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RESUMO

CARNEIRO, Clécia da Silva. Estruturacio de cristais de gelo e sua influén-
cia no dano celular. 2001. 166p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos Ali-
mentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

A estruturagio de cristais de gelo € suas implicagdes nos danos celulares
causados e¢m frutos congelados foram consideradas neste estudo. Frutos foram
submetidos a infusdo com diferentes substancias anteriormente ao congelamento
lento dos mesmos (-20°C). Agicarcs (frutosc ¢ raminose) promovcram estrutu-
ras hexagonais, arbéreas ¢ de transigfio, causando danos mecénicos ¢ severa de-
sidratagdo celular. Vitaminas anfifilicas promovcram cstruturagdes hexagonais
(riboflavina) ou hexagonais ¢ micelares (acido 4-aminobenzéico) de acordo com
o seu potencial hidrofilico, tendo a riboflavina promovido um menor dano dos
tecidos. Aminoacidos (cisteina, acido glutimico, prolina e glicina) estruturaram
cristais cssencialmente do tipo hexagonal, outros porém (metionina ¢ acido
aspartico) ordenaram as moléculas d’agua em cristais rctangulares ¢ feixes per-
pendiculares, respectivamentc. Os mclhores resultados foram obtidos com a in-
fusdo dc prolina nos frutos diantc da sua capacidade de promover cristais peque-
nos ¢ arredondados.

*QOrientador: Prof. Dr. José Cal-Vidal - UFLA. Membros da Banca: Prof. Dr.
Theo G. Kieckbusch — UNICAMP, Profa. Dra. Lisete C. Davide — UFLA, Dra.
Ménica Elisabeth T. Prado - UFLA e Profa. Dra. Fabiana Q. Ferrua - UFLA
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1 INTRODUCAO

Muitas reagdes que causam mudangas na relagiio normal da agua e os
outros componentes de produtos alimentares mudam suas caracteristicas, assim
como ocorre no congelamento (Matz, 1965; Taylor, 1969). Nestes, a agua nunca
aparece no estado puro, ¢ sim em forma de solugdes. Por conseguinte, uma parte
d’agua se acha firmemente ligada as estruturas protéicas ¢ polissacarideos. Estes
influenciam essencialmente as propriedades fisicas da agua, por exemplo, re-
duzindo a temperatura de congelamento, aumentando a temperatura de cbuligdo
¢ reduzindo a tensdio de vapor d’agua sobre a solugdo (Horne, 1970; Gruda e
Postolski, 1981; Garrett € Grisham, 1995).

Entre os processos de preservagdo, o congelamento ¢ 0 que mantém as
caracteristicas organolépticas e nutricionais mais similares as do produto fresco,
porém exerce forte influéncia sobre a sua estrutura, causando-lhe danos. Para
otimizar a qualidade de alimentos, é essencial entender os efeitos do congela-
mento, condigdes de estocagem e descongelamento na textura e microestrutura
dos mesmos.

Tecidos vegetais sdo muito susceptiveis a danos por cristais de gelo em
suas membranas ou paredes celulares (Camneiro, 1997). E um grande desafio o
congelamento de frutos sem a alteragdio de sua textura ou pigmentagio. Mudan-
cas no volume da agua durante a cristalizagdo e a perfuragio das células por
protundentes cristais promovem desprendimentos das por¢des celulares e o
colapso do tecido, causando perda de liquido por exsudagdo durante o desconge-
lamento. A concentragio dos solutos orginicos no interior das células causa
mudangas no pH e forga i6nica, promovendo a perda da capacidade de retengdo
d’agua por alteragGes nas membranas. A rigidez das paredes celulares ajuda a



evitar danos mecdnicos pelos cristais de gelo (De Almeida, Cameiro e Cal-
Vidal, 2001).

Pesquisadores tém seguido diferentes caminhos na tentativa de reducdo
dos danos celulares, assim como, mudangas na velocidade do processo, utiliza-
¢do de substéncias crioprotetoras, mudangas na pressio, etc. No entanto, ainda
ndo foi encontrado o processo ideal.

Certas substincias podem ser usadas como crioprotetores, reduzindo a
formagéo de gelo via depressdo da atividade d’agua, prevenindo deste modo o
dano as membranas, minimizando a atividade enzimatica e a deterioragdo textu-
rométrica. As substincias crioprotetoras tém reduzido danos celulares conjun-
tamente com o congelamento criogénico, porém, a toxicidade destas torna-se um
fator limitante (Echlin, 1992).

