryoSEM) usando vérios procedimentos
preparativos e discutiram as vantagens, limita¢8es e artefatos de cada técnica

De acordo com Lapsley, Escher e Hoehn (1992), SEM de mag¢ds preparadas com
fixagfio em glutaraldeido e “critical-point-drying” mostraram distorgbes minimas e aquelas
preparadas por liofilizag8io sem fixagdo do tecido mostraram colapso celular e a diferenga de
textura entre as cultivares nfio puderam ser diferenciadas.

Para tecidos congelados, quando se quer observar a morfologia e tamanho de cristais
de gelo em maior detalhe, as técnicas usuais de preparagfio sfo a freeze-substituigdo ou a
liofilizagdo para observagdio por SEM, ou entdo a observagdo direta usando um SEM-Cold-stage.
~ Nafreeze-substituigo o gelo ¢ deslocado por um solvente, tal como o metanol, e entfio o tecido ¢
observado. O problema com esta técnica é que os solutos celulares, bem como o gelo, se
dissolver&o no solvente. Assim a estrutura dos solutos solidificados desaparecerfio e a morfologia
dos dendritos de gelo serd perdida. Quando a liofilizagéo ¢ usada como técnica de preparagdo, a
perda de solutos é evitada, mas os solutos, especialmente os carboidratos soliveis s#io
susceptiveis a colapso durante a liofilizagdo. Este colapso destréi a estrutura detalhada do gelo. A
microscopia eletrénica usando um SEM Cold-stage ¢ a mais conveniente para a observagfo da
morfologia do gelo visto que as amostras congeladas s8io visualizadas diretamente (Bomben e

King, 1982).



3 MATERIAL E METODOS

A Figura 3, a seguir, apresenta um fluxograma geral esquematizando as principais
etapas que envolvem o experimento.

3.1 Preparo das amostras

A principio, a sele¢fio do fruto tropical para o desenvolvimento do experimento foi
feita com base em estudos prévios levando em consideragfio a sazonalidade de produgio,
uniformidade da estrutura celular e, principalmente, a sensibilidade do fruto quando submetido ao

congelamento, observando o seu comportamento ap6s o descongelamento.

Discos de 3.0 mm de espessura e 25,0 mm de didmetro foram obtidos a partir de
se¢des medianas de cilindros cortados perpendicularmente 3 diregdo axial de melBes frescos
(Cocumes melo L. Inodorus) usando instrumento de corte apropriado. Os discos foram dispostos
em uma bandeja, misturados e divididos em quantidades adequadas destinadas a obtengfo de
dados fisico-quimicos e microestruturais do fruto "in natura”, e, ao pré-tratamento seguido dos

processos de congelamento/descongelamento.
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' Rty

£ Subst. 1
v, Criop. /
Frut M1 Infusdo a M2 Congel/ M3 Frutos +
¢ 7 Vacue # Descong. | Crioprotet.

FIGURA 3 - Diagrama de blocos mostrando as principais etapas envolvidas no experimento.
M1 = Massa de frutos antes do pré-tratamento, M2 = Massa de frutos apés pré-
tratamento com crioprotetores, e, M3 = Massa de frutos apés o

congelamento/descongelamento.

3.2 Obteng#io de dados fisico-quimicos e microestruturais do fruto "in natura"

Foram processados 32 frutos obtidos no comércio local escolhidos de forma a se
obter uniformidade quanto ao estidio de maturagdo observando os critérios de tamanho,
coloragfo, injarias e teor de acficares.

Apbés o corte, parte dos discos foram submetidos a andlises objetivando a
determinagfo do teor de matéria seca e teor de dgua, s6lidos soliveis totais, textura e fixagéo

para a visualizag8o de parfmetros microestruturais.

3.2.1 Determinag#o do teor de matéria seca e teor de agua

Para cada fruto foram feitas pesagens em duplicata de amostras de seis discos,
colocadas a seguir, em placas de vidro e submetidas 4 secagem em estufa a 105 °C até adquirirem

peso constante.
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3.2.2 Determinacfio de Sélidos Sohiveis Totais (SST)

Pedagos do fruto foram processados em um multiprocessador, a polpa obtida foi
filtrada e o teor de s6lidos soliiveis totais foi determinado por leitura direta em refratémetro de

bancada tipo Abeé utilizando o suco filtrado obtido anteriormente.

3.2.3 Determinacfio da textura

A determinagéo da textura foi feita utilizando um penetrémetro (Fruit Pressure Tester -
Itélia) com sonda de 7/16 in de difimetro e um suporte constituido de uma placa de poliestireno de
35 mm de espessura com furos circulares que se ajustavam exatamente ao diémetro dos discos do
fruto. Os discos foram empilhados no interior destas perfiuragdes e o penetrémetro aplicado na
regifio central dos discos. Os valores da resisténcia do fruto & penetragfio foram obtidos por

leitura no aparelho.
3.2.4 Microestrutura

Cubos de 5 mm de arestas foram colocados em uma solugéio fixativa de alcool 70 °GL
e FAA ( Alcool 70° GL ,Acido Acético, Formaldeido 10%; 3: 1: 1) & temperatura ambiente
destinados ao preparo de amostras para microscopia 6tica. As demais etapas serfio suscintamente

descritas posteriormente.
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3.3 Pré-tratamentos

Quatro amostras constituidas de 6 discos foram primeiramente pesadas e dispostas em
um recipiente (a partir do findo) de forma a ficarem isoladas durante o processo de infisfio. Para
a separagfio das amostras, foram utilizadas peneiras de material pldstico de malha fina cortadas
com o mesmo difimetro do recipiente. Uma quantidade maior de discos do fruto foi colocada na

parte superior do recipiente ,acima das amostras mencionadas anteriormente e este procedimento

estd esquematizado na Figura 4.
e
e
w_ . K
1-._&______'_’_-__,./
Amostra 5 ——————» Paréim etros Fisico-Quimicos
e —
k-h-‘h__.___,_.———’_'-.’.
Amostrad ———P
m,_h_____,_,_.-ﬂ ;
Amostra3 ——P Massa conhecida
— Balango de Massa
Amostra2 —P
(e [ % ..} pPENEIRAS DIVSORIAS
Amostral ——p Lad
k\_\____'____’__/

FIGURA 4 - Desenho esquematico mostrando a disposi¢@io dos discos no interior
do recipiente submetido ao processo de infuséio a vacuo.

A separagfio das amostras de peso conhecido tornou possfvel a obtengo de dados de
incorporagéio e saida de materias do sistema (discos do fruto) e consequentemente, através de um

balango de massa, uma visualizag8o global do processo. A porgéo localizada na parte superior do
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recipiente foi destinada & obtengfio dos dados fisicos apés os processos de infusfio e
congelamento/descongelamento.

Ap6s estas montagens, as solugBes crioprotetoras utilizadas como pré-tratamentos
foram despejadas lentamente nos recipientes que foram subsequentemente levados a um
dessecador acoplado a uma bomba de vécuo ( 70 Ib/in®). As amostras ficaram expostas a0 pré-
tratamento sob vécuo por um periodo de seis horas 4 temperatura ambiente. A composig¢io das
solugdes usadas nos pré-tratamentos estfio listadas na Tabela 1.

As solugdes foram preparadas adicionando as substincias formadoras de géis
inicialmente & pequenas quantidades de agua destilada e deionizada até a dissolugio com o auxilio
de um agitador magnético. Os demais componentes foram adicionados posteriormente e o volume
aferido em balio volumétrico. Nos sistemas gel + sacarose os componentes foram adicionados
simultaneamente o que facilitou a dissolugfio. Os sistemas a base de amido foram preparados
suspendendo o amido em pequena quantidade de #gua destilada e deionizada fria A gelatinizacfio
foi realizada aquecendo 400 ml de 4gua até a temperatura de 80 °C , a partir de entfio a suspensfio
em dgua fria e os demais componentes foram adicionados & agua quente e o volume aferido.

A proporgéo Volume de fruto:Volume de solugdio usada no processo de infusfo foi
de 1:3 e cada procedimento foi realizado em triplicata.

Apdés o pré-tratamento as amostras foram cuidadosamente separadas, drenadas,
pesadas, embaladas em sacos de polietieleno, seladas, e, em seguida, submetidas aos processos
de congelamento. Também foram retiradas amostras para se avaliar o teor de dgua e matéria seca ,

sélidos soliveis totais e textura como nos métodos descritos em 3.2.
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TABELA 1 - Compesigfio das soln¢les nsadas como pré-trtamentos anterior ao processo de

congelamento.
Substéncia Concentragéo (%P/P)

A - Géis
1 - Carboximetilcelulose (3000 SF)+ Celulose Microc. 0,1%  0,5+0,1
2 - Pectina (SIGMA - Teor de metoxilas 9,5%) 1
3 - Amido Solavel P.A. (REAGEN - Quimibras) 5
B - Aglicares
1 - Sacarose 15

C - Sais de Célcio
1 - Nitrato de Cédlcio 0.5

D - Combinagdes: A+B
A+C
B+C
A+B+C

3.4 Congelamento

Apés serem embalados os frutos foram congelados seguindo trés métodos de
congelamento com o objetivo de se obter diferentes velocidades e temperaturas finais de

congelamento.
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(a) Congelamento em ar estdtico (AE).
(b) Congelamento por imers#o em uma pasta de di6éxido de carbono + alcool (IDC).

(c) Congelamento por imersfio em nitrogénio lfquido (INL).

3.4.1 Congelamento em ar esttico (AE)

No congelamento em ar estitico, os sacos de polietileno contendo os frutos
préviamente tratados foram colocados sobre um suporte (grade) metélico suspenso na regifio
central no interior de um congelador (freezer) doméstico (METALFRIO-Brasil). Este tipo de
congelamento & o aqui denominado congelamento lento e utiliza refrigeragio mecénica em cimara
de ar frio com temperaturas do ar variando entre -20 + 2 °C.

O acompanhamento térmico do processo foi feito com termopares Cu-Constantam
acoplados a um registrador de temperatura Procurou-se neste tipo de congelamento o fluxo de
calor unidirecional e paralelo ao eixo das amostras cilindricas através do isolamento lateral feito
com poliestireno expandido. Foram colocados dois termopares, um na superficie e outro no centro

térmico de um corte cilindrico do fruto ( Diametro =25 mm e altura = 25 mm)

3.4.2 Congelamento por imersfio em pasta de diéxido de carbono + etanol (IDC)

No segundo método de congelamento, as amostras foram mergulhadas em uma pasta
obtida pela mistura de 0,5 kg de diéxido de carbono s6lido e 700 ml de dlcool comercial (96
°GL) colocados em um recipiente cilindrico de zinco galvanizado revestido externamente por uma

parede de 35 mm de espessura de isolante térmico a base de poliuretano para evitar perdas
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térmicas. A temperatura do meio refrigerante neste sistema variou em tomo de -72 1 3 'C eio
histérico da variagéio de temperatura durante o processamento foi tragado utilizando termopares
(tipo K), colocados no centro térmico de um corte cilindrico de 25 mm de difimetro e 25mm de
altura, ligados a uma impressora de dados que fornecia leituras de temperatura em intervalos de

tempo de 15 segundos.

3.4.3 Congelamento por imers#io em nitrogénio liquido (INL)

Para o congelamento por imerséio em nitrogénio liquido (-196 °C) (terceiro método),
foi feito um utensilio de ago inoxidével semelhante a um cesto de arame com as dimensdes
definidas para ser introduzido no interior de um botijéo criogénico sem grandes dificuldades. As
amostras foram colocadas no interior do cesto e submersas no nitrogénio liquido no interior do
botij#io. Para evitar um congelamento violento os frutos foram mantidos em nitrogénio liquido por
dois segundos e retirados durante 28 segundos equilibrando-se a temperafura ambiente e
continuando este ciclo até alcangar uma temperatura de congelamento no centro térmico de -30 a
.35 °C (Marti e Aguilera, 1991). O acompanhamento da variagfio de temperatura durante a
execuglio deste método também foi feita utilizando os mesmos instrumentos, parémefros e
condi¢des descritas no método do gelo seco.

Para os trés métodos descritos anteriormente, apoés o congelamento, as amostras,
exceto aquelas destinadas 4 microscopia eletrénica que foram armazenadas em nitrogénio liquido
¢ microscopia 6tica que foram fixadas imediatamente apés o congelamento; foram armazenadas a

-30 °C em um congelador por um perfodo de 12 horas at¢ o momento de serem analisadas.
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3.5 Descongelamento

O descongelamento é um parametro importante na manuten¢do da microestrutura e ¢
desejavel que o descongelamento das amostras seja o mais rdpido possivel. O descongelamento
foi feito colocando as embalagens de polietileno contendo as amostras em contato direto com a
égua de um banho termostético (BROOKFIELD ENG.LAB. - MOD. EX200) 2 38 + 2 °C. O
descongelamento foi considerado completo quando a temperatura do centro térmico passou dos
53C.

Apé6s o descongelamento as amostras foram pesadas, e, feitas novas avaliagles e
leituras do teor de dgua e matéria seca, sélidos soliiveis totais e textura conforme métodos
descritos em 3.2. A perda de suco ou fluido celular por exsudagfio avaliada como a perda de
massa ap6s o congelamento/descongelamento (Figura 3) é determinada por:

M3- M2
X

EM3= 100 @)

onde,
EM3 = Perda de fluido celular por exsudagéio (% P/P).
M3 = Massa de frutos ap6s congelamento/descongelamento.

M2 = Massa de frutos ap6s pré-tratamento.

3.6 Propriedades de retenciio de agua ( Producfio de exsudato)

Apbs o pré-tratamento, trés amostras de seis discos do fruto de 25mm de diémetro e 3

mm de espessura de peso conhecido foram embaladas em sacos de polietileno e congeladas
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individualmente segnindb um dos trés métodos de congelamento: (a) ar estédtico; (b) diéxido de
carbono + alcool e (c) imers#o em nitrogénio liquido até alcangarem uma temperatura de -20 °C,
e, em seguida, descongeladas em banho termostético 4 uma temperatura de 38 + 2 °C. A
capacidade de reten¢fio de 4gua pelo gel foi medida nas amostras descongeladas.

Métodos comuns para medir propriedades de retengfio de dgna em alimentos séo
baseados na aplicagfio de pressdo, centrifugagfio, ou suc¢io por capilaridade de um material
poroso em contato com a amostra (Schnepf, 1989; Ferrero, Martino e Zaritzky, 1993). O método
utilizado neste trabalho é baseado na difuséo do liquido no interior de um sistema capilar ou na
habilidade do alimento para liberar d4gua.

As amostras descongeladas foram retiradas de suas embalagens e os di&metros dos
discos foram medidos,usando um paquimetro,e colocados sobre um papel de filtro Whatman No. 1
(difmetro = 150 mm). O tempo de contato entre a amostra e o papel de filtro foi de 1 minuto e o
aumento da drea imida foi avaliado. Os resultados foram expressos de acordo com a equagéo

(Ferrero,Martino e Zaritzky (1993), adaptada para as condiges experimentais):

IDPF = 100 &)xIOO (5
Dy D

o o

onde,
IDPF = Indice de difusfo no sistema capilar.
Dd = Difmetro equivalente médio (mm) das dreas Gmidas produzidas pelas amostras
congeladas com uma determinada velocidade de congelamento e descongeladas sob

condi¢8es controladas.
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D¢ = Dimetro equivalente médio (mm) das amostras ap6s o descongelamento no tempo

de contato inicial.

Di = Difmetro equivalente médio (mm) da érea iimida produzida pela amostra sem

tratamentos. ("in natura”).

D, = Difimetro equivalente (mm) no tempo de contato inicial da amostra sem pré-

tratamento.

As éreas imidas foram medidas com um planimetro (BON - Budapest). Foram feitas

quatro leituras para cada uma das seis amostras submetidas ao teste, e, 0 difmetro equivalente foi
definido como o difmetro de um circulo que tem a mesma 4rea superficial & da 4rea medida. A

drea medida foi tomada como a 4rea média obtida a partir das 24 leituras feitas para cada teste.

3.7 Microscopia 6tica

Amostras submetidas ao pré-tratamento, cortadas a partir dos discos em cubos de 5.0
mm de arestas foram congeladas & uma temperatura final de -20 °C segundo os trés métodos
descritos anteriormente. Apés o congelamento seis amostras escolhidas aleatoriamente foram
colocadas em uma solug#o fixativa (alcool etilico absoluto:formaldefdo 38%: dgua, 45:10:45)
pré-resfriada & -20 °C (Freeze-fixation).

