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Sumario

O estudo de matrizes sdlidas
biogquimicas utilizando as nogdes de
transigao de estado vitreo
desenvolvidas na  ciéncia  dos
materiais (poliméricos) é um assunto
que tem recebido crescente atengio
na hiotecnologia e cifncia e
engenharia de processos alimentares,
sobretudo pela sua  aplicagio na
melhoria de produtos desidratados,
congelados, preparagtes enzimdticas
[ culturas celulares. Esta
comunicagio apresenta uma revisio
sucinta destes conceitos, aplicados
em particular & optimizagio da
qualidade de alimentos congelados.
Esta teoria permite desenvolver
linhas de investigag@o sobre alteragio
da formulagio dos produtos no
sentido de aumentar a sua capacidade
de manter a qualidade obtida no
processo de congelagio durante o
armazenamento ¢ distribuigiio,

1. Introdugao

Em todos os sistemas de interesse
na  biotecnelogia  (enzimdticos,
microbianos) e em particular em
alimentos, a dgua desempenha virios
papéis essenciais, pelo que a sua
mobilidade dentro do sistema & um
assunto da maior importincia.

Convencionalmente, a dgua ¢
dividida em duas grandes classes -
dgua livre e dgua ligada & estrutura.
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Dado que a ligagio & estrutura terd

diferente intensidade consoante o
tipo de ligagio (adsorgio fisica,
pontes de hidrogénio, ligagbes

polares, ligagdes covalentes, eic.),
alguma da dpua ligada poderia de
facto ser wtilizavel. Admitindo que a
facilidade de quebra das ligagdes
para utilizagio de moléculas de dgua
em  metabolismos  enzimdlicos  ou
celulares seria a mesma que a
capacidade de remogdo de dgua por
ar abaixo do seu ponto de saturagio,
poder-se-ia quantificar a
disponibilidade de dgua numa matriz
através da actividade da dgua (a,).
No seu conceito termodinimico, a
actividade da dgua é simplesmente
igual & humidade relativa do ar que
estd em equilibrioc com a matriz
s6lida em termos de troca de dgua,
considerando o ar como um sistema
ideal, Assim, uma matriz com uma
actividade de dgua de, por exemplo,
0.8 contém moléculas de dgua tdo
fortemente ligadas 4 estrutura que ar
com humidade relativa de 80% estd
em equilibrio com essa matriz (Karel,
1975).

Ao longo de muitas décadas, este
conceito foi suficiente para descrever
a  estabilidade de  alimentos,
correlacionando-se relativamente
bem a velocidade de crescimento de
micro-organismos, de  actividade
enzimditica e de reacgoes
degradativas nfo-enzimdticas, com
a,. No entanto, veio a revelar-se
insuficiente para descrever certas

situagbes, sendo questionada em
particular por estudos de crescimento
microbiano em diferentes solugbes,
onde se verifica que em solugdes
com o mesmo valor de a, e de outros
factores relevantes (pH, concentragio
de nutrientes, auséncia de
interferentes)  hd  por
velocidades de crescimento
microbiano muito diferentes (Slade
and Levine, 1991). No final da
década de B0 comegaram a
multiplicar-se sugestdes em literatura
€ CONZressos
complementar o conceito de a,, com
uma forma diferente de quantificar a
maobilidade das moléculas de dgua
numa matriz, baseada na teoria de
transiglo de estado vitreo, transposta
da drea da ciéncia dos materiais, A
primeira sugestao data ja de 1966
{White and Cakebread, 1966), mas
foi sobretudo no inicio da presente
década que esta abordagem comegou
a ser utilizada em  maior
profundidade (Slade e Levine, 19917,
sobretudo gragas ao trabalho de
Slade e Levine, que publicaram em
1986 a primeira  comunicagio
marcante da sua longa série (Slade e
Levine, 1986), Variadissimas
aplicagbes na drea alimentar podem
ser  consultadas em  Blanshard e
Lillford (1993).
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Nesta comunicaciao é feita uma
pequena  revisdo  dos  conceitos
tedricos mais importantes
relativemente a transigdo de estado
vitreo e mudangas de fase em
sistemas biogquimicos, analisando a
aplicagdo  destes
alimentos congelados.

conceitos a
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2. Conceitos tedricos

2.1. Transigio de estado vitreo
(Tg)

A maior parte das moléculas que
constituem  alimentos (e outros
sistemas bioguimicos e microbianos
de interesse na biotecnologia) podem
agrupar-se numa estrutura amorfa ou
cristalina.

Em geral, uma estrutura cristalina
¢ altamente organizada e envolve
essencialmente ligaghes entre
moléculas do constituinte, ou seja,
tem um elevado grau de pureza. O
elevado grau de estruturagio implica
que a entropia da matriz ¢ minima e
relativamente pouco afectada pela
temperatura. Podem existir diferentes
tipos de estruturas, consoanle as
ligaghes e sua orientagio, havendo
portanto  estruturas cristalinas com
menor entropia que outras. Estas
estruturas  sdo  muito  rigidas e
estdveis, havendo uma tendéncia das
formas cristalinas de entropia mais
elevada evoluirem para as de menor
entropia. Macromoléculas complexas
podem ter partes cristalinas e outras
amorfas. O caso mais tipico € o da
molécula de amido, que na sua forma
nativa  apresenta as  cadeias
ramificadas de amilopectina
(parcialmente) cristalinas ¢ as partes
lineares de amilose amorfas. Estas
estruturas sfo designadas semi-
cristalinas.

