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Resumo

Embora o congelamento apresente vantagens em relacdo a outros métodos de
conservacdo de alimentos, o mesmo causa alteragdes sensoriais, principalmente em
produtos de origem vegetal. O morango, uma fruta muito apreciada e com formas
variadas de consumo, tem comportamento sazonal e apresenta como fator limitante para
0 congelamento sua estrutura fragil e sensivel ao processo, 0 que causa alteracOes
sensoriais. Tais alteracbes podem ser minimizadas com a incorporagdo de
crioprotetores, como a trealose, um dissacarideo que vem se destacando pelo seu efeito
crioprotetor em produtos congelados e desidratados. O principal objetivo deste trabalho
foi verificar o efeito crioprotetor da trealose incorporada através da impregnacdo a
vacuo em solugdes de diferentes concentragbes (100, 300 e 500 g/L) em morangos
submetidos ao congelamento e descongelamento. As condigOes de impregnagdo foram
de 5 min, aplicando pressdo de -650 mmHg e 10 min de tempo de relaxamento. As
alteracdes provocadas pelo processo de impregnacdo bem como a verificacdo do efeito
crioprotetor da trealose foram identificadas através de analise de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography- HPLC), anélise
colorimétrica, analise de textura, determinacdo do teor de sdélidos sollveis,
determinacdo do teor de umidade e perda de massa (perda por gotejamento). Os
resultados mostraram que a concentracdo da solucdo de trealose exerce influéncia
significativa no teor de umidade, teor de sélidos soluveis e teor de trealose. As amostras
tratadas com solugbes mais concentradas ndo sofreram desidratacdo apds
descongelamento. O teor de trealose, apds descongelamento, permaneceu constante em
todas as amostras tratadas. Todas as amostras tiveram a mesma perda de massa apos
descongelamento (perda por gotejamento), porém a composicdo da massa diferiu entre
elas. Amostras tratadas com a solu¢do mais concentrada perderam sélidos enquanto que
as amostras tratadas com a menos concentrada, perderam agua. Na andlise de textura, a
introducdo da trealose ndo influenciou a forca maxima de pico nas amostras
impregnadas. Apds descongelamento, todas as amostras, exceto a tradada com solucao
de 500 g¢/L, sofreram amolecimento. A parte externa dos morangos ndo sofreu
alteracbes de cor devido a introducdo da trealose nem devido ao congelamento e
descongelamento. Na parte interna dos frutos, ocorreram variagdes no pardmetro L*
devido a impregnacdo e no parametro b*, devido ao congelamento e descongelamento.

Palavras- chave: morango, trealose, crioprotetor, impregnacgéo a vacuo.



Abstract

Although freezing offers advantages to others food conservations process, it causes
sensorial changes, mostly in vegetables products. The strawberry, a quite appreciated
fruit, shows different ways of use, has seasonal behavior and is limited to freezing due
the sensorial changes caused by its fragile structure to freezing process. These sensorial
changes can be minimized by the incorporation of cryoprotectors, as trehalose, that is
known by its cryoprotector effect during freezing and dehydration. The aim of this work
was to verify the trehalose cryoprotector effect in frozen and thawed strawberries
introduced by vacuum impregnation with different solutions (100, 300 and 500 g/L).
The impregnation conditions were 5 min of applying pressure of -650 mmHg and after
atmospheric pressure was restored, the sample was maintained within the solution for
10 min (these conditions were obtained from previous experiments). The alterations
caused by the vacuum impregnation and the verification of the cryoprotector effect of
trehalose were identified by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), color
analysis, texture analysis, soluble solids content, moisture content and drip loss. The
results have shown that concentration of the trehalose solution had a significant
influence on the moisture content, soluble solids and trehalose content of impregnated
strawberries. The samples treated with more concentration solutions did not dehydrated
after thawing. The trehalose content was the same in all treated samples after thawing.
All the samples showed the same drip loss due to thawing although the composition of
the mass was different among the samples. Samples treated with the most concentration
solution lost trehalose while the sample treated with the least concentration solutions
lost water. The introduction of trehalose did not affect the maximum peak force of the
impregnated samples. The freezing and the thawing process caused the softening of the
samples. This effect was not observed on the sample treated with solution of 500 g/L.
The introduction of trehalose did not cause significant differences in all color
parameters measured on the outside of the strawberries after impregnation and thawing.
In the inside of the samples, there were variation in the L* parameter caused by the
vacuum impregnations and in the b* parameter caused by the freezing and thawing
process.

Keywords: strawberry, trehalose, cryoprotector, vacuum impregnation.
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Capitulo 1- Introducéo 1

Capitulo 1- Introducéao

Devido as mudancas no estilo de vida, a busca por alimentos mais préaticos e
mais duradouros é cada vez maior; sendo que, essa facilidade € oferecida pelos
alimentos congelados, os quais podem ser conservados por longos periodos, com
manutencdo de qualidade sensorial e nutricional. Além disso, o congelamento de
alimentos permite a disponibilidade de alimentos sazonais e regionais durante todo o
ano e em todas as partes do mundo.

No congelamento, a conservacdo se da pela reducdo da temperatura de tal forma
que as taxas das reacdes que causam deterioracdo ficam praticamente negligenciaveis.
Estas reagcdes causam mudancas de natureza microbiolégica, como o do crescimento de
micro-organismos; fisiolégica, como a maturacdo e respiracdo; bioquimica, como
reacOes de escurecimento, oxidacédo lipidica e degradacdo de pigmentos; e fisica, como
a perda de umidade. A vida de prateleira de produtos congelados depende da
temperatura de armazenamento dos mesmos sendo que, quanto menor a temperatura de
armazenamento, maior a vida de prateleira do produto (HELDMAN; HARTEL, 1998;
JAMES; JAMES, 2014).

O morango ¢ chamado de “pequeno fruto”, muito apreciado mundialmente
devido ao seu sabor peculiar e versatilidade em relacdo ao seu consumo. As formas de
consumo séo variadas: in natura e/ou na preparacdo de geleias, iogurtes, tortas, bolos,
bolachas, sucos e doces em geral. A fruta é muito utilizada tanto industrialmente como
domesticamente e a maior parte das suas variedades tem comportamento sazonal, o que
se constitui em um problema para o mercado. O congelamento do morango é de grande
interesse, pois garante a producdo anual de manufaturados que o contém como matéria-
prima. Como fator limitante, o fruto apresenta estrutura fragil, muito sensivel ao
congelamento, resultando em alteracGes sensoriais. Este fator limitante torna-se um
desafio a ser pesquisado.

A qualidade dos produtos congelados e descongelados pode ser melhorada com
a modificacdo da composicdo dos tecidos. Diferentes compostos, chamados
crioprotetores, tém apresentado efeito protetor as células. Entre eles, pode-se citar a
glicose, a frutose, a lactose, a manose, o0 sorbitol, a sacarose, a trealose, a pectina, o

cloreto de calcio, as proteinas anticongelamento, entre outros (BETORET et al., 2015;
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RADZIEJEWSKA-KUBZDELA; BIEGANSKA-MARECIK; KIDON, 2014). Ao
modificar a composic¢do dos tecidos com crioprotetores, a forma de crescimento dos
cristais de gelo é modificada e tem-se um aumento da resisténcia dos tecidos pela
interacdo do crioprotetor com 0s compostos da parede celular. Entretanto, o0 modo de
atuacdo de muitos crioprotetores ainda é uma incognita (ATICI; NALBANTOGLU,
2003; CRUVINEL. et al., 2009).

Muitos aglcares vém sendo estudados por terem demonstrado efeito
crioprotetor. A trealose, que € um dissacarideo, € encontrada em alguns fungos, plantas
e invertebrados e vem se destacando pelo seu efeito crioprotetor em produtos
congelados e desidratados. Porém a sua efetividade em diferentes matrizes precisa ser
verificada bem como a otimizacdo do modo de incorpora-la e de seu efeito crioprotetor.

A incorporacdo de crioprotetores pode ser realizada através da impregnacédo a
vacuo que € um dos métodos mais rapidos para introduzir uma fase liquida em uma
matriz sélida. O método consiste em remover o gas presente nos espacos intercelulares e
introduzir um liquido externo devido a acdo de mecanismos hidrodindmicos. A forca
motriz para a transferéncia de massa € a diferenca de pressao e ndo a diferenca de
concentracdo, como ocorre na desidratacdo osmatica. Porém, alguns estudos mostram
que as condigdes do processo variam de acordo com a matriz e influenciam na
efetividade do método.

Muitos estudos na area da medicina e biologia envolvendo crioprotetores ja
foram realizados. Porém a utilizacdo de crioprotetores em alimentos € muito recente e
pouco se tem sobre a utilizacdo de crioprotetores introduzidos em matrizes alimentares
por impregnacao a Vacuo.

O presente trabalho esta estruturado na forma descrita a seguir. No capitulo 2
sdo apresentados os objetivos do trabalho. No capitulo 3 é apresentada uma revisdo
sobre 0 morango, suas caracteristicas botanicas e fisico-quimicas e aspectos
econdémicos; também é apresentada uma revisdo sobre alimentos congelados, os
aspectos econdmicos envolvidos e como ocorre 0 processo de congelamento em
alimentos. O descongelamento e as alteragfes causadas pelo congelamento nos
alimentos também sdo revisados no mesmo capitulo. E ainda, é feita uma breve revisdo
sobre 0s agentes crioprotetores, em especial a trealose e alguns estudos que a utilizam.
O capitulo encerra com uma revisdo sobre impregnacdo a vacuo e é apresentada uma
relacdo de estudos recentes que utilizam o método em alimentos com diferentes

finalidades.
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O capitulo 4 apresenta a metodologia utilizada para desenvolver o trabalho bem
como 0s materiais e os métodos utilizados para a realizacdo da impregnacdo a vacuo e
as analises realizadas. Os resultados e a discussdo dos mesmos sdo apresentados no
capitulo 5. As conclusGes e sugestbes para trabalhos futuros sdo apresentadas no
capitulo 6.
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Capitulo 2- Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi verificar o efeito crioprotetor da trealose em
morangos, utilizando como método de incorporagdo a impregnacdo a vacuo. Busca-se,
desta forma, verificar e comparar alteracdes relacionadas a qualidade dos frutos com e
sem a presenca da trealose para obter informacdes sobre a atuacdo do acucar nos frutos
e contribuir para a obtencdo de morangos congelados com caracteristicas proximas aos
frutos in natura.

Dentro desse contexto, os objetivos especificos foram:

- identificar a influéncia dos parametros do processo de impregnacdo a vacuo
(pressdo aplicada, tempo de impregnacdo e tempo de relaxamento) no indice de
incorporacdo em morangos e identificar qual a melhor condicdo de pressao, tempo de
impregnacdo e tempo de relaxamento para a impregnacao a vacuo em morangos;

- identificar a melhor condicdo da amostra durante o processo para obter maior
impregnacéo da trealose nos morangos;

- verificar através de cromatografia liquida de alta eficiéncia a quantidade de
trealose incorporada através da impregnacdo a vacuo em uma dada condicdo
experimental e a quantidade aderida a matriz apds o descongelamento;

- verificar as alteracdes de cor, textura, sélidos soltveis e umidade em morangos
ocasionadas pela impregnacdo a vacuo;

- verificar o poder crioprotetor da trealose em relacdo as alteracdes de cor,
textura, solidos sollveis, umidade e perda de massa (perda por gotejamento) de

morangos congelados e descongelados.
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Capitulo 3- Revisao Bibliografica e Fundamentos Tedricos

Neste capitulo sdo apresentadas algumas caracteristicas botanicas e fisico-
quimicas do morango, bem como os aspectos econdmicos que envolvem a fruta; é
apresentada, também, uma revisdo sobre produtos congelados em relacdo aos aspectos
econémicos destes produtos, como ocorre 0 congelamento e o descongelamento e as
alteracbes que tais processos podem provocar nos alimentos. S4o apresentadas as
caracteristicas gerais dos crioprotetores utilizados na preservacdo de produtos
congelados, em especifico a trealose, e um dos métodos de introducdo, o método de

impregnacao a vacuo, ¢é detalhado.

3.1 O Morango

3.1.1 Caracteristicas Botanicas e Fisico- quimicas do Morango

O morangueiro é uma planta herbacea, rasteira e perene que pertencente a
familia das rosaceas, cuja reproducdo é assexuada e ocorre a partir dos estoldes que a
planta emite, formando mudas (RONQUE, 1998). A parte comestivel é um receptaculo
carnoso e suculento, de coloracdo vermelha, formando um pseudofruto, chamado
morango. A producdo do morango inicia-se 60 dias apds o plantio e os frutos
verdadeiros sdo os arquénios, estruturas diminutas que contém as sementes aderidas ao
receptaculo (REISSER JUNIOR, C.; ANTUNES, 2016). A Figura 3.1 apresenta a
morfologia do morango e da planta, o chamado morangueiro.

O morango, Fragaria x ananassa Duch, é um hibrido resultante do cruzamento
das espécies americanas F. chiloensis, F. virginiana e F. ovalis, e da europeia F. vesca
(PASSOS, 1997). Tecnologicamente, trata-se 0 morango como um pequeno fruto
(TOBERGTE; CURTIS, 2013).
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Figura 3.1- Morfologia do morango e do morangueiro.
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Pétala

Fonte: PBMH & PIMo- Programa Brasileiro para a Modernizacio da Horticultura & Produgio
Integrada de Morango (2009).

Para o cultivo, de acordo com Goncalvez et al. (2015), as variedades de
morangueiro sdo divididas em grupos, conforme a resposta ao fotoperiodo. Os grupos
sdo apresentados a sequir.

a) Morangos de dias curtos: sdo as variedades cuja a iniciacao floral s6 ocorre
quando o fotoperiodo é inferior a 14 horas e a temperatura inferior a 15 °C. Os
principais cultivares sdo: Camarosa, Camino Real, Oso Grande, Strawberry Festival,
Ventana e Benicia.

b) Morangos de dias neutros: séo as variedades que florescem continuamente,
independente do fotoperiodo.

c) Morango de dias longos: sdo as variedades que florescem quando o
fotoperiodo é maior que 12 horas. Estas variedades ndo sdo comercializadas no Brasil.

Em relagdo a respiracdo, os morangos comportam-se de modo nao-climatérico
(PRASANNA; PRABHA; THARANATHAN, 2007). Os frutos n&o-climatéricos

apresentam taxa respiratoria baixa e constante ap0s a colheita. Para que estes frutos
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atinjam estagio ideal de dogura e acidez, devem permanecer na planta até o final do
processo de maturacao.

Devido ao comportamento ndo-climatérico, os morangos séo colhidos proximos
a sua maturacdo fisioldgica. De acordo com Cantillano (2011), o parametro mais
importante para definir o correto ponto de colheita do morango € a cor. Para ser colhido,
o fruto deve ter no minimo 60 a 75% da sua superficie de cor vermelha brilhante,
quando destinado ao consumo da fruta fresca. Quando a fruta é destinada a
industrializacdo, deve estar mais madura, com praticamente 100% da sua superficie de
cor vermelha. O estadio de maturacdo na hora da colheita influencia na sua vida de
prateleira. Quando maduros, os morangos possuem alta umidade, mais de 90%, fato que
contribui para a alta perecibilidade que apresentam (MISRAN, 2013). Gongalves et al.
(2012) e Reisser Jr. et al. (2014) recomendam gue 0s morangos sejam resfriados até 2 h
apos a colheita e mantidos a 0 °C para diminuir a deterioracdo dos mesmos. A perda de
qualidade dos morangos inicia na senescéncia, quando a membrana das células comeca
a perder sua integridade devido a acdo de enzimas naturalmente presentes nos morangos
(PALIYATH; SUBRAMANIAN, 2008). Devido a alta perecibilidade, estudos sdo
feitos a fim de prolongar a vida de prateleira ap6s colheita; entre eles, a aplicacdo de
embalagens com nanoparticulas de prata (PUTI et al., 2014), o uso de atmosfera
modificada (CANTILLANO; SCHUNEMANN, 2015), irradiagdo (FRANCOSO et al.,
2008), fumigacdo de cepas de micro-organismos (QIN et al., 2016) e aplicacdo de alta
pressdo hidrostatica (GAO et al., 2016). Na década de 1990, comecaram a ser
produzidas as primeiras plantas geneticamente modificadas na busca por resisténcia a
virus, insetos, herbicidas, estresse bidtico e abiético (ANTUNES; HOFFMANN, 2012).

De acordo com o PBMH & PIMo - PROGRAMA BRASILEIRO PARA A
MODERNIZACAO DA HORTICULTURA & PRODUCAO INTEGRADA DE
MORANGO (2009), no Brasil, os morangos sdo divididos em classes que tém como
critério o maior didmetro equatorial. A classe 15 engloba os morangos com diametro
entre 15 e 35 mm e a classe 35 engloba aqueles com didmetro maior que 35 mm. Além
disso, o diametro do maior fruto ndo pode ser 50% superior ao diametro do menor fruto
na mesma embalagem. J& a classificagdo por categoria dos morangos impde os limites
de defeitos permitidos conforme é exposto na Tabela 3.1. Na categoria extra, por
exemplo, ndo pode haver morangos com defeitos graves. Além disso, ndo mais que 5%

dos morangos podem apresentar defeitos leves. Por sua vez, todos os morangos da
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categoria Il podem apresentar algum tipo de defeito leve e até 10% pode apresentar

algum tipo de defeito grave.

Tabela 3.1 — Classificacdo dos morangos de acordo o limite de defeitos de cada categoria em

porcentagem.
) Categoria
Defeito

Extra | 11

Podriddo 0 1 5

Outros defeitos graves 0 3 5
Total de defeitos graves 0 3 10
Total de defeitos leves 5 10 100
Total de defeitos 5 10 100

Fonte: PROGRAMA BRASILEIRO PARA A MODERNIZACAO DA HORTICULTURA &
PRODUCAO INTEGRADA DE MORANGO (2009).

Os defeitos graves inviabilizam o consumo: danos mecanicos, imaturidade,
podriddo, deformacéo e lesdo profunda. Os defeitos leves ndo impedem o consumo e
sdo danos superficiais como coloracdo ndo caracteristica, deformacGes leves, interior
oco e presenca de materiais estranhos.

A docura do morango ndo tem relacéo direta com a coloracdo. Frutos mais doces
sdo caracteristicos de determinados cultivares que sofrem influéncia das condicdes
ambientais. Periodos nublados, com excesso de chuva, tornam o morango menos doce
(ANTUNES; HOFFMANN, 2012).

Em 100 g de morangos, pode-se encontrar: 92,8 g de agua, 2,3 g de fibras e 39
calorias. Além disso, estdo presentes as vitaminas B1, B2, B5 e C, além de potassio,
calcio, ferro e fosforo. Os morangos também sdo ricos em compostos fendlicos
(GIAMPIERI et al., 2012). Yang et al. (2016) encontraram vinte e dois compostos
fenolicos no morango e verificaram o poder antioxidante dos mesmos. Giampieri et al.
(2016) verificaram em ratos que o consumo de morango tem acdo antioxidante sobre as
células. Fumagalli et al. (2016) apresentaram o poder anti-inflamatério dos taninos
presentes no morango. Estudos apresentados por Teleszko, Nowicka e Wojdylo (2016),
Tudor et al. (2015), Wicklund et al. (2005) e Hornedo- Ortega et al. (2016) também
mostram que o morango tem grande potencial antioxidante, podendo trazer varios

beneficios a salde.
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3.1.2  Aspectos Econémicos

O morango tem grande aceitacdo pelo seu sabor atrativo, aroma e formato,
sendo muito utilizado para consumo in natura, para o processamento (geleias e polpas)
e para uso em sobremesas e confeitaria. Seu cultivo iniciou no século XIX (TEIXEIRA,
2011) e nos ultimos cinco anos os principais produtores sdo a China, Estados Unidos,
Turquia, Espanha, México e Coreia do Sul (FAOSTAT, 2012).

De acordo com Antunes et al. (2015), a producdo mundial do morango
aumentou 16% de 2006 a 2012, enquanto que a area plantada apresentou reducdo de
9%. O consumo € motivado pelo seu sabor peculiar, aparéncia atraente e pelos
beneficios que traz a salde, pois possui elevados niveis de antioxidantes, vitamina C e
conteddo de fibras (REISSER JUNIOR, C.; ANTUNES, 2016). A Unido Europeia
produziu, de 2011 a 2013, em média, 1070 toneladas de morangos por ano sendo a
Espanha, a Polénia e a Alemanha os responsaveis por maior parte da producdo
(EUROPEAN UNION COMMISSION, 2014).

No Brasil, ndo ha dados recentes sobre a producdo de morangos. No entanto,
sabe-se que no ano de 2012 a producdo aproximada do fruto foi de 45 mil toneladas,
sendo Minas Gerais 0 estado responsavel pela maior parte da producdo (55%), seguido
por S&o Paulo (30%) e o Rio Grande do Sul (15%) (ANTUNES; PERES, 2013). Em
2013, de acordo com Reisser Jr. et al. (2014), a area plantada para o cultivo de
morangos no Brasil era de 4.000 hectares, com a produtividade média de 30
toneladas/ hectare a 60 toneladas/ hectare dependendo do cultivar e das condicOes
climaticas. Também de acordo com Reisser Jr. et al. (2014), a producdo em 2014
aumentou para 133 mil toneladas, o que representa um volume baixo perto dos Estados
Unidos (1.313 mil ton/ano), da Turquia (302 mil ton/ano) e da Espanha (263 mil
ton/ano).

O morango é uma fruta sazonal, tendo maior oferta no Brasil nos meses de
setembro a marcgo. Ha producédo o ano inteiro com a colheita de morangos de cultivares
de dias neutros, porém o valor de venda, devido a baixa oferta, aumenta em até quatro
vezes. A exportacdo de morangos brasileiros in natura é dez vezes maior em volume
que a exportagdo de morangos congelados. Em rela¢do a importacéo, o0 comportamento
é contrario. O Brasil importa 160 vezes mais morangos congelados do que morangos in
natura (ANTUNES et al., 2015). De acordo com a IBRAF - Instituto Brasileiro de
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Frutas (2011), o volume de exportacdo do morango fresco aumentou 19% de 2009 para
2010 enquanto o volume de morango congelado diminuiu também 19% neste mesmo

periodo.