Uma vez fixadas, as outras etapas no processamento das amostras foram conduzidas 4
temperatura ambiente. A desidratacéo foi realizada com uma série de concentrag@es de etanol
aumentando gradualmente de 70% a absoluto. As etapas seguintes constituiram-se de
parafinizagfo, iniciada com sistemas com aumento de concentragdes graduais de xileno:alcool e

parafina até o emblocamento final em parafina histolégica. A descri¢fo detalhada de todo o
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procedimento contendo cada etapa, concentrag8es, temperatura e tempo de permanéncia em cada

passo do processo estd apresentada na Tabela 2.

TABELA 2 - Técnica de emblocamento reduzida utilizada em frutos carnosos.

Temperatura Ambiente Tempo de exposi¢do (min)
1 - Alcool 70 °GL 15
2 - Alcool 80 °GL 30
3 - Alcool 90 °GL 30
4 - Alcool 100 °GL 60
5 - Alcool 100 °GL 60
6 - Alcool 100 °GL : Xilol (3:1 V/V) 30
7 - Alcool 100 °GL : Xilol (1:1 V/V) 30
8 - Alcool 100 °GL : Xilol (1:3 V/V) 30
9 - Xilol I 15

Temperatura = 60 °C

10 - Xilol IT 15
11 - Xilol II 15
12 - Parafina 1 30
13 - Parafina IT 15
14 - Parafina Il 15

15 - Emblocamento (Parafina Histolégica)
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Os cortes foram feitos em micrétomo rotativo (REICHERT - WEIN, Alemanha) com
sectes de 13 pm, corados com fucsina bdsica, montados em l&minas semipermanentes e
fotografados em um microscépio Olympus CBA-K com sistema para fotomicrografias PM-6. Para
efeito comparativo, também foram feitos cortes manuais do fruto fresco, corados com vermelho
neutro e azul de orto-toluidina, montados em l&minas provisérias e fotografados no microscépio

mencionado acima.

3.8 Microscopia eletrénica

A partir de frutos pré-tratados, foram cortadas amostras cilindricas de 10 mm de
didmetro e 5 mm de altura que foram embaladas em triplicata em folha de papel laminado (de
aluminio) e congeladas seguindo os trés métodos descritos anteriormente. Apés o congelamento,
as amostras provenientes dos trés tipos de congelamento foram armazenadas em nitrogénio liquido
(o crescimento de cristais de gelo cessa a uma temperatura abaixo de -80 °C e nenhuma mudanga
na estrutura do gelo ap6és o armazenamento ¢é verificada (Guegov, 1981; Bomben e King, 1982))
até o momento da liofizagfio que foi feita em um liofilizador (EDWARDS, MOD. L4KR), apés o
que, foram embaladas em filme de polietileno laminado, seladas, e armazenadas & vécuo em
dessecadores contendo silica-gel.

Ap6s aremogéio do dessecador, as amostras foram recobertas com carbono e ouro em
um evaporador a vécuo (JEOL, MOD. JEE-4X/5B) com vécuo de 10” Torr, e visualizadas em um
Microscépio Eletr6nico de Varredura JEOL (MOD. JSM 35C) & uma tensfio de aceleragio de 20

KV.
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3.9 AnAlise estatistica

O experimento foi montado seguindo uma estrutura fatorial com quatro fatores em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata e todos os resultados gerados com a mesma tendéncia Um teste para verificar a
normalidade dos erros foi aplicado a todos os parfmetros, e, os dados foram analisados usando o
pacote Sistema de Anélise Estatistica (SANEST - IAC). A significéncia das varia¢Ges nos tipos e
niveis dos fatores foi determinada usando andlise de varidncia e um teste de média, o teste de
Duncan foi usado para determinar a significéncia das diferengas entre tratamentos. Um esquema
mostrando a estrutura fatorial detalhada do experimento apresentando os fatores e niveis

envolvidos estd mostrado Tabela 3.

TABELA 3 - Estrutura fatorial mostrando fatores e niveis de fatores usados no

planejamento experimental.

FATORES NIVEIS
1- Substincias formadoras 1- Pectina
de géis 2 - Carboximetil celulose +
Celulose Microcristalina
3 - Amido
4 - Sem Gel
2 - Agucares 1 - Sacarose

2 - Sem Sacarose

3 - Sais de Cilcio 1 - Nitrato de Célcio
2 - Sem Nitrato de Calcio

4 - Velocidade de Congelamento 1 - Lenta (Freezer)
2 - Semi-répida (CO; + Alcool)
3 - Rdpida (Nitrogénio Liquido)




4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curvas de congelamento tempo-temperatura

As Figuras 5 a 8 representam curvas temperatura-tempo obtidas pela média de trés
repetigdes que constituem o histérico das mudangas de temperatura do centro térmico no interior
de frutos submetidos aos processos de congelamento em ar estdtico (AE), imersdo em pasta
formada pela mistura de diéxido de carbono e etanol (IDC) e imerséo em nitrogénio liquido (INL)
ap6s serem pré-tratados com diferentes solugdes de hidrocoléides.

O centro térmico seria definido como aquele ponto na estrutura do fruto onde a
diminuig¢do da temperatura e o congelamento ocorreria por Gltimo.

Como se pode observar, as curvas temperatura-tempo apresentam trés regides distintas,
a primeira regifio corresponde ao resfriamento da 4gua liquida dentro dos tecidos ou & remogdo de
calor sensivel; a segunda regifio corresponde ao periodo em que se congela a maior parte da 4gua,
ou aregido de transi¢fio de fase que apresenta temperaturas por volta de 0 °C; e, a terceira regifio
em que a velocidade de congelamento ¢ répida devido a uma maior liberagdo de calor de

cristalizagfio por congelar uma menor proporgéo de dgua (Marti e Aguilera, 1991).
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géis, (B) géis + sacarose 15%, (C) géis + nitrato de célcio 0,5% e (D) géis +

sacarose 15% + nitrato de cilcio 0,5% usados como pré-tratamentos em frutos
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0,5% usados como pré-tratamentos para frutos cangelados em ar estatico(AE).
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0,5% usados como pré-tratamentos para frutos congelados por imersio em

pasta de diéxido de carbono + etanol (IDC).
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Segundo Heldman (1992), uma caracteristica que se observa quando se compara o
congelamento de sistemas alimentares com o congelamento da agua pura, ¢ que a temperatura do
produto com a qual os cristais de gelo s#o formados ¢ diminuida a temperaturas mais baixas que
aquela observada na cristalizagio inicial do gelo na agua pura e a magnitude da queda da
temperatura de congelamento é uma funcdo da composicdo do produto. Tal comportamento pode
ser visualizado claramente nas curvas apresentadas nas Figuras 3 a 6 observando que a forma da
curva temperatura-tempo varia com a composigdo do fruto modificada apés pré-tratamento com
diferentes sistemas de hidrocoléides.

A Tabela 4 apresenta a composigio aproximada de meldes “Honeydew” extraida da
literatura.

O efeito de géis de poliassacarideos, sacarose e nitrato de calcio sobre as propriedades
fisico-quimicas do sistema durante o congelamento pode ser visualizado analisando os diferentes
comportamentos das curvas de congelamento caracteristicas de cada tratamento, o que ¢ atribuido
a0 intercimbio de materiais na estrutura do fruto durante o processo de infusdo a vacuo o que
resulta em profundas mudangas na composigdo do sistema fruto-crioprotetores influenciando as

propriedades que determinam a cristalizagdo e crescimento de cristais de gelo.

4.1.1 Efeito da adicfio de crioprotetores sobre a temperatura de congelamento inicial dos

sistemas.

A queda da temperatura de congelamento ¢ uma das propriedades fisico-quimicas que
envolve a relaglio entre a composigdo do produto e a temperatura, isto &, a magnitude da queda de

temperatura é uma fungéo da composigo do produto influenciando o grau de superresfriamento e



TABELA 4 - Composi¢fio aproximada de meloes Honeyd ew’
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Comp. aprox. g/100g polpa Média
Proteina 0,51
Umidade 89,97
Gordura 0,03
Cinzas 0,66

Sélidos e teor de aglicares de meldes Honeyd ew”
Solidos Totais 11.27
Sélidos Soliiveis 9,78
Agucares Redutores 4,32
Sacarose 5,40
Agutcares Totais 10,00

Fonte: 1 - Eintemiller al. (1985)
2 - Rosa. (1928)
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a taxa de nucleagfio dos cristais de gelo. De acordo com Guegov (1981), as temperaturas de
congelamento de soluges ideais de mono- e bicomponentes podem ser descritas pela lei de
Raoult e a complexidade da composi¢fio bioquimica e textura de frutos exige uma investigag#o
experimental especifica da temperatura crioscépica de cada espécie. A temperatura crioscépica
de frutos depende dos mesmos fatores descritos para solugdes ideais sendo o teor de sélidos de
importancia bdsica. Quanto mais alto o teor de sélidos, mais baixo serd o ponto de congelamento
incipiente.

Pode-se observar pelos grificos das Figuras 3 a 6 que a presenga de géis de
polissacarideos de alto peso molecular praticamente nfio exerce efeito algum sobre a queda da
temperatura de congelamento, mas influencia ligeiramente o tempo de congelamento do fruto no
centro térmico. Ao contrério, a presenga de substéncias tais como sacarose e nitrato de célcio, que
tém suas moléculas dispersas em solugfio aquosa, diminuem notavelmente a temperatura de
congelamento inicial do sistema Resultados similares foram observados por Hoo & McLellan
(1987), estudando a adigfo de pectina ao suco de magd de diferentes concentra¢es e por
Budiaman e Fennema (1987a), medindo a temperatura crioscépica de hidrocol6ides dentre eles
CMC em presenga de sacarose 4%.

Uma interpretagfo matemsética da correlagfio entre a temperatura crioscépica e a
composi¢do quimica de frutos é descrita por Guegov (1981). Foi estabelecido que existe uma
dependéncia correlativa entre o teor de sélidos soliveis e a temperatura de congelamento
expressa pela equagfo:

Ta =0,36 - 0,175¢ (6)
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que reflete a influéncia do teor de sélidos soliveis (&) sobre o valor da temperatura(T,) de 40
frutos e hortaligas sem consideracéio de espécies ou variedades. Esta equagfo ¢ vilida na faixa de
teor de s6lidos de 3,5 a 27% com um intervalo de confianga de +0,05 a +0,2 °C.

Os valores do teor de sélidos soliveis de mel&es ap6s serem submetidos aos diferentes
tratamentos por infusfio a vacuo, antes de serem congelados e os respectivos valores da
temperatura de congelamento estimados pela equagéo (6) estfio apresentados na Tabela 5.

Observando as Figuras 3 a 6, obtidas graficando diretamente os valores medidos
experimentalmente, e, os valores obtidos para a temperatura de congelamento inicial em fingéio do
teor de s6lidos soltiveis através da equagéo (6) e considerando os sistemas fruto-crioprotetores
como frutos modelo verifica-se que existe compatibilidade dos resultados quando se analisa a
temperatura crioscépica da equagéo (6) e a faixa de temperatura com que ocorre grande parte do
processo de transigfio de fase para cada sistema Considerando o teor de umidade inicial e
generalizando para frutos e hortaligas, os valores da temperatura inicial de congelamento para
meldes submetidos aos diferentes pré-tratamentos estdio préximos daqueles calculados por
métodos diferentes que determinam a queda do ponto de congelamento utilizando parfmetros de
composi¢o e umidade como os propostos por Riedel (1950), Chen (1985), apresentados por
Succar e Hayakawa (1990). Como exemplo para frutos e hortalicas com teores de umidade em
torno de 96%, os valores do ponto de congelamento encontrados pelos métodos de Riedel, Chen, e
Succar e Hayakawa foram -0,4, -0,4 e -0,39 °C respectivamente, que séo valores préximos aos
encontrados para frutos tratados com sistemas constituidos por CMC+CM e pectina em presenga
de nitrato de célcio 0,5 % que ao final do pré-tratamento apresentaram este teor de umidade e
forneceram temperaturas de inicio de congelamento de -0,43 e -0,54 °C respectivamente dentro do

intervalo proposto pela equagéo (6).
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TABELA 5 - Parfimetros da composi¢fio de frutos apés o pré-tratamento com sistemas de

hidrocol6ides e aditivos antes de serem submetidos ao congelamento.

Tratamentos ~ Teor de dgua (%P/P) & Ta (°C) Ms
I - Sist. Gel
L1 - Sem gel 91,46 8,89 -1,19 144 47
L2 - Pectina 95,83 4,97 -0,51 159,07
L3 - CMC+CM 97,44 4,00 -0,34 142,83
L4 - Amido 94,55 6,53 -0,78 137,30

II - Sist. Gel + Sacarose 15%

IL1 - Sem gel 90,18 11,18 -1,59 125,32
IL2 - Pectina 91,78 9.40 -1,28 128,40
IL3 - CMC+CM 91,30 9,97 -1,38 126,29
IL4 - Amido 89,84 12,17 -1,76 117,71

IIT - Sist. Gel + Nit.Célcio 0,5%

IIL1 - Sem gel 96,02 4,49 -0,42 181,23
IML2 - Pectina 95,90 5.17 -0,54 147,22
m3 - CMC+CM 96,65 4,53 -0,43 147,92
L4 - Amido 94,86 3,95 -0,68 146,80

I - Sist. Gel + Sacarose 15% + Nit.Célcio 0,5%

IV.1 - Sem gel 01,28 9,32 -1,27 138,08
IV.2 - Pectina 89,86 10,39 -1,46 142,03
v.3 - CMC+CM : 90,47 10,36 -1,45 133.54
IV.4 - Amido 89,75 11,50 -1,65 126.43

* Valores obtidos pela média de trés repeti¢es
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4.2 - Ffeito da adi¢fio de crioprotetores sobre a taxa de cristalizagfio do gelo

A fragfio de fgua nfio congelada é um outro parmetro que diminui gradualmente com
a temperatura durante o congelamento a medida que o calor latente é removido da dgua no
interior do produto. Esta é uma fin¢fio da temperatura inicial de congelamento e da
composigéio do fruto e permite avaliar o estado de equilibrio da dgua nos sistemas a uma
dada temperatura. A relagfio pode ser estimada usando a equagfio derivada por Heldman e
Singh (1981) citada por Helldman e Steffe (1985), e, Heldman (1992) explicada em termos

da equagfio de queda da temperatura de congelamento para uma solugfo ideal. A equagio é

apresentada a seguir:
D S
nX,=—[—-— 7
4 R,[Tao TA] (7)
onde,

Tao = ponto de fusfio do liquido puro (A) (Tap = 273,15 K para a dgua pura);

Ta = temperatura no ponto de congelamento da solugéo (K);

R = Constante universal dos gases (R = 8,314 J/mol.K )

A = calor latente molar de fusfio da dgua (A = 6003 J/mol ).

A equagfio (7) ilustra a relagéio entre a fragéio molar (X,) da dgua no interior do
produto e a temperatura absoluta T, (K) com a qual ocorre a formagfo do cristal de gelo
como uma fing#o do calor latente molar da dgua e a constante universal dos gases. A fragéo

molar da dgua no interior do produto pode ser definida como:
my
§
Tty +m3
ALt A

Xy (8)
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onde m, é a fragfio de massa da dgua, Ma ¢ o peso molecular da dgua, m, é a fracfio de
s6lidos e Ms é o peso molecular efetivo dos sélidos. O procedimento para o cilculo da
fracio de 4gua nfio congelada utilizando as equagbes (7) e (8) tém como parfmetros de
entrada as temperaturas de congelamento inicial calculada pela equagio (6) e apresentados
na Tabela 5 que permite a determinagfio do peso molecular efetivo dos s6lidos substituindo
o valor de X, obtido na temperatura crioscopica, na equagfio (8). Os valores de Ms
encontrados para os diferentes sistemas em fingfio dos teores de umidade obtidos
experimentalmente também estéio apresentados na Tabela 5.