Uma estrutura amorfa tem um
grau de organizagio muito mais
baixo, isto €, uma entropia muito
superior, ¢ € constituida nio sé por
moléculas do composto como por
outras, que podem mesmo funcionar
como elementos de ligagio entre
diferentes moléculas do composto em
causa. De entre as “impurezas” que
podem ser “apanhadas” numa
estrutura  amorfa destacam-se  as
moléculas de dgua. Estas estruturas
580 tipicamente mais flexiveis que as
cristalinas e a sua entropia depende
fortemente da temperatura.

Quando um composto solidifica,
baixando-se a sua temperatura de um
ponto no estado liquido para abaixo

da temperatura de solidificagio,
normalmente  formar-se-4 uma
estrutura  amorfa ou  cristalina
dependendo da  rapidez do
arrefecimento. Se o arrefecimento for
lento, existe “tempo” para que as
moléculas se ordenem e formem uma
estrutura cristalina, enguanto gue se o
arrefecimento for muito rdpido se
forma uma estrutura amerfa. Dado
que a estrutura amorfa tem um nivel
de entropia superior, o sistema
tenderd naturalmente para cristalizar
com o tempo, processo que poderd
demorar entre alguns segundos a
milhares de anos, dependendo de
virios factores, dos quais a
mobilidade da dgua é um dos mais
importantes. Em relagfio 4 dgua, este
processo  ndo  se verifica em
condigies normais; a molécula de
dgua € muito pequena e facilmente
cristaliza, pelo que o arrefecimento
de dgua pura abaixo de 0 °C conduz
a digua s6lida na fase cristalina (gelo),
qualquer gque seja a taxa de
arrefecimento. E possfvel formar uma
estrutura amorfa de dgua, mas apenas

a pressdes muito elevadas e a
estrutura cristaliza quase
instantaneamente  se a  pressdo

ambiente for reposta.

Se considerarmos uma estrutura
amorfa criada por um arrefecimento
rdpido e continuarmos a arrefecer, a
entropia baixa progressivamente
como toda a energia interna do
sistema. Extrapolando, ¢ evidente
que se a mesma estrutura se
mantivesse a entropia viria a ser
eventualmente inferior & de estruturas
cristalinas, o que € fisicamente
impossivel. E 6hvio que tem de haver
um limite fisico para o decréscimo de

energia interna duma estrutura
amorfa com a temperatura, isto €,
tem de ocorrer uma mudanga de fase,
que serd necessariamente
correspondente a um nivel de
entropia superior ac de estruturas
cristalinas, em que a estrutura amorfa
altera as suas propriedades, passando
de uma estrutura flexivel e com
alguma mobilidade para uma
estrutura rigida e pouco sensivel a
temperatura (caracteristicas
semelhantes 45 de uma estrutura
cristalina). A estrutura entre a
solidificagio e esta transigio designa-
se de “rubbery state” (estado
flexivel) e a estrutura abaixo deste
ponto  designa-se “glassy  state”
(estado vitreo), sendo a transigio

conhecida por  “glassy  state
transition” (transicio de estado
vitreo). H4 wvirias teorias para

interpretar esta mudanga de fase
(Mansfield, 1993), sendo as mais
importantes a teoria dos volumes
livres, segundo a qual a transicdo
para estado vitreo se dd quando o
volume livre molecular se aproxima
de zero (Doolittle, 1951) e os
modelos entrdpicos, que explicam
teoricamente o  motivoe  desta
transi¢do ser de 2* ordem (Gibbs and
DiMarzio, 1958).

Mudancgas de fase de 2" ordem
segundo a classificaciio de Ehrenfest
(1933) sdo transigdes em que nio hi
descontinuidade no nivel de energia
{energia livre de Gibbs), mas sim das
suas derivadas {(como o calor
especifico), conforme esquematizado
na figura 1. Isto implica que
efectivamente a transigio nfo se dd a
uma temperatura bem definida
(mesmo para um composto  puro),

Entalpia,
Calor especifico

cnlalfgia

(Cp=dHAT)

ACp {
calor Ecspﬁc:f fico

Temperatura

Figura 1. Esquema representativo de uma mudanga de fase de 2* ordem
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transi¢do de estado vitreo T

Figura 2. Esquema tipico de um cromatograma de DSC de uma transigio vitrea,

mas ao longo de uma gama de
temperaturas de cerca de 10 a 30 °C
(Slade e Levine, 1991; Roos, 1995),
A figura 2 esquematiza um
cromatograma tipico de calorimetria
de varrimento diferencial (DSC), que
regista trocas de energia em fungdo
da temperalura e permite assim
identificar os pontos em que
mudangas de fase ocorrem. Embora
esta mudanga de fase ocorra numa
gama de temperaturas,
convencionalmente designa-se
temperatura de estado vitreo (T,) ao
ponto intermédio num cromatograma
de DSC.