O congelamento rapido evita a perfuragio das paredes celulares € o co-
lapso do tecido pela redugdo em tamanho dos cristais de gelo. No entanto, dani-
fica a organizagdo interna das células, causando o rompimento de membranas e
a decompartimentalizagdo celular, induzindo ainda largas rachaduras no produto
por subita contragdo (Edwards e Hall, 1988; Slade ¢ Levine, 1991).

A modificagiio da pressdo 4 qual é submetida o alimento a congelar pro-
voca a redugdo no tamanho dos cristais de gelo (Chevalier, Bail ¢ Ghoul,
2000a,b), porém ndo tem evitado danos e, em alguns casos, tem reduzido a via-
bilidade das células (Kalichevsky, Knorr ¢ Liliford, 1995).

Solutos presentes na 4gua também podem influenciar diretamente a mor-
fologia dos cristais de gelo. Em soluges de moléculas polifuncionais, as pro-
priedades fisico-quimicas sdo determinadas, principalmente, pela direta ligagsio
de hidrogénio da dgua com sitios especificos no soluto. J4 que é uma orientagio
altamente especifica, ¢ esperado que a detalhada estereoquimica das moléculas
do soluto desempenhem um importante papel. A estruturagdo destes cristais,

com a consequente mudanga em sua morfologia, pode ser de suma importancia



para evitar danos fisicos & microestrutura de frutos (Cal-Vidal ¢ Cameiro, 2000;
Cal-Vidal e Cameiro, 2001; Carneiro e Cal-Vidal, 2001).

A estrutura do gelo a pressdo normal ou reduzida pode tomar trés formas
basicas: hexagonal, citbica ¢ vitrea. Solugdes aquosas podem ser congeladas
nessas trés formas de gelo, dependendo de fatores como: tamanho da amostra,
grau de subresfriamento, velocidade de congelamento, natureza e concentra¢do
de solutos presentes, etc. (Runnels, 1966; Franks, 1975). A estrutura do cnistal
hexagonal ¢ muito 1abil ¢ mudangas na pressdo, temperatura de congelamento,
velocidade de congelamento e materiais dissolvidos podem prontamente afeta-
la. Os cristais hexagonais podem ser muito grandes, com muitos bragos ¢ apre-
sentar defeitos, como limites granularcs, amontoamento, contornos curvos ¢ des-
locamentos, estendendo-se por longas distincias na amostra (Némethy, 1966;
Fletcher, 1970; Roos ¢ Morgan, 1990).

Acncares (arabinose, xilose e glicose) promoveram configuragdes estru-
turais, variando de cristais hexagonais uniformes a hexagonais dendriticos, com
o aumento da concentragdo. Este fendmeno esta relacionado a um impedimento
fisico das moléculas d’agua pelas moléculas de soluto, favorecendo sua ligagdo
ao longo deste, enquanto moléculas de 4gua pura ocupam os espagos intersticiais
dos dendritos (Camneiro ¢ Cal-Vidal, 1998a). A combinagio destes agucares pro-
vocou comportamento semelhante. No entanto, pode-se observar que a adi¢do de
glicose aos sistemas arabinose:xilose resultou em uma estrutura intermediaria
mais estavel por ter a glicose uma maior estabilidade conformacional com a
grade cristalina (Cameiro ¢ Cal-Vidal, 2000b).

Vitamina B6 (piridoxina) ¢ creatina promoveram arranjos micelares de-
vido & sua natureza anfifilica. Esta classe de soluto (moléculas com estrutura em
anel) teve um efeito destrutivo da estruturagdo normal da agua, provocando re-

gides de interagdes polares e ndo polares (Carneiro e Cal-Vidal, 1998b).



Aminodcidos (metionina, arginina e lisina) influenciaram a estruturagiio
dos cristais de gelo por interagdes apolares ou por cargas positivas. A metionina
provocou a formagdo de finas ou largas agulhas, em diversas regies da amostra,
devido a sua hidrofobicidade. As interagdes hidrofébicas tém, relativamente,
pouco direcionamento em comparagio com as pontes de hidrogénio, mas produ-
zem um sistema de alta estabilidade. Os cristais de gelo formados em solugdo
aquosa contendo arginina ¢ lisina apresentaram configuragdo hexagonal por in-
fluéncia do grupamento basico adicional destes aminoacidos. No caso da argi-
nina, apresentando cristais menores, devido a um peso molecular mais elevado
(Cameiro e Cal-Vidal, 2000a,c).