Conhecendo Ms os valores da fragio de figua nfio congelada em fungfio da
temperatura para os diferentes sistemas séio obtidos reutilizando as equagdes (7) e (8) sendo
a temperatura dos sistemas agora o inico parfmetro de entrada. Valores estimados da fragfio
de gua néio congelada em fimgfio da temperatura do sistema para meldes congelados em ar
estatico apés pré-tratamentos com hidrocoléides de naturezas diferentes com e sem a adigéio
de sacarose e nitrato de célcio estfio apresentados nos graficos das Figuras 9 e 10. As
estimativas consideram que cristais de gelo puro séio formados durante o congelamento e que
todo o soluto est4 concentrado na dgua nfio congelada

Na faixa de temperatura compreendida entre -16 e -20 °C, caracterfstica do final do
congelamento lento realizado com refrigeragdo mecénica (freezer doméstico), podem ser
observados a partir dos graficos das Figuras 9 e 10 os diferentes comportamentos das curvas
que descrevem os valores da fragfo de 4gua nfio congelada para os diferentes sistemas.
Verifica-se pelos graficos A, B, C e D da Figura 9 que em tratamentos com sistemas que
envolvem a adigfio de sacarose, nesta faixa de temperatura, os valores estimados da fragfo

de éigua nfio congelada séio notavelmente superiores aqueles obtidos com o8 demais
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FIGURA 9 - Fragfio de agua niio congelada estimada em func¢fio da temperatura para
frutos congelados submetidos a pré-tratamentos com hidrocoléides de
naturezas diferentes com e sem a adigdio de sacarose € nitrato de célcio. Os

graficos se referem a (A) tratamentos sem hidrocoléides, (B) com pectina 1%,
(C) com CMC+CM e (D) amido gelatinizado.
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FIGURA 10- Fracio de dgua nio congelada estimada em fun¢io da temperatura para
frutos congelados submetidos a pré-tratamentos com hidrocoléides em
sistemas constituidos de (A) hidrocoléides, (B) hidrocoldides + sacarose 15%,
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Calcio 0,5%.
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tratamentos como Os que acontecem com géis adicionados de nitrato de célcio que apresentam
fragdo de dgua ndo congelada em patamares bem mais baixos.

Quando se compara 8 variagio da fragfo de dgua em fungfio da temperatura levando
consideragfio a natureza dos hidrocoléides (FiguralQ) observa-se que tratamentos feitos com
amido gelatinizado, pectina e CMC+CM, apresentam nesta ordem, valores mais altos da fragfio de
4gua nfio congelada, sendo este efeito mais promunciado quando na presenca de sacarose.

Este comportamento estd associado 2 diferenga na composigio do fruto principalmente
em relagdo ao teor de 4gua. Quanto mais baixo for o teor de 4gua do fruto apds o pré-tratamento
mais alta seré a fragfio de agua descongelada a uma dada temperafura. Tratamentos feitos com
sistemas constituidos de baixa concentragdo de solutos inferiores a concentragéo de sélidos
soliveis totais do fruto “in natura” durante 0 processo de infusfio induzem 2 introdug&o de 4gua
por osmose na microestrutura celular, tornando a célula rigida apos o pré-tratamento, com seu teor
de 4gua aproximando 0 comportamento do sistema ao constitufdo apenas de dgua pura. Este se
apresenta com temperatura de congelamento inicial mais alta e maior velocidade de formagdo de
cristais de gelo verificada pela queda acentuada da fragdo de dgua nfio congelada em fingéo da
temperatura. Como resultado tem-se baixa fragio de dgua ndo congelada atribuida 2 facilidade de
cristalizagio da égua no interior da microestrutura tornando o fruto mais propenso 2 danos
mecénicos causados pelo crescimento de grandes cristais de gelo junto a estrutura celular.

Os tratamentos feitos com géis na presenga de sacarose, principalmente aqueles que
envolvem os sistemas amido + sacarose, pectina + sacarose © CMC+CM + sacarose, na ordem,
permitem a incorporagéo de materiais durante o processo de infuséio a vécuo, provavelmente nos

espagos intercelulares aumentando o teor de s6lidos soltveis no interior da microestrutura ©
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diminuindo o teor de 4gua celular que se movimenta em diregfo a solugfio que se encontra um
pouco mais concentrada.

Para frutos tratados com estes sistemas, quando congelados, estima-se um valor mais
alto da fragio de dgua nfio congelada a uma determinada temperatura quando comparados a0s
demais sistemas. Isto se justifica pela dificuldade de crescimento dos cristais de gelo formados no
interior do sistema atribuido 3 concentragfio de solutos, entre eles sacarose e géis de alto peso
molecular na fragfio de 4gua néio congelada proporcionando uma regifo altamente viscosa na qual
a mobilidade molecular da 4gua é drasticamente retardada.

Segundo Fennema (1991), em sistemas complexos, quando a temperatura eutética é
alcancada a fase nfio congelada ¢ muito viscosa pela presenga de solutos e esta viscosidade
impede movimentos moleculares necessarios para a nucleagfio de solutos, e, na auséncia de
nucleagfio, os solutos permanecerdo em um estado metaestavel de supersaturagfio. O
comportamento desta fase nfio congelada e supersaturada pode ter um profindo efeito sobre a
estabilidade do alimento uma vez que reagdes quimicas e mudangas fisicas como a recristalizagdo
sdo também controladas pela mobilidade molecular da dgua nesta fase.

Com o resfriamento, a fase ndo congelada pode se transformar para um estado vitreo
onde a mobilidade molecular é ainda mais fortemente impedida. Esta transformaggio ¢ mais
provavel a baixas temperaturas e na presenga de substincias de alto peso molecular (Levine e
Slade 1989; Fennema, 1991).

E possivel também avaliar o efeito dos sistemas constituidos de géis de polissacarideos
sobre a taxa de formagfio de cristais de gelo avaliando e associando os parametros de
congelamento medidos experimentalmente com aqueles estimados. Pelos graficos A, B, C e D da

Figura 6 observa-se que a introdugéo de géis de polissacarideos na microestrutura por si 86 nfo
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influencia propriedades como a queda de temperatura, mas apresenta diferengas quanto ao tempo
necessario para que o centro térmico atinja uma determinada temperatura (T), principalmente em
sistemas envolvendo pectina e CMC+CM como formadores de géis. Em sistemas constituidos de
amido gelatinizado este efeito é menos pronunciado. Considerando a mesma temperatura (T), mas
agora analisando os resultados da Figura 9, observa-se que a presenga de hidrocol6ides sem
aditivos, reduz acentuadamente a fragdo de 4gua nfo congelada quando comparada com aqueles
tratamentos feitos com a presenga de sacarose. O que se tem trabalhado nos dados obtidos para a
constru¢do dos graficos das duas figuras (Figuras 6 e 9) simultaneamente a uma temperatura (T)
especifica é a variagio da fragfio de 4gua nfo congelada estimada como uma fimgéo do tempo; o
que pode ser traduzido como a taxa de cristalizagfo da 4gua nos sistemas uma vez que oS
constituintes nfio aquosos sfo rejeitados dos cristais de gelo e permanecem como parte da fase néio
congelada.

Os gréaficos da Figura 11 foram obtidos interpolando os valores da fragfio de dgua nfio
congelada estimada a partir das equagdes (7) e (8) a uma determinada temperatura (T) e do tempo
necessério para que o centro térmico do fruto atinja esta temperatura (parfmetro obtido a partir
das curvas de congelamento - Figuras 5 e 6). Para um melhor entendimento do que foi feito
considerem-se as seguintes fungdes:

T=KY &)
¢ a variagéo da temperatura em fungfo do tempo representada nos graficos das Figuras 5 e 6 para
sistemas congelados em ar estatico.

m; = g(T) (10)
¢ a variagdo da fragfo de dgua nfio congelada em fungfio da temperatura obtida a partir das

equagdes (7) e (8) e representada nos graficos das Figuras 9 e 10.
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FIGURA 11 - Fraciio de agua estimada em funciio do tempo para frutos congelados
em ar estatico submetidos a pré-tratamentos com hidrocoléides de
natureza diferente apresentados na seguinte sequéncia; (A) tratamentos
sem hidrocoléides, (B) pectina, (C) CMC + CM e (D) amido
gelatinizado.
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As curvas tragadas nos grificos da Figura 11 representam a variag8o da fracio de #égua nfo
congelada em fim¢#o do tempo que pode ser representada pela fimg&o:
ma = g(f{t)) (11)

Um modelo de regresséo ciibica relacionando a fragdo de dgua ndo congelada estimada em fimg&o
do tempo foi o que melhor se ajustou aos resultados obtidos e as equagBes que descrevem o efeito
para os diferentes sistemas e os respectivos coeficientes de determinagfio estfio apresentados na
Tabela 6. Na Figura 11 estas equac¢Bes estfio representadas pelas curvas caracteristicas para cada
sistema de hidrocoléides. O tempo zero representa a fragfio de dgua ndo congelada na temperatura
do ponto de congelamento onde se inicia o processo de cristalizagfo do dgua. Os valores plotados
no grafico referem-se 4 fragio de dgua nfo congelada no centro térmico.

O grafico A da Figura 11 se refere a frutos congelados tratados na auséncia de
hidrocoléides sem e com a adigfio de sacarose, nitrato de cdlcio e ambos. Para o fruto “in natura”
pode ser observada a presenga de uma resisténcia & formag#o de gelo mantendo uma baixa taxa de
cristalizagdo até um certo instante (por volta de 80 min). A partir de entdo a taxa de cristalizagdo
aumenta acentuadamente, ou pelo grafico, a fragfo de dgua nfio congelada diminui até atingir seu
menor valor a 140 minutos. Este comportamento provavelmente se justifica analisando o
crescimento dos cristais de gelo nos espagos intercelulares preenchidos inicialmente por ar e
vapor d’4gua. Com o resfriamento, a formag@o dos primeiros cristais junto a parede celular cria
um gradiente de energia livre e pressfio de vapor induzindo a mobilidade da 4gua intracelular
através da membrana promovendo o crescimento de grandes cristais de gelo que rompem a parede
celular ou.favorecem a plasmélise. Com o rompimento do tecido o processo de cristalizagéio deve

ser favorecido pela diminui¢@o dos obstdculos que impedem a migragdo da 4gua intracelular e
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TABELA 6 - Coeficientes de equages de regressfio para valores da fracfio de agua nfio
congelada (Y) em func¢fio do tempo (X) para frutos congelados em ar estitico
tratados com varios sistemas de hidrocoléides.

Modelo da equagfio Y=a+bX+cX +dX’
Sistemas Coeficientes Coef. determinagfo
a=0,8968
Sem Hidrocoléides (SH)  b=-2,5477 x 10> 0,9861

c=-3,9162 x 107
d=0,8553 x 107

a=0,8875

SH + Sacarose 15% b=-9,3058 x 10° 0,9938
c= 17,0076 x 10°
d=-3,1937 x 107

a=0,9597
SH + Nit.Célcio 0,5% b=-8,7439 x 10? 0,9989
c=-4,1682 x 107
d=4,0580 x 107

a=0,9073

SH + Sac.15% + Nit.Ca 0,5% b=-1,1446 x 10* 0,9978
c= 74769 x 10°
d=-24819 x 10”7

a=0,9076

Pectina 1% (PEC) b=-3,0364 x 10° 0,9662
c=-9,9842 x 10
d=5,3936 x 107

a=0,8682

PEC + Sacarose 15% =-6,6231 x 10° 0,9458
c= 94826 x 10°
d=-4,0097 x 10®

a=0,9427

PEC + Nit.Célcio 0,5% b=-9,7770 x 10” 0,9890
c=-19361 x 10~
d=3,0821 x 107




TABELA 6 - Continuacfio

a=0,8698

PEC+ Sac.15%+ Nit.Ca 0,5% b =-4,4245 x 10° 0,9850
c=-54199 x 10
d=3,1995 x 107

a=1,0000
CMC 0,5% +CM 0,1%  b=-1,3645 X 10*” 0,9766
(CMC) c=-4,0693 x 10°
d=13,1899 x 107

a=0,8653

CMC + Sacarose 15% b=-6,9262 x 10’ 0,9702
c=54412 X 10%
d=3 9668 x 10%

a=0, 9693

CMC +Nit.Calcio 0,5% b=-7,2179 X 10 0,9856
c=-7,8860 X 10
d=15,9404 X 107

a=0,8637

CMC+Sac.15%+Nit.Ca 0,5% b=-5,7783 X 10 0,9712
c=28,6613 X 10°
d=-6,7528 x 10%

a=0,9070
Amido 5% (AM) b=-1,6115 X 103 0,9793
¢=-1,1116 X 10
d=5 5635 x 107

a=0,8645

AM + Sacarose 15% . b=2,7957 X 10° 0,9826
c=-16370 X 10
d=17,3513 X 107

a=0,8875

AM + Nit. Célcio b=-3,8126 x 10 0,9405
c=-7,8892 x 10
d=4,3932 X 107

a=0,8713
AM-+Sac.15%+Nit.Ca 0,5% b=-6,0017 X 103 0,9818
c=-4,0447 X 10
d=2,8126 x 107




65

pelo aumento da drea superficial da interface gelo-4gua aumentando a velocidade de cristalizagéo
e diminuindo a fragfo de 4gua ndo congelada.

Considerando o mesmo grafico, para os demais tratamentos, 0 comportamento se
justifica pela incorporagéo de materiais por infisfo a vécuo. A infusdo do fruto em solugdo de
nitrato de célcio de baixa concentragfo (0,5%), promove a incorporagdo de mais 4gua no interior
dos espagos intercelulares pela retirada do ar do interior do tecido forgando a entrada da solugdo
nestes espagos anteriormente ocupados pelo ar, e a0 interior das células por osmose devido ao
gradiente de concentragdo. O resultado é que com o abaixamento da temperatura,, devido a grande
quantidade de 4gua e pouca de soluto o processo de cristalizagio ¢ favorecido e a fragdo de dgua
nfo congelada diminui rapidamente.

A infuso do fruto em solugdo de sacarose (Figura 11-A) permite a incorporagéio de
materiais nfio aquosos no interior do fruto, confirmada pelo aumento nos teores de solidos
soliveis e matéria seca ap6s os pré-tratamentos. Frutos tratados com estes sistemas, como pode
ser observado, apresentam uma queda substéncial na fragdo de 4gua ngio congelada no infcio do
resfriamento. Esta queda ¢ amenizada e a curva adquire um comportamento mais suave quanto a
diminuigéo na frago de 4gua ndo congelada. Este comportamento ¢ atribuido a um processo de
cristalizagio répido mo inicio do resfriamento que ¢ reduzido com o aumento gradativo da
viscosidade a medida que a fragdo néo congelada se torna mais concentrada dificultando a
mobilidade molecular da dgua. Para frutos tratados com sistemas constituidos de sacarose +
nitrato de calcio, verifica-se que a taxa de cristalizagdio da 4gua ¢ mais alta ou a fragdo de agua
nfio congelada ¢ mais baixa quando comparada a sistemas constituidos apenas pela adigéo de
sacarose. Isto pode ser explicado em termos da presenga de ions Ca’* atuarem como agentes

mucleantes aumentando o mimero de micleos de cristalizago da 4gua por um processo de
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nucleagfio heterogénea em um intervalo de tempo mais curto. Este resultado pode ser
compatibilizado com aqueles obtidos por Mulr, Blanshard e Sheard (1986) obtidos avaliando o
efeito de polissacarideos estabilizadores sobre a taxa de nucleag#io do gelo.

Os gréficos B, C e D da Figura 11 mostram a fragdo de dgua ndo congelada estimada
em fungfio do tempo, de frutos tratados com sistemas constitufdos de hidrocoléides sem e com 2
adigfio de sacarose e nitrato de célcio. Verifica-se que as curvas apresentam formas diferentes
principalmente na regifio correspondente ao tempo final de congelamento onde se observa uma
menor fragdo de 4gua ndo congelada Hidrocoléides que apresentam curvas com uma forma
céncava ou uma inclinagfio proxima a horizontal, e uma fragdo de 4gua nfo congelada superior
nesta regido, deverfio provavelmente ser mais efetivos na inibigfo do crescimento de cristais de
gelo na temperatura do sistema. Sistemas constituidos de pectina + sacarose + nitrato de célcio no
grafico B, amido gelatinizado + sacarose no grafico D (Figura 11) apresentam este tipo de
comportamento.