2.2. Factores que afectam T,

A composigio da maltriz sélida
influencia fortemente o valor de T,.
A molécula com maior impacto em
T ¢ a dgua. A figura 3 mostra o

efeito do teor de dgua em T, para
diferentes compostos puros (Roos,
1995; Kokini er al, 1994). O
decréscimo significativo de T, com o
aumento do teor de dgua designa-se
por efeito - plastificante. 0
abaixamento de T, é importante no
processamento de pldsticos, dado que
aumenta a processabilidade do
polimero e dai a origem do nome.
Como a dgua estd presente em
praticamente todas as estruturas
bioquimicas, ¢ por vezes designada
como plastificante intrinseco. Outros
compostos  (diluentes) apresentam
também o mesmo tipo de efeito,
sendo tradicional na indistria de
polimeros a adigio de poli-dlcoois
como plastificantes extrinsecos, dos
quais o glicerol é o mais comum,

Outro factor muito importante € a
dimensio das cadeias moleculares.
Em geral, T, aumenta com o aumento

T 200 \l .
100 frmm

I )
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teor de agua (g/100g sélidos)

Figura 3. Influéncia do teor de dgua em Tg para amido, glutenina, maltose e frutose
{comelagio de dados experimentais apresentados por Roos, 1995 ¢ Kokini er al, 1994
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do peso molecular médio da estrutura
(Roos, 1995). A adigio de
macromoléculas {(como
polissacéridos) ¢ um dos principais
meios de aumentar T,

Em geral, qualquer efeito
conhecido em abordagens mais
convencionais como causando um
aumento da capacidade de retengdo
de dgua (WHC - “water holding
capacity”) aumenta T, o que ¢
evidente dado que diminui a
quantidade de moléculas de dgua
com capacidade para plastificar a
estrutura. Do mesmo modo, € ldgico
que uma estrutura com composlos em
fase amorfa (por exemplo, agicares)
tem um T, significativamente mais
elevado do que a mesma estrutura em
que esses compostos estejam na sua
forma cristalina.

E portanto possivel alterar a
formulagio de uma matriz de modo a
alterar o valor de T, no sentido que
for mais adequado. Para isso deve-se
considerar o efeilo dos wviros
componentes e de possiveis aditivos,
com adequado conhecimento do
efeito de polimorfismo  nos
componenles gue apresentam essa
capacidade, uma vez que cada forma
tem potencialmente um  efeito
diferente no T, de toda a estrutura.
Esta dependéncia da conformacio
molecular faz com que factores
intrinsecos  ou  extrinsecos  que
possam afectar estas conformagoes,
como o pH, influenciem também T,.

2.3. Determinacéo experimental
de Ty

O método mais utilizado para
determinar T, € a calorimetria de
varrimento diferencial (DSC), cujos
resultados sdo consequentemente
considerados como um padrio de
referéncia. No entanto, existem
virias outras alternativas, sendo de
destacar em particular aquelas que se
relacionam com mediges da
vibragio ou mobilidade molecular,
como ressonfiincia nuclear magnética
(NMR) e ressonfincia de “spin”
electrénico (ESR), que permitem
obter informagio  extremamente



&

Biotecnologia Alimentar

valiosa para a compreensio mais
profunda do fenémeno, embora o seu
custo 0s torne menos usuais. Outros
métodos comuns baseiam-se  em
alteragbes de propriedades fisicas,
como dilatometria (actualmente em
desuso), andlise termo-mecéinica
{TMA), andlise térmica dieléirica
{DETA) ¢ andlise termo-mecénica

dinfimica (DMTA). Pormenores
sobre as wvdrias  técnicas  s@o
fornecidos por Roos (1995).

Os autores tém aplicado e
desenvolvido essencialmente  a
andlise @DMTA, que tem a

caracteristica interessante de permitir
medir, em teoria, o tempo médio de
relaxacio molecular, através da
ressonfincia entre a frequéncia de
vibragiio molecular ¢ a frequéncia da
andlise, A figura 4 mostra diagramas
tipicos de DMTA. As 3 respostas
medidas em fungio da temperatura
sfio os parimetros visco-eldsticos do

material, medidos por compressao:
E' (médulo de armazenamento, que
quantifica as trocas de energia
reversiveis), E" (mddulo de perda,
que quantifica a energia dissipada) e
& (Angulo de desfazamento, igual &
razio entre E" e E'). Estes médulos
correspondem aos valores da fungdo
de tranferéncia no dominio de
resposta  frequéncia, . tipicos de
andlises dinfimicas (Luyben, 1990).
O ponto em que E' comega a
decrescer é tomado como inicio da
transigio de fase (“on-set”, Roos,
1995), o méximo de E' é o ponto de
resonfincia com a vibragio molecular
(Allen, 1993), que & frequéncia de
cerca de 1 Hz se correlaciona bem
com T, determinado por DSC
(MacInnes, 1993) e o méximo de & é
considerado o final da transi¢io de
estado (“off-set” ou T,"). O valor de
T, depende da frequéncia de
medigdo, o que é evidente do facto

on-set

glucose % Healing
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Figura 4. Diagramas de DMTA de uma solugio com 30% de glucose a viras frequéncias.

de ser medido como um ponto de
ressonfincia. A medigio por DMTA
também implica o fornecimento de
energia mecinica na realizagio dos
ciclos de compressio. No entanto,
determinamos experimentalmente ©
valor da energia mecinica fornecida
ao sistema em andlises de farinhas e
verificamos que era desprezdvel face
ao fornecimento de energia térmica.
A figura 5 mostra uma variagio
tipica de T,' com a frequéncia, obtida
para uma solugio quaterndria com
30% de sdlidos, constitufda em
partes iguais por lactose, frutose ¢
glucose, ajustada a um modelo de
Arrhenius, gque normalmente se
correlaciona bem com a variagio de
T, com a frequéncia (Maclnnes,
1993),