No presente estudo foram utilizados agucares, vitaminas ¢ aminoscidos,
com os objetivos de:

- estabelecer a influéncia destas substincias na estruturagio ¢ morfolo-
gia de cristais de gelo, partindo de solugdes-modelo;

- monitorar a estruturagio e morfologia de cristais de gelo com o uso de
microscopia Gtica e eletrdnica, visando ao controle de possiveis danos celulares;

- correlacionar as estruturagdes ¢ morfologias encontradas com sua in-

fluéncia no dano celular.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e caracteristicas fisico-quimicas da dgua liquida

A elucidagio da estrutura da agua pura é um problema extremamente
complexo. Muitas teorias tém sido estabelecidas, mas todas sdo incompletas,
excessivamente simples e frageis, sendo citadas rapidamente por sustentadores
de teorias rivais.

A naturcza momentinea das ligagdes da lugar a dificuldades no estudo
da agua, levando a diferentes teorias sobre sua estrutura. Fennema (1977) divi-
diu estas teorias em duas grandes categorias: (1) teoria continua, que ¢ também
chamada de teoria uniforme ou homogénea e (2) teoria mista. A teoria continua
propde que todas as moléculas em um liquido resfriado estejam totalmente
ligadas por hidrogénio (quatro ligagdes/molécula), mas que as ligagdes diferem
em angulo, comprimento e energia. Sustentadores da teoria mista assumem que
a agua consiste de duas ou mais espécies distintas que existem em estado de
equilibrio dindmico e diferem em grau de ligagSes de hidrogénio. Um exemplo
de teoria mista é o ‘modelo intersticial’. Este propSe que a agua liquida existe
parcialmente na forma de estruturas que envolvem quatro coordenagdes em um
arranjamento aproximadamente tetraédrico das moléculas d’agua. Nas cavida-
des formadas por estas estruturas existem moléculas d’agua presas (Schnepf,
1989).

O atual modelo estrutural da 4gua estabelece que as moléculas estdo
ligadas entre si por ininterruptas pontes de hidrogénio, movendo-se em varias
diregdes, ocupando todo o espago fisico. Muito do comportamento incomum da
agua resulta da presenga destas pontes de hidrogénio decorrentes de interagdes

eletrostaticas na molécula.



Em termos simples, a agua ¢ um composto de hidrogénio ¢ oxigénio, um
gas combustivel ¢ outro que suporta combustio, combinando na razio de dois

volumes de hidrogénio para um de oxigénio.

2(H-H)+(0=0)—2(H-0-H)

A distancia internuclear O - H tem sido determinada como 0,99 A,

A agua pura ¢ um polimero com formula (H,0),, em que o valor de n
depende das condigdes ambientais, tais como temperatura e pressdo. O valor de
n sempre difere, dependendo da amostra de dgua tomada, tornando-se¢ mais
diferenciado préximo a interfaces do que a grandes distancias destas ¢, no caso
de solugdes aquosas, mais diferenciado proximo a espécies dissolvidas, solutos
16nicos e nao polares (Horne, 1970).

E geralmente aceito o modelo proposto por Bernal e Fowler, em 1933,
de que uma unica molécula d’agua constitui um tetraedro com o atomo de
oxigénio ao centro ¢ os atomos de hidrogénio nas duas extremidades (Echlin,
1992). O 4atomo de oxigénio ocupa o centro de um cubo incompleto ¢ os
hidrog€nios os cantos opostos de uma face. Dirctamente direcionados para os
cantos das faces opostas, a parte mais recuada dos hidrogénios sdo dois bragos
de eletrificagdo negativa. As ligagdes covalentes OH' ligando os dois atomos de
hidrogénio com o atomo de oxigénio nio estdo em linha reta, mas em um angulo
de cerca de 105° (Figura 1). Se a 4gua fosse linear, seria uma substincia ndo
polar. Na configuragio curva, contudo, o atomo eletronegativo O ¢ os dois
atomos H de um dipolo oferecem a molécula caracteristica polar. Além disso,
esta estrutura € idealmente apropriada a formagao de pontes de hidrogénio.

Cada molécula d’agua tem uma média de 4,4 vizinhos situados de centro
a centro, em uma distdncia de 2,84 A. A possibilidade de formar quatro pontes

de hidrogénio por molécula d’agua ¢ a fonte de fortes atragdes intermoleculares
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que dotam uma substancia deste peso molecular, que nio é metalica nem idnica,
com o andmalo alto ponto de ebuligdo, fusdo, calor de vaporizagio e tensdo
superficial. A coesdo interna desta substéincia € alta. A chave destas atragdes é
intrinseca A sua constituigio atdmica. O fato crucial esta na sua habilidade nio
rivalizada para formar pontes de hidrogénio (Garrett ¢ Grisham, 1995).