Frutos submetidos & infusfio em sistemas constituidos apenas por géis de baixa
concentragdo nfo exercem efeitos satisfatérios sobre o aumento da fragdo de dgua ndo congelada
10 seu interior com o decorrer do tempo. Ao contrério, aumentam 2 taxa de cristalizagdo da agua,
sendo este efeito mais pronunciado com tratamentos feitos com CMC+CM seguidos de pectina e
amido. Esta diferenca observada, levando em consideragfio a natureza do gel, pode ser devida ao
caréter hidrofilico dos grupos responséveis pela ligagdo e retengfio das moléculas de agua na
rede, responsavel pela viscosidade e firmeza do gel. Néo se pode descartar a possibilidade da
existéncia de um mecanismo interativo entre estes géis e componentes presentes na microestrutura

do fruto.
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Sistemas cohstitﬁldos de pectina e amido gelatinizado adicionados de nitrato de célcio
apresentam comportamentos semelhantes quanto a taxa de cristalizagdo da dgua. A queda da
fragfio de 4gua nfio congelada ocorre mais rapidamente quando comparada aquelas mostradas nas
curvas caracteristicas dos sistemas formados unicamente por estes géis; sendo o efeito mais
visivel em sistemas contendo pectina. Uma queda bem mais acentuada é observada para sistemas
contendo CMC+CM. Isto pode ser justificado em termos da perda do caréter hidrofilico dos géis
de polissacarideos quando na presenga de ions célcio, fenémeno visivel observado com o gel
(principalmente CMC) até mesmo antes do processo de infus#o. A presenca do ion Ca** atua junto
aos grupos eletronegativos reduzindo a capacidade do hidrocoléide de se ligar a 4gua, isto &,
pontes de hidrogénio sédo quebradas e menos moléculas de 4gua se ligario a cadeia polimérica
(Ganz, 1973).

Tratamentos de frutos realizados com sistemas constituidos de hidrocoléides +
sacarose foram os que apresentaram os melhores resultados, quando se pensa aqui em obter
substincias que promovam a minima cristalizagdo da 4gua durante o periodo de congelamento. A
adigfio de sacarose a sistemas de hidrocol6ides usados como pré-tratamentos muda drasticamente
o comportamento das curvas que estimam a variagdo da fragdo de agua néo congelada na
microestrutura de frutos durante o congelamento quando comparados a0s demais sistemas.

Verifica-se que a composigéo de meldes ¢ bastante modificada ap6s o pré-tratamento
com sistemas hidrocol6ides-sacarose-calcio, e, que 0 método de infusfio a vacuo promove uma
boa incorporagéo de tais sistemas no interior dos frutos néo sendo muito afetada pelos altos pesos
moleculares, polimerizagéo e viscosidade dos sistemas. Vérios parémetros medidos envolvendo a
transferéncia de massa durante O processo comprovam a efetividade da incorporagdo dos

constituintes. Estes parfmetros incluem o aumento e diminuigo do teor de sélidos soltveis, ganho
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e perda de massa, 4gua e matéria seca ap6és o pré-tratamento e ainda a presen¢a visivel de
estruturas de géis, como é o caso de estruturas de amido cristalizado, no interior das amostras
ap6s o descongelamento.

Portanto, trata-se de um sistema complexo de multicomponentes envolvendo compostos
celulares e sistemas de crioprotetores em que a determina¢fio exata das propriedades fisico-
quimicas do congelamento se torna dificil ou impossivel. O que se faz, é a estimativa de algums
parfmetros baseada na anélise das composi¢Bes obtidas por medidas experimentais e por balango
de massa, utilizando equagdes derivadas de solugdes ideais e sistemas bindrios com o objetivo de
avaliar a eficiéncia dos pré-tratamentos em diminuir a mobilidade molecular da égua no interior
da microestrutura e sua capacidade em inibir o crescimento de cristais de gelo.

Considerando os sistemas constitufdos de hidrocoléides como os responséveis pelos
resultados obtidos, tem-se que a redugéio da taxa de cristalizagfio da 4gua avaliada em termos da
fragfio de dgua nfo congelada nestes sistemas é verificada. Estes resultados sfio explicados por
efeitos interativos nos sistemas hidrocoléides-sacarose-dgua; sendo atribuido ao estado fisico da
sacarose sua fincionalidade na determinagfio da mobilidade molecular da 4gua.

De acordo com Chinachoti (1993), a sacarose quando supersaturada diminui a
mobilidade da 4gua devido ao aumento da viscosidade e possivel interago sacarose-dgua. A
diminuigdo da mobilidade da 4gua em solugdes de glicose ou maltose tem sido atribuida a
interagfo dgua-agiicar e a quantidade de 4gua envolvida varia de aglcar para aglcar. O fator mais
dbvio para a interagdo sfio os grupos superficiais sobre o substrato que podem formar pontes de
hidrogénio com a égua, tais como os grupos -OH dos aglicares.

Este comportamento pode ser observado nos graficos da Figura 11 pela forma céncava

nas curvas em que a sacarose estd presente, apresentando uma inclinagfio acentuada nas regides de
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baixa concentragfio onde a mobilidade da dgua ¢ maior; tornando-se mais suave a medida que a
fragdo de dgua ndo congelada se torna mais concentrada. A determinagdo de um ponto de minimo,
seja pela observagéo a partir dos graficos ou derivando as equagdes ajustadas, permite estimar o
momento em que o sistema atinge a fragio minima de 4gua nfo congelada, onde a taxa de
cristalizagfio da dgua ¢ anulada

Observando a Figura 11 para sistemas de hidrocoléides, verifica-se que estes pontos
acontecem mais rapidamente e com uma fragéo de dgua ndo congelada mais rica em solutos para
sistemas constituidos de pectina + sacarose + nitrato de célcio e amido gelatinizado + sacarose.
Em sistemas preparados com amido gelatinizado este ponto é atingido quase que simultaneamente,
sendo o que varia ¢ a frag#o de dgua ndo congelada

Uma outra caracteristica que merece atengfo quando se observam estes grificos ¢ a
variagdo da fragdio de 4gua ndo congelada para os sistemas gel + sacarose + nitrato de célcio.
Para o gréfico B (Figura 11), a adigfio de célcio d4 uma forma & curva que descreve a fragéo de
4gua ndo congelada que é favordvel a uma menor taxa de cristalizagfo da dgua que pode ser
justificada pela interagio entre os componentes do sistema sendo os 1ons Ca®* responséveis por
ligagGes nos grupos carboxila livres entre as cadeias de pectina aumentando as forgas de ligagéo
interpoliméricas favorecendo a formag#io da rede gélica. Este fato e mais a presenga da sacarose
fornecem como resultados géis mais firmes com viscosidade crescente a medida que a temperatura
¢ reduzida.

Para as curvas dos sistemas CMC+CM observa-se uma queda quase linear da fragdo de
4gua ndo congelada quando adicionados de nitrato de célcio e sacarose. A estrutura do gel €
composta de 4gua fortemente ligada por ligagdes de hidrogénio ao hidrocoléide sendo imobilizada

pela formagdo da rede o que confere textura ao sistema A adigdo de sacarose aumenta a
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viscosidade provavelmente interagindo com a #gua livre (n#io ligada) do sistema. A adigfio de
ions Ca’* compete com a 4gua estrutural provocando a quebra de ligagdes de hidrogénio e
liberagfio de dgua no sistema com consequente diminuigio da viscosidade. Este comportamento
estd de acordo com Ganz (1973) e justifica a disponibilidade de dgua necesséria para a taxa de
cristalizago da dgua observada na Figura 11-C.

O congelamento de amido gelatinizado permite o aumento da associagdo de moléculas
poliméricas através de ligag8es de hidrogénio. Este processo libera moléculas de égua no interior
do sistema que quando descongelado deixa uma estrutura sélida microporosa (Chan e Toledo,
1976; Luallen, 1985; Ferrero, Martino e Zaritzky, 1993). Esta presenga de dgua livre no sistema
supostamente explica a queda rdpida quase linear da fragdo de é4gua ndo congelada para os
sistemas constituidos de amido gelatinizado apresentados no grafico D da Figura 11. A adigfo de
sacarose provavelmente atua diminuindo a viscosidade sequestrando ou inibindo a liberagfio de
moléculas de 4gua através de processos interativos amido-sacarose e sacarose-agua como aqueles
apresentados por Chinachoti (1993) e Chinachoti e Steinberg (1984).

O efeito da adigfio de ions Ca’’ pode provavelmente ser justificado pelo mesmo
mecanismo descrito para os sistemas CMC+CM adicionados de nitrato de célcio.

O efeito da adigfio de sacarose em presenga de polissacarideos estabilizadores sobre a
taxa de crescimento de cristais de gelo foi observada por Muhr e Blamshard (1986). A velocidade
de cristalizag#o foi dita ser governada pela velocidade de difusdo das moléculas de sacarose, e a
adi¢fio de polissacarideos causa apenas uma retardagfo extra. Acredita-se que este efeito seja
uma consequéncia do fato de se ter um sistema ternario. A sacarose produziria estabilizadores
mais efetivos levando a uma queda do ponto de congelamento, e a redugdo da taxa de difuséo do

estabilizador. A difusfio das macromoléculas seria retardada pelo aumento da microviscosidade
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devido a presenga de moléculas de sacarose que permanecem a frente da interface do gelo
(Blanshard e Franks, 1987).

Resultados sobre a taxa de crescimento de cristais de gelo também foram obtidos por
Budiaman e Fennema (1987a, 1987b) que justificaram as diferentes capacidades de varios
hidrocoléides, entre eles CMC, de inibirem a taxa de cristalizagfo linear da dgua em termos das
cadeias de hidrocoléides possuirem grupos laterais que facilitam a hidratagdo e possivelmente
inibem a cristalizagfo da dgua.

Deve-se salientar que os resultados da Figura 11 devem ser interprerados como um
acompanhamento da mobilidade da égua durante o processo de congelamento de forma que ao
final do processo seja desejével a maior fragfio de 4gua ndio congelada como resultado da baixa
fragdo de 4gua cristalizada na forma de gelo no interior da microestrutura, resultado do efeito
crioprotetor dos tratamentos. Para efeito de armazenamento, uma alta fragdo de d4gua no
congelada é indesejdvel, visto que trata-se de uma fase em condi¢des de nfio equilibrio onde
reagdes quimicas e mudangas fisicas como a recristalizagdo se desenvolvem com o tempo de

armazenamento e flutuacdes de temperatura.
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4.2 Efeito da adigfio de crioprotetores sobre as propriedades fisico-quimicas do fruto apés o

descongelamento

4.2.1 Efeito da adi¢do de crioprotetores sobre o teor de 4gua final do fruto apés o

descongelamento

O contetido de 4gua final do fruto apés o descongelamento obtido por balango de massa
da secagem reflete a quantidade de material sélido retido no interior da microestrutura. O
conhecimento deste parmetro permite avaliar a relagdo entre o aumento no teor de sélidos na
estrutura celular decorrente do processo de infusdo e a resisténcia do tecido a ruptura durante o
congelamento.

A adigfio de substéncias tais como géis, aclicares e os efeitos interativos gel + célcio
influénciam significativamente o teor de 4gua do fruto descongelado, como pode ser observado
pelo teste de Fisher apresentado no Quadro 1A (P<0,01). Pode-se afirmar também, porém com
menor convic¢do, que a interagfo envolvendo os sistemas gel + agiicar também contribui para o
teor de dgua do fruto apds o descongelamento (P<0,05).

De uma maneira geral, os niveis do fator gel produzem resultados diferentes quanto ao
teor de dgua final do produto. CMC+CM e pectina tém comportamentos iguais quanto a retengfo
de sélidos no interior do fruto. Os tratamentos feitos com a adigdo de amido produzem frutos apds
o descongelamento com o menor teor de 4gua quando comparados aos demais géis, como pode ser
observado nas Figuras 12 e 13. A adi¢#o de sacarose diminui ainda mais o teor de 4gua do fruto
descongelado mas néo altera o comportamento dos géis, isto é, sistemas envolvendo solugdes de

amido gelatinizado em solugdes de sacarose produzem os melhores resultados quanto ao menor
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FIGURA 12 - Teor de 4gua de frutes ap6s o descongelamento e drenagem submetidos
a pré-tratamentos envolvendo sistemas gel-cdlcio sem e com a adiciio de

sacarose (15%).
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FIGURA 13 - Teor de agua de frutos apés o descongelamento e drenagem submetidos
a pré-tratamentos envolvendo sistemas gel-sacarose sem e com a adi¢io
de nitrato de célcio 0,5%
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teor de dgua apds o descongelamento ao contrério daqueles tratados com CMC+CM + sacarose e
pectina respectivamente. As Tabelas 7, 8, 9 e 10 mostram as significincia entre os diferentes
tratamentos e as interag&es entre os fatores que ocorreram no experimento.

Tratamentos feitos com sacarose 15% permitem a incorporagfio de s6lidos pelo
processo de infusfio e promovem uma pequena retirada de dgua intracelular por osmose. Durante o
congelamento a formagdo de gelo no interior dos frutos se d4 em menor quantidade devido a agéo
inibidora da sacarose frente a formagéo de cristais de gelo. Entre os géis, quando em presenca de
sacarose, apenas o amido pode ser dito quanto a diferenga de comportamento produzindo
estruturas com menores teores de agua. Quando sistemas constituidos de amido gelatinizado sfo
submetidos ao processo de congelamento/descongelamento, a 4gua usada na preparacdo do gel se
separa devido a tendéncia das moléculas de amido a se reassociarem. Haverd liberagdo de dgua
no sistema causando a formagdo de grandes cristais de gelo; isto produz altas concentragdes
poliméricas locais e permite a cristalizagio das cadeias de amilose e amilopectina. A estrutura
celular apos o descongelamento é vista toda envolvida por granulos de amido cristalizado (Chan
eToledo, 1976; Ferrero, Martino e Zaritzky, 1993) contribuindo para o aumento no teor de matéria
seca da estrutura dos frutos apés o descongelamento.

A adigfio de nitrato de cdlcio afeta com diferenga apenas quando se compara os
tratamentos feitos com e sem a adigdo de géis comprovando o efeito interativo existente entre
estas duas substincias, mas néo se observa resultados diferentes quando se considera a natureza
dos géis. Nestes sistemas também se observa que os sistemas contendo amido produzem frutos
com menor teor de 4gua ap6s o descongelamento. A combinagfio amido gelatinizado + sacarose é
atribuido o menor valor do teor de dgua do fruto descongelado. A velocidade de congelamento e

demais interagdes ndo foram significativas para a andlise deste parametro.
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TABELA 7 - Analise das médias do teor de agua de frutos congelados/descongelados e

drenados produzidos apés pré-tratamentos com géis de naturezas diferentes.

Gel Repet. Médias 5% 1%
CMC+CM 36 93,4425 a A
Pectina 36 93,0726 a AB
Sem gel 36 92,5105 b BC
Amido 36 91,8437 c C

1 Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nfvel de significéncia indicado,
pelo teste de Duncan.

TABELA 8 - Analise do teor médio de agua de frutos congelados/descongelados e drenados

submetidos a pré-tratamentos com e sem a adigdo de sacarose.

Tratamentos Repet. Médias ! 5% 1%
Sacarose 0% 72 94,5548 a A
Sacarose 15% 72 90,8798 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-

cancia indicado, pelo teste de Duncan.
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TABELA 9 - Andlise do teor médio de agna de frutos congelados/descongelados e drenados

produzidos apés pré-tratamento com sistemas que envolvem o efeito interativo

géis X acucares.

Sacarose 15% Sacarose 0%

Gel Rep. Médias'= 5% 1%  Rep. Médias! 5% 1%
CMC+CM 18 91,2294 a A 18 95,6556 a A
Pectina 18 91,2205 a A 18 949248 a AB
Sem Gel 18 91,1344 a A 18 93,8866 b BC
Amido 18 89,9350 b B 18 93,7524 b €

LM¢édias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significéncia indicado,

pelo teste de Duncan.