2.4. Transigdo de estado vitreo
abaixo do ponto de congelagao
(Tg' s Tm' 8Ty

A maioria dos alimentos e
matrizes de interesse para a
biotecnclogia  contém  elevadas
quantidades de dgua, ou seja, @m
valores de T, muito abaixo da
lemperatura de congelagio.
Consequentemente, se baixarmos a
temperatura procurando atingir T,
teremos de considerar antes disso a
congelagdo. A formagio de cristais
de gelo tem um efeito evidente muito
importante no T, da matriz, dado que
corresponde a uma crio-
concenftragio, isto €, o teor de dgua
diminui 4 medida que moléculas de
dgua vio passando para o estado
salido, na forma cristalina. Assim, tal
como a temperatura de congelagio
decresce com a  evolugio da
congelagio, T, aumenta., Dai resulta
que inevitavelmente haverd um ponto
em que a temperatura de congelagio
(T.) iguala o T, da matriz, Esse ponto
corresponde & crio-concentragio
méaxima possivel para a matriz em
causa, ou s¢ja, a concentragio a
partir da qual nio é mais possivel
formar cristais de gelo. Toda a dgua
restante ficard ligada & estrutura
vitrificada que se forma (corresponde
portanto 4 dgua que nio congela).
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Figura 5. Yanagio de Ty’ com a frequéncia de medigio para uma solugio de 30% de
silidos, contendo frutose, glucose e lactose em parte iguais. O grifico mais pequena mosira

o ajuste de Arrhenius lingarizado: 0 = 03 e _EByf il 1)
R1Tg Tg
cristalinas, T, aumentard mais

Esta evolugio é esquematizada na
figura 6, que representa um diagrama
de fases. Se a congelagiio for lenta,
poderd haver a formagio de cristais
de compenentes que  possam
cristalizar  (como  agicares ou
lipidos), a partir do momento em que
e atinja o seu ponto  de
solubilizagio. Se a congelagio for
rapida, precipitam formas amorfas.
Dado que estas idltimas contém
moléculas de dgua, ao contrdrio das

significativamente neste caso. A
temperatura em que T, e T, se
igualam ¢ designada por T,', ou seja,
a temperatura de transigio de estado
vitren da solugio de  crio-
concentragio méxima.

Roos e Karel (1991) e outros
autores Argumentanm que a
viscosidade médxima de uma solugio
para cristalizagio ou fusio de gelo é
de cerca de 10* Pas, Dado que a

T &

evolugio de tempergiura na congalacao

§ gSidosem sl

Figura 6. Esquema tipico de um diagrama de fases de um produte ou solugfo a
temperaturas inferiores & de congelaglo, assinalando a evolugio de temperatura e
concentragio da solugdo (crio-concentragiio) durante o processo
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viscosidade de matrizes em estado
vitreo & da ordem de 10° a 10" Pass,
haverd uma faixa de temperatura
acima de T," na qual a formagdo de
cristais de gelo j4 nfo é possivel.
Assim, define-se uma temperatura
um pouco superior a Ty', designada
Ty, 4 temperatura minima de
cristalizagiio ou fusdo de cristais de
gelo (m do inglés “melting™), que é
cerca de 5 a 8 °C superior a T,
(Roos, 1995). Esta nogio estd
representada na figura 7, devendo-se
notar que nio € universalmente
aceite. Slade e Levine (1991)
recordam  simplesmente que a
transicio de estado vitreo decorre
numa gama de temperaturas e que T,'
¢ apenas o ponto intermédio,
propondo que o valor designado por
outros como T,' seja apenas a
indicagio do fim da transigio (“end-
set’™). Os autores gostariam de realgar
que a cristalizagio ou fusdo € uma
mudanga de fase de 1" ordem, que em
medigBes efectuadas com DMTA
deveria  ser  independente  da
frequéncia da medigio, enquanto que
o “end-set” da transigio de fase, por
ser de 2° ordem, deveria depender da
frequéncia. MNos trabalhos
experimentais que temos efectuado
com solugdes bindrias, terndrias e
quaterndrias de acdcares temos
verificado sempre uma dependéncia
de T, com a frequéncia, o que
sustenta portanto o ponto de vista de
Slade e Levine.

3. Aplicacao a alimentos
congelados

3.1, Transigdo de estado vitreo
e produtos congelados

Existem dois aspectos
fundamentais a considerar na maioria
dos produtos congelados: a sua
qualidade sensorial, onde a textura
assume um papel particularmente
relevante & a seguranga
microbiolégica. Em qualquer caso, é
evidente que se os alimentos fossem
armazenados abaixo de T,', em
principio o produto era praticamente
estdvel, com tempo de vida de vérios
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Figura 7. Esquema l.{picg de um diagrama de fases semelhante ao da fig. 4, considerando

T

anos. No entanto, os alimentos tém
um elevado teor de dgua, pelo que os
seus T,' s@o muito negativos. A
figura 8 apresenta os valores de T’
determinados por Levine e Slade
(1989), podendo-se verificar que em
geral sdo inferiores 4s temperaturas
normais de sistemas de frio existentes
(cerca de - 20 *C, na melhor das
hipiteses). Isto implica que os
produtos congelados sfio
armazenados e distribuidos acima de
Ty, isto €, com parte da estrutura a
ser constituida por uma solugdo crio-
concentrada nfo congelada e
havendo um certo graun de
mobilidade molecular, MNestas
matrizes podem ocorrer vérios
fendmenos que deterioram a
qualidade do produto: re-
cristalizagio de cristais de gelo,
cristalizagio de agiicares (amorfos) e
coalescéncia de fase orgénica (ou
seja, instabilidade de emulstes) -
com  implicagbes na  textura;
transformagiio de lipidos para as
formas mais estdveis, oxidagoes
enzimédticas ¢ ndo-enzimdticas - com
implicagfes quer sensoriais quer
nutricionais; crescimento microbiano.