3.2 Alimentos Congelados

3.2.1 Aspectos Econémicos

A utilizacdo da conservacdo de alimentos pela inddstria alimenticia através do
congelamento tem seus primeiros registros em 1842 quando H. Benjamin recebeu uma
patente por ter congelado alimentos mediante imersdo em gelo e salmoura. Vinte e trés
anos mais tarde, tem-se o registro do inicio da utilizacdo do congelamento de peixe em
escala comercial nos Estados Unidos. A técnica de conservacdo através do
congelamento passou a ser cada vez mais utilizada e aprimorada. Porém, somente em
1916, o congelamento rapido de alimentos foi conseguido por R. Plank, E. Ehrenbaum e
K. Reuter (JAY, 2005). De acordo com Barbosa-Céanova, Altunakar e Maija-Lorio
(2005), outra vantagem do congelamento é o custo, que gira em torno de 10% do
produto final; comparado a outros métodos de conservacdo, o congelamento tem o
melhor custo- beneficio.

O congelamento permite disponibilizar alimentos de forma pratica tanto a nivel
domestico como industrial. Um exemplo sdo as comidas prontas, que possuem uma
grande variedade ofertada no mercado, muitas delas oferecidas na propria embalagem
de consumo; e representam uma revolucdo na industria de alimentos (POTTER;
HOTCHKISS, 1999).

O mercado de vegetais congelados comecou a ganhar importancia em 1929, mas
foi somente em 1940 que as técnicas foram aprimoradas e o mercado cresceu
significativamente (BARBOSA-CANOVA; ALTUNAKAR; MEIIA-LORIO, 2005).
Ainda assim, existem muitas limitagcOes ao se congelar alimentos devido aos aspectos
relacionados a qualidade dos produtos e, mesmo com 0s avancos industriais, tém-se
limitacOes em relacdo aos gastos energéticos. As limitacOes relacionadas a qualidade
estdo fortemente ligadas a formacdo dos cristais de gelo que causam danos irreversiveis
na estrutura da maioria dos alimentos (HELDMAN; HARTEL, 1998). Alguns aspectos
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como a preservacdo da cor, textura e sabor dos alimentos congelados necessitam de
melhorias, especialmente em tecidos vegetais, os quais sdo extremamente dificeis de
proteger das injdrias causadas pelo frio (DYMEK et al., 2015; VELICKOVA et al.,
2013; XIE; ZHAO, 2004). De acordo com Gruda e Postolski (1986), as frutas sdo as
que mais sofrem danos durante o congelamento devido a fragilidade dos seus tecidos.
Sao as frutas, também, que possuem o mercado mais afetado pela sazonalidade fazendo
com que a necessidade de conservagdo por longos periodos seja sanada.

Cada vez mais, buscam-se alimentos conservados por mais tempo, de forma
pratica e saudavel. O congelamento, por ser uma técnica de conservacao, traz varias
vantagens, tais como a disponibilidade de alimentos sazonais durante todo o ano, em
todos os locais do mundo e com forma de consumo variada. Segundo 0 SINCONGEL-
Sindicato da Inddstria Alimentar de Congelados, Supercongelados, Sorvetes,
Concentrados e Liofilizados do Estado de Sdo Paulo (2015), a industria de congelados,
que compreende as categorias de pratos prontos, vegetais, pdes e massas congelados
alcancou, em 2014, um faturamento de R$ 10,98 bilhdes, o que significa um aumento
de 21,7% em relacdo ao faturamento do ano anterior. Ao longo dos ultimos quatro anos,
0 setor cresceu a taxa média de 21,4% ao ano. De acordo com a Associacdo Brasileira
das Industrias da Alimentacdo - ABIA (2015), o segmento de supercongelados e
congelados faturou R$ 14,5 bilhdes em 2015, aumento de 9,85% em relagdo ao ano
anterior.

Comercialmente, os principais alimentos congelados sao:

- frutas inteiras, purés e sucos concentrados de morango, laranja e framboesa;

- vegetais, como ervilhas, vagem, milho, espinafre, brotos e batatas;

- filés de peixe e frutos do mar crus ou em forma de pratos prontos acompanhados
com molho, como bacalhau, linguado, camardes, caranguejo e iscas de peixe;

- carnes e produtos carneos, como gado, cordeiro e aves;

- produtos assados, como péo, bolos e tortas;

- alimentos preparados, como pizzas, sobremesas, sorvete e refeicbes completas.

De acordo com Instituto Internacional del Frio (1990), a maior parte das frutas
industrialmente congeladas destina-se ao processamento de conservas, polpas, sucos,

bebidas e iogurtes.
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3.2.2 Congelamento de Alimentos

O processo de congelamento da-se devido a troca térmica entre um produto e o
meio que o envolve, o qual possui uma temperatura mais baixa. Se a temperatura
atingida com o processo de resfriamento ndo for inferior a temperatura de formacéao de
cristais de gelo, diz-se que produto esta resfriado. Quando ocorre a formac&o de cristais
de gelo devido a reducdo da temperatura abaixo do ponto de congelamento da porcao de
agua do alimento, diz-se que o produto esta congelado (FELLOWS, 2007; JAMES;
JAMES, 2014). O Instituto Internacional del Frio (1990) define produtos congelados
como aqueles que possuem pelo menos 80% da sua &gua livre transformada em cristal
de gelo com a finalidade de reduzir as modificac@es fisicas, quimicas e microbioldgicas
do produto.

Para Brennan et al. (1990), a maior temperatura em que um cristal de gelo existe
de forma estavel é considerado o ponto de inicio de congelamento. Como alimentos sao
sistemas heterogéneos, o Instituto Internacional del Frio (1990) considera que a
temperatura de congelamento € marcada por um ponto em que se iniciam 0s primeiros
cristais em um intervalo de temperatura no qual o gelo se forma. Fellows (2007) define
o ponto de congelamento de um alimento como “a temperatura na qual um cristal de
gelo minusculo existe em equilibrio com a 4gua ao seu redor”.

A temperatura de inicio de congelamento, de acordo com o Instituto
Internacional del Frio (1990), depende da concentracdo de solutos diluidos no produto;
quanto mais concentrado é o produto, mais baixo € o seu ponto de congelamento.
Heldman e Hartel (1998) completam que produtos que contém solutos de baixa massa
molar apresentam maior diminuicdo do ponto inicial de congelamento. Todos o0s
alimentos iniciam a formacao dos cristais de gelo a uma temperatura mais baixa que da
agua pura. A medida que a 4gua vai congelando, a concentracdo de s6lidos na 4gua n&o
congelada vai aumentando, fazendo com que a temperatura de congelamento diminua.
De acordo com Brennan et al. (1990), o ponto final de congelamento ndo é definido
visto que, mesmo a temperaturas abaixo do ponto de congelamento, ainda ha presenca
de agua liquida. A Figura 3.2 esquematiza as mudancas que tipicamente ocorrem
durante o congelamento de um alimento. Conforme indicado, percebe-se que as
mudangas estruturais ocorrem em funcdo da temperatura: um alimento que possui cerca

de 70% de agua a temperatura ambiente (T), quando submetido a uma temperatura 5 °C
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abaixo do ponto inicial de congelamento (T.), apresenta 40% da &gua em estado
congelado. Quando este mesmo alimento é submetido a uma temperatura muito mais
baixa do que a temperatura de congelamento, a concentragdo de solidos sollveis é muito
mais alta do que no estado inicial, ou seja, 0s 30% de solidos que estavam inicialmente

dissolvidos em 70% de agua ficam dissolvidos em aproximadamente 5% de agua.

Figura 3.2- Mudancas na composic¢do de um alimento durante congelamento onde T é a
temperatura e T.é a temperatura de congelamento.

T>Tc 70% édgua 30 % sdlidos

T=Tc-5 30% édgua 40% gelo 30 % solidos
m
&

T<<Tc 'g 65% gelo 30 % solidos
i

Fonte: Adaptado de Heldman e Hartel (1998).

A medida que a agua extracelular se torna gelo, ocorre migracdo da agua
intracelular devido a pressdo osmatica. O conteudo intracelular, por sua vez, torna-se
mais concentrado e, como consequéncia, seu ponto de congelamento diminui. Em
sistemas celulares, pode-se dizer que o congelamento rapido produz o congelamento da
porcdo interna da célula por ndo ocorrer essa diferenca de concentracdo devido a
rapidez do processo, enguanto que o congelamento lento produz a desidratacao
intracelular e a formacéo de gelo somente na regido extracelular (HUNG; ERICKSON,
1997). Em solugdes ideais, a cristalizagdo ocorre no ponto eutético; nos alimentos, a
temperatura do ponto eutético € muito mais baixa do que usualmente se utiliza, em
torno de -55 °C a -75 °C. Assim, mesmo alimentos congelados a -40 °C apresentam
agua nao congelada (HELDMAN; HARTEL, 1998).

A temperatura eutética é aquela na qual um cristal de um determinado soluto
existe em equilibrio com a solucdo ndo congelada e o gelo. Em alimentos congelados
comerciais (aproximadamente armazenados a -18 °C), 4gua ndo congelada sempre esta
presente visto que a temperatura eutética final, geralmente, € mais baixa. A quantidade

de &4gua ndo congelada, que depende do tipo de alimento e da temperatura de estocagem,
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forma, abaixo da temperatura eutética, um estado vitreo que engloba os cristais de gelo.
Este estado vitreo protege a textura do alimento e proporciona uma boa estabilidade ao
armazenamento. Muitos produtos, como as frutas, por exemplo, ndo sdo armazenados a
temperaturas abaixo da sua temperatura de transicao vitrea, visto que esta € muito baixa,

e, em funcdo disso, sofrem perdas em sua textura, além das perdas causadas pelos

cristais de gelo (FELLOWS, 2007).

A Tabela 3.2 mostra a temperatura de transi¢cdo vitrea de alguns alimentos.
Considerando que os produtos sdo estocados comercialmente, em sua maioria, em

temperaturas por volta de -18 °C, percebe-se que a maioria deles é estocado acima da

temperatura de transicéo vitrea.

Tabela 3.2- Temperatura de transic¢do vitrea de alguns alimentos.

Alimento Temperatura de transigéo vitrea (°C)
Magca -41 a -42
Banana -35
Péssego -36
Frutas e
] Morango -33a-41
derivados
Tomate -41
Suco de uva -42
Suco de abacaxi -37
Milho verde fresco -15
Batata fresca -12
Hortalicas Ervilha congelada -25
Brocolis congelado -12
Espinafre congelado -17
Sobremesas Sorvete -31a-33
§ Cheddar -24
Queijos B
Queijo cremoso -33
Bacalhau -11,7+0,6
Pescados e
Musculo de cavala -12,4+0,2
carnes
Musculo bovino -12+0,3

Para que ocorra o congelamento, deve ser removido primeiramente o calor

sensivel para que a temperatura diminua até o ponto de congelamento. Deve-se remover

Fonte: FELLOWS (2007).
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também o calor produzido pela respiracdo que ocorre em alguns alimentos frescos.
Apos esta etapa, deve-se remover o calor latente para que se formem os cristais de gelo.
A Figura 3.3 mostra um exemplo de uma curva de congelamento, representada pelo

trajeto A-F, cujas etapas estdo descritas a seguir.

Figura 3.3- Curva de congelamento tipica de um alimento.

Temperatura
-
&

Ta

Tempo

Fonte: FELLOWS (2007).

Trajeto AS: nesta etapa, o calor sensivel é removido e a temperatura do alimento
baixa até o ponto S, que esta a uma temperatura menor que o ponto de congelamento,
Tc. A temperatura Tc, com excec¢do da agua pura, € sempre abaixo de 0 °C. No ponto S,
ocorre o fendbmeno chamado de super-resfriamento, quando a agua permanece liquida
mesmo estando abaixo do seu ponto de congelamento.

Trajeto SB: os cristais de gelo comecam a se formar a medida que o calor latente
de cristalizacdo é liberado e a temperatura sobe até seu ponto de congelamento.

Trajeto BC: durante esta fase é formada a maior parte do gelo. A medida que os
cristais de gelo aumentam, aumenta a concentracdo de soluto na parte ndo-congelada,
portanto, o ponto de congelamento diminui.

Trajeto CD: um dos solutos torna-se supersaturado, cristaliza e, pela liberacéo do
calor latente de cristalizacdo, a temperatura eleva-se até a temperatura eutetica daquele
soluto.

Trajeto DE: Continua a cristalizagdo da 4gua e dos solutos.

Trajeto EF: A temperatura cai até a temperatura de armazenamento (Ta).
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Outro fendmeno que ocorre em processos de congelamento, antes da formacao
dos cristais de gelo, € a nucleagdo, que pode ser homogénea ou heterogénea. Na
nucleacdo homogénea, a orientacdo e a combinacdo de moléculas de dgua sdo casuais.
Na nucleacdo heterogénea, mais provavel em alimentos, ocorre a formacdo de um
nucleo ao redor de particulas suspensas ou em uma parede celular. As moléculas de
agua tém preferéncia por migrar para um ndcleo ja existente ao invés de formar novos
nacleos. Altas taxas de transferéncia de calor produzem um grande nimero de ndcleos
e, por isso, o congelamento rapido forma um grande ndmero de pequenos cristais. O
tamanho dos cristais ndo depende somente da forma de congelamento, mas também da
composi¢do quimica dos alimentos (FELLOWS, 2007).

Durante o congelamento lento, o alimento permanece mais tempo na zona
critica, zona que determina o tamanho e namero de cristais. A diferenca do tempo em
que o alimento permanece na zona critica durante o congelamento lento e o
congelamento rapido estd mostrado na Figura 3.4. Por permanecer mais tempo na zona
critica, o alimento que é congelado de forma lenta tende a ter menor nimero de cristais
de gelo, visto que ocorre a migracdo da agua aos nucleos ja formados, formando cristais

maiores.

Figura 3.4- Curvas de congelamento de um alimento em processo lento e rapido.

20+
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[
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&
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Fonte: FELLOWS (2007).

A Figura 3.5 esquematiza o congelamento de um alimento, onde, Ty € a
temperatura do meio de congelamento, T € a temperatura da superficie e a temperatura

Ti no centro do produto é a temperatura inicial. O congelamento inicia nas extremidades
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submetidas & temperatura mais baixa (Ts). A medida que o processo de congelamento
avanca, as camadas congeladas nas extremidades aumentam até o momento em que elas
se encontram e o centro do produto congela. As propriedades do produto, assim como a

diferenca de temperatura entre Ts e Ty sdo fatores que influenciam no tempo de

congelamento.

Figura 3.5- Processo de congelamento em um alimento.
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Fonte: Adaptado de HELDMAN; HARTEL (1998).

Os fatores que exercem maior influéncia no tempo de congelamento de acordo com
Heldman e Hartel (1998) séo:

— acondutividade térmica do produto (k);

— o coeficiente de transferéncia de calor por conveccdo (h) na superficie exposta

ao meio;

— aéarea de transferéncia de calor, influenciada pelo formato do produto (A);

— atemperatura do meio de congelamento (Twv);

— 0 tamanho do produto, definido pela espessura (L);

— amassa especifica do produto (p);

— 0 calor latente de fusao ().
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3.2.3 Descongelamento de Alimentos

Considera-se descongelado um alimento quando o0 seu centro geométrico atinge
0 °C. Porém, dependendo do produto e da sua aplicacdo, diferentes temperaturas podem
ser atingidas em processos de descongelamento. Durante o descongelamento, deve-se
evitar 0 aguecimento em excesso, minimizar os tempos de descongelamento e evitar a
desidratagdo excessiva para que 0s danos causados durante o congelamento ou
recristalizacdo sejam minimizados (INSTITUTO INTERNACIONAL DEL FRIO,
1990).

O descongelamento ndo é o processo reverso do congelamento. Devido a
diferenca de calor especifico, condutividade térmica e difusividade térmica da gua e do
gelo, o perfil de temperatura de um alimento descongelando néo € o inverso de um
alimento congelando (HUNG; ERICKSON, 1997). O descongelamento é um processo
mais lento em funcdo da presenca de uma camada de &gua superficial com propriedades
térmicas menores do que o gelo, formando uma camada termicamente isolante no
produto. A condutividade térmica da agua é aproximadamente um quarto do valor da
condutividade térmica do gelo, enquanto que a difusividade térmica da agua € um nono
da difusividade térmica do gelo, conforme mostrado na Tabela 3.3. A medida que a
porcdo descongelada aumenta, esse efeito também aumenta (BRENNAN et al., 1990;
FELLOWS, 2007).

Tabela 3.3- Propriedades térmicas do gelo e da agua.

Temperatura (°C)
Propriedade Gelo Agua
-20 0 0 +20
Massa especifica (kg/m3) 919,3 916,8 999,84 998,21
Pressdo de vapor (kPa) 0,103 0,6113 0,6113 2,3388
Capacidade calorifica (J/g/K) 1,9544 2,1009 4,2176 4,1818
Condutividade térmica (W/m/K) 2,433 2,240 0,561 0,5984
Difusividade térmica (m2/s) 11,8x107 | 11,7x107 | 1,3x107 | 1,4x 107
Compressibilidade (Pa™) 2 49

Fonte: LIDE (2003).
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No inicio do processo de descongelamento, a temperatura eleva-se rapidamente
devido a auséncia de agua na superficie. Apos este periodo, o produto fica um longo
tempo na temperatura préxima ao do gelo fundente; é nesta fase que a agua celular é
perdida junto com nutrientes sollveis nela. Além de causar danos sensoriais ao produto,
a agua expelida é substrato para o crescimento microbiano por conter nutrientes
(FELLOWS, 2007). A Figura 3.6 esquematiza o processo de descongelamento de um
alimento. Percebe-se que, mesmo comparado ao processo de congelamento lento, nas
mesmas condicBes, o processo de descongelamento é ainda mais lento. Na Figura 3.6,
as etapas do processo de descongelamento descritas sdo representadas pelos trechos AB
e BC.

Figura 3.6- Comparacdo entre o processo de descongelamento e congelamento lento de um
alimento.

Descongelamento

Temperatura (°C)

Tempo (min)

Fonte: FELLOWS (2007).

3.2.4 AlteracBes Causadas pelo Congelamento nos Alimentos

As desvantagens do congelamento de alimentos sdo as alteracfes provocadas
nos mesmos. Dentre estas alteracGes, € possivel citar as modificacdes fisicas, como a
desidratacdo que provoca alteraces na textura, as alteragdes fisico-quimicas que se
devem essencialmente a concentracdo dos liquidos e provocam a desnaturacdo de
proteinas, e as modificagdes quimicas e bioquimica, que sé@o geralmente de origem
enzimética, e que causam oxidacgdes, hidrolises e peroxidacdo, modificando a cor e 0
sabor do alimento. Algumas alteragfes, como da textura do produto, por exemplo, séo

provocadas devido ao processo de congelamento. Outras, tais como as mudancas na cor,
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sabor e perda de nutrientes, estdo relacionadas as condicGes de estocagem (INSTITUTO
INTERNACIONAL DEL FRIO, 1990).

Os principais parametros que influenciam a qualidade de um alimento congelado
sdo: a natureza do produto, a sua qualidade no momento do congelamento, as operacdes
de preparacdo e de congelamento, a embalagem, a temperatura de armazenamento e as
suas variagdes e o tempo de estocagem (INSTITUTO INTERNACIONAL DEL FRIO,
1990). Em vegetais, o pré-tratamento influencia nas modificagdes durante o
armazenamento. O branqueamento faz-se necessario para inativar enzimas que
continuam com a sua atividade mesmo em temperaturas de congelamento. Em frutas, a
acdo enzimatica é controlada pela reducdo do oxigénio, adicdo de &cidos e dioxido de
enxofre (HELDMAN; HARTEL, 1998).

Um dos fatores de qualidade mais afetados pelo congelamento € a textura do
produto. A diminuicdo da capacidade de retencdo de agua das células devido ao
crescimento dos cristais de gelo é o maior efeito perceptivel e é um dos principais
motivos da mudanca na textura. Além disso, a agua interna das células direciona-se para
a formacdo dos cristais de gelo extracelulares. Isto ocorre devido a pressdo de vapor de
agua maior no interior das células, jA que a formacdo dos cristais se inicia na parte
extracelular. Essa transferéncia de massa causa desidratacdo e danos permanentes
devido ao aumento de concentracdo de solidos e deformacdo das células. A forma e a
rigidez originais das células ndo sdo recuperadas durante o descongelamento e, como
consequéncia, tem-se 0 amolecimento do produto. Os danos diferem entre as variedades
de tecidos, mas, de modo geral, quanto mais rapido o congelamento, menos danos os
tecidos sofrem (FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL, 1998; JAMES; JAMES,
2014).

Os tecidos vegetais, em sua maioria, sdo semi-rigidos e apresentam menor
resisténcia a expansdo causada pela formacdo dos cristais de gelo (JAMES; JAMES,
2014). Os tecidos animais, por sua vez, sofrem menos devido ao congelamento por
terem estrutura mais fibrosa e mais flexivel o que minimiza o rompimento. No entanto
diferengas entre a variedade da matéria-prima e o grau de controle dos processos antes
do congelamento tem efeito significativo nas mudancgas ocorridas por causa do
congelamento. O volume do gelo € 9% maior do que o da agua pura. O grau de
expansdo varia de acordo com o conteudo de umidade, o arranjo celular, os espacos

intercelulares, concentracdo de solutos e componentes cristalizados. Quando o
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congelamento ocorre de forma répida, ocorre a formacdo de pequenos cristais de gelo
tanto intercelular como intracelular. Esses cristais menores ndo rompem as paredes
celulares e ndo formam gradiente de pressao de vapor d'agua. Desta forma, a textura dos
alimentos sofre menos danos. Porém altas taxas de transferéncia de calor podem causar
estresse nos tecidos e, como consequéncia, induzir rompimento ou rachaduras
(FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL, 1998).

A Figura 3.7 esquematiza o efeito do congelamento rapido e lento nos tecidos
vegetais. O processo representado na letra “a” indica o efeito do congelamento lento nas
células: a formacdo dos cristais de gelo inicia-se na parte extracelular e estes véo
aumentando de tamanho conforme o congelamento avanca; a &gua intracelular migra
para a parte externa das células e provoca 0 murchamento das mesmas, conforme
ilustrado na figura. A letra “b” representa o efeito do congelamento répido nas células:
formam-se pequenos cristais de gelo tanto na dgua extracelular como na intracelular e as

células se mantém sem alteracao de volume.

Figura 3.7- Efeito do congelamento lento e rapido nas células vegetais onde (a) representa o
efeito de congelamento lento e (b) rapido nas células.

Fonte: Meryman (1963) Apud Fellows (2007).