TABELA 10 - Anilise do teor médio de agua de frutos congelados/descongeladoos e

drenados produzidos apés pré-tratamentos com sistemas envelvendo o

efeito interativo géis x cdlcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%

Gel Rep. Médiass 5% 1%  Gel  Rep. Médiast 5% 1%

Sem Gel 18 93,4770 a A CMC+CM 18 93,6492 a A
CMC+CM 18 93,2357 a A Pectina 18 93,2898 a A
Pectina 18 92,8554 a AB Amido 18 91,6452 b B
Amido 18 92,0422 b B Sem Gel 18 91,5439 b B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significéncia indicado,

pelo teste de Duncan.
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A adigio de sacarose provavelmente interfere durante a associagfio interpolimérica,
responsével pela liberagfio de dgua no sistema por efeitos interativos amido-sacarose e sacarose-
dgua. Ao contririo, a adigfio de célcio promove quebra de ligagBes de hidrogénio entre a dguae a
estrutura do gel, tendo como consequéncia a formag#o de grandes cristais de gelo, deterioragéo da
estrutura e diminuig&o do teor de sélidos provavelmente causada pela lixiviagéo de componentes

celulares durante o descongelamento como exposto por Spies, (1979).

4.2.2 Efeito da adigfio de crioprotetores sobre a perda de fluido celular (exsudacfio) apés o

descongelamento.

Sistemas que envolvem a adigfio de géis de polissacarideos, agicar e sais de célcio e
suas interagBes produzem um efeito acentuado sobre a perda de fluido celular apés o
descongelamento atribuida & danos mecénicos causados & microestrutura pelo crescimento de
cristais de gelo.

De acordo com o teste de Fisher, apresentado no Quadro 2A, frutos tratados com
sistemas que envolvem a adi¢éo de aglicares, ions Ca** e os sistemas interativos gel + agicar, gel
+ calcio, agicar + célcio e a interagfio entre os trés fatores gel + aglcar + célcio produzem
diferengas significativas quanto a perda de fliiido por exsudagdo (P<0,01).

Como se pode observar pelos testes de médias (Tabelas 11 a 17) considerando fixo o
fator gel e a significéncia entre tratamentos, a natureza do gel influencia de forma distinta a perda
de fluido apés o descongelamento, de uma maneira geral, CMC+CM e pectina sdo os géis de
polissacarideos que apresentam o maior percentual de perda de fliido por exsudagdo.

Tratamentos preparados com polissacarideos adicionados de sacarose apresentam reducdo
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TABELA 11 - Anélise da percentagem média de perda de flhiido celular (%P/P) por frutos

descongelados obtidos apés pré-tratamentos com géis de naturezas diferentes.

Gel Repet. Médias 5% 1%
CMC +CM 36 48,8331 a A
Pectina 36 47,8104 ab A
Amido 36 45,9595 b A
Sem gel 36 45,8996 b A

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significéncia indicado,
pelo teste de Duncan.

TABELA 12 - Anilise da percentagem média de perda de fliido celular (%P/P) por frutos

descongelados obtidos ap6s pré-tratamentos com e sem a adigfio de sacarose.

Tratamentos Repet. Médias * 5% 1%
Sacarose 0% 72 52,7075 a A
Sacarose 15% 72 41,5439 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-

cancia indicado, pelo teste de Duncan.
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TABELA 13 - Anilise da percentagem média de perda de fhiido celular (%P/P) por frutos
descongelados obtidos apés pré-tratamentos com e sem a adi¢fio de nitrato de

célcio.
Tratamentos Repet. Médias ! 5% 1%
Nit. Célcio 0% 72 49,7117 a A
Nit. Célcio 0,5% 72 44,5396 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-
céncia indicado, pelo teste de Duncan.

TABELA 14 - Analise da percentagem média de perda de fliido celular (%P/P) por frutos
descongelados obtidos apés pré-tratamentos com sistemas que envolvem o
efeito interativo géis x actcares.

Sacarose 15% Sacarose 0%

- - - -

Gel Rep. Médias® 5% 1%  Gel Rep. Médiast 5% 1%

SemGel 18 425239 a
Pectina 18 42,0943 a
CMC+CM 18 41,1351 a
Amido 18 404221 a

CMC+CM 18 56,5311 a A

Pectina 18 53,5266 ab AB
Amido 18 51,4970 bc AB
Sem Gel 18 49,2754 c B

T

1 M¢dias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,

pelo teste de Duncan.
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TABELA 15 - Anilise da percentagem média de perda de fluido celular (%P/P) por frutos
descongelados obtidos apés pré-tratamentos com sistemas que envolvem o
efeito interativo géis x calcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%

Gel Rep. Médias' 5% 1%  Gel  Rep. Médiast 5% 1%

CMC+CM 18 46,0173 a A CMC+CM 18 51,6490 a A

Sem Gel 18 45,6947 a A Amido 18 50,8521 a AB
Pectina 18 45379 a A Pectina 18 50,2413 a AB
Amido 18 41,0670 b A SemGel 18 46,1046 b B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significincia indicado,
pelo teste de Duncan.

TABELA 16 - Anilise da percentagem média de perda de fluido celular (%P/P) por frutos
descongelados apés pré-tratamentos com sistemas que envolvem o efeito

interativo agicar x calcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%
Agiicar Rep. Médias® 5% 1% Rep. Médias® 5% 1%
Sacarose 0% 36 523540 a A 36 53,0610 a A
Sacarose 15% 36 36,7253 b B 36 46,3624 b B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,

pelo teste de Duncan.
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TABELA 17 - Anlise da percentagem média de perda de fluido celular (%P/P) por frutos
descongelados apés pré-tratamentos que envolvem o efeito interativo entre trés

fatores (gel x agucar x calcio).

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%
Aglcar Gel Rep. Médiast 5% 1% Gel Rep. Médiast 5% 1%
CMC+CM 9 38,9417 a A Sem Gel 9 48,3263 a A
Sacarose 15% Pectina 9 37,1652 a A Pectina 9 47,0234 a A
Semn Gel 9 36,7215 a A Amido 9 46,7715 a A
Amido g 34,0727 a A CMC+CM 9 43,3285 a A
Jem Gel ) 54,6678 a A CMC+CM 9 59,9695 a A
Sacerose 0% Pectina 9 53,5940 a A Armido 9 54,9327 ab A
CMC+CM 9 53,0928 ab A Pectina 9 53,4591 b A
Amido 9 48,0613 b A Sem Gel 9 43,8829 c B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ac nivel de signific@ncia indicade, pelo teste de
Duncan.

acentuada do percentual de perda de suco quando comparados aqueles tratados sem a adigfio de
géis, sendo a redugfio maior verificada nos tratamentos que utilizam amido gelatinizado como
formador da rede gélica como mostrado na Figura 14. CMC+CM e pectina sdo estatisticamente
iguais frente aos tratamentos com a adigfio de sacarose.

A adigdo de céicio a sistemas de géis de polissacarideos também interage reduzindo a
perda de fliido celular apés o descongelamento , mas nfo se pode afirmar dentre os trés
diferentes polissacarideos, qual aquele que apresenta efeito interativo mais forte com ions Ca**
que permita uma maior redugfo do percentual de perda de suco apds o descongelamento, isto &, o

comportamento dos géis ¢ semelhante nestes sistemas. O que se pode observar é que o efeito
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interativo existe no sistema gel x célcio e ¢é significativo quando comparado aqueles tratamentos
feitos na auséncia de géis (Figura 15).

Resultados semelhantes foram obtidos por Fuster, Prestamo e Canet (1982b) tratando
morangos com solugdo de 0,28% de Cacly + 0,5% de NaCl. Isto é atribuido 2 interagfio do célcio
com componentes da parede celular principalmente substncias pécticas conferindo resisténcia e
mantendo a integridade da estrutura celular durante o congelamento.

Quando os trés fatores (géis de polissacarideos, agiicar e ions célcio) estdo presentes
no mesmo sistema a redu¢fo no percentual de perda de suco apés o descongelamento é mais
pronunciada, e isto, é atribuido ao efeito da interacfio dos trés fatores entre si e provavelmente
entre componentes da parede celular reduzindo os danos mecénicos causados a estrutura celular
e/ou impedindo o crescimento de cristais de gelo na microestrutura. Considerando o sistema de
trés fatores, pode-se observar que fiutos submetidos a tratamentos com amido + sacarose + célcio
foram os que apresentaram o menor percentual de perda de fliido celular com uma redugdo de
aproximadamente 23% quando comparados com o percentual de perda do fruto “in natura”
congelado sem algum tipo de tratamento (Figura 16).

Um outro tipo de interagfio que deve ser considerado e analisado ¢ aquele que trata de
sistemas que envolvem a adigfo sacarose + célcio. Frutos tratados com solugdes de sacarose
adicionadas de cdlcio apresentam menor percentual de perda de suco apds o descongelamento
quando comparados aqueles tratados com solugdes de sacarose sem a adigdo de calcio.

A adigdo de sacarose promove uma ligeira remogdo de dgua do interior do fruto e um
aumento no teor de sélidos resultantes da desidratago osmoética e a penetragio dos solutos
protege parcialmente os tecidos dos danos de congelamento, reduzindo a perda por exsudagfo

durante o congelamento (Garrote & Bertone, 1989).
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FIGURA 14 - Perda de fluido por exsudaciio (%eP/P) apés o descongelamento de frutos

submetidos a pré-tratamentos envolvendo sistemas gel-célcio sem e com
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FIGURA 15 - Perda de fluido celular apés o descongelamento (%P/P) de frutos submetidos

a pré-tratamentos envolvendo sistemas gel-sacarose sem e com a adic#io de

nitrato de calcio 0,5%.
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FIGURA 16 - Perda de flaido celular apés o descongelamento (%P/P) de frutos submetidos
Na pré-tratamentos envolvendo sistemas gel + sacarose + cdlcio mostrando o
efeito da adicfio de sacarose 15%, nitrato de céalcio 0,5% e ambos a um sistema

interativo de trés fatores onde o fator gel é considerado fixo.

4.2.3 Efeito da adicfio de crioprotetores sobre o teor de Sélidos Sohiveis Totais (SST) do

fruto apés congelamento/descongelamento

O teor de s6lidos soluveis totais é um parfimetro que influencia diretamente as
propriedades fisico-quimicas responsdveis pela cristalizagdo do gelo tais como ponto de
congelamento, grau de superesfriamento, nucleagio e crescimento de cristais de gelo. Como pode
ser observado pelo Quadro 3A, a adi¢fio de crioprotetores como alguns sistemas constituidos de
géis de polissacarideos, aglicares e ions cdlcio, por infiusfio; no interior do fruto, produzem

efeitos com diferengas significativas sobre o teor de SST ap6s o congelamento/descongelamento.
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O efeito ¢ mais pronunciado em frutos tratados com géis, agucares e sistemas interativos que
incluem os fatores géis x aglcar, géis X célcio (P<0,01), aglicar x célcio e o sistema com a
interagfo dos trés fatores (géis x agicar x célcio) (p<0,05).

Analisando as médias obtidas para os diferentes tratamentos, e, levando em conta a
significéncia entre tratamentos, @, considerando o fator gel como fator fixo (Tabelas 18 a 23),
observa-se que a natureza do gel formado por diferentes polissacarideos produz resultados
diferentes quanto ao teor de SST ap6s o descongelamento. Frutos tratados com amido gelatinizado
apresentam o maior valor de SST ao contrario do que acontece com tratamentos com géis
formados por pectina e CMC+CM, resultando em frutos com os menores teores de SST pos-
congelamento.

Em sistemas onde a sacarose esta presente, 0 gradiente de concentragdo existente entre
o fruto e os componentes da solugdo, provoca um aumento notavel no teor de SST como um
resultado da incorporagéio de materiais por OSMOSe 3 microestrutura do fruto durante o processo
de infusdo a vacuo. A adigdo de sacarose a sistemas constitufdos por amido como substéncia
formadora de gel foi o tratamento que resultou em frutos com teores de SST mais elevados apés 0
descongelamento (Figura 17).

A adigfio de célcio por si s0, ndo influencia o teor de SST apos o descongelamento,
mas as interagbes dos ions Ca?* com os fatores géis, agucares e gel x aglcar apresentam
resultados apreciéveis. Pode-se observar que em tratamentos onde o fator géis nfio esta presente 0
teor de SST ¢é reduzido drasticamente com a adicgio de célcio (Figura 18).

O efeito da interagéio entre os trés fatores também pode ser observado a partir dos
resultados obtidos. Tratamentos preparados formando os sistemas géis -+ sacarose + calcio

produzem frutos descongelados com maiores teores de SST. Um valor do teor de SST maior foi
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TABELA 18-Anilise do teor médio de Solidos Soliveis Totais CBRIX) de frutos
congelados/descongelados submetidos a pré-tratamentos com géis de

polissacarideos de naturezas diferentes.

Gel Repet. Médias 5% 1%
Amido 36 8,3838 a A
Sem Gel 36 8,1088 ab AB
Pectina 36 7,4425 be BC
CMC+CM 36 6,9958 c C

1 Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significéncia indicado,

pelo teste de Duncan.

TABELA 19 - Analise do teor médio de Solidos Sohiveis Totais BRIX) de frutos

congelados/descongelados submetidos a pré-tratamentos com e sem a adi¢do

de sacarose.

Tratamentos Repet. Médias* 5% 1%
Sacarose 15% 72 9,5661 a A
Sacarose 0% 72 5,8989 b B

* Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-

céncia indicado, pelo teste de Duncan.
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TABELA 20 - Analise do teor médio de Solidos Soliveis Totais "BRIX) de frutos
congelados/descongelados produzidos apés pré-tratamentos com sistemas

que envolvem o efeito interativo géis x acuacares.

Sacarose 15% Sacarose 0%

Gel Rep. Médiass 5% 1%  Gel  Rep. Médias! 5% 1%

Amido 18 10,5128 a A Sem Gel 18 7,1206 a A
CMC+CM 18 9,3306 b AB Amido 18 6,2527 ab AB
Pectina 18 9,3239 b AB Pectina 18  5,5611 bc BC
Sem Gel 18 9,0972 b B CMC+CM 18 4,6611 c (8

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,

pelo teste de Duncan.

TABELA 21 - Anilise do teor médio de Sélidos Soliveis Totais ("BRIX) de frutos
congelados/descongelados obtidos apés pré-tratamentos com sistemas

envolvendo o efeito interativo entre os fatores géis x célcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%

Gel Rep. Médiass 5% 1%  Gel Rep. Médiass 5% 1%

Amido 18 83544 a A  SemGel 18  9,5567 a A

Pectina 18 7,9044 a AB  Amdo 18 84111 b A
CMC+CM 18 74611 ab AB Pectina 18 6,9806 c B
Sem Gel 18 6,6611 b B CMC+CM 18 6,5306 c B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,

pelo teste de Duncan.
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TABELA 22 - Anialise do teor de Sélidos Sohiveis Totais ("BRIX) de frutos
congelados/descongelados obtidos apés pré-tratamentos com sistemas

envolvendo o efeito interativo entre os fatores acgiicares x célcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%
Aglicar Rep. Médias® 5% 1% Rep. Médias® 5% 1%
Sacarose 15% 36  9,6961 a A 36 94361 a A
Sacarose 0% 36 5,4944 b B 36 6,3033 b B

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,
pelo teste de Duncan.

TABELA 23 - Anilise do teor médio de Solidos Soliveis Totais ("BRIX) de frutos
congelados/descongelados obtidos apés pré-tratamentos com csistemas

envolvendo o efeito interativo dos fatores géis x agiicar x calcio.

Nit.Célcio 0,5% Nit.Célcio 0%
Agucar Gel Rep. Médias* 5% 1% G;:-l Rep. Médiast 5% 1%
Amido 9 10,4478 a A Amido o 1 0,5-:?-?; a —-;s-
Sacarose 15% Pectina 9 10,0922 8- A Sem Gel 9 59,6389 ab  AB
CMC+CM 9 9,6889 ab A CMC+CM 9 8,9722 b AB
Sem Gel 9 8,5555 b A Pectina 9 8,5556 b B
Amido S -;3,261 1 a A Sem Gel 9 9,4744 a A
Sacarose 0%  Pectina 9 57167 ab A Amido 9 6,2445 b B
CMC+CM 2 52353 ab A Pectina 9 5,4056 bc BC
Sem Gel ) 4,7667 b A CMC+CM 9 4,0889 c &

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre s1 eo nivel de significancia indicado, pelo teste de
Duncan.
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FIGURA 17 - Teor de Sélidos Sohaveis Totais "BRIX) de frutos descongelados submetidos a
pré-tratamentos constituidos de sistemas gél-calcio sem e com a adigio de

sacarose 15%.
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FIGURA 18 - Teor de Sélidos Sohaveis Totais "BRIX) de frutos descongelados submetidos a

pré-tratamentos constituidos de sistemas gel-sacarose sem e com a adigdo de

nitrato de calcio 0,5%.
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FIGURA 19 - Teor de Sélidos Sotiveis Totais "BRIX) ap6s o descongelamento de frutos
submetidos a pré-tratamentos envolvendo sistemas gel + sacarose + calcio
mostrando o efeito da adigfio de sacarose 15%, nitrato de calcio 0,5% e ambos

a um sistema interativo de trés fatores onde o fator gel é considerado fixo.
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4.2.4 Efeito da adigfio de crioprotetores como pré-tratamentos anteriores ao processo de

congelamento sobre a textura de frutos descongelados.