Uma conclusdo interessante é a
de que a qualidade superior
produzida por processos criogénicos
que permitem congelagles mais
rdpidas € perdida durante o
armazenamento, em maior ou menor
extensio dependendo da mobilidade

na matriz e portanto da velocidade a
que decorrem esies  processos
deteriorativos. Em  geral, a
mobilidade & tanto maior guanto
maior a distincia a T, conforme serd
descrito  em maior detalhe
sepuidamente.  Consequentemente,
pretender-se-ia  que um  produto
tivesse um T, tio elevado quanto
possivel para que a sua estabilidade
fosse Gptima.

3.2. Complexidade das matrizes
alimentares

As matrizes alimentares sdo, no

A - quelo fresco t
B - nata

C - gelado

[ - lelfte magro

E - leite homogenistzado
F - natas batidas

G - lalte gordo !
H - mogd 1
| - banana .
J- mirtil

K - plssego

L - morango

M - sumo da magd

M - s da imdo

O = sumo da laranja
P - sumo de péra

&) - anands

R - sumo dia armaboa
5 - suma da marango
T - sma de uva

U - bricula

W - couve fior

W - batata

¥ - esplnafne

¥ - miho

1 -tomate
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minimo, misturas complexas de uma
elevada diversidade de
macromaoléculas (por exemplo, leite e
massas panares). A complexidade
aumenta em certos Casos, em que a
matriz tem uma elevada estruturagio
(por exemplo, frutos e legumes) e a
microestrutura  celular  influencia
significativamente as caracteristicas
da matriz. Acresce a este facto que
raramente as matrizes sio estivels;
normalmente sofrem transformagdes
continuas como  resultado  de
metabolismos naturais (por exemplo,
Processos de maturagio ou
senescéncia em tecidos vegetais).

Em termos gerais, pode-se
considerar a influénecia dos principais
tipos de componentes que afectam
significativamente  T,,  notando
aqueles que podem apresentar
diferentes conformagdes.

MNos carbo-hidratos considera-se
trés grandes classes:  acudcares,
polissacdridos e amido {(que se isola
dos restantes polissacdridos devido
ao seu papel especial nos alimentos).

Os  agicares podem  estar
presentes em formas cristalinas ou
amorfas e tEm um certo efeito
plastificante - substituir agicares por
outros com maior T, ou por formas
amorfas aumenta o T, da matriz. Os
seus Tg' sio da ordem de - 50 °C
(pentoses) a -25 °C (dissacdridos e

Figura 8. Valores de T, de diversos alimentos, de acordo com os dados obtides por Slade e

Levine (1991)
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oligossacdridos), com cerca de -40 °
C para as hexoses (Slade and Levine,
1991). Os polissacdridos tém o efeito
de aumentar T,, em geral tanto mais
quanto maior o seu peso molecular.
O amido € um dos principais
constituintes de alimentos, com uma
estrutura muito complexa, cristalina,
semi-cristalina ou amorfa. Alterar o
tipo de amido (trigo, milho, batata,
modificado) permite afectar o T, da
matriz quer pela sua conformagiio,
quer pelo seu efeito estruturante,
dado que a molécula de amido € um
dos principais componentes
estruturantes nos alimentos em que
estd presente, No entanto, o valor de
T, da maior parte dos amidos situa-
se nos -7 a -5 ®°C (Levine and Slade,
1989}, pelo que o segundo efeito &
muito mais importante.
Consequentemente, a “escolha” de
um amido deve ser feita com base no
conhecimento das interacgdes com os
restantes componentes e do tipo de
matriz formada, mais do que pelo seu
T, individual.

Em relagiio as proteinas, deve-se
notar que estas podem ter uma
importiincia maior que 08
polissacdridos  como  elementos
estruturantes de bio-matrizes (Levine
and Slade, 1990). Consequentemente,
o seu efeito na estrutura da matnz ¢
normalmente mais importante do que
o seu Ty, tal como no caso do amido,
As protefnas mais estudadas sdo as
de cereais, sendo o seu T,' da ordem
de -12 a -6 °C (Slade er al, 1985;
Kokini er al, 1994).