No entanto a taxa de congelamento ndo € um fator que altera significativamente
as questdes sensoriais de todo os produtos. James e James (2014) e Fellows (2007)
classificam os alimentos em quatro grupos de acordo com a sensibilidade em relacdo a

taxa de congelamento:
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a) produtos cuja estrutura praticamente ndo é afetada pela taxa (produtos com
pouca umidade, como por exemplo, produtos carneos com alto teor de gordura;

b) produtos cuja estrutura sofre alteracdo com taxas de até 0,5 ~ 1 °C/min, tais
como peixes, carnes magras e refeicfes prontas com alto teor de amido (taxas maiores
do que esta ndo afetam significativamente os produtos);

c) produtos cuja estrutura sofre alteracdo com taxas de congelamento de até 3 ~
6 °C/min, tais como frutas, produtos a base de ovos e molhos espessados com farinha
(taxas maiores do que esta ndo afetam significativamente os produtos);

d) produtos cuja estrutura é sensivel a altas taxas de congelamento, tais como
frutas e vegetais como framboesa, tomate e pepino. Estes sdo produtos que apresentam
melhora na qualidade com as altas taxas de congelamento, porém a temperatura baixa
resulta na desestruturacdo dos tecidos.

Em relacdo aos produtos vegetais, € muito mais dificil congelar frutas do que
verduras. Tanto frutas como verduras sofrem rompimento dos tecidos devido a
formacdo dos cristais de gelo, porém as verduras possuem uma estrutura fibrosa que
mantém os tecidos unidos ap6s descongelamento. Além disso, as frutas possuem melhor
aroma, coloracdo e textura quando maduras, estagio no qual a manipulacdo é mais
dificil, visto que se tornam mais frageis. Muitas verduras sdo consumidas cozidas o que
permite o pré-tratamento como o branqueamento (POTTER; HOTCHKISS, 1999).

Alteracbes na temperatura durante a estocagem também podem causar danos aos
tecidos. A tendéncia ao elevar a temperatura do produto é que pequenos cristais
derretam. Apds o abaixamento da temperatura, esta agua tende a se juntar aos cristais ja
existentes, aumentando o tamanho do cristal e diminuindo o nimero deles (HUNG;
ERICKSON, 1997). Este fenbmeno chama-se recristalizacdo, sendo que, existem quatro
tipos: recristalizacdo isomassica, recristalizacdo combinante ou por contato,
recristalizagdo migratoria e a recristalizagdo por pressao.

Na recristalizagdo isomaéssica, ocorre a mudanga no formato do cristal,
resultando na diminuicdo da relacdo superficie/volume. Na recristalizagdo combinante,
dois cristais de gelo adjacentes unem-se para formar um cristal maior e de menor
energia. Como consequéncia, tem-se menor nimero de cristais e com maior tamanho.
Esse tipo de recristalizacdo ndo pode ser evitada, porém tem a sua importancia reduzida
quando o congelamento for conduzido de forma lenta. Na recristalizacdo migratoria,

tem-se uma diminui¢cdo do numero de cristais e aumento do tamanho de um cristal,
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assim como na recristalizacdo combinante, devido a migracdo de agua de um cristal
para o outro. A recristalizacdo migratdria ocorre devido a flutuagbes da temperatura de
armazenamento. A recristalizacdo por pressdo ocorre quando se aplica uma forca a um
grupo de cristais: aqueles que tém seu eixo principal paralelo a direcdo da forca crescem
a partir dos outros cristais que ndo possuem a mesma orientacdo. O crescimento é
proporcional & forga aplicada. Para evitar esse tipo de recristalizacdo, ndo se deve
submeter produtos congelados a pressdes (FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL,
1998; ORDONEZ et al., 2005).

Outros problemas de estocagem sdo a “queimadura pelo frio” e a névoa em
embalagem. A queimadura pelo frio ocorre pela perda de &gua da superficie por
sublimacdo. De modo geral, a umidade do ar das cadmaras de armazenamento € baixa
devido a condensacdo da &gua. Essa baixa umidade provoca um gradiente de
concentracdo de vapor entre a superficie do produto e o ar da camara de estocagem,
provocando uma desidratagdo no produto. Como resultado, tem-se uma camada fibrosa
ressecada com aparéncia de queimada. Este tipo de problema ocorre quando o produto
fica exposto ao ambiente da cdmara e ndo estd bem embalado. A névoa em embalagem
ocorre devido a perda de liquido do produto que se deposita ha embalagem e congela
devido a variacbes de temperatura. O uso de embalagens adequadas e controle de
temperatura eliminam ambos os problemas (FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL,
1998; JAMES; JAMES, 2014).

De modo geral, a cor, o sabor e a degradacdo de nutrientes ndo sdo influenciados
significativamente pelo processo de congelamento em si, mas pelas condigdes de
estocagem. Via de regra, quanto mais baixa a temperatura de armazenamento, menos
mudancas ocorrem. Porém deve ser avaliado o custo de estocagem a baixas
temperaturas, visto que quanto mais baixa a temperatura maior é o custo. Aceita-se que
0 armazenamento a -18 °C garante um alimento seguro e com poucas alteracoes
sensoriais (FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL, 1998).

Em vegetais ndo branqueados a polifenoloxidase causa escurecimento e as
lipogenases produzem sabor e aroma indesejaveis em lipideos e a degradacdo de
carotenoides (POTTER; HOTCHKISS, 1999). Quanto mais baixa a temperatura de
armazenamento, mais tempo leva para se perceber as primeiras alteracdes (FELLOWS,
2007). O aroma (flavor) indesejavel aparece geralmente em frutas e hortalicas que nao
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passam por branqueamento e que oxidam lipideos insaturados na presenca de lipases ou
de lipoxigenase (INSTITUTO INTERNACIONAL DEL FRiIO, 1990).

Em relacdo as alteragBes de cor, a mais notavel é o escurecimento de alimentos
resultante da oxidacdo enzimatica de fendlicos. Mesmo sob baixas temperaturas, a acao
dessas enzimas continua ocorrendo de forma lenta (INSTITUTO INTERNACIONAL
DEL FRIO, 1990). As antocianinas sio afetadas durante o congelamento e causam o
escurecimento de frutas avermelhadas (GRUDA; POSTOLSKI, 1986). A clorofila é
lentamente degradada para feofitina marrom devido ao rompimento dos cloroplastos e
cromoplastos. A retencdo da clorofila esta relacionada com a temperatura de estocagem,
quanto mais baixa a temperatura de estocagem, maior a retencdo da clorofila. Em frutas,
a cor das antocianinas € alterada devido a mudancas no pH das solugdes concentradas
(FELLOWS, 2007).

As mudancas dos atributos de qualidade dos alimentos, durante a estocagem esta
relacionada a temperatura de armazenamento. Quanto maior a temperatura, menor a
retencdo da qualidade, ou seja, mais mudancas ocorrem. A vida de prateleira de
produtos congelados em sua maioria é determinada pela primeira mudanca significativa
em algum dos parametros de qualidade. As alteraces de cor, geralmente, sdo mais
perceptiveis que as alteracdes de sabor. Quanto maior a temperatura de armazenamento,
mais rapido essas mudancas sdo perceptiveis (FELLOWS, 2007; HELDMAN;
HARTEL, 1998).

Temperaturas um pouco abaixo da temperatura de congelamento ndo garantem a
inibicdo da atividade microbiana O congelamento ndo é uma técnica destrutiva de
micro-organismos, por isso a qualidade microbiolégica do alimento depois de
congelado depende do seu estado antes do congelamento. Algumas bactérias (em sua
maioria gram-negativas) sdo eliminadas durante o congelamento, porém um grande
numero de micro-organismos € resistente ao processo. O choque térmico, o crescimento
dos cristais de gelo e o aumento da fracdo de solutos na fase ndo congelada sdo os
fatores causadores da destruicdo dos micro-organismos. Porem a sensibilidade em
relacdo & temperatura varia com o tipo de micro-organismo. Temperaturas de estocagem
entre -4 e -10 °C tém maior efeito letal em micro-organismos do que a temperaturas
mais baixas (entre -15 e -30 °C). Porém aqueles micro-organismos que sobrevivem ao
efeito letal da temperatura, proliferam-se mais sob temperaturas mais proximas de 0 °C.

Conforme é apresentado por Cengel e Ghajar (2012) na Figura 3.8 a taxa de
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crescimento microbiano varia em funcdo da temperatura de armazenamento, sendo que,
quanto mais baixa a temperatura, menos favoravel o meio se torna para a proliferagéo.
As toxinas, se produzidas antes do congelamento, ndo sdo afetadas pela diferenca de
temperatura. Porém, em temperaturas por volta de -18 °C, a atividade microbiana dos
micro-organismos sobreviventes é praticamente nula, visto que as condi¢Ges do
alimento congelado ndo sdo substratos ideais para o crescimento dos mesmos
(FELLOWS, 2007; HELDMAN; HARTEL, 1998; INSTITUTO INTERNACIONAL
DEL FRIO, 1990; ORDONEZ et al., 2005).

Figura 3.8- Taxa de crescimento microbiano em fungéo da temperatura de estocagem de
alimentos congelados.

Taxa de crescimento microbiano

Temperatura

Fonte: Adaptado de CENGEL; GHAJAR (2012).

3.3 Os Crioprotetores
A seguir, sdo apresentados os crioprotetores mais comumente utilizados e € feita

uma breve revisdo sobre os mecanismos de acdo dos mesmos. Também se faz uma

revisao sobre a trealose, o crioprotetor utilizado no presente trabalho.

3.3.1 Tipos de Crioprotetor e Mecanismos de Ac¢édo

O termo crioprotetor foi criado pela Sociedade de Criobiologia, em 1965, para

designar o aditivo que oferece a célula uma sobrevivéncia apds o descongelamento
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maior do que a sobrevivéncia dela na mesma situacéo, sem a sua presenca. Antes disso,
esses aditivos eram chamados cridfilos ou moderadores de soluto. Os primeiros estudos
com crioprotetores foram publicados no século XI1X e inicio do século XX por bi6logos
que estudavam o congelamento e a resisténcia ao frio, principalmente de plantas
(FULLER, 2004).

A acdo dos crioprotetores em produtos congelados esté relacionada @ mudanca
na formacgdo dos cristais de gelo e & modificacdo do ponto de congelamento e de
transicdo vitrea. Os crioprotetores, principalmente os dissacarideos, aumentam a
temperatura de transicdo vitrea, favorecendo a estabilidade do produto sem
congelamento. Costuma-se dividir os crioprotetores de acordo com 0 seu mecanismo de
acdo: agentes de nucleagdo de gelo, proteinas anticongelamento e solutos compativeis
(FULLER, 2004).

Os agentes de nucleacdo de gelo interagem com a agua livre e modificam a
formagé&o dos cristais, evitando o crescimento deliberado de gelo em alguns locais. Sé&o
encontrados em plantas, insetos e bactérias. Apesar de serem reconhecidos como
crioprotetores, os agentes de nucleacdo de gelo, possuem efeito mais pronunciado em
células avulsas e ndo tanto em tecidos (FULLER, 2004).

As proteinas anticongelamento, também conhecidas como proteinas de histerese
térmica, diminuem o ponto de congelamento sem alterar o ponto de fusdo. Elas ligam
em sua superficie pequenos cristais de gelo, impedindo o crescimento dos cristais e a
recristalizacdo. Sdo encontradas em fungos, bactérias, plantas, insetos e peixes marinhos
polares. Séo divididas em tipos I, I, I1l e 1V, de acordo com as suas caracteristicas
estruturais (FULLER, 2004). Estudos mostram também que as proteinas
anticongelamento interagem com as moléculas de &gua, interferindo no crescimento dos
cristais de gelo. Estas propriedades sdo caracteristicas gerais das proteinas
anticongelamento, mas o mecanismo de agéo varia de acordo com a proteina (CREVEL;
FEDYK; SPURGEON, 2002; LI; LIANG, 2015).

As proteinas anticongelamento vém recebendo muita atencdo por apresentarem
bons resultados como crioprotetores. Essas proteinas foram inicialmente identificadas
em peixes que viviam em condi¢Bes glaciais. Tais proteinas baixam o ponto de
congelamento do sangue destes peixes abaixo da temperatura da agua em que vivem.
Posteriormente, tais proteinas foram encontradas em uma grande variedade se seres

vivos como fungos e bactérias, além de vegetais, como alho, aveia, cenoura, batata,



Capitulo 3-Revisdo Bibliografica e Fundamentos Teoricos 27

triticale, centeio e canola. E grande a variedade de proteinas anticongelamento ja
identificada; o desafio, entretanto, é a extracdo e a purificagdo das mesmas, além da
identificacdo de qual tipo tem melhor aproveitamento em cada material (CREVEL,
FEDYK; SPURGEON, 2002; GRIFFITH; EWART, 1995).

Os solutos compativeis s@o sintetizados por vérias plantas e organismos quando
submetidos a algum “stress”. Tais solutos sdo geralmente agucares e agucares alcoois,
como a trealose e o glicerol, que interagem com a agua livre, alterando a conformacéo
dos cristais de gelo, e também com as paredes celulares, impedindo a desidratacdo das
células. O desafio é potencializar a adicdo desses agucares em estruturas que nao as
produzem a fim de obter seus beneficios crioprotetores.

Os crioprotetores também podem ser divididos em crioprotetores intracelulares e
extracelulares. Os intracelulares possuem baixa massa molar e propriedades anfipaticas
— apresentam uma regido hidrofilica e uma regido hidrofobica - conseguem permear as
celulas e sdo efetivos em minimizar os danos causados pelo congelamento lento- como
exemplos, tém-se o sulfato de dimetilo (Me,SO) e o glicerol. Os crioprotetores
extracelulares atuam formando uma protecdo em torno das células, minimizando, assim,
os efeitos de desidratacdo devido aos processos de congelamento (MOTTA et al., 2014).

A utilizacdo de crioprotetores em areas como de reproducdo, genética, medicina
e biologia € bastante estudada e desenvolvida e destina-se, principalmente, a
conservacdo de espermatozoides (GARDE et al., 2008; HORVATH; MISKOLCZI;
URBANYI, 2003; JAFAROGHLI et al., 2011; MORRELL; HODGES, 1998; NAING
et al., 2010; SQUIRES; KEITH; GRAHAM, 2004; SZTEIN et al., 2001; TUNCER et
al., 2011; YILDIZ et al., 2000), 6vulos. (HUANG et al., 2008; KOSHIMOTO;
MAZUR, 2002; SOMFAI et al., 2015), embrides (MALO et al., 2010; RAYOS et al.,
1994; SAITO et al., 1994), sementes vegetais (HUEHNE; BHINIJA, 2012), tecidos e
células animais (CAMPBELL; BROCKBANK, 2011; LEE et al., 2014; LIN; ZHANG;
RAWSON, 2009).

Varios estudos apresentam bons resultados com o uso de agucares em diferentes
materiais congelados. Yildiz et al. (2000) conseguiram reduzir os danos em
espermatozdides congelados com a adicdo de galactose, lactose, trealose, maltose e
sacarose e a atividade dos mesmos (mobilidade versus sobrevivéncia do espermatozoide
versus taxa normal de cromossomos) com a adigéo de trealose, xilose e frutose. Huehne

e Bhinija (2012) mostraram que a viabilidade de sementes de orquideas apds
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descongelamento é aumentada com a adi¢do de meso-inositol, manitol e glicose. Somfai
et al. (2015) obtiveram bons resultados com a utilizacdo de sacarose e trealose na
criopreservacao de 6vulos suinos.

O mecanismo de acdo dos carboidratos na preservacao das celulas em relacao
aos danos causados pelo congelamento e descongelamento esta relacionado com a
ligacdo dos acUcares e os fosfolipideos da membrana celular. Ao se ligarem & membrana
celular, os acucares formam a barreira protetora que impede a desidratacdo das células
(BAKAS; DISALVO, 1991; PATIST; ZOERB, 2005).

Os sacarideos também possuem a habilidade de formar vidros (permanecer no
estado vitreo), que possuem alta viscosidade, baixa mobilidade e aumentam a
estabilidade do material a ser preservado. No estado vitreo, os alimentos parecem
solidos, porém sua estrutura é desordenada como em um liquido e sdo capazes de
suportar seu proprio peso. Acima da temperatura de transicdo vitrea, o sistema ndo
suporta seu proprio peso e ocorre o colapso na estrutura; abaixo desta temperatura, 0s
alimentos tendem a ser mais estaveis, visto que a biomolécula fica severamente restrita
em relacdo ao seu relaxamento estrutural. Ha4 uma relacdo forte entre a temperatura de
transicdo vitrea dos alimentos e a estabilidade/vida de prateleira dos mesmos. A agua
tem efeito significativo na transicdo vitrea dos alimentos, agindo como um plastificante
e diminuindo a temperatura de transicao vitrea. A Equacao (3.1), chamada Equacao de
Gordon-Taylor, determina a temperatura de transicdo vitrea, Tg, onde Xs e Xw sdo as
fracdes massicas de solidos e de agua respectivamente, Tg,s e Tg,w sdo as temperaturas
de transicdo vitrea dos solidos e da agua respectivamente e K é uma constante. Em
contrapartida, ndo se sabe por que algumas substancias com alta temperatura de
transicdo vitrea como o dextran ndo possui efeito crioprotetor tdo pronunciado
(ALLISON et al., 1999; PATIST; ZOERB, 2005).

XsTys + KXyTyw
9 X+ KX,

(3.1)

A associagdo da transi¢do vitrea com a por¢do ndo congelada concentrada do
alimento vem recebendo atencdo. Em alimentos congelados ha reducdo da perda de
qualidade (reacOes enzimaticas e recristalizacdo) quando a por¢do ndo congelada
concentrada esté na fase vitrea (HUNG; ERICKSON, 1997).
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3.3.2 A Trealose

A trealose é um dissacarideo ndo redutor formado por duas moléculas de glicose
unidas atraves de uma ligacdo glicosidica alfa, alfa-1,1. Na Figura 3.9 é apresentada a

estrutura da trealose.

Figura 3.9- Estrutura quimica da trealose.
CH,OH H OH

CH,OH

Fonte: PATIST; ZOERB (2005).

A trealose possui 45% do poder de dogura da sacarose, podendo ser adicionada a
alimentos sem necessariamente adoca-los (MITCHELL, 2012). Sua estrutura € muito
estavel, mesmo sob pH baixo e elevadas temperaturas. Estudos demonstram que
solucdes a 4% de trealose, submetidas a valores de pH entre 3,5 e 10, aquecidas por
24 h a 100 °C, ndo apresentaram degradacdo da trealose (HIGASHIYAMA, 2002). Na
Tabela 3.4, sdo apresentadas algumas propriedades deste acucar.

Na natureza, a trealose é encontrada em cogumelos, que possuem de 10 a 25%
deste aclcar em massa, em plantas e em alguns micro-organismos, principalmente os
anidrobidticos, que sdo organismos capazes de sobreviver em presenca de pouca agua.
E encontrada, também, em algumas espécies de plantas, como na cana-de-aclicar e no
girassol. A trealose tem a funcdo de proteger os organismos de Varios estresses como
desidratacéo e variacOes de temperatura (HIGASHIYAMA, 2002; WINGLER, 2002) e
estd presente em seres que conseguem permanecer em estado desidratado por varios
anos e que, apoés reidratagdo, conseguem voltar a atividade normal de crescimento e
desenvolvimento, os chamados seres criptobioticos. Em relacdo a protecdo dos danos
causados por periodos de estresse, a sacarose consegue produzir o mesmo efeito
protetor nos organismos, porém a quantidade necessaria de sacarose € muito maior
(MULLER; BOLLER; WIEMKEN, 1995).
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Tabela 3.4- Propriedades quimicas da trealose.

Propriedade Condicéo Valor
di-hidratada 97
Ponto de fuséo (°C)
anidra 210,5
di-hidratada 57,8
Calor de fusdo (kJmol™)
anidra 57,8
Solubilidade (g/100g) EmH,0a 20 °C 68,9 g/100 g
Estabilidade do pH da pH: 3,5-10a 100 °C por
>99 %
solucéo 24 h
Estabilidade térmica da )
A 120 °C por 90 min > 99%

solucéo

Fonte: Adaptado de HIGASHIYAMA (2002).

Especialmente nos fungos, a trealose é produzida em duas etapas a partir da
UDP- glicose e da glicose-6-P. A degradacdo da-se através da enzima trealase que esta
presente, assim como as enzimas de sintese no citosol (MULLER; BOLLER;
WIEMKEN, 1995). A Figura 3.10 mostra o ciclo de sintese e degradacao de trealose na
natureza. A trealose esta presente também em organismos que ndo a produzem, como 0s

mamiferos.
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Figura 3.10- Ciclo de sintese e degradacdo da trealose na natureza.

P Agua
Trealose
Trealose-6-P Trealase
fosfatase
Trealose-6-P Glicose + Glicose
UDP
Teedlose 61 UDP- Glicose 4"
sintase + Glicose-6-P

Fonte: Adaptado de MULLER; BOLLER; WIEMKEN (1995).

Industrialmente, sua utilizacdo é interessante, visto que ndo participa das reacdes
de Maillard. O método convencional de producdo da trealose é a partir de leveduras,
sendo um processo pouco rentdvel e muito caro. Alternativamente, a trealose pode ser
obtida a partir de processo enzimatico com amido. Este processo baseia-se em duas
etapas: na primeira, a enzima malto-logigosiltreaolse sintase (MTSase) transforma a
ligacdo alfa-1,4 em ligacGes alfa-1,1, produzindo malto-oligosiltrealose; na etapa
seguinte, a enzima malto-oligosiltrealose trealohidrolase (MTHase) libera moléculas de
trealose da cadeia. As Figura 3.11 e Figura 3.12 mostram a acdo das enzimas € 0

fluxograma da producéo de trealose a partir do amido.
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Figura 3.11- Sintese de trealose a partir do amido.

K Amido |
}_17 a-amilase termoestavel |
Amido liquefeito
— Isoamilase ‘
} L MTSase, MTHsase |
Solugio sacarificada [ Desiinesaiioncks
‘ q : Descoloragido
‘ Concentragdo
‘ Solu¢ao purificada (> 85%)
‘ L ; Cristalizagdo
r = ‘ Centifugacdo
Trealose (cristais \ Dessecacdo

diidratados 98% pureza)

Fonte: Adaptado de HIGASHIYAMA (2002).

Figura 3.12- Esquema da obtencéo de trealose a partir de oligossacarideos.