A obtengao de parimetros texturométricos apés o descongelamento permite avaliar o
grau de ruptura do tecido de frutos causados pelo crescimento de cristais de gelo e assim verificar
entre os diferentes pré-tratamentos, qual aquele que se mostrou mais efetivo na manuteng¢fo das
caracteristicas microestruturais. Para os dados experimentais obtidos, de acordo com o teste de
Fisher apresentado no Quadro 4A, pode ser observado que apenas os tratamentos onde os fatores
dglcar e cdlcio estdo presentes os resultados sdo significativos, ou seja, influenciam o valor da
textura ap6s o descongelamento (P<0,01). A natureza do gel nfio influéncia o valor final da
resisténcia A penetrago oferecida por  frutos submetidos a pré-tratamentos apés o
descongelamento. Os fatores que contribuem para um maior valor da firmeza de frutos apés o
congelamento/descongelamento sfo a adig@io de sacarose e a adigdo de nitrato de calcio sendo
este ultimo atribuido como o principal responsdvel pela manutengdo das propriedades
texturométricas apés o descongelamento (Figuras 20, 21).

Néo se verifica a ocorréncia de interagdes entre fatores atuando de forma significativa
como agentes responsaveis pela manuténgfo da qualidade da textura de frutos processados. Pode-
se afirmar que a adigfio de nitrato de célcio resulta em altos valores de resisténcia do fruto &
penetragfo. A adigdo de sacarose, em um nivel menor, também contribui para a manutengéo das
propriedades texturométricas. Uma andlise mais geral das médias da for¢a de resisténcia
oferecida pelos frutos tratados com estes fatores pode ser feita observando os resultados

apresentados nas Tabelas 24 e 25
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FIGURA 20 - Valores da resisténcia a penetra¢fio (kg - sonda D = 7/16 in) de frutos
descongelados submetidos a pré-tratamentos constituidos de sistemas gel-

sacarose sem e com a adi¢fio de nitrato de calcio 0,5%.
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FIGURA 21 - Valores da resisténcia & penetra¢fio (kg - sonda D = 7/16 in) de frutos
descongelados submetidos a pré-tratamentos constituidos de sistemas gel-

calcio sem e com a adi¢do de sacarose 15%.
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FIGURA 22 - Valor da resisténcia a penetragio (kg - Sonda D = 7/16 in) apés o
descongelamento de frutos submetidos a pré-tratamentos envolvendo
sistemas gel + sacarose + célcio mostrando o efeito da adigdo de sacarose

15%, nitrato de célcio 0,5% e ambos a um sistema de trés fatores onde o

fator gel é considerado fixo.



94

TABELA 24 - Analise do valor médio de resisténcia a penetraciio (kg - Sonda D = 7/16 in) de
frutos descongelados obtidos apés pré-tratamentos com e sem a adi¢do de

sacarose.
Tratamentos Repet. Médias ! 5% 1%
Sacarose 15% 72 2,7822 a A
Sacarose 0% 72 2,3862 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nfvel de signifi-
céncia indicado, pelo teste de Duncan.

TABELA 25 - Anilise do valor médio da resisténcia a penetragfo (kg - sonda D = 7/16 in) de
frutos descongelados obtidos apés pré-tratamentos com e sem a adiclio de
nitrato de calcio.

Tratamentos Repet. Médias 5% 1%
Nit. Célcio 0,5% 72 3,3406 a A
Nit. Célcio 0% 72 1,8278 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-

cancia indicado, pelo teste de Duncan.
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Este efeito ¢ justificado tendo em vista a relagfio entre o cdlcio e componentes da
parede celular. Os elementos das cadeias de polissacarideos pécticos podem acondicionar-se de
forma intermolecular em associagdo com o calcio ou com outros cations para formar géis. O
célcio se fixa dentro de cavidades entre as cadeias ligando-se a grupos carboxilatos e a outros
dtomos de oxigénio eletronegativos que sfo ligantes favordaveis. A formagfio de géis de
polissacarideos pécticos resulta em textura mais firme e aumento da estabilidade das interligagdes
entre os componentes da parede celular. A contribuigfo da sacarose sobre o parémetro textura ¢
atribuido 4 remogfo de dgua intracelular, inibindo o crescimento e diminuindo a quantidade de
gelo formada responsivel por danos mecénicos & estrutura celular. Estes resultados sfio
compativeis com aqueles obtidos por Fuster, Prestamo e Spinosa (1982); Fuster, Prestamo e Canet

(1982) ; Main, Morris e Wehunt (1986) e Paoletti e Menesatti (1993).

4.2.5 Efeito da adicio de crioprotetores sobre a capacidade de retencio de agua na

microestrura do fruto apés o descongelamento.

A determinagéo do indice de difusfio do suco por capilaridade (IDPF) ¢ uma técnica
que permite uma avaliagdo da capacidade de retengdo de dgua pelo material apés o
descongelamento e uma idealizagio dos aspectos microestruturais do fruto descongelado quanto a
porosidade, cavidades deixadas por cristais de gelo e influéncia da adi¢8o de géis sobre a rede
microestrutural formada ap6s o descongelamento. Com base nos resultados experimentais obtidos,
pode-se observar, de acordo com o teste de Fisher (Quadro 5A), que os fatores géis, sacarose e

célcio influenciam significativamente a velocidade com que o material libera 4gua por difusdo em
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um meio capilar (P<0,01), e, em um nivel mais baixo, a interag@o gel x célcio também influéncia
consideravelmente os valores deste indice (P<0,05).

Analisando os testes de significincia entre tratamentos (Tabelas 26 a 29) e
considerando o fator gel como um fator fixo, de um modo geral, pode-se verificar que a adi¢fo de
géis reduz notavelmente o indice de difusdo em um meio capilar, e, quando se considera a natureza
dos géis, observa-se uma diferenga significativa quanto ao comportamento de géis formados por
amido gelatinizado comparados aqueles formados com pectina e CMC+CM. Na ordem
CMC+CM, pectina e amido, apresentam valores do IDPF mais baixos quando comparados aos
tratamentos realizados na auséncia de géis. A presenga de gel diminui a velocidade de difuséo
(ou perda) do fluido celular apés o descongelamento. Tratamentos feitos com CMC+CM e
pectina apresentaram comportamentos praticamente iguais quanto aos valores do IDPF resultantes
apés o descongelamento.

A adigfio de sacarose a um sistema gel-célcio reduz acentuadamente a velocidade de
difusdo do suco do fruto quando em contato com o material capilar, mas ndo se pode afirmar
dentre os sistemas de géis de polissacarfdeos em presenga de sacarose 15%, qual aquele que
proporciona o efeito mais pronunciado quanto ao valor do IDPF (Figura 23)

A adi¢#io de cdlcio aumenta a velocidade de difusfio do fluido celular no meio capilar.
Nestes sistemas, tratamentos constituidos de pectina e CMC+CM apresentam comportamentos
estatisticamente iguais e sdo os que resultam em menores valores para o IDPF do fruto apés o
descongelamento (Figura 24). Ainda considerando a natureza do gel, tratamentos com amido
gelatinizado séo os que produzem o maior indice de difuséio e diferem significativamente daqueles
realizados com géis de pectina que resultam nos valores mais baixos do IDPF quando em presenga

de nitrato de célcio.
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TABELA 26 - Analise do indice médio de difusfio do fliido celular por capilaridade (%)
(IDPF) de frutos congelados/descongelados submetidos a pré-tratamentos com

géis de polissacarideos de naturezas diferentes.

Gel Repet. Médias 5% 1%
Sem Gel 36 43,1513 a A
Amido 36 23,9689 b B
Pectina 36 17,0769 c C
CMC +CM 36 16,8837 c (&

1 Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significéncia indicado,

pelo teste de Duncan.

TABELA 27 - Andlise do indice médio de difusiio do fliido celular por capilaridade (%)
(IDPF) de frutes congelados/descongelados submetidos a pré-tratamentos sem e

com a adicdo de sacarose.

Tratamentos Repet. Médias ! 5% 1%
Sacarose 0% T2 32,3914 a A
Sacarose 15% 72 18,1490 b B

L M¢édias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-

cancia indicado, pelo teste de Duncan.
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TABELA 28 - Anilise do indice médio de difusdo do fhiido celular por capilaridade(%)
(IDPF) de frutos congelados/descongelados obtidos apés pré-tratamentos com
e sem a adicio de nitrato de calcio.

Tratamentos Repet. Médias ! 5% 1%
Nit. Cédlcio 0,5% 72 28,3400 a A
Nit. Célcio 0% 72 22,2004 b B

L Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de signifi-
céncia indicado, pelo teste de Duncan.

TABELA 29 - Anilise do indice médio de difusfio do fhiido celular por capilaridade (%)
(IDPF) de frutos congelados/descongelados obtidos apos pré-tratamentos com

sistemas envolvendo o efeito interativo entre os fatores géis x calcio.

Nit.Calcio 0,5% Nit.Célcio 0%

Gel Rep. Médiass 5% 1%  Gel  Rep. Médiass 5% 1%

Sem Gel 18 49,6189 a A  SemGel 18 36,6836 a

Amido 18 28,4471 b B Amido 18 19,4908 b
CMC+CM 18 19,4838 ¢  BC Pectina 18 18,3437 b
Pectna 18 15,8101 c C CMC+CM 18 14,2837 b

mww>

! Médias verticais seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado,

pelo teste de Duncan.
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FIGURA 23 - Indice de difusfo do fliido celular por capilaridade (%) (IDPF) de frutos
descongelados submetidos a pré-tratamentos constituidos de sistemas gél-

calcio sem e com a adi¢fio de sacarose 15%.
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FIGURA 24 - Indice de difusfio do fliido celular por capilaridade (%) (IDPF) de frutos
descongelados submetidos a pré-tratamentos constituidos de sistemas gel-

sacarose sem e com a adi¢fio de nitrato de calcio 0,5%.
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FIGURA 25 - indice de difusfio do flaido celular por capilaridade (%) (IDPF) de frutos
congelados/descongelados submetidos a pré-tratamentos envolvendo sistemas
gel + sacarose + célcio mostrando o efeito da adi¢fio de sacarose 15%, nitrato
de célcio 0,5% e ambos a um sistema de trés fatores onde o fator gel ¢

considerado fixo.

Néio se verifica para este parfimetro a existancia de fortes interagdes entre os diferentes
fatores envolvidos nos sistemas. A (nica interagfio observada (P<0,05) , trata-se daquela
envolvendo os fatores géis x célcio onde a adigéo de nitrato de calcio provoca um aumento
diferenciado, dependente da natureza do gel, dos valores do indice de difisfio em um meio capilar

ap6s o processo de congelamento/descongelamento (Figura 25).
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Uma justificativa para estes resultados pode ser feita analisando os parfmetros
responsaveis pelas condigBes com que a dgua est4 disponivel no sistema. As diferengas entre os
IDPF’s observados entre géis provavelmente séo devidas ao caréter hidrofilico ou a afinidade
com que o hidrocoléide se liga a dgua, ou seja a forga de hidratagfo. A sacarose contribui
interagindo com a #gua ndo ligada diminuindo a mobilidade molecular da 4gua e interferindo nos
processos de interagdes interpoliméricas dos hidrocoléides. A adigéio de célcio é favordvel a
formago de géis em sistemas constituidos de pectina aumentando a viscosidade, e, proporciona
mais 4gua ao sistema por competi¢do com a dgua estrutural ligada @s demais moléculas
poliméricas. O resultado ¢ uma menor viscosidade, maior quantidade de édgua disponivel no
sistema, maior formag#o de gelo durante o congelamento e menor capacidade de retengdo de agua

ap6s o descongelamento.
4.3 Efeito da adigio de crioprotetores sobre a microestrutura celular de frutos
4.3.1 Caracteristicas microestruturais do fruto “in natura”

A Figura 26-A apresenta fotomicrografias obtidas por microscopia dtica do fruto
fresco antes de ser submetido aos processos de pré-tratamento e congelamento. A Figura 26-B
mostra detalhes dos espagos intercelulares encontrados em meldes frescos onde supostamente as

substancias crioprotetorass séo inseridas durante a infusdo a vécuo, e, a cristalizagdo e

crescimento dos cristais de gelo é iniciada.
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FIGURA 26-A - Fotomicrografia obtida por microscopia ética do fruto fresco antes de ser

submetido aos processes de congelamento mostrando a conformacidio da

estrutura da parede celular (harra = 80 pm).
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FIGURA 26-B - Fotomicrografia obtida por microscopia 6tica do fruto fresco antes de ser
submetido aos processos de congelamento mostrando em detalhe espacos

intercelulares presentes na estrutura celular de meldes frescos (harra= 20

pm).
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4.3.2 Caracteristicas microestruturais de frutos tratados com crioprotetores apés o

congelamento

4.3.2.1 Danos mecdnicos causados na estrutura celular pelo crescimento de cristais de gelo

A Figura 27 apresenta fotomicrografias de cortes do fruto de meldo sem tratamentos
com hidrocoloides e submetidos aos trés métodos de congelamento, ou seja, na ordem, da
esquerda para a direita, congelamento em ar estatico (AE), por imersdo em pasta de diéxido de
carbone + etanol (IDC) e imersdo em nitrogénio liquido (INL); representados pelos subindices 1,
2 ¢ 3 respectivamente, fixados a técnica de freeze-substituigdo ou freeze-fixagdo a -20°C.

A fixagdo isotérmica a frio preserva estruturas e retem as relagdes de conformagédo da
fase gelo em equilibrio termodinamico com o material congelado. Esta condi¢éo ¢ conseguida
com uma solu¢fo fixativa com um ponto de fuséo a temperatura de fixagdo (que é a temperatura na
qual o material foi pré-resfriado) e a manutencéo degtas condicoes durante o periodo de fixagéo.
Estas formulagtes interagem com os componentes do material conferindo rigidez a matriz e
assegurando que o modelo do gelo seja preservado. (Lampila, Mohr e Reid., 1985: Martino e
Zaritzky, 1986;Ferrero, Martino e Zaritzky, 1992).

As Figuras 27-Ay. 27-Ao. e 27-A: apresentam fotomicrografias do fruto congelado sem
qualquer pré-tratamento em AE, IDC e INL. Pode-se observar através destas figuras, um alto grau

de ruptura da estrutura celular para o fiuto congelado em AE & um maior nimero de estruturas
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{ntegras nos congelsmllentos feitos com IDC e INL, onde a velocidade de congelamento ¢ mais
rapida.

As fotomicrografias mostradas nas Figuras 27-B;, 27-B; e 27-B; referem-se a frutos
submetidos a infusdo em solugdo de sacarose 15%, as apresentadas nas figuras 27-C;, 27-C; e 27-
C; a frutos tratados com solug#o de nitrato de célcio e as das figuras 27-Dy, 27-D; e 27-Ds a frutos
tratados com sistemas envolvendo a adi¢do de sacarose e nitrato de cdlcio.

Quando se compara o efeito dos diferentes tratamentos ( sentido vertical de A para D
na figura 27) observa-se um alto grau de ruptura e separagéo em pedagos das paredes celulares
em frutos congelados sem qualquer tipo de tratamento e naqueles tratados com solugdes de mitrato
de célcio, sendo este efeito mais visivel quando congelados em AE. Estruturas mais integras sdo
observadas com tratamentos constituidos pela adig@o de sacarose e um efeito interativo fruto-
crioprotetores pode ser observado analisando as estruturas das Figuras 27-Dy, 27-D; e 27-D3 que
mostram estruturas mais bem definidas principalmente aquelas correspondentes ao fruto congelado
em nitrogénio liquido.