A terceira grande classe de
constituintes de alimentos sdo os
lipidos, sendo o polimorfismo o seu
aspecto mais importante neste
contexto, Os lipidos sfo em geral
insoldveis ¢ cristalizam com o
arrefecimento. No  caso  mais
importante dos triglicéridos, existem
pelo menos 3 formas: o, 8" e B, em
ordem de estabilidade decrescente. A
forma mais estdvel € no entanto
indesejada do ponto de wvista
alimentar: o0s cristais o sdo
normalmente demasiado grandes e
desagraddveis A textura; a forma
preferida para produtos como
manteiga ¢ margarina é a forma B°.
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Estes aspectos sfio particularmente
importantes  para  margarinas,
manteigas e produtos gordos. Em
termos de produtos congelados, o
principal problema que ocorre acima
de T,' € a coalescéncia da fase gorda,
o que em produtos como gelados
pode ter um efeito sensoral
indesejado  (acumulagio da fase
orginica no topo da embalagem e
perda de textura da massa do gelado).

v

3.3. Fenomenos deteriorativos
entre P
T %Y.

3.3.1. Recristalizagao

E sabido da tecnologia de
congelagio  que o efeito da
congelagio na textura do alimento &
tanto maior quanto maior a dimensdo
média dos cristais de gelo formados,
pelo que uma congelagio lenta afecta
muite a textura engquantc que uma
congelacio muito rdpida permitiria
obter um produto de boa qualidade.
Este facto deve-se em geral ao maior
volume especifico dos cristais de
gelo em relagio 4 dgua liguida, que
provoca uma ruptura das paredes
celulares, com consequente perda de

rigidez do tecido wvegetal. Este
mesmo efeito € essencial na
consideragio da protecgdo da

viabilidade celular na preparagio de
culturas microbianas.

A utilizagio  de  sistemas
criogénicos (congelagio por imersdo
em nitrogénio ou didxido de carbono
liquido) permite obter produtos de
dptima  qualidade, devido &
rapidissima taxa de congelagio
conseguida. Uma tecnologia
particularmente interessante
actualmente em desenvolvimento
com um impacto ainda maior na
qualidade € a congelagio em alta
pressio. Esta maior qualidade
depende contudo da manutengio da
estrutura  formada aquando da
congelagio. No entanto, se a
temperatura de armazenamento for
superior a T,, ¢ inevitdvel a
recristalizacio dos cristais de gelo.
Em gelados, produtos que sdo
consumidos congelados, o tamanho

dos cristais de gelo € muito
importante na textura. De acordo
com Blanshard and Franks (1987), a
dimensdo médxima de critais de gelo
em gelados deve ser 40 pm, dado que
acima desta dimensao os
consumidores detectam uma textura

granulosa.

Dois mecanismos de
recristalizagio sio  particularmente
destrutivos para a estrutura: migragio
e agregacio, dado que deles resulta
um aumento do tamanho dos cristais
{com consequénte diminuigio do seu
nimero). A estrutura protegida
gracas a uma tecnologia avangada de

congelagio perde-se durante o
armazenamento, correndo-se o risco
de o produto ao chegar ao

consumidor ter perdido em grande
extensio a sua melhor qualidade. E
consequentemente fundamental
descrever a  velocidade  de
recristalizagio e os faclores que a
influenciam para controlar esta perda
de qualidade. Podem ser utilizados
aditivos que inibem a recristalizagio

{aglicares, polissacdridos, agentes
crioprotectores Roos, 1995). O
modo como funcionam diferentes

tipos de compostos na inibigio da
recristalizagio ndo € inteiramente
compreendido, nem € explicado s6
pelo efeito em T, (€ evidente que um
aditivo que aumente T, diminui a
velocidade de recristalizagio porque
diminui a mobilidade da matriz),
contrariamente  4s  afirmacbes  de
Levine e Slade (1989). A interacgio
fisico-quimica entre os aditivos e os
cristais de pgelo € igualmente
importante, conduzindo
frequentemente a um efeito protector
mais marcado que o resultante do
incremento de T, (Goff er al, 1993).
Outro efeito possivel resulta de um
aumento da viscosidade da solugio
crio-concentrada (existente acima de
Tg'), que diminui a velocidade de
recristalizagio.

QOutro aspecto importante em
relagio a fendmenos de cristalizagfo
¢ a formagio de cristais de agidcares.
Em produtos consumidos congelados
(o caso dos gelados) a formagio de
grandes cristais de lactose ¢ um dos
principais factores do aparecimento
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de textura areada (“sandiness™). Em
relagio a este fenémeno, €
importante recordar alguns aspectos
sobre cristalizagfio. O crescimento de
cristais  envolve wvérias etapas,
destacando-se a nucleagfio (1* etapa)
e a propagagio (2" etapa). A
velocidade de cristalizagio ¢ tanto
maior quanto maior a nucleagio ou
maior a propagagio. A temperaturas
préximas de T.' (superiores), a
velocidade de nucleagiio é mdxima,
mas a velocidade de propagacio é
muito baixa, dado que a estrutura
estd proxima da transicio de estado
vitreo. A temperaturas préximas da
temperatura de congelagio
(inferiores), a  velocidade de
propagagio ¢ médxima, dado que a
estrutura tem o seu médximo de
mobilidade, mas a velocidade de
nucleagio é baixa.
Consequentemente, a velocidade de
cristalizagio médxima ocorre algures
no estado flexivel. Dagui se conclui
que um produto congelado pode estar
a ser armazenado a uma temperatura
tal que a velocidade de cristalizagio
€ elevada.

Da  discussdio  anterior importa
reter a importincia da descrigio da
velocidade de
cristalizaciofrecristalizagio e  do
modo como a temperatura e o teor de
dgua a afectam. Embora a aplicagio
do conceito de transigio de estado
vitreo seja importante, existem varios

casos  em  que as  interacgdes
moleculares entre aditivos
(particularmente agentes

crioprotectores) e os cristais (de gelo
ou de agdcares) assume idéntica
importincia.