Maltooligossacarideo
A
a-14
MTSase
Maltooligosiltrealose
b‘b‘b‘ e o o bm
a-1,1
MTHase
Maltooligossacarideo
Trealose

Fonte: Adaptado de HIGASHIYAMA (2002).
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De acordo com Wingler (2002), as enzimas que sintetizam a trealose na
natureza, trealose-fosfato sintase (TPS) e a trealose-fosfato fosfatase (TPP) sdo
encontradas em vegetais como 0 arroz, a soja e o tomate.

A acdo crioprotetora da trealose da-se devido a sua alta temperatura de transi¢cdo
vitrea, pela sua capacidade de se ligar as paredes celulares e pela sua grande afinidade
com a agua. Como j& exposto na secdo 3.3.1, a temperatura de transicdo vitrea esta
relacionada com a estabilidade dos alimentos. A trealose possui a temperatura de
transicdo vitrea mais alta entre os acgUcares comumente utilizados nos alimentos. A
Tabela 3.5 mostra a temperatura de transicdo vitrea dos agucares mais comumente
encontrados e utilizados (PATIST; ZOERB, 2005).

Tabela 3.5- Temperatura de transic¢do vitrea de alguns agUcares.

Acticar Temperatura de tra-nsi(;éo vitrea
do composto anidro (°C)
trealose 115
maltose 84
sacarose 60
glicose 37
frutose 5
ribose -22

Fonte: Adaptado de PATIST; ZOERB (2005).

A Figura 3.13 ilustra outro mecanismo de acdo crioprotetora da trealose em
processos de secagem e congelamento/descongelamento. Nesta figura, o agUcar liga-se
aos fosfolipideos das paredes celulares durante a perda de agua, reduzindo as forcas de
Van der Waals entre as cadeias de hidrocarbonos. Apos a reidratacdo, as membranas

permanecem intactas, como apresentado na figura.
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Figura 3.13- Esquema do mecanismo de acdo da trealose durante perda e ganho de agua.

ATRTRIR ARttt et AR R ARV
88888 lole/elal  LLLLS

ﬁ Fosfolipideo

& Trealose
Fonte: Adaptado de PATIST; ZOERB (2005).

Em alguns casos, a sacarose e a maltose conseguem produzir o mesmo efeito
crioprotetor as células, porém ha a necessidade de quantidades muito maiores destes
acucares; os trés aclcares sdo isbmeros, possuem a mesma formula e mesma massa
molar, no entanto sdo estruturalmente diferentes. A trealose possui maior flexibilidade
entre os dois mondmeros e isso permite que ela se conforme com os grupos polares de
macromoléculas e interaja melhor com os fosfolipideos (PATIST; ZOERB, 2005).

A efetividade da trealose como crioprotetor da-se também pelo fato de ser 6tima
formadora de pontes de hidrogénio, que esta relacionada a flexibilidade de sua estrutura,
além da sua capacidade de romper a estrutura tetraédrica da agua, e reduzir assim, a
quantidade de &gua livre. Visto que a formacdo dos cristais de gelo causa danos
irreparaveis nas paredes celulares, a preservacdo das células através da adi¢do dos
acucares esta relacionada a ruptura da ligacdo tetraédrica da gua e, como consequéncia,
a reducdo da agua livre que viria a formar cristais de gelo. A Figura 3.14 mostra as

mudancas estruturais da dgua ao se ligar com a trealose (PATIST; ZOERB, 2005).
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Figura 3.14- Interacdo da trealose com a estrutura tetraédrica da agua.

O Agua com estrutura rompida
Fonte: Adaptado de PATIST; ZOERB (2005).

De modo geral, agentes que rompem a molécula de agua consomem calor,
gerando uma reacdo endotérmica. Os calores de solugdo da trealose, maltose e sacarose
sdo apresentados na Tabela 3.6. Patist e Zoerb (2005) relacionam a habilidade da
trealose em romper a molécula de agua e, por consequéncia, sua superioridade como

crioprotetor, com seu calor de solu¢do maior do que de outros agucares.

Tabela 3.6- Calor de solucdo da trealose, maltose e sacarose.

Dissacarideo A Hsol (kJ/mol)
trealose 19,1
maltose 15,6
sacarose 5,95

Fonte: Adaptado de PATIST; ZOERB (2005).

O efeito crioprotetor da trealose foi estudado em diferentes materiais, tanto de
origem animal, quanto de origem vegetal. Berlinguer et al. (2007) estudaram o efeito
crioprotetor da trealose em células de ovinos durante o processo de vitrificacdo, obtendo
resultados positivos em relacdo a preservacdo das paredes celulares. Tonieto et al.
(2010) verificaram que a trealose melhorou a viabilidade das células de sémen de

carneiro apés descongelamento.
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El-Sheshtawy, Sisy e EI-Nattat (2015) estudaram o efeito da sacarose e da
trealose nas células de sémen de touro congeladas. Os autores verificaram que solugdes
com elevadas concentracdes de acUcares (200 mM/L) reduziram a integridade das
células, enquanto que solugdes com concentracbes mais moderadas (50 a 100 mM/L)
melhoraram a qualidade das células ap6s o descongelamento.

Erdag et al. (2002) testaram a adicdo de trealose (0,5 M) em solugdes
crioprotetoras contendo Me,SO a 10% (v/v) e compararam a viabilidade de células de
tecidos de fetos tratados com solucGes de Me,SO e de glicerol. Por fluorescéncia,
verificaram que a integridade das células dos tecidos apds descongelamento aumentou
quando tratadas com as solugdes contendo a trealose. O estudo demonstrou que a adigéo
de trealose, crioprotetor extracelular, combinado com o Me,SO, crioproteor intracelular,
tem efeito significativo na preservacao das células congeladas.

Diferentes concentracfes de trealose adicionadas através de microinjeces em
zigotos de rato (intracelular) foram investigadas em relacdo a viabilidade e
desenvolvimento das células por Eroglu et al. (2003). Concentra¢des acima de 0,15 M
de trealose prejudicaram o desenvolvimento das células, visto que a diferenca de
concentracdo de sélido soluveis dentro e fora da célula torna-se muito elevada.

A trealose e a sacarose mostraram-se bons crioprotetotes durante o
congelamento e descongelamento de células de corddo umbilical segundo Rodrigues et
al. (2008). A guantidade de Me,SO,, comumente utilizado como crioprotetor e que esta
associado a reacGes adversas em pacientes, pode ser reduzida com a adicdo dos
acucares.

Bakas e Disalvo (1991) demonstram em um estudo com gema de ovo que o Ca?*
diminui a efetividade da trealose e de outros actcares por competir com eles e ligar-se a
lipideos da membrana celular. Os ensaios mostraram que a acdo crioprotetora da
trealose diminuiu significativamente quando a relacdo molar entre Ca®* e trealose foi
maior que 0,25.

Bhandal, Hauptmann e Widholm (1985) verificaram a viabilidade de células de
cultura de cenoura, tabaco e nicotina pré-tratadas com solucBes de trealose e
dimetilsulfoxido (DMSO) ap6s descongelamento. Os autores observaram que a trealose
so foi efetiva quando houve penetracdo no interior das células. Somente solugbes com
elevadas concentracfes de trealose (40%) apresentaram diferenca significativa na

preservacéo celular.
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Hincha (1989) verificou que a trealose, quando adicionada em baixas
concentragfes (2 mM), possui maior efeito crioprotetor em células de espinafre que a
mesma quantidade de sacarose, quando submetidas ao processo de congelamento e
posterior descongelamento. A acdo da trealose, segundo o autor, da-se pela reducdo da
permeabilidade das membranas que se ligam a trealose e reduzem o fluxo de liquidos
durante o congelamento e descongelamento.

Nos seres humanos, a trealose é absorvida no intestino delgado apés a hidrolise
promovida pela enzima trealase. De acordo com Mitchell (2012), existem poucos
relatos sobre intolerancia a trealose, sendo um nimero menor que 1% da populacdo. As
reacOes sdo similares a intolerancia a lactose (que é diagnosticada em cerca de 60% da
populacdo). O pico de glicose e de insulina devido ao seu consumo é muito menor e
mais retardado do que da maltose, assim como sua taxa oxidativa. De acordo com
Richards et al. (2002), ela é consumida com a ingestdo de mel (0,1 a 1,9%), cerejas (<10
a 391 ml/L), cogumelos (8 a 17%), camardes (0,5%), cervejas (0,01 a 5%) e produtos de
panificacdo que sofrem fermentacgdo (15-20%).

A primeira legislacdo que permitiu o uso da trealose como crioprotetor foi
instituida no Reino Unido, em 1991, que aprovou a adi¢cdo de até 5%. No Japao, foi
aprovada como aditivo alimentar em 1995. Nos Estados Unidos, foi reconhecida como
segura (GRAS- generally recognised as safe) e, em 2001, a US FDA (Food and Drug
Administration) declarou ndo ter objecdo em relacdo ao reconhecimento da GRN
000045 emitida pela GRAS. No ano de 2000, a JECFA (Joint Expert Comitee on Food
Assitives) revisou e aprovou a trealose como ADI (acceptable daily intake). Na Europa,
foi reconhecida como novo ingrediente alimentar em 2001 (MITCHELL, 2012). No
Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) divulgou a lista de novos
ingredientes aprovados em 2009, instituindo que os alimentos que contiverem mais de
50 g de trealose em uma porcdo Unica de consumo devem apresentar no rétulo a
seguinte informagdo: “Este produto pode ter efeito laxativo”. Além disso, os produtos
dispensados de registro que utilizarem trealose como aditivo continuam dispensados de
registro (ANVISA, 2016).
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3.4 Impregnacdo a Vacuo

O método de impregnacdo a vacuo ja € utilizado industrialmente em outros
segmentos, como na metalurgia. Porém, na industria alimenticia, o0 método é pouco
utilizado devido a falta de informacGes. Diferente de outros segmentos, o setor
alimenticio requer maior atencdo, visto que a matéria-prima pode ser sensivel ao
método e além de tudo, deve-se produzir alimentos aptos para consumo em relagéo as
condicdes higiénico-sanitarias, a legislacdo vigente e aos parametros nutricionais.

A impregnacao a vacuo € um dos métodos mais rapidos para introduzir uma fase
liguida em uma matriz sélida. O método consiste em remover 0 gas presente nos
espacos intercelulares e introduzir um liquido externo devido a acdo de mecanismos
hidrodinamicos (XIE; ZHAO, 2004). A transferéncia de massa durante o processo
ocorre devido a diferenca de pressdo e ndo, devido a diferenca de concentra¢do, como
ocorre na desidratagdo osmética. O principal objetivo deste processo € introduzir
substancias com alguma finalidade especifica que pode ser desde a salga de produtos,
obtencdo de produtos enriquecidos com nutrientes, probidticos ou a alteracdo de alguma
propriedade dos tecidos (RADZIEJEWSKA-KUBZDELA; BIEGANSKA-MARECIK;
KIDON, 2014). O método também é utilizado para promover a aceleracdo da
desidratacdo osmotica de duas maneiras: desidratacdo osmética sob vacuo (vacuum
osmotic dehydration - VOD), que é conduzida totalmente sob pressdo negativa, e a
desidratacdo osmotica com pulso de vacuo (pulsed vacuum osmotic dehydration -
PVOD), que é conduzida em um curto periodo de vacuo (de 5 a 10 min) e o restante sob
pressao atmosférica (ZHAO; XIE, 2004). A Figura 3.15 mostra um comparativo entre
0s processos da desidratacdo osmotica de macas sob pressdo atmosférica (50A) e sob
vacuo (50V) a 50 °C.
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Figura 3.15- Perda de 4gua de maca durante os processos de desidratacdo osmotica sob
pressdo atmosférica (50A) e sob vacuo (50V).
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Fonte: Adaptado de FITO; PASTOR (1994).

A impregnacéo a vacuo, como se percebe na Figura 3.15 acelera o processo de
desidratagdo, bem como outros processos de transferéncia de massa. A Tabela 3.7
compara 0s processos de impregnacdo a vacuo, desidratacdo osmotica sob pressdo
atmosférica e salga (e/ou adicdo de acucar por métodos convencionais). A impregnacdo
a vacuo, comparada a outros métodos de incorporacgdo de sélidos e/ou retirada se mostra
vantajosa em relacdo a tempo visto que dura minutos enquanto outros métodos
envolvem horas ou até mesmo dias; o fato se deve as diferentes forgas motrizes que

impulsionam os processos (ZHAO; XIE, 2004).

Tabela 3.7- Comparacao entre os processos de impregnacdo a vacuo, desidratacdo osmética sob
pressdo atmosférica e salga.

Escala de . )
Processo Forga motriz Mecanismo de controle
tempo
3 ) ) Gradientes de presséo e Mecanismos
Impregnacéo a vacuo Minutos B ) ] .
acao capilar hidrodindmicos
Desidratacdo osmética H Acdo capilar e diferencade | Deformacgéo da matriz
oras
sob pressdo atmosférica concentracdo de solidos celular
) Forgas mecénicas e Liberacdo de gés e
Salga/ conserva Dias/ semanas ) 3 )
gradientes de presséo preenchimento dos poros

Fonte: Adaptado de ZHAO; XIE (2004).
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O tipo de solucdo utilizada depende do objetivo do processo. Solucdes
isotdnicas, possuem concentracdo de sélidos sollveis proxima a da matriz; solucdes
hiperténicas apresentam concentracéo de solidos soliveis menor que a matriz e solugdes
hipertdnicas apresentam concentracdo de sélidos maior que a matriz. A impregnacédo de
solugdes isotbnicas ndo provoca murchamento nem inchaco das células e ¢ utilizada na
obtengéo de produtos minimamente processados. As solugdes hipertonicas provocam o
murchamento das células e sdo utilizadas nos processos de desidratagdo. De modo
contrario, as soluc@es hipotonicas provocam o inchaco das células (ZHAO; XIE, 2004).

O processo de impregnacdo a vacuo ocorre em duas etapas apos a imersdo da
matriz na solucdo liquida. Na primeira etapa, € imposta pressao de véacuo (-100 a -
720 mmHg) por um curto periodo, chamado de tempo de impregnagdo. Durante este
periodo, ocorre a expansdo e a expulsdo dos gases internos do alimento. Na segunda
etapa, a pressao atmosférica é reestabelecida. Durante este tempo, chamado de tempo de
relaxamento, ocorre 0 escoamento do liquido externo para dentro dos poros vazios
(ZHAO; XIE, 2004). A Figura 3.16 esquematiza 0os mecanismos durante o processo de

impregnacdo a vacuo.

Figura 3.16- Mecanismos de transferéncia de massa durante impregnacao a vacuo.
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Fonte: RODRIGUES (2013).

De acordo com Betoret et al. (2015), a distribuicdo dos poros e o tamanho deles

influenciam no indice de impregnacdo ou incorporacdo. Além disso, o fenbmeno
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hidrodinamico ocorre concomitante com o processo de deformacdo e relaxamento da
matriz que esta relacionado com as propriedades viscoelasticas da mesma.

Para Fito e Pastor (1994), a penetracdo da solugdo nos espacos intercelulares
devido ao gradiente de pressdo pode ser calculado através da Equacgéo (3.2) onde AP € 0
gradiente de pressdo, p é a viscosidade da solugdo, z e D sdo o comprimento e 0
didmetro do espaco intracelular (considerando um poro ideal) e X, € o volume ocupado
pelo liquido que varia em funcdo do tempo (t).

_ap 4 3B, 0% (32)
D2 "V ot
O método de impregnacdo a vacuo é aplicado em diversos produtos e com
finalidades distintas. As faixas de pressdo e tempos de impregnacdo e de relaxamento
variam de acordo com a matriz, solucdo a ser impregnada e finalidade da aplicacdo. De
acordo com Zhao e Xie (2004), solucGes de 20 a 50 °Brix séo utilizadas na obtencéo de
produtos vegetais minimamente processados. Para que ocorra a desidratagéo, a solucao
deve apresentar concentracdo de 50 a 75 °Brix. A temperatura durante a impregnacéo
varia entre 20 e 50 °C, sendo realizada, geralmente, a temperatura ambiente. Em relacéo
ao tempo de vécuo, para vegetais utiliza-se, geralmente, de 5 a 30 min; o tempo de
relaxamento varia de 10 a 20 min, para produtos minimamente processados e de poucos
minutos até horas, para promover a desidratacao.
A Tabela 3.8 apresenta os principais trabalhos que utilizam impregnacdo a vacuo

em diferentes matrizes, incluindo-se as condic¢Ges de cada estudo.
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Tabela 3.8- Trabalhos que utilizam impregnacao a vacuo em alimentos
Tempo Tempo de
] ) Solucéo o Pressédo |
Referéncia Matriz ] Objetivo impregnacéo | relaxamento
impregnada (mmHg) . :
(min) (min)
Glicose (20%),
(RENO; ) Melhorar a
pectina (0; 1,5¢€ ) ) -630, o
PRADO; Morango qualidade apos N&o informa
3%) e cloreto de -380 e 240
RESENDE, ) congelamento e
calcio (0; 3 e -125
2011) descongelamento
6%)
Xarope de milho
Melhorar a
(alto teor de i ]
) qualidade apos
(XIE; ZHAO, frutose), pectina
Morango congelamento e
2004) de alta -710 15 30
] descongelamento.
metoxilacéo (71- )
o Enriquecer com
75%), calcio e o )
) célcio e zinco
lactato de zinco
Sacarose (20%)
com pectina (0; Melhorar a -710;
(CRUVINEL. 0,61;1,5; 2,39 e | qualidade apos -690;
etal., 2009) | Abacaxi 3%) e congelamento e -600; 240 30
propionato de | descongelamento | -570
calcio (0; 1,21;
3; 4,79 e 6%)
Trealose ( 110g/ Melhorar a
L), sacarose qualidade apds
(DYMEK et ) ) -645
Espinafre | (130g/L), glicose| congelamento e 1 5
al., 2015)

(100g/L) e
manitol (80g/L)

descongelamento
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos
Tempo Tempo de
) ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min)
) Melhorar
Maltodextrina )
qualidades
(OCCHINO et (7,5- 9, 10%), o
] sensoriais de
al., 2011) | Abobrinha| NaCl (0- 5%) e -738 10 30
produto
CaCly( 0- 1000 o
minimamente
mM)
processado
- 382,
Proteina Melhorar a
(CRUZ; ) ) ] -435,
) anticongelament | qualidade apos .
VIEIRA; Agrido ) -510, 5 N&o informa
otipol (1 mg/ | congelamento e
SILVA, 2009) -637 ¢
100 mL) descongelamento
-760
Melhorar a
(PHOON et al., Trealose (40% ) ]
) qualidade apos
2008) Espinafre m/m) -645 20 150
congelamento e
descongelamento
Trealose e
Proteina tipo |
Trés solucdes:
Melhorar a
12 ¢g/100 g de ) ]
(VELICKOVA qualidade apos
trealose; o
etal., 2013) | Morango congelamento e -645 14 N&o informa
0,2 g/100 g de
. descongelamento
proteinae 0,2 g/
100 g trealose+
0,2 g/100 g de
proteina.
L. acidophilus e |Produzir alimento
(RODRIGUES, | Goiaba L. Plantarum |de origem vegetal | -500 30 15
2013) (10%) probiotico
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos
Tempo Tempo de
. ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min)
Bactérias acido
(ANDRES- lacticas (107 _
. Prolongar a vida
BELLO et al., | Filésde UFC/ mL) e )
o de prateleira =122 5 5
2015) dourado nisina
(20001U/mL)
(BAMPI; Aumentar a
SCHMIDT; Carne Salmoura eficiéncia no
) -710 20 340
LAURINDO, bovina processo de salga
2014)
Sacarose (30, 40,
50,60 e Desenvolver doce
(BELLARY et | Cascade 70 °Brix) desidratado
] ) ) -610 30 240
al., 2016) melancia | contendo extrato | enriquecido com
de antocianinas antocianinas
168,63 mg/ L
Solucdes
probidticas de
Saccharomyces
o , | Desenvolver snak
(BETORET et y cerevisiae (10 )
Macéa desidratado =722 10 10
al., 2003) UFG/ ml) ou .
i probidtico
Lactobacillus
casei (10
UFG/I)
Solucdes de
sacarose Desenvolver snak
(BETORET et contendo célcio desidratado
Maca ) ) -722 10 10
al., 2005) (0a114,7 g/L) e | enriquecido com

ferro (O a
2,98 g/L)

célcio e ferro
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos

. . Tempo Tempo de
. ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min)
Pré-tratamento na
Sacarose (0 a 3
(BOEIRA, . ) obtencdo de
Péssego 60° Brix) . -720 20 10
2005) péssego
desidratado
Sacarose
(14 °Brix) ]
Aumentar a vida
contendo )
de prateleira de
(PEREZ- sorbato, 4-HR,
era
CABRERA et Pera EDTA e citrato ) .p -122 5 10
) minimamente
al., 2011) combinados ou
y processada
ndo com lactato
de célcio
(1 g/1009)
Suco de mirtilo | Obter snack de
(CASTAGNIN y o )
Maca | com alto teor de | maca enriquecido | -722 10 10
I etal., 2015) o o
antocianinas | com antocianinas
) Aumentar a vida
(CASTELLO; _
de prateleira de
FITO; _ _
Morango | Glicose (8 °Brix) morango =722 5 5
CHIRALT, N
minimamente
2006)
processado
Obter groselha - 709,
(CHINPRAHA Sacarose (30, 40 .
Groselha ] minimamente -660 e 10 10
ST etal., 2013) e 50° Brix)
processada -608
Pré-tratamento na
. y 15, 30, 60,
(CORREA et ) Sacarose (40, 50 obtencdo de
Goiaba ] ] -700 leb6 120,180e
al., 2010) e 60 °Brix) goiaba
] 300
desidratada
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos

. . Tempo Tempo de
. ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min)
R NaCl (10%), ;
(CORREA,; Pré-tratamento na
sacarose (27,5%) 3 20, 30, 60, 90,
ERNESTO; DE ) obtencéo de
Tomate | e maltodextrina -700 20 120, 180 e
MENDONCGCA, tomate
(27,5%) em ) 240
2016) o desidratado
combinagdes
(DEROSSI; DE P )
Acido lactico Obtencéo de
PILLI; ) ) o ) y -460 e
Pimentdo | (até atingir pH pimentdo em 2e5 10,15e 30
SEVERINI, } -610
2,7 da solucéo) conserva
2010)
Pirofosfato de Obtencéo de
15,30,60e |60, 120, 180 e
(ERIHEMU et ferro batata
Batata ) ) -750 120 240
al., 2015) (0,4 ¢g/100g) | enriquecida com
ferro
o o Enriquecer as
(HIRONAKA Acido ascorbico .
Batata batatas com acido| -690 60 180
etal., 2011) (10%) o
ascorbico
Prolongar a vida
(IGUAL et al., ) Sacarose )
Caqui ) de prateleira de =722 5 5
2008) (24 °Brix) )
caqui processado
(VASANTHA Obter snack de
Extrato de uva ) ) -560 e
RUPASINGHE | Macé ) maca enriquecido 5e15 15e 30
(15 °Brix) . -660
, 2010) com polifenois
(KANG; o Acido mélico | Introduzir agente | -300 e
Brocolis o ) 25,5,10e15|25;5;10e 15
KANG, 2016) (2%) antimicrobiano -600
Pré-tratamento na
(MORENO et Sacarose (55 e obtencdo de Néo ]
Mamao ) 240 Né&o informa
al., 2004) 65%) (m/m) mamé&o informa

desidratado
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos
Tempo Tempo de
) ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min))
Sacarose Pré-tratamento na
(MORENO et .
Pera (65 °Brix) obtencdo de pera | -722 5 255
al., 2011) i
desidratada
Pré-tratamento na
(MORENO et Sacarose obtencdo de
Morango ) -122 5 255
al., 2012) (65 °Brix) morango
desidratado
Suco de magd Obter snak de
(MORENO et N st . .
1. 2004) Macd | com &cido folico | magd enriquecido | -722 5 100
al.,
(200 mg/L) com &cido folico
) Pré-tratamento na
i Maca, B
(MUJICA-PAZ Sacarose (41 a obtencdo de -255¢
meldo e ) 10 10
etal., 2003) 60 °Brix) frutas -670
manga )
desidratadas
Sorbitol, glicose, | Prolongar a vida 118
sacarose, de prateleira de '
(NERI et al., y ) -210, 0,16; 1,6 e
Macéa trealose e maca 1
2016) o -300 e 16,66
maltose (13 % minimamente 799
m/m) processada
Sacarose e Prolongar a vida
(PANARESE _ _ _
Espinafre | trealose (0,999 | de prateleira de -650 10 N&o informa
etal., 2014) )
aw) espinafre
(SANZANA; | Endivia,
GRAS; couve- Sacarose e aloe | Prolongar a vida
VIDAL- flor, vera(5e30g/L)| de prateleira =722 10 10
BROTONS, | brécolis e
2011) cenoura
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Continuagdo da Tabela 2.8- Trabalhos que utilizam impregnacéo a vacuo em alimentos
. . Tempo Tempo de
) ) Solucéo o Pressdo |
Referéncia Matriz ) Objetivo impregnacao | relaxamento
impregnada (mmHg) i ]
(min) (min)
(SCHMIDT;
) Aumentar a
CARCIOFI; | Peitode .
Salmoura eficiéncia no -750 15 0
LAURINDO, frango
processo de salga
2008)
Glicose e )
(SCHULZE et 3 ) Obter maca -160 a
Macd | quercetina (0,3 ) ) 5 10
al., 2012) ) enriquecida -700
a 13 °Brix)
(VARGAS et Quitosana ( 1 e |Prolongar vida de
Cenoura ) -722 4 2
al., 2009) 2% (M/v)) prateleira

Alguns trabalhos utilizaram o método de impregnacdo a vacuo em morangos
para a obtencdo de morangos desidratados (MORENO et al., 2012), com a finalidade de
aumentar a vida de prateleira de morangos minimamente processados (CASTELLO;
FITO; CHIRALT, 2006) e para melhorar a qualidade apds congelamento e
descongelamento (RENO; PRADO; RESENDE, 2011; VELICKOVA et al., 2013; XIE;
ZHAO, 2004).

No estudo realizado por Reno, Prado e Resende (2011), os morangos em
metades foram impregnados com solucdes de glicose (20%) contendo pectina (1,5 e
3%) e/ou cloreto de calcio (3 e 6%) sob diferentes pressdes (-125, -380 e -630 mmHg)
por 4 horas. Os autores avaliaram o efeito das diferentes concentracGes das solucdes e a
pressdao de vacuo sobre o teor de sélidos sollveis, textura, perda de massa apds
descongelamento e deformagdo das células dos frutos apos congelamento e
descongelamento.

Ja Xie e Zhao (2004), além do objetivo de melhorar a qualidade dos frutos apds
congelamento e descongelamento, quiseram promover o enriquecimento dos morangos
com calcio e zinco. Para isso, impregnaram morangos em fatias com solugdes de xarope
de milho com alto teor de frutose (50%), pectina (3%), célcio (0,04 %) e lactato de
zinco (15 a 20%). No processo de impregnacdo, foi utilizada pressdo de -710 mmHg

por 15 min e tempo de relaxamento de 20 min. Os autores verificaram o teor de
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umidade, teor de solidos soluveis, acidez titulavel, pH, cor, textura e perda de massa
apos descongelamento.

O efeito crioprotetor da trealose em morangos foi verificado somente por
Velickova et al. (2013) que impregnaram solugdes de trealose (0,2 e 12 g/100 g) e
proteina anticongelamento (0,2 g/100 g) em morangos inteiros. Para tal submeteram as
amostras a impregnacdo a -645 mmHg por 14 min. Para avaliar o efeitos dos
crioprotetores nas amostras apos congelamento e descongelamento, os autores
verificaram a perda de massa apds descongelamento, analise de textura e analise de
microscopia.

Percebe-se a caréncia de estudos com a avaliagdo de diferentes condicdes de
impregnacdo a vacuo em morangos mostrando as alteracdes que 0 processo causa Nos
frutos. Percebe-se também, que poucos estudos foram realizados com a utilizacdo de

crioprotetores em morangos, principalmente a trealose.



Capitulo 4- Materiais e Métodos 50

Capitulo 4- Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados 0s materiais utilizados tanto nos testes
preliminares como nos testes para verificacdo do poder crioprotetor da trealose. So
descritos também os ensaios realizados em todas as etapas, bem como os procedimentos

adotados em cada analise.

4.1 Matérias-primas

4.1.1 Morangos

Foram utilizados morangos produzidos na regido de Caxias do Sul para os teste
preliminares e da regido de Feliz para a segunda etapa de testes, ambas localizadas no
estado do Rio Grande do Sul. Os frutos foram selecionados de acordo com a massa,
tamanho e grau de maturagdo (determinado visualmente) para minimizar as diferencas
na estrutura dos mesmos. De acordo com Antunes e Hoffmann (2012), o estadio de
maturacdo para colheita do morango é quando pelo menos 75% da sua superficie possui
coloracdo vermelha. Ap6s colhidos, a coloracdo ndo varia por ser um fruto ndo-
climatérico. Os morangos selecionados possuiam em média 95% da superficie
vermelha, conforme mostra a Figura 4.1, que é uma fotografia de parte dos morangos
utilizados. A massa dos morangos selecionados variou de 11 a 17 g, 0 comprimento, de

40 £ 5 mm e a largura, de 29 + 4 mm.
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Figura 4.1- Amostra de morangos utilizada nos ensaios.

Fonte: autor.

Apos selecdo dos frutos, foi feita a remocdo da sépala, seguida da higienizacéo
dos mesmos em agua corrente. A seguir, 0s morangos foram imersos em solugdo de
hipoclorito, a 200 ppm de cloro ativo, por 15 minutos e, entdo, foram lavados
novamente em agua corrente para remocao da solucdo de hipoclorito. Para a realizacdo
da impregnacdo de trealose, os morangos foram cortados em metades na secéo
longitudinal. Para garantir que a amostra ficasse totalmente imersa na solucéo a ser
impregnada, as amostras foram acomodadas em redes e foram fixados tubos contendo
chumbo. A Figura 4.2 mostra os morangos dentro da rede preparados para a imersdo na
solucéo.

Figura 4.2- Amostra preparada para ensaio preliminar de impregnagé&o.

Fonte: Autor.
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4.1.2 Trealose

Para a preparacdo da solugdo de impregnagéo, foi utilizada trealose obtida a
partir de amido produzida pela empresa japonesa Hayashibara. O lote utilizado foi o de
numero 37087, com fabricacdo em 26 de maio de 2015 e validade até 25 de maio de
2018. A matéria-prima apresentou pureza de 99,2 %, em base seca, conforme laudo do
fornecedor. A pureza do acucar foi confirmada com anélise em HPLC, apresentando
97,58% de pureza em base Umida. Tanto o certificado de pureza do fornecedor como a
analise em HPLC encontram-se no Apéndice A.

Para a realizacdo dos testes, foram preparadas solucbes de trealose e éagua
destilada nas concentragbes de 100 g/L, 200 g/L (utilizada somente nos testes
preliminares), 300 g/L e 500 g/L. Os trabalhos que utilizam solucBes de trealose
trabalham com concentracGes na faixa de 110 g/ L (DYMEK et al., 2015) e 400 g/L
(PHOON et al., 2008). Considerando esta faixa apresentada na literatura e que a
diluicdo da trealose em &gua, a 20 °C, € 68,9 g/100 g (HIGASHIYAMA, 2002),
decidiu-se utilizar as concentracdes de 100 a 500 g/L a fim de observar os efeitos de
solugdes pouco concentradas (100 g/L), com concentracdo mediana (300 g/L) e com
alta concentragédo (500 g/L).

As solucgdes foram preparadas com auxilio de balanca com precisdo de 2 casas
decimais (Marte, modelo A10K) para pesagem da trealose. O soluto foi diluido em um
béquer e transferido quantitativamente para baldo volumétrico onde o volume da

solugéo foi ajustado.

4.1.2.1 Determinagdo da Massa Especifica das Solucdes de Trealose

A massa especifica, p, das solu¢bes de trealose foi determinada a fim de
caracterizar as solugOes e auxiliar no estudo da incorporagéo da trealose nos morangos.
Para tal, foi utilizado o método picnométrico, método n°® 950.28 da AOAC (1997) que
consiste em preencher com a amostra frascos com volume e massa conhecidos,
chamados picndmetros.

Foram utilizados picnémetros de 25 mL calibrados com agua destilada para a
obtenc¢éo do valor do volume real dos mesmos. Para a calibracao, os picndmetros foram

lavados, secos em estufa (Solab, modelo SL 102/100) a 105 °C e a massa foi
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determinada em balanca com precisdo de décimo de miligrama. Em seguida, foram
preenchidos com agua destilada para a determinagdo da massa e obtengdo do volume
real (Vpic) atraves da Equacéo (4.1), em que py € a massa especifica da agua a 22 °C
(temperatura na qual a massa especifica foi determinada), mpic € a massa do picnémetro

e Mpicw € @ massa do picndmetro preenchida com agua.

Mpicw — Mp;
Viic = _ptew " pic (4.1)
Pw

Na determinacdo da massa especifica das solugdes, os picnémetros calibrados
foram completamente preenchidos com a amostra e a massa especifica foi determinada
através da Equacéo (4.2), em que Mpicm € @ massa do picndmetro com a solugéo, mpic € a
massa do picndmetro e Vpic € 0 volume real do picndmetro. A determinagéo foi
realizada em triplicada, na temperatura ambiente de 22 °C, para as solugdes de 100 g/L,
300 g/L e 500 g/L.

(4.2)

4.1.2.2 Determinagéo da Viscosidade das Solucdes de Trealose

Assim como a massa especifica, a viscosidade das solucBGes de trealose foi
determinada a fim de caracterizar as solugdes e auxiliar no estudo da incorporacdo da
trealose nos morangos. Para isso foi utilizado o viscosimetro de Ostwalt (Schott, modelo
AVS 350) que mede o tempo que o liquido leva para escoar, devido a forca da
gravidade, em um tubo capilar n° 150, tipo 513 com diametro de 0,77 mm, imerso em
banho termostatico (Schott, modelo CT52) a 22 °C.

Primeiramente, foram realizados ensaios com agua destilada para a calibracdo do
sistema. Tanto a calibracdo como as medi¢des com as solugbes foram realizadas em
triplicata, sendo o valor de cada replicata o valor médio de 5 passagens pelo capilar.

Com os tempos medidos pelo viscosimetro, obteve-se a viscosidade da solugéo
atraveés da Equacéo (4.3), em que 1 e nw S80 as viscosidades cinematicas (em m#/s) da

solucdo e da agua, respectivamente, p e p,, sd0 a massa especifica (em kg/m3) da solucéo
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e da agua, respectivamente, e t e t,, S840 0s tempos (em s) observados para o0 escoamento

da solucéo e da &gua no viscosimetro.

n_ pxt
Nw  Pw Xty (43)

De acordo com Konini et al (1996), as solugbes de acuUcares apresentam
comportamento Newtoniano, ou seja, a viscosidade €é independente da taxa de
deformacédo a que o fluido estd submetido. Devido a isso, a viscosidade dindmica ()
pode ser determinada através da Equacdo (4.4), sendo os valores da massa especifica

aqueles obtidos experimentalmente.

p=mnxp (4.4)

4.2 Tratamentos

Primeiramente, foram realizados testes preliminares para identificacdo da melhor
condicdo de impregnacdo em relacdo a pressdo de vacuo, ao tempo de impregnacdo, ao
tempo de relaxamento e ao tamanho da amostra.

Depois de identificada a melhor condigéo, seguiu-se o fluxograma ilustrado na
Figura 4.3 para verificagdo da eficacia da trealose como crioprotetor.
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Figura 4.3- Fluxograma do processo de verificacdo da eficacia da trealose como crioprotetor em

morangos
Morango
” Solidos soluveis
Remogao da
sépala
Trituragao Teor de Trealose
Higienizagao ;
Analise de Soa Umidade
Testura Analise de Cor
Corte em
metades
Solugdes a

Pesagem

100, 300 e
500g de

Trealose/L
Descongelamento

Congelamento

Analise de it
Tertia nalise de Cor

Fonte: Autor

Impregnacao

Sélidos soltveis

Teor de Trealose

Trituragdo Umidade

Os testes preliminares e as etapas do fluxograma séo detalhados a seguir.

4.2.1 Testes Preliminares

A seguir sdo descritos os testes preliminares realizados para identificacdo da
melhor condi¢do de impregnacéo.

4.2.1.1 Primeiro planejamento fatorial: identificagdo dos fatores significativos

Baseando-se nas condi¢des de impregnacdo a vacuo abordadas na literatura, ja
apresentados no capitulo anterior, variou-se a pressao de vacuo, o tempo de
impregnacéo e o tempo de relaxamento a fim de identificar os fatores significativos e
determinar a melhor condicdo experimental. Para isso, foi conduzido um planejamento
composto central, que consiste num fatorial 2° incluindo trés repeticdes no ponto
central. As variaveis independentes - tempo de impregnacéo (x1), tempo de relaxamento

(x2) e pressdo de vacuo (x3) - foram avaliadas em trés niveis. Para a realizacdo dos
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ensaios, impregnou-se solucdo de agua destilada com 4% de corante azul de metileno

para visualizar a “penetragdo” da solugdo.

Os niveis de pressdo de vacuo, tempo de impregnacao e tempo de relaxamento

estdo mostrados na Tabela 4.1. As respostas avaliadas foram o indice de impregnacéo, o

teor de solidos soltveis e a andlise visual da area impregnada com corante azul de

metileno.

Nos ensaios, foram utilizados trés morangos inteiros que passaram pelos

critérios de selecdo, tiveram a sépala removida e foram higienizados com solucdo de

hipoclorito a 200 ppm.

Tabela 4.1- Primeiro planejamento fatorial: identificagdo dos fatores significativos onde t1 é o
tempo de impregnacao, t2 é o tempo de relaxamento e P é a pressao.

Ensaio x1 X2 X3 t1 (min) t 2(min) P (mm Hg)
1 -1 -1 -1 1 1 -250
2 +1 -1 -1 10 1 -250
3 -1 +1 -1 1 10 -250
4 +1 +1 -1 10 10 -250
5 -1 -1 +1 1 1 -650
6 +1 -1 +1 10 1 -650
7 -1 +1 +1 1 10 -650
8 +1 +1 +1 10 10 -650
9 0 0 0 55 5,5 -450

10 0 0 0 55 5,5 -450
11 0 0 0 55 5,5 -450

4.2.1.2 Segundo planejamento fatorial:

A partir do primeiro planejamento fatorial,

impregnacao

Fonte: Autor.

identificacdo da melhor condicdo de

identificou-se como fatores

significativos, o tempo de relaxamento (x2) e pressao de vacuo (x3), e realizou-se novo

planejamento fatorial 2%, variando somente os mesmos a fim de identificar a melhor
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condicdo de impregnacdo. O tempo de impregnagdo de 5 min foi mantido em todos os
ensaios neste planejamento. Os niveis de pressdo de vacuo e tempo de relaxamento sdo
mostrados na Tabela 4.2. As respostas avaliadas foram as mesmas do primeiro
planejamento fatorial: indice de impregnacéo, teor de solidos soluveis e analise visual
da area impregnada com corante azul de metileno.

Nos ensaios, também foram utilizados trés morangos inteiros que passaram pelos
critérios de selecdo, tiveram a sépala removida e foram higienizados com solugdo de

hipoclorito a 200 ppm. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

Tabela 4.2- Segundo planejamento fatorial: identificagdo da melhor condigdo de impregnagéo.

Ensaio X2 X3 t 2(min) P (mm Hg)
1 -1 -1 5 -450
2 +1 -1 10 -450
3 -1 +1 5 -650
4 +1 +1 10 -650

Fonte: Autor.

4.2.1.3 Teste da condi¢do da amostra

A fim de verificar a melhor condi¢do da amostra, realizaram-se ensaios com
morangos inteiros e morangos pela metade, cortados na secdo longitudinal, utilizando
como solucdo impregnante uma solucdo de trealose a 100 g/L.

A pressdo de vacuo aplicada nos ensaios foi de -650 mmHg, o tempo de
impregnacdo foi de 5 min e o tempo de relaxamento foi de 10 min, baseado nos
resultados obtidos anteriormente. Para verificar qual condicdo de amostra continha
maior quantidade de trealose impregnada, determinou-se, por HPLC, a quantidade de
trealose em morangos in natura, cortados pela metade e inteiros. O processo de

quantificacdo por HPLC esta descrito na secdo 4.3.4.
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4.2.2 Impregnacdo a Vacuo

Para a realizacdo dos ensaios de impregnacdo a vacuo foi montado o sistema

cuja fotografia esta apresentada na Figura 4.4.

Figura 4.4- Sistema de impregnacdo a vacuo utilizado nos ensaios.

Céamara de s Bomba de
Amostra , Silica 5
vacuo vacuo

Fonte: Autor.

A camara de vacuo foi construida a partir de um dessecador. Este, por sua vez,
foi conectado a um Kitasato contendo silica gel para capturar possiveis goticulas
sugadas pela bomba e impedir que estas entrassem na mesma. O Kitasato, foi conectado
a uma bomba de vécuo (Prismatec, Modelo 131).

Nos ensaios de impregnacéo, imergiu-se a amostra na solucéo a ser impregnada
acomodada em um béquer de modo que ela ficasse totalmente coberta pelo liquido. O
béquer, contendo a solucdo e a amostra, foi posicionada no interior da cAmara de vacuo.
Para a aplicacdo do vacuo, a camara foi fechada e as mangueiras conectadas. Ap6s 0
periodo de aplicagdo de vacuo, desconectaram-se as mangueiras para o0
reestabelecimento da pressdo atmosférica. Apds o sistema atingir a pressdo atmosférica,
a tampa da cdmara foi removida e a amostra permaneceu imergida no liquido durante o
tempo de relaxamento.

Os ensaios para verificacdo da eficacia da trealose como crioprotetor foram
realizados com morangos cortados em metades, na secdo longitudinal, selecionados e

higienizados conforme descrito na secdo 4.1.1. Os testes de impregnacdo foram
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conduzidos a pressao de vacuo de -650 mmHg, com tempo de impregnacdo de 5 min e
tempo de relaxamento de 10 min. Variou-se a concentracdo da solugdo de trealose de
100 g/L a 500 g/L conforme a Tabela 4.3. Cada teste foi realizado com seis replicatas
devido a variacdo natural dos morangos em relacdo ao seu grau de maturacao que pode

influenciar os resultados.

Tabela 4.3- Esquema de ensaios de impregnacgdo a vacuo com solugdes de trealose.

Ensaio Concentracao da solucdo de tratamento
1 100 g/L
2 300 g/L
3 500 g/L

Fonte: Autor.

A relagdo fruta:solugdo utilizada foi de 1:4. Visto que a forca motriz da
impregnacédo a vacuo é a diferenca de pressdo e ndo a diferenca de concentracdo entre a
solucdo e a amostra, a relacdo fruta:solucdo ndo precisa garantir a manutencdo da
concentracdo da solucdo (XIE; ZHAO, 2004). Além disso, essa propor¢do garantiria a
que todos os morangos ficassem totalmente imergidos na solugéo.

As amostras impregnadas foram sempre comparadas com uma amostra controle,

que é a amostra sem tratamento, que néo sofreu impregnacao.

4.2.2.1 Determinacéo do indice de Incorporacéo

O indice de impregnacdo ou indice de incorporagdo (IC) representa o quanto a
massa da amostra variou ap0s passar pelo processo de impregnacdo. Sabe-se que
durante o processo de impregnacdo a vacuo pode ser externado da amostra, junto com
as bolhas de ar, liquidos ou outras por¢6es da matriz devido a sucgédo do vacuo. O indice
de impregnagéo, porém, quantifica somente o resultado das transferéncias de massa e
ndo as porcdes de massa que entraram e que sairam. Devido a este fato, ndo se pode
comparar o indice de impregnacdo de matrizes ou de solugfes diferentes, visto que as
matrizes podem perder mais ou menos massa e a massa especifica da solugdo também

influencia na quantificagéo.
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Desse modo, o indice de impregnacdo € um parametro utilizado para quantificar
a variagdo percentual de massa que a amostra sofreu devido ao processo de
impregnacdo, podendo-se dizer que somente amostras iguais, com solucdes iguais,
sofreram mais ou menos impregnacdo de acordo com o indice e sendo que, quanto
maior o indice, maior a impregnacao.