A deterioragdo da microestrutura, chegando até mesmo a uma completa desintegragéo
da parede celular, ¢ atribuida a presenga de cristais de gelo extracelulares que produzem tensdes
locais que induzem os danos mecénicos irreversiveis dos componentes celulares. O tipo e
extensdo do dano no tecido ¢ dependente da localizagdo e tamanho do cristal de gelo, e, isto ¢
governado pela velocidade de congelamento. (Fenmema, Powrie e Marth, 1973, Marti e Aguilera,
1991; Ahmed, Mirza e Arreola, 1991).

Quando os pedagos do fruto so submetidos a infus@io a vacuo em solugdes de baixa
concentragfo, como no caso de solugdes de nitrato de calcio, ocorre a formagdo de um gradiente

de concentragio entre os componentes celulares e a solugfio induzindo a entrada de agua no
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interior do fruto por osmose aumentando o teor de 4gua celular tornando a célula tirgida. Quando
congelado, este fruto-modelo sofre severos danos porque o alto teor de dgua ¢ favoravel a
formag#o de grandes cristais de gelo extracelulares sendo este efeito dependente da velocidade de
congelamento como mostrado nas Figuras 27-C; a Ci. A desintegragdo completa da estrutura
celular é observada em frutos congelados em AE (Figura 27-C,) e um efeito deteriorativo menor é
verificado no congelamento em IDC e INL (Figuras 27-C; e 27-C3).

Quando solugdes de sacarose estdo presentes no sistema, o gradiente de concentragfo
atua no sentido inverso ao exposto na situagfo anterior. O que ocorre, ¢ uma remog#o parcial da
dgua intracelular e uma incorporagéo de materiais s6lidos no interior do fruto. A concentragéo de
solidos no fruto resultante do processo osmético reduz o crescimento de cristais de gelo
protegendo parcialmente os tecidos dos danos de congelamento (Garrote e Bertone, 1989).

A adigdo de nitrato de calcio a sistemas constituidos de sacarose resulta em estruturas
ainda mais fntegras, principalmente aquelas processadas nos meios que proporcionam
velocidades de congelamento mais rapidas. O efeito do comportamento destes sistemas pode
provavelmente ser justificado pela interagdo dos ions Ca’" junto aos componentes da parede
celular aumentando o nimero de associagBes idnicas interpoliméricas conferindo maior
resisténcia a estrutura, e, a redugéio da taxa de cristalizagfio da 4gua microestrutural devido a
presenca de um teor mais alto de componentes solidos que diminuem a quantidade e mobilidade
da 4gua necessaria para o crescimento de grandes cristais de gelo.

Em todos os casos na Figura 27, verifica-se a relagdo direta entre a velocidade de
congelamento e o grau de ruptura da estrutura celular que pode ser justificada pela consideragio
de que em um congelamento rapido, a velocidade de congelamento € répida o bastante para que a

plasmoélise niio ocorra, promovendo a formagéo de gelo intracelular. Neste tipo de congelamento,
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a velocidade de crescimento dos cristais de gelo iniciais é insuficiente para manter o equilibrio
com a velocidade de resfriamento, assim se produz um superresfriamento e uma maior nucleagfo
intracelular. O resultado ¢ um aumento no nimero de cristais formados com uma diminuigdo do
seu tamanho no liquido citoplasmatico no interior das células provocando uma menor distorg#io e
ruptura da parede celular. O congelamento lento oferece oportunidade para a 4gua passar do
interior das células para os espagos extracelulares causando o crescimento de cristais de gelo a
nivel extracelular entre a membrana citoplasmatica e a parede celular, o que d4 lugar a grandes
cristais de gelo, maximo deslocamento de dgua, plasmélise, perda de turgecéncia e células
drasticamente danificadas (Reid, 1973; Bomben e King, 1982; Marti e Aguilera, 1991).

As Figuras 28-Aj, 28-A; e 28-A; apresentam fotomicrografias de frutos tratados com
sistemas constituidos de pectina submetidos aos trés métodos de congelamento, respectivamente
AE, IDC e INL; 28-By, 28-B; e 28-B: a fiutos tratados com sistemas constituidos de pectina
adicionados de sacarose; 28-C,, 28-C, e 28-C; a frutos tratados com sistemas pectina + nitrato de
calcio e 28-Dy, 28-D; e 28-D: a sistemas constituidos de pectina + sacarose + nitrato de calcio.

Como se pode observar pelas Figuras 28-A), 28-A; e 28-A; tratamentos realizados com
pectina apenas, nio reduzem satisfatoriamente o grau de rompimento do tecido causado pelo
crescimento de cristais de gelo. A infus#o de frutos em géis de baixa concentragéo promove a
incorporagdo de 4gua no sistema e sua capacidade de hidratagdo é pouco efetiva na retengéo de
agua favordvel ao crescimento de grandes cristais de gelo. Tal situagéio muda quando na presenca
de sacarose que compete pela dgua de hidratagdo, removendo parte da dgua intracelular e
impedindo movimentos moleculares da 4gua durante o processo de cristalizagdo por efeitos de
microviscosidade além de uma possivel interagdo com a rede gélica. Os resultados séo estruturas

celulares integras e bem definidas como se verifica pelas Figuras 28-B,, 28-B; e 28-Bs.
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A adigfio de ions Ca®™" ¢ favorével a gelificagfio da pectina produzindo géis mais firmes
~ além de ser passivel de uma possivel interagdo junto aos componentes da parede celular
promovendo uma estrutura mais rigida e resistente a danos causados por cristais de gelo. Ao
exposto pode ser atribuido os resultados obtidos e observados nas Figuras 28-C;, 28-C; e 28-C;
que retratam estruturas com grau de ruptura relativamente baixo quando comparados aos
tratamentos realizados com pectina na auséncia de nitrato de célcio (Figuras 28-A;, Az e Az).

Estruturas integras também sfo observadas nas Figuras 28-D;, 28-D; e 28-Ds, que
mostram frutos tratados com sistemas pectina + sacarose + calcio. Estes resultados séo
provavelmente devidos 2 interagfio dos trés fatores, ou seja, retengéio de 4gua pela rede gélica,
diminui¢fo da mobilidade molecular pelo aumento da viscosidade a medida que a temperatura ¢
abaixada sendo tal efeito atribuido principalmente & presenga de sacarose; e, a presenca de ions
Ca’* aumentando a rigidez do gel além de uma possivel interagdo com componentes da parede
celular; todos estes fatores contribuindo para uma baixa taxa de cristaliza¢io e crescimento de
cristais de gelo e uma resisténcia maior da parede celular aos danos causados por estes cristais.

A velocidade de congelamento é novamente reconhecida como um fator responsavel
pela manutengdo das caracteristicas microestruturais do material celular congelado.

As fotomicrografias apresentadas na Figura 29 referem-se a frutos congelados
submetidos a pré-tratamentos constituidos por CMC+CM com e sem a adigdo de sacarose e
nitrato de calcio.

De uma maneira geral, pode-se observar que tratamentos feitos com este hidrocoldide
ndo sfo muito efetivos na manutengfio das caractéristicas microestruturais de frutos congelados até
mesmo quando se utilizam métodos que envolvem o congelamento répido do material. Pode-se

observar uma completa desintegragéio da parede celular com praticamente nenhuma caracteristica
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FIGURA 28§ - Fotomicrografias obtidas por microscopia otica de frutos congelados (AE, IDC
¢ INL) submetides a pré-tratamentos cem sistemas constitnidos de (A) Pectina
1% e adicionades de (B) sacarose 15%, (C) nitrato de calcio (0,5%) e (D)
sacarese 15% + nitrato de calcie §,5%. (barra = 160um).
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crioprotetora quando frutos séio tratados com sistemas que envolvem apenas CMC+CM (Figuras
29-Ay, 29-A; e 29-Az). Quando em presen¢a de sacarose algum grau de manuten¢fo da estrutura ¢
verificado quando os frutos sfo submetidos a métodos de congelamento rapido(Figuras 29-B; e
29-B3). O mesmo se verifica quando o calcio é adicionado ao sistema contendo o hidrocoldide. A
manutengdo da estrutura pela adi¢fo de sacarose pode provavelmente ser justificada pelo aumento
da viscosidade a medida que a temperatura ¢ reduzida, mas pela adi¢do de célcio, este efeito é
supostamente devido ao célcio e sua capacidade de interagir junto aos componentes da estrutura
celular e ndo pela presenca do hidrocoldide.

Como mencionado anteriormente, em géis de baixa concentragdo, somente o carater
hidrofilico nfio é suficiente para reter moléculas de 4gua em seus grupos laterais de forma a
impedir satisfatériamente o crescimento de cristais de gelo. A adigfo de sacarose aumenta a
viscosidade do sistema diminuindo a mobilidade molecular da dgua, e, a adi¢do de ions célcio,
particularmente neste tipo de hidrocoléide, desestrutura a rede gélica liberando moléculas de 4gua
no sistema diminuido a viscosidade e favorecendo o crescimento de cristais de gelo. Este
comportamento justifica os efeitos deteriorativos observados na Figura 29 e o pequeno efeito
crioprotetor verificados em sistemas onde a sacarose estd presente.

Na Figura 30 estdio apresentadas fotomicrografias de frutos tratados com sistemas
constituidos de amido gelatinizado (Figuras 30-A;, 30-A; e 30-As), amido + sacarose (Figuras 30-
B, 30-B; e 30-B:), amido + célcio (Figuras 30-Cy, 30-C: e 30-Cs3) e amido + sacarose + calcio
(Figuras 30-Dy, 30-D; e 30-Ds) submetidos aos trés métodos de congelamento. Uma andlise global
da figura 30 permite avaliar a eficiéncia dos tratamentos realizados com amido gelatinizado,
principalmente em presenga de sacarose e nitrato de calcio, como agentes protetores da estrutura

celular aos danos causados pelo crescimento de cristais de gelo. Frutos tratados com sistemas que
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FIGURA 29 - Fotomicrografias obtidas por microscopia otica de frutes congelados (AE. IDC
e INL) submetidos a pré-tratamentos com sistemas constituidos de (A) CMC
0,5% + CM §,1% e adicionados de (B) sacarose 15%, (C) nitrato de calcio
(0,5%) e (D) sacarose 15% + nitrato de calcio 0,5%. (barra = 160pm).
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envolvem somente a presenga de amido gelatinizado apresentam um alto grau de deterioragéo da
estrutura com extensos rompimentos das paredes celulares (Figuras 30-A;, 30-A; e 30-As3). A
extensdo dos rompimentos ¢ amenizada quando os frutos sfio tratados com amido gelatinizado +
sacarose anterior ao processo de congelamento. Obtém-se estruturas mais integras

sendo este efeito mais pronunciado quando se utiliza métodos de congelamento rdpidos (Figuras
30-B;, 30-B; e 30-B3). A adi¢do de cdlcio também promove uma boa manutengdo das
caracteristicas microestruturais do fruto quando congelado rapidamente, onde pouquissimas
rupturas de parede celular sdo observadas (Figuras 30-Cy, 30-C; e 30-C3).

Observa-se uma apreciavel integridade estrutural com células bem defimdas e
praticamente nenhuma ruptura de parede celular para frutos tratados com sistemas que envolvem
amido gelatinizado + sacarose + cdlcio (Figuras 30-D;,, 30-D, e 30-D:), sendo estas
caracteristicas verificadas independentemente da velocidade de congelamento a que o sistema foi
processado.

Quando sistemas constituidos de amido gelatinizado so submetidos ao processo de
congelamento, a dgua usada na preparagio do gel se separa devido a tendéncia das moléculas de
amido de se reassociarem, formando agregados insoliiveis. Ocorre a liberagdo de agua no sistema
devide a quebra de ligagBes de hidrogénio e formagfo de grandes cristais de gelo quando
congelados lentamente. A velocidade de congelamento tem um efeito significativo sobre a
formacéo de gelo e liberagfio de 4gua nos sistemas constituidos de amido durante o congelamento
(Ferrero, Martino e Zaritsky, 1993). Baseado nestas consideragdes, pode-se justificar as
caracteristicas estruturais em relagfio ao grau de rompimento causado por cristais de gelo
observados nas Figuras 30-A;, 30-A; e 30-A; onde provavelmente ocorre esta reassociagdo, e,

nas Figuras 30-Cy, 30-C; e 30-Cs, onde a presenca de calcio também compete com a agua
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FIGURA 30 - Fotomicrografias obtidas por microscopia otica de frutos congelados (AE, IDC
e INL) submetidos a pré-tratamentos com sistemas constituidos de (A) Amido
gelatinizado 5% e adicionados de (B) sacarose 15%, (C) nitrate de calcio
(1,5%) e (D) sacarose 15% + nitrato de calcio 1,5%. (barra = 160pum).
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estrutural do gel favorecendo a formagdo de cristais de gelo quando o sistema ¢ congelado
lentamente.

Os resultados apresentados nas Figuras 30-Dy, 30-D; e 30-Dz podem ser justificados
em termos de interagdes entre os componentes do sistema de hidrocoloide, como os descritos por
(1993) Chinachoti e Steinberg (1984) e Chinachoti (1993), nfio se esquecendo também de
possfveis interagdes que possam ocorrer entre os complexos sistemas fruto-crioprotetores.

Quando se comparam os sistemas quanto a natureza dos hidrocoldides utilizados
(Figuras 27, 28, 29 e 30) com o objetivo de se avaliar qual deles se mostra mais efetivo na
preservagdo da microestrutura celular, observa-se que tratamentos feitos com pectina e amido
gelatinizado como formadores de géis apresentaram melhores resultados. Frutos tratados com
sistemas envolvendo hidrocoléides + sacarose + nitrato de calcio, principalmente pectina +
sacarose, pectina + sacarose + nitrato de célcio quando submetidos ao congelamento rapido, e,
amido gelatinizado + sacarose + nitrato de cdlcio independentemente do processo de
congelamento mostram estruturas integras e praticamente sem rupturas de paredes celulares dando
mais suporte a probabilidade da existéncia de um efeito interativo entre os diversos componentes
do sistemas fruto-crioprotetores.

Em todos os casos verifica-se a influéncia da velocidade de congelamento sobre a
manutengéio das caracteristicas microestruturais dos tecidos congelados e estes resultados estdo de
acordo com aqueles obtidos através de estudos histolégicos realizados com tecidos vegetais como
os de Brown (1967) para feijdes verdes, Sterling (1968) para magés e Marti e Aguilera (1991)

para “blueberries” e “wild blackberries”.
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4.3.2.2 Caracteristicas microestruturais dos sistemas de hidrocoléides junto a estrutura

celular do fruto

Os aspectos microestruturais dos sistemas de hidrocoléides junto a estrutura celular de
frutos congelados em AE e em seguida liofilizados de um ponto de vista tridimensional foram
obtidos por microscopia eletrénica de varredura ou SEM (Scanning Electron Microscope) e sédo
mostrados nas fotomicrografias apresentadas nas Figuras 31 a 34.

A Figura 31 mostra a estrutura de um fruto “in natura” congelado em AE sem qualquer
tipo de pré-tratamento. A Figura 32 apresenta microestruturas de frutos congelados em AE
submetidos a pré-tratamentos com sistemas constituidos de pectina com e sem a adigdo de
sacarose e nitrato de célcio; a Figura 33, fiutos submetidos a pré-tratamentos com sistemas
constituidos de CMC+CM e a Figura 34, fiutos pré-tratados com sistemas constituidos de amido
gelatinizado.

De uma maneira geral, pode-se observar que as estruturas relativas a frutos tratados
com hidrocoléides (Figuras 32, 33 e 34) diferem notavelmente quando comparadas aquela do
fruto congelado sem pré-tratamento (Figura 31). Estas diferengas podem ser caracterizadas pela
porosidade, aderéncia a estrutura, estruturas amorfas, espessura, cavidades e conformagdo da
rede.

Estruturas caracteristicas obtidas por tratamentos especificos podem ser identificadas
nas fotomicrografias apresentadas, como aquelas resultantes apds preé-tratamentos com
hidrocoléide em presenga de sacarose. Observam-se estruturas amorfas, compactas com pequenas
cavidades e uma alta densidade da rede fruto-crioprotetores. Estas estruturas. visualizadas nas

Figuras 32-B, 32-D, 33-B, 33-D, 34-B e 34-D sdo tipicas da presen¢a de sacarose que se
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apresenta em um estado amorfo quando liofilizadas (White e Cakebread (1966), citados por
Chinachoti e Steinberg (1984)).