3.3.2. Oxidagdo, coalescéncia e
crescimento microbiano

Em diversos produtos
congelados, sfo também relevantes
outros fendmenos que decorrem a
uma determinada velocidade acima
de T,', nomeadamente a oxidagio de
agiicares ou de lipidos, sobretudo por
via ndo-enzimdtica; a coalescéncia da
fase orginica em emulsdes e o
crescimento  de  micro-organismos.
Em wpgeral, a velocidade de

crescimento microbiano € demasiado
lenta comparativamente acs outros
factores degradativos, em produtos
congelados.

Em qualquer caso, existe um
aspecto em comum em relagio a
estes fendmenos: dependem
fortemente da mobilidade molecular
no sistema, ndo s6 da mobilidade de
moléculas de dgua, mas também de
outras. As  velocidades  destas
reacgOes/metabolismos
correlacionam-se normalmente
bastante bem com a difusio e
consequentemente com a teoria
cinética aplicada no contexto da
teoria de transigio de estado vitreo,
descrita seguidamente, pelo que o
conhecimento do diagrama de fases
(T, e T;') e dos factores que o
afectam ¢ o aspecto mais essencial a
considerar.

3.3.3. Modelagem da mobilidade
na matriz

A cinética de reacghes de
oxidac@o, de taxa de coalescéncia de
uma fase dispersa, do crecimento de
micro-organismos e da velocidade de
cristalizagio e recristalizag@o
correlaciona-se  normalmente  bem
com a mobilidade molecular na
solugdo crio-concentrada. Por sua
vez, esta correlaciona-se obviamente
com o tempo médio de relaxagio
molecular do arranjo conformacioal &
temperatura em causa,

Williams, Landel e Ferry (1955)
deduziram uma equagiio para
relacionar o tempo médio de
vibragio molecular acima de T, com
a temperatura, conhecida por
equagio WLF;

(1)

em que T € o tempo médio de
relaxa¢iio molecular & temperatura T
¢ T, 0 respectivo valor na transigio
de estado vitreo, T,. C; e C; sio
constantes do sistema, que tém o
valor universal de 17.44 ¢ 51.6 ("C),
respectivamente. Esta equagio reduz-
se efectivamente & equagio proposta

por Doolittle (1951) com base na
teoria do volume livre. A viscosidade
mostra uma relagio do mesmo tipo e,
compreensivelmente, a velocidade de
qualquer fenémeno controlado por
difusfio também, dada a sua evidente
relagio com a viscosidade.

Esta equagio nfo é no entanto
aplicada normalmente na forma
referida. Variados autores mostraram
que a utilizagio das constantes
universais ndo oferece a melhor
correlagio com dados experimentais,
sendo preferivel obter C, e C; por
ajuste da equagio aos valores
experimentais. Para além disso, a
maioria das propriedades de interesse
teria valores extremamente elevados
{ou baixos, no caso de velocidades
de reacgio ou de metabolismos
celulares) a T,, o que tornaria a sua
determinagio  experimental quase
impossivel [ a regressio
problemdtica. No  seu  trabalho
original, Williams, Landel ¢ Ferry
(1953) sugeriram substituir T, por
uma temperatura de referéncia,
determinada pela regressio dos
dados experimentais, tendo
verificado para vdrios compostos
inorgénicos, orginicos e polimeros
sintéticos que esta temperatura se
situava cerca de 50 °C acima de T,
Trabalhos posteriores de Ferry
(1980) e de Peleg (1992) sugeriram
ainda uma outra forma possivel,
resultante de wuma troca  das
temperaturas de referéncia:
a —Cl'{T—TT}

log—

e (T-To) (2)

em que a representa a propriedade
em questio (viscosidade, velocidade
de reacgdo, etc.), T, € a temperatura
de referéncia, T.. outra temperatura
de referéncia situada abaixo de T, e
Cy' = C.C;y / (Cy-T+T,). Neste caso,
pode ser fixado o valor de T, em
qualquer temperatura para a qual
existam valores de a (a,), devendo o
valor de T. ser preferencialmente
obtido pela regressio (Roos, 1995).
Ferry (1980} considerou que T.. seria
da ordem de T, - 50 °C.

A equagio de WLF tem side
aplicada em diferentes contextos,
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sendo provavelmente a maior drea de
aplicagho a  determinagiio  de
velocidades de oxidagio nio-
enzimdtica, por ser um dos principais
mecanismos de perda de qualidade
em ambientes com teores de dgua em
solugio baixos (produtos congelados
ou secos). O sucesso tem  sido
varidvel. Os autores gostariam de
referir que a capacidade de ajustar
dados experimentais & equagio 1 ou
2 se tem mostrado muito sensivel &

regressio e em  particular A&
temperatura de referéncia, tendo
obtido melhores resultados

efectuando uma andlise preliminar do
nivel de significincia dos parfimetros
da regressio e das regides de
confianga, determinando com essa
base estatistica a melhor temperatura
de referéncia para o ajuste. Com esta
abordagem Conseguimos em
particular ajustar os dados publicados
por Nelson (e Labuza), 1993, sobre
degradagiio de édcido ascdrbico em
maltodextrina 25, gue 0%
investigadores reportaram néo  se
adaptar bem ao modelo WLF. Para
além disso, obtivemos valores de C,
e C, estatisticamente semelhantes aos
obtidos nos nossos trabalhos de

degradagio de 4cido ascorbico em
maltodextrina 12, conforme indicado
na tabela 1, apesar da diferenga na
maltodexirina e nas temperaturas de
operagio. Os modelos correlacionam
em ambos 03 casos cerca de 150 a
200 pontos experimentais.