O indice de impregnacéo é definido de acordo com a Equacéo (4.5) em que mj, é
a massa da amostra antes da impregnacdo (in natura) e m; é a massa da amostra apos
impregnacéo.

in

mf—m
IC(%) =m—

in

x100 (4.5)

Para a determinacdo do indice, as amostras selecionadas, higienizadas e secas
foram pesadas antes e logo apds a impregnacdo com o auxilio de balanca com precisao
de décimo de miligrama (Shimadzu, Modelo AY?220). Apos o periodo de relaxamento,
as amostras foram deixadas em repouso por 2 min em peneira inclinada, conforme
sugerido pelo método 953.15 da AOAC (1997), para determinacdo de peso drenado e
tiveram a superficie seca com papel absorvente, a fim de retirar o excesso de solucao
acumulada na superficie da amostra. Somente ap6s a retirada do excesso de solugdo que
as amostras foram conduzidas a determinacdo da massa m;. Foi determinado o indice de

impregnacdo de cada uma das seis replicatas.

4.2.3 Congelamento

Apobs a etapa de impregnacdo dos morangos com as solugdes de 100, 300 e
500 g/L de trealose, as amostras foram depositadas em sacos de polietileno devidamente
fechados e congeladas em freezer vertical a -18 °C (Consul, modelo CVU 18/ 127). O
freezer vertical é considerado um método de congelamento lento de acordo com Hung e
Ericksin (1997).

Para a avaliacdo do efeito crioprotetor da trealose, é necessario que 0 método de
congelamento seja lento, a fim de formar cristais de gelo grandes e de induzir a
desidratacdo das células. O efeito do crioprotetor € observado ao minimizar estes
efeitos. De acordo com Ordofiez et al. (2005), os crioprotetores possuem efeito



Capitulo 4- Materiais e Métodos 61

pronunciado somente quando o congelamento é realizado de forma lenta. Produtos em
que o congelamento é realizado de forma rapida, os crioprotetores podem ter efeito
contrério, pois podem atuar como nucleos para a formagéo de gelo.

4.2.4 Descongelamento

O descongelamento foi realizado de acordo com o método para determinacao de
peso liquido de frutas congeladas (método numero 974.12 da AOAC, (1997)). O
método consiste em manter as amostras depositadas em sacos de polietileno lacrados,
imersos em banho termostéatico (Lauda, modelo RA12) a 20 °C + 1 °C até que a amostra
atinja 20 °C no seu centro geométrico. Para a aplicacdo do método, testes de tempos de
imersdo foram realizados até que fosse determinado o periodo de 40 min de imerséo da
amostra no banho como o periodo minimo necessario para que a amostra atingisse
20 °C no seu centro geométrico.

O método é indicado por utilizar temperaturas baixas, por ser um método rapido
e por impedir a oxidacdo do morango que ocorre na presencga do oxigénio (INSTITUTO
INTERNACIONAL DEL FRIO, 1990).

4.3 Avaliacao do Poder Crioprotetor da Trealose em Morangos

4.3.1 Variacdo de Massa apds Descongelamento (Perda por Gotejamento)

A variacdo de massa apés o descongelamento é uma das medidas mais
importantes na verificacdo da acdo de um crioprotetor. A agua que o alimento perde
durante o descongelamento, provoca grandes alteragdes no produto como mudancas na
textura, no sabor e na sua coloragdo. Quanto maior a perda de agua, menor a efetividade
do crioprotetor que é adicionado com a intencdo de reter a agua presente no alimento,
seja ela intracelular ou extracelular. Para a quantificagdo de tal parametro, utilizou-se a
Equacdo (4.6) que relaciona a massa da amostra in natura (m;,) € a massa da amostra

descongelada (mg).
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Mg_m,;
Amd (%) = %x

in

100 (4.6)

Foi realizado o descongelamento, conforme descrito na se¢éo 4.2.4. Deixou-se
as amostras em repouso por 2 min em peneira inclinada conforme sugerido pelo método
953.15 da AOAC (1997) para determinacdo de peso drenado de frutas congeladas e
secou-se a superficie com papel absorvente a fim de retirar o excesso de agua no
exterior do produto. Ap6s, a massa da amostra descongelada (mg) foi determinada. A
massa em ambos 0os momentos foi determinada em balanca com precisdo de décimo de
miligrama (Shimadzu, Modelo AY220).

4.3.2 Determinacdo do Teor de Sélidos Soluveis

O teor de solidos sollveis foi determinado nas amostras in natura (sem
tratamento), apds a impregnacdo e apds o descongelamento das mesmas, a fim de
verificar as alteracbes provocadas pela impregnacdo a vacuo com as diferentes
concentracdes de solucdo de trealose, a fim de verificar a perda de sélidos soltveis das
amostras tratadas com as diferentes solu¢des ap6s o descongelamento das mesmas. Para
a determinagdo, seguiu-se 0 metodo n° 932.12 da AOAC (1997).

Para isso, as amostras foram, primeiramente, trituradas com o auxilio de um
mixer (Philips Walita, modelo RI 1364) para reducdo da amostra. Os morangos
triturados foram entdo centrifugados em centrifuga refrigerada (Sigma, modelo 2-
16KL), por 40 min, a 20 °C, a fim de separar os sélidos insollveis que podem provocar
alteracdes na leitura do refratbmetro. Foi utilizado o refratbmetro (Carl Zeiss, modelo
32-G) para leitura direta do teor de solidos sollveis em °Brix do sobrenadante das
amostras.

A leitura foi realizada em triplicata em cada uma das seis replicatas do ensaio.

4.3.3 Determinagéo do Teor de Umidade e Substancias Volateis

O teor de umidade das amostras in natura, apds impregnacdo e apos

descongelamento, foi determinado através do método gravimétrico 930.04 da AOAC
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(1997). O teor de umidade é parametro importante para indicar a ocorréncia de
desidratacdo das amostras ap6s o descongelamento.

Cépsulas metalicas foram secas em estufa a 105 °C (Solab, modelo SL 102/100)
com aproximadamente 5 g de areia e bastdo de vidro para a determinacdo da tara das
mesmas. Devido ao alto teor de agUcar das amostras, faz-se necessaria a utilizacdo de
areia tratada durante a secagem para evitar a caramelizacdo e a formacéo de uma crosta
superficial que impede a evaporacao da agua da amostra. O bastdo de vidro foi utilizado
para homogeneizacdo da amostra com a areia.

Apols a determinacdo da massa do sistema capsula+areia+bastdo de vidro,
aproximadamente 5 g de morangos, previamente triturados com o auxilio de um mixer
(Philips Walita, modelo RI 1364), foram homogeneizados a areia e secos em estufa a
105 °C por 24 h. Ap6s resfriamento realizado em dessecador, as capsulas contendo a
amostra foram pesadas em balanca com precisdo de décimo de miligrama (Shimadzu,
Modelo AY220) e levadas novamente a estufa para secagem. O procedimento de
secagem, resfriamento e pesagem foi realizado até que a massa do sistema apresentasse
variacdo menor que 0,002 g (peso constante).

O teor de umidade (x,,) foi determinado por diferenca, através da Equacédo (4.7)
em que mg é a massa do sistema apos secagem, m € a massa da capsula com areia tarada
e m, € a massa da amostra. A andlise foi realizada em triplicata para cada uma das seis

repeticdes de cada tratamento.

Xy = ——— 4.7)

4.3.4 Determinacdo do Teor de Trealose

O teor de trealose foi determinado por cromatrografia liquida de alta eficiéncia
(High Performance Liquid Chromatography- HPLC) (Agilent, modelo 1260 Infinity),
conforme método indicado pelo fabricante de colunas REZEX™". A coluna utilizada da
marca Rezex foi a RHM Monossacaride com indice de refracdo e vazéo da fase movel
de 0,6 mL/min de 4gua Mili-Q e temperatura de 80 °C. O tempo de retencdo da trealose

foi de 8,9 min. Para a quantificacdo da trealose, foi feita uma curva de calibracdo,
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utilizando a trealose como padrdo com sete solucdes com concentracéo de 1 x 10 até
10 g/L.

As amostras foram trituradas com o auxilio de um mixer (Philips Walita, modelo
RI 1364) e aproximadamente 5 g foram diluidas até 50 mL. Foi retirada uma aliquota de
1 mL do sobrenadante e diluido em 10 mL de agua. As amostras foram filtradas em
membrana de 0,22 um de tamanho de poro nominal (Durapore, hidrofilica) e
armazenadas em vials para inje¢cdo no HPLC.

Foram realizadas duas injecdes com cada uma das seis repeticbes de cada

tratamento.

4.3.5 Andlise Colorimétrica

As alteracdes de cor nas frutas congeladas se dao devido a oxidacdo e a mudanca
de pH que modificam a coloracdo das antocianinas (FELLOWS, 2007). Para verificar o
efeito da impregnacao sobre a coloragdo dos morangos, bem como do descongelamento,
foram realizadas andlises de cor nos frutos in natura, ap6s impregnacdo e apos
descongelamento. Para tal, utilizou-se o colorimetro (Hunterlab, modelo Color QUEST
XE) calibrado para a cor branca. A escala colorimétrica de leitura empregada foi a do
sistema de coordenadas cromaticas com base no espaco de cor CIELAB L* a* b*,
sendo L* a medi¢do de luminosidade que varia do branco (100) ao preto (0), a* a
medicéo de tonalidade do verde (-a*) ao vermelho (+a*) e o b* a medicdo da tonalidade
azul (-b*) ao amarelo (+b*). A partir destes parametros, foram calculados os valores de
Croma e Hue, apresentados nas Equactes (4.8(4.9 sendo que Croma se refere a

saturacdo e Hue representa o angulo do tom.

Croma = (a*? + b*?)/? (4.8)
b*
°Hue = arctan (E) (4.9)

Foram feitas medicOes na parte interna e externa dos morangos cortados em

metades. Em cada um dos lados foi feita a medigédo em dois pontos, sendo cada um mais
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préximo de cada extremidade. Assim, totalizaram-se quatro medi¢des (duas de cada
lado) em cada uma das trés metades de cada uma das trés repeticdes de cada tratamento.
Como a coloracéo da parte interna difere da parte externa, separaram-se o0s resultados

dos pontos medidos na parte interna, dos pontos medidos na parte externa.

4.3.6 Andlise de Textura

A andlise de textura através do teste de compressdo mede a resisténcia do
material & compressdo, ou seja, determina a forca necessaria para provocar determinada
deformacdo. Quanto mais rijo o material, mais resistente a compressao e maior € a forca
necessaria (POTTER; HOTCHKISS, 1999). Verificou-se assim, a forca necessaria para
a compressao das metades dos morangos até deformacdo de 5% da sua altura (95% de
compressdo) utilizando probe de 50 mm de diametro conectada ao texturémetro (Stable
Micro Systems, modelo TA.XT plus). Os testes foram realizados com velocidade de
2 mm/s baseados na metodologia utilizada por Xie e Zhao (2004).

A andlise foi realizada apds impregnacdo e ap6s descongelamento com quatro
metades de cada uma das cinco repeticdes de cada tratamento em cada situacdo (ap0os
impregnacdo e apd6s descongelamento). Foi realizada analise também na amostra
controle que é o morango sem tratamento in natura e ap0s congelamento e

descongelamento.

4.3.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e ao Teste de

Tukey, com nivel de significancia de 5%. Para tal, utilizou-se o Software Statistica 12.0.
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Capitulo 5- Resultados e Discusséo

Este capitulo apresenta os resultados obtidos a partir do estudo da impregnacéao a
vacuo em morangos, avaliando os frutos impregnados com diferentes solucbes de
trealose, a impregnacdo com diferentes pressdes, tempos de impregnacdo, tempos de
relaxamento e condi¢des da matéria-prima. Sdo apresentados os resultados da avaliagcdo
da trealose como crioprotetor em morangos em relacdo ao teor de umidade, ao teor de
solidos soluveis, a textura, a cor, e a perda de liquido ap6s descongelamento.

O capitulo foi dividido em trés secOes. Inicialmente, é apresentada a
caracterizacdo das solucdes de trealose em relacdo a massa especifica e a viscosidade.
Na segunda secdo, sdo apresentados os resultados dos testes de avaliacdo das condicdes
de impregnacdo e as alteracbes provocadas pela impregnacdo a vacuo na amostra. Por

ultimo, sdo apresentados os resultados da acéo da trealose como crioprotetor.

5.1 Propriedades das Solugdes de Trealose

5.1.1 Massa Especifica

Os valores da massa especifica das solugbes de trealose obtidos
experimentalmente sdo apresentados na Tabela 5.1. A concentracdo da solucéo foi fator
significativo no valor da massa especifica, sendo que quanto mais concentrada a solugdo
maior a massa especifica das solucdes. Levando em consideracdo que a massa
especifica da trealose € 1,58 g/mL a 24 °C (NIST, 2016) e da agua é 0,9966 g/mL
(HOLMAN, 1986), é esperado que, quanto maior a fracdo de trealose maior a massa
especifica da solucdo. De acordo com Michailidis, Krokida e Rahman (2009) a Equacéo
(5.1) pode ser utilizada para estimar a massa especifica de produtos alimenticios sendo
Xi e pi a fracdo massica e a massa especifica de cada componente respectivamente. A
partir da Equacdo (5.1), obteve-se os valores teoricos para as solugbes a 24 °C que
também sédo apresentados na Tabela 5.1.
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1_K%
> ;}q (5.1)

Tabela 5.1 - Valores da massa especifica das solucGes de trealose a 22 °C, obtidas
experimentalmente e calculadas teoricamente a 24°C (MICHAILIDIS, P. A., KROKIDA, M.
K., RAHMAN, 2009).

3 5 Massa Especifica Experimental Massa Especifica
Concentracao da Solucao (g/L) o
a 22 °C (g/mL) (**) Teoricaa 24 °C (g/mL)
100 1,032 + 0,002° 1,0336
300 1,106 + 0,002° 1,1075
500 1,182 + 0,001* 1,1810

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
** Valores médios £ desvio padréo de n repeti¢oes (n=3).

Os valores tedricos foram calculados para a temperatura de 24 °C devido a
disponibilidade de dados na literatura. A diferenca entre os valores experimentais e

teoricos foi menor do que 0,2%, indicando uma boa comparacéo entre eles.

5.1.2 Viscosidade Dindmica

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os valores da viscosidade dinamica das solugdes

de trealose utilizadas nos ensaios de impregnacao a vacuo.

Tabela 5.2- Viscosidade dinAmica das solucdes de trealose a 22 °C.

Concentracao da Solucéo (g trealose/L) | Viscosidade a 22 °C (mPa.s) (**)
100 1,30 £ 0,01°
300 3,01+0,03
500 8,31 £ 0,08°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
** Valores médios + desvio padréo de n repeti¢bes (n=3).

Percebe-se que o efeito da concentra¢do da solugdo é fator significativo sendo
que quanto mais concentrada a solucdo mais viscosa ela se torna. Os valores
encontrados aproximam-se dos valores apresentados por Richards e Dexter (2001),
citados por Mitchell (2012). De acordo com os autores, uma solucdo de trealose a 10%
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(m/m), a 25 °C tem viscosidade de 1,1 mPa.s enquanto que a solugcdo a 30% (m/m), a
25 C, tem viscosidade de 2,95 mPa.s.

5.2 Resultados da Impregnacéo a Vacuo em Morangos

5.2.1 Testes Preliminares

5.2.1.1 Primeiro Planejamento Fatorial: identificacao dos fatores significativos

Na Tabela 5.3 sdo apresentados os valores do indice de incorporacéo e de teor de
solidos soluveis para as condi¢des estudadas. Percebe-se que 0 aumento da pressdo de
vacuo provoca aumento no indice de incorporagdo. O teor de sélidos sollveis sofreu
diminuicdo com o aumento da pressdo e do tempo de relaxamento. Visto que neste
planejamento foi incorporada agua, a diminuigdo do teor de solidos solveis significa

maior quantidade de &gua impregnada na amostra.

Tabela 5.3- indice de incorporacéo e teor de s6lidos sollveis das amostras tratadas conforme
primeiro planejamento fatorial.

_ _ _ indice de Teor de Solidos
Ensaio | t1 (min) | t2 (min) | P (mmHgQ) ) )
Incorporacédo (%) |Solaveis (°Brix) (**)
1 1 1 -250 1,80 8,9 +0,1°
2 10 1 -250 3,81 91 +0,1°
3 1 10 -250 6,65 8,6 £0,0°
4 10 10 -250 5,13 8,7 +0,1°
5 1 1 -650 16,07 8,1 +0,1°
6 10 1 -650 17,16 8,1 +0,1°
7 1 10 -650 25,83 71 +£0,1°
8 10 10 -650 25,41 75 +0,4°
9 5 5 -450 16,59 8,1 +0,1°
10 5 5 -450 19,15 8,1+0,1"
11 5 5 -450 14,75 83 +0,1°
12 Controle 9,3 £0,1°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
** Valores médios + desvio padréo de n repeti¢bes (n=3).
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Na Tabela 5.4 séo apresentados os efeitos dos fatores tempo de impregnagéo
(t1), tempo de relaxamento (t2) e pressao (P), sobre o indice de incorporacao e sobre o
teor de soélidos sollveis das amostras de morango. Como pode ser observado nessa
tabela, a presséo de vacuo foi fator significativo sobre o indice de incorporacéo e sobre
o0 teor de solidos soluveis. Além da pressdo, o tempo de relaxamento, e a interacdo de

ambos foram fatores significativos sobre o teor de sélidos sollveis.

Tabela 5.4- Valores de p sobre o indice de incorporagdo e sobre o teor de sélidos soltveis, em
que t1 é o tempo de impregnacdo, t2 é o tempo de relaxamento e P é a pressao.

Valor de p em relagéo a:
Fatores indice de
. . Teor de solidos soltveis
incorporagao
tl 0,209903 0,115785
t2 0,060779 0,000022 (%)
P 0,008573 (") 0,000000 (%)
t1*t2 0,504364 0,415428
t1*P 0,980748 0,783577
t2*P 0,198913 0,025427 (%)
t1*t2*P 0,776557 0,184326

(" significativo (p<0,05).

Durante o tempo de aplicacdo de vacuo, ocorre a expansado e expulsdo das bolhas
de ar que ficam alojadas nos espacos porosos do alimento (ZHAO; XIE, 2004).
Experimentalmente, foi possivel observar a migracdo das bolhas de ar do interior do
alimento através do liquido durante o tempo de aplicacdo de vacuo. Percebeu-se que,
apo6s certo periodo de tempo, a quantidade de bolhas que saiam da matriz foi
diminuindo, até cessar. Isso indica que o tempo de vacuo necessario deve ser suficiente
para que todos os gases presentes no interior do alimento migrem para fora. Apds esse
periodo, a aplicacdo de vacuo ndo é mais necessaria e nao influenciard positivamente
nos parametros avaliados. No planejamento realizado, 0 menor tempo (1 min) ja foi
suficiente para expulsar todas as bolhas, visto que ndo houve diferenga significativa no
indice de incorporacédo e no teor de sélidos sollveis com 0 aumento do tempo de vacuo
para5e 10 min.

Neste planejamento, 0s morangos inteiros sofreram o tratamento de impregnacéo

com solugdo contendo corante azul de metileno e foram cortadas ao meio para



Capitulo 5-Resultados e Discussao 70

visualizacdo dos fendmenos hidrodindmicos no interior da amostra. Ambos 0s
tratamentos das fotografias da Figura 5.1 foram realizados com presséo de -250 mmHg,
1 min de tempo de relaxamento e tempos de aplicacdo de vacuo de 1 e 10 min
respectivamente. As duas amostras ficaram praticamente iguais visualmente, mostrando
que a variacdo no tempo de impregnacdo ndo exerceu diferenca expressiva nas
amostras. Em funcdo deste resultado, escolheu-se trabalhar com o tempo de
impregnacdo de 5 min por ser um tempo mais confortavel para se trabalhar,
possibilitando melhor controle dos experimentos, minimizando assim, pequenas
diferengas experimentais.

Figura 5.1- Amostras impregnadas com solugéo de azul de metileno sob vacuo de -250 mmHg,
tempo de relaxamento de 1 min e tempos de impregnagéo de (a) 1 min e (b) 10 min.

(@) (b)

Fonte: Autor.

No periodo de relaxamento (t2) ocorre a difusdo do liquido no qual o alimento
esta imerso para o interior do dele, ocupando os espagos porosos antes ocupados pelos
gases. Observa-se na Tabela 5.3 que o valor do indice de impregnagdo e dos solidos
sollveis tende a aumentar com o0 aumento de t2. O mesmo resultado é percebido na
Figura 5.2 que apresenta as fotografias dos morangos impregnados com corante nos
tratamentos 5 e 7. Ambas as amostras foram submetidas a pressdo de -650 mmHg por
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1 min e tempo de relaxamento de 1 e 10 min, respectivamente. A difusdo do liquido nos
morangos que ficaram imergidos por mais tempo sob pressdo atmosférica apos o
periodo de aplicacdo de vacuo é maior. Optou-se por investigar melhor, no segundo
planejamento fatorial, o tempo de relaxamento, visto que as amostras tratadas com
5 min de tempo de relaxamento apresentaram resultados semelhantes aquelas tratadas

com 10 min de relaxamento (ensaios 7 e 8).

Figura 5.2- Amostras impregnadas com solucdo de azul de metileno sob pressdo de
-650 mmHg, tempo de impregnacdo de 1 min e tempos de relaxamento de (a) 1 min e (b)
10 min.

W L A
@ o)

Fonte: Autor.

Paes (2005) realizou um estudo para verificar a influéncia do tempo aplicacéo de
vacuo e de relaxamento em macas submetidas a impregnagdo a vacuo com solugdes a
30 °Brix de sacarose. O autor verificou a variacdo de sélidos sollveis das amostras
submetidas a pressdo de -710 mmHg, com tempos de impregnacdo e de relaxamento
que variaram entre 2 e 120 min. Os resultados mostraram que o tempo de impregnagdo
aumentou expressivamente o valor de sélidos solGveis até o tempo de aproximadamente
25 min. Para periodos maiores que este, nenhuma influéncia significativa foi observada.

Para o tempo de relaxamento, o autor observou influéncia significativa no valor de
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solidos soltveis nos primeiros 5 min. Apos esse periodo, ndo observou influéncia
significativa nos resultados devido ao mecanismo hidrodindmico. Nos tratamentos com
tempo de aplicacdo de vacuo maior que 60 min, ocorreu degradacdo da amostra
enquanto que em periodos de relaxamento maiores que 60 min, ocorreu desidratacdo
osmotica.