Tratamentos realizados apenas com hidrocoléides apresentam estruturas diferentes que
podem ser observadas analisando as Figuras 32-A, 33-A e 34-A. Tratamentos feitos com amido
gelatinizado (Figura 34-A) resultam em estruturas com grandes cavidades e pouca integridade do
material celular apés congelamento e liofilizagdo. Pré-tratamentos com pectina e CMC+CM
(Figuras 32-A e 33-A) respectivamente, resultam em estruturas mais integras e compactas quando
comparadas a estrutura obtida apés pré-tratamentos com amido gelatinizado. Em ambas as
situagBes (pectina e CMC+CM, principalmente pectina) observa-se a presenga de uma estrutura
aderida a rede com o aspecto de uma espuma.

Frutos congelados submetidos a pré-tratamentos com hidrocol6ides em presenga de
nitrato de cdlcio apds a liofilizagfio resultam em estruturas que estdo apresentadas nas Figuras
32-C, 33-C e 34-C. Quando se compara os hidrocoléides, pectina, amido gelatinizado e
CMC+CM respectivamente, em presenga de nitrato de cdlcio apresentam, nesta ordem, estruturas
mais compactas, rigidas e com um aspecto quebradigo. Estruturas de frutos resultantes de pre-
tratamentos com amido gelatinizado mostram estruturas mais integras mas com grandes rupturas
que podem provavelmente ter sido causadas por cristais de gelo. Tratamentos feitos com
CMC+CM em presenga de nitrato de calcio produzem estruturas com enormes cavidades (Figura
33-C) e uma baixa densidade de rede gélica que quase néo diferem daquelas obtidas para frutos
congelados sem pré-tratamentos. Os aspectos de estruturas amorfas ndo sdo tdo visivels nestas
estruturas.

A espessura e densidade da rede observadas nas fotomicrografias de frutos congelados

e liofilizados é aumentada quando estes s#o tratados com hidrocoléides adicionados de sacarose e
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FIGURA 31 - Fotomicrografia obtida por microscopia eletrnica de varredura (SEM) apos
liofilizagiio do fruto congelade e sem pré-tratamentos com hidrocoloides.

(barra = 100 pm)..
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nitrato de calcio como mostrado nas Figuras 32-D, 33-D e 34-D. Estruturas mais integras s#o
observadas em tratamentos com sistemas que envolvem amido + sacarose + célcio, como pode ser
observado na Figura 34-D que apresenta a estrutura de uma célula praticamente sem danos. Uma
forma arredondada aderida a estrutura pode ser observada na regifio central inferior esquerda da
fotomicrografia (Figura 34-D), e, pode provavelmente se tratar de um granulo de amido
cristalizado resultante de concentragdes poliméricas locais que ocorrem durante o processo de
congelamento (Chan e Toledo, 1976).

Sistemas contendo pectina + sacarose + nitrato de calcio também apresentam uma alta
densidade de rede mas uma quantidade numerosa de pequenas cavidades. Uma certa integridade
do material pode ser observada na regifio inferior direita da Figura 32-D. A presen¢a de um
material com o aspecto de uma espuma aderida a microestrutura também ¢ observada nestes
sistemas e naqueles constituidos de CMC+CM + sacarose + calcio que também apresenta uma
rede fruto-crioprotetores mais densa, mais espessa mas com cavidades maiores (Figura 33-D). Em
todos eses sistemas, também se observa a presenca de substincias em um estado amorfo.

Quando se comparam os resultados obtidos submetendo os frutos a processos de
infusfio a vacuo em sistema de hidrocoldides anterior ao processo de congelamento (Figuras 32,
33 e 34) com aquele obtido para o frute “in natura”congelade sem pré-tratamento (Figura 31),
verifica-se que a incorporagdo ¢ efetiva e modifica drasticamente os aspectos microestruturais
dos sistemas fruto-crioprotetores. O efeito de um sistema interativo fruto-crioprotetores
especialmente com sistemas hidrocol6ide-sacarose-célcio ¢ mais uma vez observado afetando a
aderéncia do crioprotetor, espessura e densidade da rede e provavelmente a capacidade de

proteger o material
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celular contra os danos mecénicos causados pelo crescimento de cristais de gelo durante o
processo de congelamento.

Uma andlise da porosidade da rede destes sistemas permite uma compatibilizago com
os resultados obtidos para os parimetros fisico-quimicos destes sistemas medidos apés o
descongelamento como a perda de flaido por exsudagéo e a capacidade de retengfio de dgua.
Redes mais densas promovem uma menor perda de fliido por exsudagdo e uma maior capacidade
de retengdo de agua.

Quanto a observagiio dos danos causados a parede celular pelo crescimento de cristais
de gelo por SEM, o preparo de materiais celulares utilizando a técnica da liofilizagéo ndo ¢ o
melhor método para este objetivo. Quando a liofilizagdo ¢ utilizada como técnica de preparago,
os solutos tais como os carboidratos soliveis s#o susceptiveis a colapso durante a liofilizagéo
destruindo os detalhes estruturais deixados pelos cristais de gelo (Bomben e King, 1982). Virios
pesquisadores consideram a liofilizagéio uma técnica severa para a desidratagdo de tecidos de
frutos principalmente quanto a observagdo de detalhes intracelulares porque parece desintegrar a
matriz gélica e deixar profindas cavidades ao redor das membranas das estruturas {Lapsley,
Escher e Hoehn, 1992; Pomeranz, 1976). Para o propésito de detectar a presenca dos sistemas de
crioprotetores junto a estrutura celular quanto a sua disposigéo e conformag8o a técnica pode ser

usada como um bom parémetro de comparagfo.



5 CONCLUSOES

Os pré-tratamentos realizados apenas com sistemas de hidrocoléides néo se mostraram
efetivos na manutengfio das caracteristicas microestruturais e fisico-quimicas do fruto de meldo
congelado.

A adicéio de sacarose em concentrago de 15% a sistemas de hidrocoléides protegeu
parcialmente o tecido de amostras congeladas reduzindo a taxa de cristalizagéio da 4gua .
microestrutural durante o congelamento, aumentando o teor de matéria seca e sélidos soliveis |
totais apos o descongelamento além de ter proporcionado uma redugfio na perda de fluido celular |
por exsudagfio ¢ um aumento na capacidade de retengfio de 4gua ap6s o descongelamento. |

|
Amostras pré-tratadas com hidrocoléides em presenga de sacarose resultaram em estruturas
celulares mais integras, bem definidas e com paredes celulares pouco danificadas.

A presenga de ions Ca’* (nitrato de célcio) em tratamentos com hidrocoléides foi vista \
como a principal responsdvel pela manutengfio dos pardmetros texturométricos de amostras |
descongeladas.

Um efeito interativo envolvendo o sistema fruto-hidrocoléides-sacarose-calcio foi |

verificado, observando a maior fragfio de #gua ndo congelada na temperatura de congelamento, |
/
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menor perda de fliido celular, maior teor de sélidos soltveis, textura superior e maior .
capacidade de retengdo de dgua pela microestrutura apés o descongelamento. /
A intera¢do também exerceu um efeito acentuade na manutengdo das caracteristicas
microestruturais verificadas pela maior integridade da estrutura celular, aumento da resisténcia da |
parede celular 4 ruptura causada pelo crescimento de cristais de gelo, paredes celulares mais |
espessas e mais bem definidas. Amostras que apresentaram estruturas compactas, amorfas, com 'I
uma alta densidade da rede fruto-crioprotetores apés congelamento e liofilizagéo foram eﬁcientesl
na redugdo da taxa de cristalizagdo e no aumento da resisténcia contra os danos causados pelo|

|

crescimento de cristais de gelo.

Dentre os hidrocol6ides, sistemas constituidos por pectina 1% e amido gelatinizzldoi
5%, principalmente em presenga de sacarose (15%) e nitrato de calcio (0,5%), foram os Il
crioprotetores mais efetivos na manutengio das caracteristicas microestruturais do fruto de meldo |
congelado. Sistemas constituidos de amido gelatinizado-sacarose-célcio foram eficientes na
manuten¢o da microestrutura de frutos congelados até mesmo em AE {congelamento lento).
CMC+CM néo se mostrou um bom crioprotetor do tecido de frutos congelados.

A velocidade de congelamento foi reconhecida como um fator critico na manutengéo

das caracteristicas microestruturais do fruto de meléo congelado.
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Quadro 1 - Anadlise de varifincia referente ao teor de agua do fruto (%P/P) descongelado e
drenado submetido aos diferentes preé-tratamentos envolvendo os fatores géis,

agucar, sais de calcio ¢ velocidade de congelamento.

Fontes G.L. 5.0, Q.M. F Signif.
Géis 3 52,4950 17,4983 12,2718 *
Acucares 1 486,2080 486,2080 340,9825 e
Calcio 1 4,9467 4,9467 3,4692 NS
Vel. Congel. 2 0,4943 0,2471 0,1733 NS
Géis x Aglicares 3 12,9286 4,3095 3,0223 *
Géis x Caleio 3 3.3408 11,1136 7,7941 s
Géisx Vel.Cong. 6 1,2903 0,2151 0,1508 NS
Aglicar x Célcio 1 5,0832 5,0832 3,5649 NS
Act x Vel.Cong. 2 0,9805 0,4902 0,3438 NS
CdlcxVel.Cong. 2 0,0031 0,0015 0,0011 NS
Gel x Agu x Cal 3 0,7304 0,2435 0,1707 NS
Gelx AgixVel. 6 1,1608 0,1935 0,1357 NS
Acux CalxVel. 2 0,4507 0,2253 0,1580 NS
GelxAcuxCalxVel. 6 0,5463 0,0911 0, 0639 NS
Residuo 102 1454421 1,4259
Total 143 746,1010

Observagdes: ** Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 1% de probabilidade
* Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de probabilidade
NS Nio significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 3% de pobabilidade

Coeficiente de Variagdao = 1.288 %
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Quadro 2 - Analise de varifincia referente ao percentual de perda de fluido celular

(exsudagéio) (%P/P) ap6s o descongelamento de frutos submetidos aos
diferentes pré-tratamentos envolvendo os fatores géis de polissacarideos,

agucares, ions calcio e velocidade de congelamento.

Fontes G.L. S.Q. Q.M. F Signif.
Géis 3 224 9052 74,9684 2,3922 NS
Aglicares 1 4486,5913  4486,5913  143,1622 s
Célcio 1 963,0221 963,0221 30,7290 **
Vel. Congel. 2 111,0313 55,5156 1,7714 NS
Géis x Aglicares 3 337,1384 112,3795 3,5859 *
Géis x Cdlcio 3 398,3907 132,7969 4,2374 e
Géisx Vel.Cong. 6 109,3319 18,2220 0,5814 NS
Acgucar x Calcio 1 717,7156 717,7156 22,9015 "
Actcar x Vel.Cong. 2 43,8914 21,9457 0,7003 NS
Calcio x Vel.Cong. 2 8,0135 4,0067 0,1279 NS
Gei1 x Agu x Cal. 3 725,2548 241,7516 7,7140 b
Gei x Agl x Vel. 6 149,4994 24,9166 0,7951 NS
Act x Cal x Vel. 2 58,0728 29,0364 0,9265 NS
GeixAguxCalxVel 6 81,2765 13,5461 0,4322 NS
Residuo 102 3196,5994 31,3392
Total 143 11610,7343

Observagdes: ** Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 1% de probabilidade

* Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de probabilidade
NS Nio significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de pobabilidade

Coeficiente de Variagdo = 11,879 %
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Quadro 3 - Analise de varifincia referente ao teor de Sélidos Soliiveis Totais (°Brix) de frutos

descongelados submetidos a diferentes pré-tratamentos envolvendo os fatores

géis, agucares, sais de calcio e velocidade de congelamento.

Fontes G.L. S.Q. Q.M. F Signif
Géis 3 42,8870 14,2957 6,7667 o
Acglicares 1 484,1466  484,1466 229,1667 =
Cilcio 1 2.7115 2,7115 1,2835 NS
Vel. Congel. 2 1,3116 0,6558 0,3104 NS
Géis x Agucares 3 38,0065 12,6688 5,9967 *¥
Géis x Calcio 3 88,2511 29,4171 13,9243 o
Géisx Vel.Cong. 6 3,4043 0,5674 0,2686 NS
Agucar x Célcio 1 10,2827 10,2827 4.8672 *
Aglcar x Vel.Cong. 2 4,3748 2,1874 1,0354 NS
Célcio x Vel.Cong. 2 1,2941 0,6470 0,3063 NS
Gei x Agt x Cal. 3 23,1142 7,7047 3,6470 *
Gei x Agt x Vel 6 2,2875 0,3812 0,1805 NS
Act x Cal x Vel. 2 0,1265 0,0632 0,0299 NS
GeixAguxCalxVel 6 3,7963 0,6327 0,2995 NS
Residuo 102 215,4892 2,1126
Total 143 9214841

Observagoes: ** Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 1% de probabilidade
* Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de probabilidade
NS Néo significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de pobabilidade
Coeficiente de Variagdo = 18,797 %
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Quadro 4 - Anilise de varifincia referente a variavel textura (Kg) de frutos descongelados

submetidos a diferentes pré-tratamentos envolvendo os fatores géis, agucares,

sais de calcio e velocidade de congelamento.

Fontes G.L. S.Q. Q.M. F Signif.
Géis 3 1,0737 0,3579 0,6283 NS
Aglcares 1 5,6446 5,6446 9,9094 e
Célcio 1 82,3859 82,3859  144,6326 o
Vel. Congel. 2 1,9740 0,9870 1,7327 NS
Géis x Aglcares 3 2,9644 0,9881 1,7347 NS
Géis x Cilcio 3 1,2862 0,4287 0.7526 NS
Géis x Vel.Cong. 6 1,7471 0,2912 0,5112 NS
Acucar x Calcio 1 1,8428 1,8428 3,2351 NS
Agtcar x Vel.Cong. 2 1,4364 0,7182 1,2609 NS
Cdlcio x Vel.Cong. 2 1,5033 0,7517 1,3196 NS
GeixAg¢ixCal. 3 2,3427 0,7809 1,3709 NS
Gei x Agu x Vel. 6 44137 0,7356 1,2914 NS
Al x Cal x Vel. 2 0.6372 0.3186 0.5593 NS
GeixAcuxCalxVel 6 1,5791 0,2632 0,4620 NS
Residuo 102 58,1014 0,5696
Total 143 168.9327

Observagdes: ** Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 1% de probabilidade
* Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de probabilidade
NS Nao significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de pobabilidade

Coeficiente de Variagdo = 29,206 %
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Quadro S - Andlise de variincia referente a capacidade de retengiio de agua, avaliada através
do indice de difusdio do fliido celular em um meio capilar (IDPF) (%), pela
microestrutura de frutos descongelados submetidos a diferentes pré-tratamentos

envolvendo os fatores géis, agucares, sais de calcio e velocidade de congelamento.

Fontes G.L. S.Q. Q.M. F Signif.
Géis 3 165199813 5506,6604 472380 %
Acucares 1 7302,4224 7302,4224 62,6426 i
Célcio 1 1356,9842 1356,9842 11,6407 ok
Vel. Congel. 2 126,2989 63,1494 0,5417 NS
Géis x Aglicares 3 5904659 196,8219  1,6884 NS
Géis x Célcio 3 1171,9787 390,6596 3.3512 *
Géis x Vel.Cong. 6 76,2762 12,7127 0,1091 NS
Acucar x Cilcio 1 142,8037 142,8037 1,2250 NS
Agicar x Vel.Cong. 2 45,9695 22,9847 0,1972 NS
Calcio x Vel.Cong. 2 75,9515 37,9757 0,3258 NS
Gei x A¢t x Cal. 3 880,1067 293,3689 2,5166 NS
Gei x A¢il x Vel. 6 639,3075 106,5513 0,9140 NS
Acn x Cal x Vel. 2 178.7126 89,3563 0,7665 NS
GeixAguxCalxVel 6 152,1888 25,3648 0,2176 NS
Residuo 102 11890,4249 116,5728
Total 143 411498729

Observagoes: ** Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 1% de probabilidade
* Significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de probabilidade
NS Nio significativo pelo teste de Fisher ao nivel de 5% de pobabilidade
Coeficiente de Variagéio = 42,726 %
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