A importincia da temperatura de
referéncia tem ainda implicagtes na
colinearidade entre os valores de C; e
C,, que verificamos ser minima no
ponto de’ maior significincia dos
parimetros € menor regifo de
confianga (ponto escolhido para T,).
Encontramos também - este tipo de
efeitos em ajustes de cinéticas
diversas com o modelo de Arrhenius
{e.g. Saraiva et al, 1996).

A mobilidade numa matriz
parcialmente congelada (isto €, a
temperaturas  entre T, e a
temperatura de congelagio do
produto inicial) requer ndo s6 o
conhecimento de T,, mas do
diagrama de fases. Acima de T;', a
solugdo crio-concentrada estd no
estado flexivel, contendo tanto mais
dgua quanto maior a temperatura, isto
é, para cada temperatura existe uma
concentragio da  solugio  crio-

concentrada  correspondente e
portanto um T,. A uma determinada
temperatura de  armazenamento
superior a T,' existe pois um valor de
T, que quantifica simultaneamente a
mobilidade da matriz e o efeito da
crio-concentragio/diluigio resultante
da variagio da quantidade de dgua
efectivamente congelada (cristais de
gelo).

4. Conclusoes e
perspectivas futuras

A qualidade de produtos
congelados requer uma politica
integrada, Investimentos

dispendiosos em lecnologlas  de
congelacio capazes de produzir
produtos de maior qualidade & porta
da fibrica podem verificar-se pouco
iteis se essa qualidade se for
deteriorando significativamente
durante a cadeia de distribuigiio, até
a0 consumidor, Infelizmente,
armazenar a temperaturas abaixo de
T, € invidvel para a maioria dos
produtos. Por outro lado, € inevitdvel
que os produtos sejam sujeitos a
flutuagtes de temperatura {com

Tabela 1. Parametros do modelo de WLF para os resultados experimentais de
Nelson (1993) e dos autores, para degradagado de acido ascorbico em

maltodextrina
Melson (1993) Autores
Matriz MD 25 MD12
Gamade T 4-68°C 80 - 140 °C
valor intervalo 95% valor intervalo 95%
D, (min) 1.13x10° 1.73x10% - 2.09x10° 728 479.6 - 975.6
T.* (°C) 20 12.8-17.8 150 139.8-160.7
c, 3.23 2.0-4.5 6.36 3.4-9.3
Ce 99 64.0-134.0 380 111.7-649.2

* determinada como o valor que minimiza o erro da regressao e a colinearidade dos parametros

G1 E"C'z.

D é o tempo decimal de redugéo, ou factor D.

28 Boletim de Biotecnologia



Biotecnologia Alimentar

entradas e safdas de armazéns,
camides, expositores, etc.). Quanto
maior a qualidade do produto logo
apos a congelagiio, tanto maior serd o
interesse em parantir a melhor
capacidade possivel de resistir &
degradagdo de qualidade, isto & de
minimizar as velocidades dos
fenémenos mais cruciais para o©
produto em causa.

E importante buscar uma
compreensio adequada da transigio
de estado vitreo ¢ de fendmenos de
cristalizaco/recristalizagio na
matriz. Idealmente, pretender-se-ia
aumentar T, inibir e controlar a
nucleagiio de cristais e controlar o
crescimento de cristais de gelo e a
recristalizagiio. A formulagiio do
produto pode ser alterada de modo a
atingir estes objectivos, alterando
alguns ingredientes ou adicionando
alguns aditivos adequados. Neste
dmbito, assume especial interesse a
utilizagio de pré-tratamentos
osméticos, utilizando  compostos
crio-protectores  (ou  oulros) na
solugho  osmdtica. Devem  ser
explorados possivels efeitos
sinergéticos, pelo que os resultados
tendem a ser especificos do sistema
em analise.

A crescente compreensio da
importincia da micro-estrutura e da
conformagdo molecular no controlo
da qualidade dos alimentos tem
trazido grandes avangos na obtengdo
de produtos de maior wvalor
acrescentado. A aplicagio de
elementos da teoria de transigio de
estado vitreo tem melhorado a nossa
capacidade de compreender e
descrever as realidades dos sistemas
com que procuramos lidar. A
combinagio desse conhecimento com
tecnologias recentes capazes de criar
novas conformages, como a alla
pressio, pode permitir obter num
futuro  préximo  produtos  com
caracteristicas muito  interessantes
para a exploragio de nichos de
mercado nos segmentos altos,

Embora esta comunicagio se
tenha cingido ao caso dos alimentos,
€ evidente do texto a aplicagio em
outras dreas de biotecnologia, como a

produgio de preparagdes enzimdticas
e culturas celulares, onde se pretende
preservar a actividade ou viabilidade
celular. Cita-se como exemplo o
trabalho de Franks e Hatley (1992),
que utilizaram estes conceitos
inovadores na formulagio de
preparagdes de enzimas com tempo
de vida mais alargado.
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Cimaras para crescimento de plantas - Cdmaras de estabilidade farmaciutica

Centrifugas (refrigeradas) - Microcentrifugas - Centrifugas para banco de sangue
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