Erihemu et. al. (2015) estudaram o efeito do tempo de aplicacdo de vacuo e de
relaxamento no enriquecimento de batatas inteiras com ferro através de impregnacéo a
vacuo. Os autores variaram o tempo de aplicacdo de vacuo de 15 a 120 min e de
relaxamento de 60 a 240 min. O tempo de aplicacdo de vacuo teve efeito significativo
até 30 ou 60 min, dependendo do cultivar. Apo6s isso, 0 aumento do tempo néo
aumentou a quantidade de ferro impregnado. Em relacdo ao tempo de relaxamento, o
comportamento foi semelhante, quanto mais tempo a amostra ficou imergida na solucgéo
maior foi a quantidade de ferro impregnada até o tempo de 3 horas; apds este periodo, 0
aumento do tempo néo teve efeito significativo.

Além disso, é possivel observar que os valores do indice de incorporacdo tendem
a aumentar com o aumento da pressdo de vacuo. Este resultado é esperado, visto que a
diferenca de pressao € a forca motriz para que ocorra a transferéncia de massa durante o
tratamento. Quanto maior a diferenca mais a transferéncia de massa é impulsionada
(FITO; PASTOR, 1994). Em relacdo ao teor de sélidos solUveis, percebe-se que 0s
valores tendem a diminuir com o aumento da pressdo de vacuo. Nos ensaios do primeiro
planejamento, foi incorporada agua com corante, com valor de soélidos solGveis
desprezivel. O esperado é que quanto mais agua seja impregnada, mais os sélidos
sollveis se diluam fazendo com que o teor diminua. Percebe-se que, quanto maior a
pressdo de vacuo maior a forca motriz, maior a transferéncia de massa, maior o indice
de impregnacdo e menor o teor de sdlidos soluveis. Assim, os resultados do indice de
incorporacgdo e do teor de solidos soluveis estdo concordantes entre si.

A Figura 5.3 apresenta as fotografias dos morangos impregnados com solucéo
de azul de metileno com tempos de impregnacéo e de relaxamento de 10 min cada e sob
pressédo de -250 e -650 mmHg. Observa-se que a amostra tratada com maior pressao de
vacuo apresenta maior area impregnada com corante, inclusive em regifes mais
préximas do centro da amostra. Optou-se por investigar melhor, no segundo

planejamento fatorial, a pressdo de vacuo, visto que amostras tratadas com pressdes a
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-450 mmHg apresentaram indices semelhantes as amostras tratadas com pressdes de
-650 mmHg.

Figura 5.3- Amostras impregnadas com solugéo de azul de metileno com tempos de
impregnac&o e de relaxamento de 10 min cada e sob pressdo de vacuo de (a) -250 e (b)
~— 650 mm Hg.

@ ®)

Fonte: Autor.

O efeito da pressdo foi estudado por Marcussi (2005) que realizou ensaios de
impregnacdo de solugdo de corante azul de metileno sob pressdo atmosférica e sob
pressdo de vacuo (-740 mmHg) em peras. Nos ensaios realizados sob pressdo
atmosférica, as amostras ficaram imergidas na solucdo por 90 min e ndo se visualizou a
difusdo da solucdo de corante no interior das amostras. Nos ensaios de impregnacao a
vacuo por 5 min, por sua vez, verificou-se a presenca de solucéo de corante no interior
da amostra mostrando a influéncia da pressao de vacuo na impregnacao.

Cruz, Vieira e Silva (2009) impregnaram folhas de agrido com agua em
diferentes pressdes de vacuo para avaliar qual pressdo garantiria a impregnacdo de
forma uniforme em toda a folha. Os autores realizaram 0s ensaios com pressdes que
variaram de -382 a -760 mmHg com tempos de aplicacdo de vacuo e de relaxamento de

5 min cada. O indice de incorporacdo aumentou significativamente com o aumento da
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pressdo de vacuo para toda a faixa de pressdo estudada. O mesmo efeito da pressdo em
relacdo ao indice de impregnacdo foi verificado por Mujica- Paz et al. (2003) que
avaliou pressdes de -255 a -670 mmHg na impregnacdo de sacarose em maca, meldo e

manga.

5.2.1.2 Segundo Planejamento Fatorial: identificagdo da melhor condicdo de

impregnacao

Na Tabela 5.5, sdo apresentados os resultados de indice de incorporagdo e de
teor de sélidos soluveis das amostras de morango submetidas a impregnacao a vacuo em
solucdo de agua com corante azul de metileno em diferentes condi¢des de pressao (P) e
de tempo de relaxamento (t2). Assim como no primeiro planejamento, a pressdo de
vacuo influenciou significativamente o indice de impregnacdo das amostras, sendo que,
quanto maior o vacuo aplicado maior o indice. Em relagdo aos sélidos soluveis, a
pressdo ndo teve efeito significativo entre as amostras dos diferentes tratamentos,
ocorrendo somente diferenca significativa entre as amostras impregnadas e a amostra

controle.

Tabela 5.5- indice de incorporagéo e teor de solidos soltveis das amostras submetidas aos
tratamentos do segundo planejamento fatorial.

_ _ indice de Teor de Sélidos
Ensaio | t2 (min) | P (mmHgQ) B o )
Incorporacdo(%o)(**)| Solaveis (°Brix) (**)
1 5 -450 20+1° 76+0,1°
2 10 -450 18 +1° 78+0,1°
3 5 -650 23+ 3° 74+0,2°
4 10 -650 27 +3° 7,2+04°
5 Controle 0° 11,3+0,1%

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de confianga pelo Teste de Tukey.
** Valores médios * desvio padrdo de n repeti¢Ges (n=2)

Esperava-se, assim como no primeiro planejamento, que quanto maior o indice
de impregnacdo, menor o teor de solidos solUveis da amostra, visto que a impregnacgéo
neste planejamento também ocorreu com agua. Atraves dos resultados, observa-se que

ndo ha diferenca significativa entre o teor de solidos solUveis das amostras tratadas. O
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fato da presséo aplicada ndo exercer influencia significativa no teor de solidos sollveis
das amostras impregnadas pode ser explicado por se tratar de uma matriz muito Umida,
com mais de 90% de umidade (MISRAN, 2013) e assim, as alteracbes no teor de
umidade néo séo significativas.

Durante o tempo de relaxamento ocorre a penetracdo da solugdo para o interior
da matriz e a difusdo do fluido dentro dela. A Figura 5.4 apresenta as fotografias dos
morangos tratados com as diferentes condi¢cGes de tratamento, onde (a) sdo as com
tempo de relaxamento de 5 min e presséo de -450 mmHg, (b) as amostras com tempo de
relaxamento de 10 min e pressdo de -450 mmHg, (c) as amostras com tempo de
relaxamento de 5 min e pressdo de -650 mmHg e (d) as amostras com tempo de
relaxamento de 10 min e pressdo de -650 mmHg. Percebe-se, nesta figura, que o tempo
de relaxamento favorece a uniformidade da impregnacdo da solugdo com corante no
interior da amostra. Porém fica visualmente claro que a pressao tem maior influéncia,
provocando difusdo mais uniforme e maior penetracdo da solucdo na matriz.

A combinacdo de maior vacuo (-650 mm Hg) e maior tempo de relaxamento
(10 min) apresentou a melhor condicdo de impregnagdo nos morangos. Esta condicdo,
aplicada no ensaio nimero 4, provoca maior indice de incorporacéo, alteracdo no teor
de solidos soltveis em relacdo a amostra controle e visivelmente maior uniformidade da
difusdo da solucdo no interior da amostra. Diante destes resultados, optou-se por
trabalhar com as condi¢fes de -650 mmHg de presséo de vacuo e 10 min de tempo de
relaxamento nos ensaios de impregnacdo a vacuo com as solucdes de trealose nos
morangos.

Condicbes semelhantes foram utilizadas por Velickova et al. (2013) que
trabalharam com pressao de -645 mmHg e tempo de aplicacdo de vacuo de 14 min para
introduzir solugdes crioprotetores em morangos. Xie e Zhao (2004) trabalharam com
morangos submetidos a tratamentos sob pressdo de -710 mmHg e tempos de aplicacéo

de vacuo e de relaxamento de 15 e 30 min. respectivamente.
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Figura 5.4- Morangos submetidos aos tratamentos (a) 1, (b) 2, (c) 3 e (d) 4 do segundo
~ planejamento.

i 6%
;

t1 =5 min t1 =5 min t1 =5 min t1 =5 min
t2=5 min t2= 10 min t2=5 min t2=10 min
P=-450 mmHg P=-450 mmHg P=-650 mmHg P=-650 mmHg

(@ (b) (0) (d)
Fonte: Autor.

5.2.1.3 Teste da Condicao da Matriz

Na Tabela 5.6 sdo apresentados os teores de trealose em morangos in natura,
morangos inteiros e cortados pela metade impregnados com solucdo de 100g/L de
trealose sob pressédo de -650 mmHg por 5 min e com tempo de relaxamento de 10 min.

Tabela 5.6- Teor de trealose em morangos in natura, em metades e inteiros impregnados com
solucdo de 100 g/L de trealose.

Amostra Teor de Trealose (g trealose/100 g amostra) (**)
Morango in natura 0,00 + 0,00°
Morango em metade impregnado 1,1+0,1%
Morango inteiro impregnado 0,13 +0,02°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
(**) Valores médios + desvio padrdo de n repeti¢cdes (n=2)

Na analise por HPLC ndo foi identificado pico expressivo no tempo de corrida
da trealose nos morangos in natura indicando, assim, que a trealose ndo esta presente
naturalmente em morangos e que toda a quantificagdo nos morangos impregnados é

oriunda do tratamento. Houve diferenca significativa no teor de trealose dos morangos
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em metades e inteiros impregnados com solucdo de trealose. Os morangos pela metade
apresentaram teor de trealose aproximadamente 8,5 vezes maior do que o teor dos
morangos inteiros.

A diminuicdo do tamanho da amostra facilita a difusdo da solucéo por todo seu
volume através dos espagos intercelulares e, assim, a solugdo consegue atingir o centro
da amostra de forma mais rapida, garantindo que todo o volume contenha trealose
devido a diminuicdo da distancia entre a superficie e o centro da amostra (FITO;
PASTOR, 1994).

Na literatura, ndo ha registros de comparacdo entre impregnacdo de amostra
inteira e partida. Alguns autores comentam que a casca que envolve algumas frutas,
como a pera, comporta-se como uma barreira natural que dificulta a permeacdo do
liguido na amostra. Realizando o corte da fruta e expondo a parte mais porosa ao
liquido, a impregnagdo é efetivada. A avaliacdo, neste caso, foi feita visualmente
(MARCUSSI, 2005).

Alguns trabalhos avaliam a impregnacdo a vacuo de morangos em metades
(CASTELLO; FITO; CHIRALT, 2006; RENO; PRADO; RESENDE, 2011), em fatias
(XIE; ZHAO, 2004) e inteiros (MORENO et al., 2012; VELICKOVA et al., 2013)
Porém nenhum dos trabalhos citados apresenta o teor de trealose, ou do acucar
impregnado, presente na amostra apds impregnacao para que seja possivel realizar uma

comparacéo efetiva.

5.2.2 Auvaliacdo da Impregnacdo a Vécuo das Solugdes de Trealose em Morangos
Cortados pela Metade

A Tabela 5.7 apresenta os resultados da impregnacdo a vacuo em relacdo ao
indice de incorporagdo, teor de umidade, solidos soluveis e teor de trealose das amostras
cortadas pela metade e impregnadas com solucdes de trealose de diferentes

concentragoes.
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Tabela 5.7- indice de incorporagéo, teor de umidade, sélidos sollveis e trealose nas amostras
em metades impregnadas com solucdes de trealose sob pressdo de -650 mmHg por 5 min e
tempo de relaxamento de 10 min.

o . Teor de Trealose
Indice de Teor de Teor de Sélidos
Tratamento B ) o ) (g trealose/ 100 g
Incorporacéo (%) | Umidade (%) | Solaveis (°Brix)
amostra)
Controle (in natura) 94,3 +0,4% 4,8 +0,5°
100 g trealose /L 7,4 +0,4% 94,3+0,5* 4.8 +0,6° 1,5+ 0,4°
300 g trealose /L 2,4+0,2° 933+0,2° 5,8+0,3" 21+0,1°
500 g trealose /L 1,0+ 0,4 92,1+0,3° 7,0+ 0,4° 3,3+0,4°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
(**) Valores médios + desvio padréo de n repeti¢des (n=6)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5.7, quanto menor a
concentracdo da solucdo de tratamento, maior o indice de incorporacdo. Segundo a
Equacdo (3.2), o aumento de volume de liquido incorporado é inversamente
proporcional a viscosidade da solucdo. Devido a isso, a diferenca no indice de
incorporacdo das amostras tratadas com solugdes de diferentes concentracGes se da pela
diferenca na viscosidade das solugdes, ja que todas as demais condi¢cbes experimentais
foram mantidas. Analisando os valores de viscosidade das solugdes apresentados na
secdo 5.1.2, percebe-se que os resultados corroboram entre si e estdo de acordo com a
Equacdo (3.2). As amostras tratadas com solu¢bes mais concentradas, que apresentam
maior viscosidade, apresentam menor indice de incorporacao. Guillemin et al. (2008)
verificaram 0 mesmo efeito da viscosidade da solugcdo com a impregnacédo a vacuo de
macas com solugdes de alginato e de sacarose.

O indice de incorporacdo é utilizado para quantificar a variacdo de massa da
amostra em funcdo do processo de impregnacdo. Pode-se utilizar o indice como
pardmetro para comparar a efetividade de diferentes condi¢des de tratamento, desde que
a solucdo e a amostra ndo variem nos ensaios. Via de regra, quanto maior o indice mais
impregnacdo ocorreu. Nao se pode dizer, entretanto, que nas amostras que apresentam
maior indice de incorporacdo ha maior quantidade de trealose quando se comparam
amostras tratadas com solucgdes de diferentes concentragdes. Isso se deve ao fato do
indice relacionar massa de solucéo, e ndo a massa de trealose, com a massa da amostra.

Para se fazer esta verificagdo, pode-se calcular a massa de solu¢do impregnada a

partir do teor de trealose determinado em cada amostra. O teor de trealose, Tt,
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(g trealose/100 g amostra) relaciona-se com o volume de solugdo que penetra a amostra,
Vs, (mL solucdo/100 g amostra) e com a concentracdo da solucdo, C, (g

trealose/mL solucéo) conforme a Equacdo (5.2):
Tt = USC (5'2)

O volume da solucéo impregnada, vs, por sua vez, relaciona-se com a massa de
solucdo impregnada, m, através da multiplicacdo da massa especifica da solucao, p,

como mostra a Equacéo (5.3)
m = vp (5.3)

O volume e a massa de solucdo incorporada obtidos a partir das Equacdes (5.2) e
(5.3) sdo apresentados na Tabela 5.8. Conforme pode ser observado nas Tabela 5.7 e
Tabela 5.8 , quando se comparam solucdes de diferentes concentrag@es, maior indice de
incorporagéo, ndo significa maior teor de trealose na amostra. A quantidade de massa de
solucdo introduzida na amostra tratada com solucdo a 100 g/L é o dobro da quantidade
introduzida na amostra tratada com solucdo a 500 g/L. O teor de trealose nas amostras,
por sua vez, tem o comportamento contrario. Visto que o objetivo é ter a maior
quantidade de trealose na amostra, a solucdo de 500 g/L foi mais efetiva, pois

apresentou o maior teor na amostra.

Tabela 5.8- Volume e massa tedricos de solucdo de trealose incorporados nos diferentes
tratamentos em funcdo da concentracao das solucbes utilizadas

Volume de solucéo )
B ) B Massa de solucéo incorporada
Solucgéo de tratamento incorporado (mL de solucéo/ .
(9 solugdo/ 100g amostra)

100 g amostra)
100 g trealose /L 15,3 15,79
300 g trealose /L 7,13 7,89
500 g trealose /L 6,66 7,86

Durante a aplicacdo do vacuo, junto com o0s gases, saem também liquidos
presentes nos espacgos intercelulares e, por ventura, outras partes solidas da amostra
(ZHAO; XIE, 2004). Por essa razdo, o indice de impregnacdo ndo é um método
quantitativo eficaz, visto que quantifica variagdo de massa e ndo o valor absoluto do
soluto incorporado. A Figura 5.5 mostra uma fotografia da solugéo de trealose apos o

processo de impregnacéo. E possivel observar que na solucdo que passou pelo processo
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de impregnacdo, ha vestigios da amostra, comprovando a perda de massa da amostra

durante o processo.

Figura 5.5- Solucéo de trealose apos processo de impregnagéo a vacuo.

Fonte: Autor.

O efeito da concentracdo da solugdo nos morangos € significativo também no
teor de sélidos soltveis e de umidade, resultados que corroboram com os discutidos
anteriormente. Morangos impregnados com solucdo de trealose a 100 g trealose/L nédo
sofreram diferenca significativa no teor de umidade e de solidos soluveis em relagéo ao
morango in natura. Os morangos impregnados com solucdo de 300 e 500 g trealose/L,
por sua vez, apresentaram diferenca significativa sendo que, quanto mais concentrada a
solucéo de impregnacdo menor a umidade e maior a concentragdo de solidos soluveis
nos morangos. Esses resultados séo efeitos esperados da impregnacdo, visto que sdo
introduzidas nos espagos vazios do morango solu¢cdes com maior concentragdo de
solidos soluveis que a matriz.

Em relacdo a textura, a Tabela 5.9 mostra os valores de for¢ca méxima de pico
das amostras in natura e ap6s impregnacao. Como pode ser visto, a impregnagdo nao
alterou significativamente a forca de pico indicando que o processo de impregnacdo na
amostra ndo causou rupturas ou danos celulares, uma vez que esses afetam diretamente

as propriedades mecénicas dos alimentos, entre elas, a textura (CHIRALT et al., 2001).
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Tabela 5.9- Forga méxima de pico da amostra in natura e ap6s impregnacéao a vacuo sob pressao
de -650 mmHg por 5 min e tempo de relaxamento de 10 min.

Tratamento Forca maxima de pico (N)
Controle (in natura) 176 £ 19%
100 g trealose/L 148 + 212
300 g trealose/ L 176 + 22°
500 g trealose/L 145 + 18%

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significAncia pelo Teste de Tukey.
(**) Valores médios + desvio padrdo de n repeti¢bes (n=5)

Em estudo realizado por Neri et al. (2016), cubos de mac¢d submetidos a
impregnacdo a vacuo de &gua sob diferentes pressfes foram analisados em relacdo a
textura. Os autores verificaram que as amostras submetidas a pressées mais baixas que
-382 mmHg diminuiram a forca de pico significativamente. De acordo com os autores,
as pressdes de vacuo muito elevadas afetavam a estrutura das células provocando o
rompimento das mesmas. Visto que 0 processo de impregnacdo a vacuo causa a
expansdo dos gases internos e a saida de liquido do interior da amostra, a estrutura das
células pode ser afetada causando danos que alteram o comportamento mecanico da
amostra. Moreno et al. (2012), ao impregnarem morangos com solucdes de sacarose a
65 °Brix sob pressdo de -720 mmHg variando a temperatura em 30, 40 e 50 °C,
verificaram que ndo houve diferenca significativa em relacdo a variacdo de forca
méaxima entre as amostras tratadas e a amostra controle.

A Tabela 5.10 apresenta os resultados da analise colorimétrica das amostras in
natura e ap6s impregnacdo. Conforme pode ser observado nesta tabela, ndo houve
diferenca significativa nos parametros L*, a*, b*, Hue e Croma medidos na parte
externa do morango devido a impregnacdo a vacuo; na parte interna do morango, por

sua vez, 0 processo de impregnacdo a vacuo causou alteracfes na cor das amostras.
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Tabela 5.10- Resultados da andlise colorimétrica em relagdo aos pardmetros L*, a*, b*, Hue e
Croma das amostras in natura e ap6s impregnacao a vacuo sob pressao de -650 mmHg por
5 min e tempo de relaxamento de 10 min.

Tratamento L* a* b* Hue Croma

Face externa

In natura 56 + 2° 61+ 2% 24+1* | 0,36 + 0,05 66 + 22
100 g trealose/L 57+ 2% 58 + 1?2 19+4* | 0,30 +0,052 61 + 3¢
300 g trealose/L 58 + 2° 55 + 5% 17+5 10,31+£0,07°| 61+9°

500 g trealose/L 60 + 4% 59 + 4° 21+4* 0,33+£0,042| 61+52

Face interna

In natura 92 + 42 64 + 42 23+6% | 034+0,06° 67+4°
100 g trealose/L 69 + 7° 53 + 4° 17+4* 1 0,30+0,05° | 55+6%
300 g trealose/L 68+11° | 51+5% 14+4% | 0,28+0,05% | 53+8%

500 g trealose/L 74+ 4° 49 + 9% 14 +8° 0,3+0,18 49 £ 11°

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel
de 5% de significancia pelo Teste de Tukey.
(**) Valores médios + desvio padréo de n repeti¢des (n=3)

A introducdo da solucdo de trealose diminuiu o parametro L* (que indica a
luminosidade da amostra e que varia do preto (0) até o branco (100)). O efeito ocorreu
com todos os tratamentos, sendo que a variacdo de concentragdo da solucdo néo
provocou diferenca significativa nos valores. A diminui¢do no valor de L* se deve pela
substituicdo parcial ou total do ar presente nos espacos intercelulares pela solugédo
impregnada (MORENO et al., 2000). A Figura 5.6 mostra um comparativo entre 0s
morangos in natura e apOs impregnacdo. Percebe-se que os morangos da esquerda -
amostras in natura - sdo mais claros que os morangos da direita - amostras impregnadas

com solucdo a 100, 300 e 500 g de trealose/L.
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Figura 5.6- Comparacao entre morangos in natura e morangos impregnados com solucao de
trealose a (a) 100g/L, (b) 300 g/L e (c) 500 g/L sob presséo de -650 mmHg por 5 min e tempo
de relaxamento de 10 min.

(a)
impregnada
in natura com solugéo
de 100 g/L

(b)
impregnada
in natura com solugao
de 300 g/L

(©)

impregnada
in natura com solugao
de 500 g/L

Fonte: Autor.

Moreno et al. (2004) verificaram redugéo de 20% no valor de L* em amostras de
papaia impregnados com solucdo de sacarose a 55 e 65 °Brix. Também foi observada
diminuicdo no valor de L* em peras impregnadas com solucdo de sacarose a 65 °Brix
por Moreno et al. (2011).

5.3 Avaliacdo do Efeito Crioprotetor da Trealose em Morangos

A Figura 5.7 apresenta a variacdo de massa das amostras que sofreram
impregnacdo com solugbes de trealose a 100, 300 e 500 g/L, foram congeladas e
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descongeladas. Todas as amostras, sem e com impregnacdo a vacuo, sofreram perda de
massa apds descongelamento conforme apresentado na figura. A impregnacdo da
trealose ndo alterou significativamente a perda de massa ap6s o descongelamento. O
objetivo da impregnacdo de crioprotetores é a preservacdo da qualidade do produto ap6s
0 congelamento/descongelamento do mesmo. Assim, deseja-se que este perca a menor
quantidade de agua possivel durante o descongelamento. Velickova et al. (2013)
obtiveram perdas em torno de 25% em morangos impregnados com solugédo a 12% de
trealose. Este valor, para os autores, significou reducdo de 22% de perda de agua em

relagdo a morangos congelados sem tratamento.

Figura 5.7- Variacdo de massa das amostras ap6s descongelamento de amostras impregnadas
com solugdes de 100, 300 e 500 g/L com pressdo de -650 mmHg por 5 min e tempo de
relaxamento de 10 min.

Concentragdo da solugdo de trealose de tratamento (g/L)

controle 100 300 500
0
-5
10
s
'g -15
BS
-20
-25
-30 a a 3
-35 a

Fonte: Autor.

Embora a quantidade de massa perdida seja estatisticamente igual entre as
amostras, 0 conteudo da massa difere nas amostras entre si. Conforme comparagéo
apresentada na Figura 5.8, o descongelamento provocou diminui¢do na concentracao de
solidos soluveis da amostra impregnada com solugéo de 500 g/L, sendo essa alteragcdo
responsavel por parte da massa liberada pela amostra. Nas amostras impregnadas com
solugdo a 100 e 300 g/L, percebe-se que a quantidade de trealose introduzida foi mais
proxima da quantidade capaz de se ligar as paredes celulares, ocorrendo menor expulsédo

de solidos soluveis durante o descongelamento.
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Figura 5.8- Teor de sdlidos sollveis nas amostras antes e ap6s descongelamento
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Fonte: Autor

Em amostras impregnadas com trealose por Hincha (1989), observou-se que
solugcdes muito concentradas de trealose ndo possuiam maior efeito crioprotetor que
solugcdes menos concentradas. I1sso se deve, de acordo com o autor, a saturacdo dos
possiveis sitios antes disponiveis para ligacdes entre as membranas e a trealose. A
saturacdo destes sitios pode ser o motivo da perda de solidos sollveis das amostras
impregnadas com solucdes a 500 g/L ap6s descongelamento. Especula-se que a trealose
que ndo se ligou a parede celular ficou dissolvida na agua e foi liberada durante o
descongelamento. E possivel perceber isso também através da comparacéo dos teores de

trealose nas amostras impregnadas e descongeladas que s&o apresentadas na Figura 5.9.
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Figura 5.9- Teor de trealose nas amostras antes e ap6s descongelamento
4,5
4

w
(6]

m amostras impregnadas

amostra)

m amostras descongeladas

Teor de trealos (g trealose/100g

100 300 500
Concentracdo da solucdo de trealose de tratamento (g/L)

Fonte: Autor

Percebe-se que o teor de trealose nas amostras apds descongelamento diminuiu em
relacdo a amostra impregnada. Nos morangos tratados com solucdo de 100 g/L, o teor
tende a permanecer constante, ou seja, a trealose que permanece na amostra apos
descongelamento ¢é, provavelmente, a trealose que ficou aderida na parede celular. A
porcao de trealose que ndo se adere as células fica nos espagos intercelulares e € expulsa

durante o descongelamento.

A Figura 5.10 faz uma comparacao dos teores de umidade das amostras apds
impregnacdo e ap6s descongelamento, sendo a amostra controle 0s morangos sem
tratamento in natura descongelados. Em relacdo ao teor de umidade, somente as
amostras impregnadas com solugbes a 300 e 500 g/L ndo sofreram alteracOes
significativas apds o descongelamento. Nas amostras impregnadas com solucdo a
100 g/L e na amostra controle, ocorreu perda de umidade significativa, o que é
indesejavel, j& que a perda de liquido é um dos pardmetros mais importantes na
determinacdo da qualidade de produtos descongelados. Durante a perda de liquido,
ocorre também a perda de vitaminas, além de provocar danos a textura (GRUDA;
POSTOLSKI, 1986).
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Figura 5.10- Teor de umidade das amostras antes e apds descongelamento

96.00
95,00
= 94,00
<
3 c i
2 93.00 ® controle in natura
= ® amostras impregnadas
= 92.00 m amostras descongeladas
91.00
90.00

controle 100 300 500

Concentragdo da solucdo de trealose de tratamento (g/L)

Fonte: Autor

De acordo com Heldman e Hartel (1998), no processo de congelamento lento, a
formacdo de gelo inicia-se pela agua intercelular. A medida que o gelo se forma,
diminui a quantidade de dgua e aumenta a quantidade de sélidos dissolvidos na agua
livre. Devido a alta concentracdo nos espacos intercelulares, ocorre migracao de dgua do
interior das células para equilibrar as concentragoes.

Segundo Bakas e Disalvo (1991), a trealose liga-se aos fosfolipideos da
membrana celular formando uma barreira, diminuindo a permeabilidade da membrana,
0 que evita a transferéncia de massa. Segundo Patist e Zoerb (2005), a efetividade da
trealose como crioprotetor se da, também, pela sua capacidade de romper a estrutura
tetraédrica da agua reduzindo, assim, a quantidade de agua livre, visto que a agua livre
forma cristais de gelo que podem causar danos irreparaveis nas paredes celulares. Nas
amostras impregnadas com solugdes de 300 e 500 g/L, acredita-se que uma maior
quantidade de trealose permaneceu nos espacos intercelulares, o que permitiu a sua
interacdo com a agua livre e sua atuacdo em modificar a estrutura dos cristais de gelo
formados. A amostra in natura e a tratada com solucdo a 100 g/L, por sua vez,
apresentavam maior quantidade de agua livre e menor quantidade de trealose, assim, a
possibilidade de formacdo de cristais de gelo maiores nos espacos intercelulares era
maior do que nas amostras tratadas com solugdo mais concentradas, 0 que provocou

possiveis danos as membranas e favoreceu a desidratacdo da amostra.



Capitulo 5-Resultados e Discusséo 88

Durante o congelamento lento, as células com alta permeabilidade tendem
sempre a desidratar devido a facil passagem de agua pela membrana enquanto que
células com baixa permeabilidade tendem a congelar na parte interna devido a presenca
de 4gua que ndo migra para o exterior da célula. O congelamento no interior da célula
também pode causar danos a parede celular em fungdo do aumento do volume da agua
congelada; deve haver um equilibrio na permeabilidade celular para que nenhum
extremo cause danos (HUNG; ERICKSON, 1997). Por isso, as vezes, € necessaria a
combinacdo de crioprotetores intra e extracelulares para que atuem simultaneamente,
reduzindo danos na parte interna e externa das células. A trealose é um crioprotetor
extracelular e apresentou-se eficiente para evitar a desidratacdo das amostras apds
descongelamento, em relacdo as amostras impregnadas, quando introduzida em
quantidades mais elevadas.

A Figura 5.11 apresenta a comparacao entre os valores de forca méxima de pico
antes e apds o descongelamento das amostras. A concentracdo da solugdo de tratamento
ndo exerceu influéncia significativa na textura das amostras apds descongelamento.
Todas as amostras apresentaram valores estatisticamente iguais de forca maxima ao
nivel de 5% de significancia. As amostras tratadas com solucdo a 500 g/L, porém, ndo
sofreram alteracbes de textura apds descongelamento. As demais amostras tiveram
diminuicdo no valor da forca o que indica que a estrutura celular sofreu danos que

causaram o amolecimento das amostras.



Capitulo 5-Resultados e Discusséo 89

Figura 5.11- Forga méaxima de pico nas amostras antes e depois descongelamento.
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Fonte: Autor.

Em relacdo a amostra impregnada, a amostra descongelada tratada com solugédo
a 500 g/L de trealose ¢ estatisticamente igual. Percebe-se que a trealose protegeu a
amostra dos danos causados pelo congelamento e descongelamento. O fato do valor da
forca ser estatisticamente igual ao valor da forga na amostra de morango sem tratamento
descongelado sugere que os danos foram causados pelo processo de impregnagdo a
vacuo, somados aos pequenos danos causados pelo congelamento.

Xie e Zhao (2004) minimizaram os efeitos na textura devido ao congelamento
introduzindo solucdo de frutose (50 °Brix) em morangos. De acordo com o0s autores, 0
incremento na forca méxima de pico deve-se pela presenca da solugdo nos espacos
intercelulares que impediu a deformacdo das células associado a reducdo do teor de
agua. A presenca da solucdo superou o dano tecidual causado pelo processo de
impregnacdo a vacuo associado ao processo de congelamento e descongelamento. Além
disso, foi adicionado lactato de calcio (12% em massa) a solucdo crioprotetor, 0 que
aumentou a resisténcia dos tecidos devido a coesdo e integridade celular.

As mudancas provocadas pela transicdo da &gua para gelo durante o
congelamento € a principal causa dos danos celulares. A formacéo de gelo extracelular,
que provoca a desidratacao das células, é a primeira causa identificada dos danos. Outra
causa identificada posteriormente é a formacdo de gelo intracelular. Os mecanismos

exatos dos danos intracelulares ndo estdo bem claros ainda, mas sabe-se que quando o
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congelamento ocorre de forma lenta, ocorrem danos as membranas e as organelas
celulares, além de ocorrer a formagdo de bolhas devido ao potencial osmético e a
formacéo dos cristais de gelo.

O poder crioprotetor é complexo ja que deve agir em varios locais
simultaneamente. Devido a isso, alguns crioprotetores sdo mais eficientes que outros em
diferentes matrizes (FULLER, 2004). A trealose é um crioprotetor extracelular
(ERDAG et al., 2002) e, assim, ndo permeia para o interior das células das amostras a
fim de interagir com a &gua presente e evitar os danos causados pela formacédo de gelo
intracelular. Dessa forma, como pode ser observado pelos resultados, a trealose tende a
diminuir os danos estruturais causados pelo congelamento e descongelamento, visto
que, provavelmente, minimizou os danos extracelulares causados pelo congelamento.

Os resultados da analise colorimétrica sdo apresentados nas Figuras 5.12, 5.13,
5.14 e 5.15 que mostram a comparacdo dos parametros L*, a*, b*, Hue e Croma das
amostras ap0s impregnacdo e apds descongelamento na parte interna e externa dos
morangos, respectivamente. Durante o processo de congelamento e descongelamento 0s
parametros L*, a* e Croma, que representam a luminosidade, do preto (0) ao branco
(100), da cor verde (-) ao vermelho (+) e a saturacdo percebida como a intensidade da
cor, respectivamente, ndo sofreram variacdo significativa em nenhuma das faces. O
parametro b*, que representa as cores do azul (-) ao amarelo (+) sofreram variacdo
somente na face interna das amostras, que sdo percebidas também no pardmetro Hue
que representa o angulo do tom.

As amostras tiveram diminuicdo no valor de b* medido na face interna,
tornando-se menos amarelas ap6s o descongelamento. As alteracdes podem ser
decorrentes de mudancgas no pH que geram alteracbes nas antocianinas presentes no
morango (FELLOWS, 2007). A concentragdo da solugdo de trealose utilizada nos

tratamentos ndo exerceu influéncia significativa nos parametros de cor avaliados.
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Figura 5.12- Valores dos parametros (a) L*, (b) a* e (c) b* da face interna dos morangos antes e

apos descongelamento.
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Figura 5.13- Valores dos parametros (a) L*, (b) a* e (c) b* da face externa dos morangos antes e
apos descongelamento.
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Figura 5.14- Valores dos parametros (a) Hue e (b) Croma da face interna dos morangos antes e

Hue

apos descongelamento.
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Figura 5.15- Valores dos parametros (a) Hue e (b) Croma da face externa dos morangos antes e
apos descongelamento.
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Fonte: Autor.

A Figura 5.16 apresenta o diagrama que relaciona os pardmetros do espago
CIELAB: a*, b*, L*, Hue e Croma. Percebe-se no diagrama, que a diminui¢do do
parametro Hue na face interna dos morangos esta relacionada com a diminuicdo do
parametro b* e que o tom das amostras apds descongelamento estd mais proximo dos

valores positivos de a* do que dos valores positivos de b*.
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Figura 5.16 - Diagrama que relaciona os parametros dos espaco CIELAB.

+h*
_80

-60

Fonte: Adaptado de MINOLTA (2003).

As alteracBes de cor nos produtos congelados sdo perceptiveis ao longo do
tempo de estocagem, visto que geralmente ocorrem ndo devido ao processo de
congelamento em si, mas, de modo geral, em funcdo da acdo de enzimas que ndo sdo
inativadas a baixas temperaturas (HELDMAN; HARTEL, 1998). Xie e Zhao (2004)
verificaram diminuig&o nos valores de a* e b* em morangos impregnados com solugdes
de frutose e pectina contendo célcio e zinco apds as mesmas serem descongeladas. Os
autores atribuiram essas variagGes a presenca de calcio na solucéo de impregnacéo.

A Figura 5.17 apresenta fotografias dos morangos para comparagdo entre as
amostras ap6s o descongelamento. Como pode ser visto nesta figura, a olho nu, as
amostras tratadas apresentaram melhor aspecto ap6s descongelamento tanto em relacéo
a textura e a integridade, como em relacdo a cor. As amostras sem tratamento, apos
descongelamento, apresentaram pontos indicativos de queimadura pelo frio, além de
injarias que diminuiam a sua integridade. Estas injdrias sdo pouco perceptiveis nas
amostras impregnadas. A trealose formou uma camada protetora que envolveu os
morangos tratados e impediu a desidratacdo superficial que causa as queimaduras pelo
frio.
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Figura 5.17- Morangos (a) sem tratamento, tratados com solugéo a (b) 100 g/L, (c) 300 g/L e (d)
500 g/L sob pressdo de -650 mmHg por 5 min e tempo de relaxamento de 10 min, apds
descongelamento

Amostra sem tratamento descongelada Amostra impregnéda com soiug;?lo de 100 g/L
descongelada
(a) (b)

Amostra impregnada com solucdo de 300 g/L Amostra impregnada com solucéo de 500 g/L
descongelada descongelada
(©) (d)

Fonte: Autor
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Capitulo 6- Conclusfes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

O presente trabalho apresentou um estudo sobre a impregnacdo a vacuo em
morangos com solugdes de azul de metileno e de trealose em diferentes concentraces.
Foram verificadas as alteracfes provocadas pelo processo de impregnagdo e o poder
crioprotetor da trealose ap6s congelamento e descongelamento das amostras.

A pressdo de vacuo aplicada durante o processo de impregnacdo a vacuo e o
tempo de relaxamento exerceram influéncia significativa no indice de impregnacao e no
teor de sélidos soltveis dos morangos impregnados com solugdo de azul de metileno. A
variacdo do tempo de aplicacdo de vacuo ndo causou alteragdes significativas no indice
de incorporacdo e no teor de sélidos sollveis das amostras.

N&o foi identificado pico no tempo de corrida da trealose em morangos in
natura. Em morangos impregnados com solugédo de trealose de 100 g/L, verificou-se
que houve aumento de 8,5 vezes no teor de trealose quando os morangos impregnados
estavam cortados em metades.

Entre as faixas de condicgdes estudadas, determinou-se a partir dos resultados
preliminares que as melhores condi¢des para realizacdo da impregnagdo a vacuo em
morangos era de pressao de vacuo de -650 mmHg por 5 min e tempo de relaxamento de
10 min, com morangos cortados em metades na se¢do longitudinal.

A concentracdo da solucdo de trealose exerceu influéncia significativa no indice
de incorporacéo, no teor de umidade, no teor de sdlidos sollveis e no teor de trealose
dos morangos. O aumento da concentracdo da solucdo diminuiu o indice de
incorporacdo, porém resultou no aumento do teor de trealose devido as diferencas entre
os valores da massa especifica e da viscosidade das soluces.

Os morangos impregnados com solugdo de 100 g/L ndo sofreram alteragOes
significativas em relacdo ao teor de umidade e de sélidos soluveis em relacdo aos
morangos in natura devido a proximidade do teor de solidos soluveis da solucéo e dos
frutos. Em morangos impregnados com solugdes de 300 e 500 g/L houve aumento
significativo no teor de solidos soluveis e diminuigéo do teor de umidade.

A textura, avaliada através da forca maxima de pico para destrui¢do de 95% dos
morangos, ndo sofreu diferenca significativa com o processo de impregnacdo a vacuo,

indicando que ndo ocorreram rupturas celulares significativas durante o processo.
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A face externa dos morangos impregnados ndo sofreu variacbes de cor quando
comparados aos morangos in natura. A face interna das metades sofreu diminuicdo da
luminosidade devido a substituicdo do ar presente nos espacgos intercelulares pelas
solugdes de trealose. A concentragdo da solugdo ndo exerceu influéncia significativa nos
resultados.

Todas as amostras, tratadas com impregnacdo a vacuo e sem tratamento,
sofreram perda de massa estatisticamente igual apos congelamento e descongelamento.
A efetividade da trealose é percebida pela anélise de umidade e sélidos sollveis, visto
que 0 método de variacdo de massa quantifica a massa total perdida. Em relacdo a perda
de umidade apds o descongelamento, percebe-se que, nas amostras tratadas com
solucdes a 300 e 500 g/L, ndo houve diferenca significativa do teor de umidade
indicando que estas solucdes sdo mais efetivas por evitar a desidratacdo das células. Nas
amostras impregnadas com solucdo a 100 g/L, por sua vez, o efeito crioprotetor ndo foi
efetivo pois ocorreu perda de umidade apds o descongelamento.

O teor de sélidos soluveis da amostra tratada com solucdo a 500 g/L diminuiu
apos o descongelamento. Essa liberacdo de sélidos deve-se a quantidade de trealose que
provavelmente ndo se ligou & membrana celular e foi liberada junto com a dgua durante
0 descongelamento. O teor de trealose nas amostras ap0s descongelamento tende a
permanecer constante independente da concentracdo da solugcdo de tratamento. A
provavel causa da liberagdo de trealose apds descongelamento é a saturacdo dos sitios
ativos para ligacdo nas membranas celulares.

A introducdo da trealose ndo exerceu influéncia significativa no valor da forca
méaxima de pico das amostras descongeladas sendo que todas as amostras tratadas, e a
amostra sem tratamento, apresentaram valores estatisticamente iguais apds o
descongelamento. As amostras sofreram danos durante o congelamento e
descongelamento que provocaram a reducdo na forca, ou seja, 0 amolecimento das
amostras. A Unica amostra que ndo sofreu diminuicdo significativa da forca apos
descongelamento em relacdo a forca da amostra impregnada antes do congelamento foi
a amostra tratada com solucédo de 500 g/L. Esta, por sua vez, apresentou forca apos o
descongelamento igual a da amostra in natura descongelada possivelmente devido a
danos da impregnagéo somados a danos do congelamento e descongelamento.

Em relagdo a coloragéo, a trealose ndo exerceu influéncia significativa. Todas as

amostras sofreram variacdo de cor devido ao congelamento e descongelamento. As
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variacBes diminuiram o valor do pardmetro b*, que indicam a diminuicdo da cor
amarela nas amostras.

Por andlise visual, as amostras que passaram pela impregnacdo a VAcuo
apresentaram melhor aspecto ap6s descongelamento que a amostra controle, que
apresentou pontos de perda de integridade e queimadura devido ao frio.

Como sugestdo para trabalhos futuros, sugere-se analise de microscopia das
amostras apds impregnacdo, congeladas e ap6s descongelamento para melhor
entendimento da forma como a trealose se liga as membranas celulares do morango,
como ela interage com a agua livre de forma a alterar a formacao dos cristais de gelo e
como ocorrem os danos celulares.

Sugere-se, também, o estudo da combinacdo da trealose com outros
crioprotetores, principalmente intracelulares, a fim de minimizar os danos no interior
das células e potencializar o efeito da trealose como crioprotetor.

Por fim, entende-se que seria interessante a realizacdo de analise sensorial dos
morangos para avaliar o efeito da incorporacdo da trealose sobre o sabor, textura e

aceitabilidade do produto.
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Apéndice A

Na Figura A.1 ¢é apresentado o laudo da trealose utilizada nos ensaios fornecido

pelo distribuidor. No laudo, € atestada a pureza de 99,2% em base seca da trealose

fornecida.
Figura A.1- Laudo da trealose fornecido pelo distribuidor.
DAXIA
Clients: JOHANN ALIMENTOS LTDA
Quantidade: 20
NF: 79718 Data da NF: 050572016
CERTIFICADO DE ANALISE
Eem: TREHALOSE
Lote: 37087 Lots do fabricants:  SE251
Fabricagao: 26/05/2015
Valldade: 2500572018
Pontos de Inspegao Eapecificag3o Resultado
APARENCIA ANQUICADO / PO CRISTAL CONFORME
LOSS ON DRYING (60°C,SHRS)% /15 01
RESIDUC POR IGNICAC% Q/008 0.0
PH{30% SOLUTION) 45765 6.1
COR DA SOLUCAC{30% SOLUTION) 070,100 0,003
TURBIDEZ(SOL 30%) 0/0,050 0,00
PUREZA %(BASE SECA) 9B0/> 952
ARSENIC{COMO AS203) PPM 0/t CONFORME
CHUMBO PPM 0/01 CONFORME
CONTAGEM TOTAL CFUIG 07300 0
COLIFCRMES NEGATIVO / NEGATIVC NEGATIVC
BOLORES E LEVEDURAS CFUIG g/100 0

status: APROVADO
Laud TAmomn 5 OVgna & amBics satcakA T JA0 Jacatata 34 Marano Rempcontvel thonko CRISTIANG SANTOG NUNES CRO D4t 8037
RUA JONAS FERADIRA GUINARAZS 100 - GUARLLNOG - 3£ - COP 07220002 fonwtax * ¢ 2820 2000
WWW.J3XI3.COMLDr - S somesa@cnds comse

A Figura A.2 apresenta a cromatografia da anélise de pureza da trealose utilizada
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nos ensaios gerada em HPLC. O tempo de retencdo da trealose é de 8,924 s, sendo este

pico responsavel por 97,58% do componente da amostra em base Umida.

Figura A.2- Cromatografia da analise de pureza da trealose em HPLC.
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