FIGURA 1 Modelo estrutural da dgua liquida. A esquerda, esquema do dipolo
da 4gua; 3 direita, a forma tridimensional de sua molécula (Jun-
queira e Cameiro, 1997).

A 4gua pura possui uma rede tridimensional ao acaso, que tem uma
- preferéncia pela geometria tetraédrica, mas contém um grande nimero de pontes
de hidrogénio imperfeitas. O tempo médio de vida de uma ligagio (ponte de
hidrogénio) entre duas moléculas d’agua ¢ de 9,5 ps (picosegundos, sendo 1 ps=
102 segundos). Assim, em torno de cada 10 ps, a metade das moléculas d’agua



movem-se, reorientam-se ¢ interagem com novas moléculas vizinhas (Garrett e
Grisham, 1995).

As moléculas d’dgua no liquido podem estar agregadas (Figura 2) por
forgas fracas em combinagdes semi-cristalina,s cujo tamanho e forma dependem
das condigBes fisicas em relagdo ao tempo (Matz, 1965). A formagdo e quebra
dos agrupamentos procede por meio da troca de energia por meio das colises
no limite do agrupamento. A temperatura ambiente, um agregado médio contém
cerca de 40 moléculas d’agua. Pequenos polimeros tendem a ser raros, por causa

da natureza cooperativa do processo de ligagio de hidrogénio (Home, 1970).

(@)

FIGURA 2 Pontes de hidrogénio entre as moléculas d’agua resultam em agrega-
¢des de ordenagdo semi-cristalina (a). Por causa da continua agitagio
térmica, estas agregacdes tém vida curta e quebram rapidamente para
formarem outras muitas configuragdes ao acaso (b) (Taiz ¢ Zeiger,
1991).

A 4gua pura contém nio somente moléculas HOH, mas também muitos

outros constituintes em quantidades trago. Em adigdo aos isétopos comuns '°0 ¢



'H, estiio também presentes "0, '°0, *H (deutério) e *H (tritio), dando origem a
18 variantes isotopicas da molécula HOH. A agua também contém particulas
iOnicas, tais como ions de hidrogénio (existindo como H;0" - Figura 3), ions
hidroxil e seus isotopos. A agua consiste de mais 33 variantes quimicas de HOH,

mas estas ocorrem somente em quantidades muito diminutas (Fennema, 1996).

FIGURA 3 Particula i6nica na agua liquida. As linhas sélidas denotam ligagGes
covalentes ¢ as pontilhadas representam pontes de hidrogénio entre o
ion hidrénio e a agua de hidratagdo (Garrett ¢ Grisham, 1995).

A estrutura da agua pesada, (D,0), —um isétopo do hidrogénio chamado
deutério que tem um préton € um neutron no nicleo, com resultante nimero de
massa = 2-, é muito similar a da H,0, apesar de ter maiores fragdes de pontes de
hidrogénio. A temperatura ambiente e abaixo desta, a ligagdo O-D-O tomna-se
mais forte do que a ligagdo O-H-O (Horne, 1970). Esta ¢é levemente mais estru-
turada do que a dgua comum; isto quer dizer que a ligagdo deutério é levemente
mais forte do que a ligagio de hidrogénio. Assim, muitas de suas propriedades
tendem a ter alguns valores numéricos mais elevados (Encyclopaedia Britannica,
1976).



Em comparagdo com compostos quimicos de similar organizagiio atémi-
ca e tamanho molecular, a igua exibe propriedades anémalas. Isto, comparando
a agua (um hidreto de oxigénio) com outros hidretos préximos na tabela perié-
dica, nomeados amédnia (NHs) ¢ fluoreto de hidrogénio (HF), ou com o hidreto
de género proximo, a sulfa (HzS) que, & temperatura e pressio normal, existem
somente como gases enquanto a agua € um liquido. A aménia, tendo um arran-
jamento tetraédrico de trés hidrogénios ¢ um sitio receptor, ¢ o fluoreto de hidro-
génio, tendo um arranjo tetraédrico de um hidrogénio e trés sitios receptores, nio
tém namero igual de doador e receptor ¢ podem formar somente redes bidi-
mensionais por pontes de hidrogénio envolvendo menos ligagSes de hidrogénio
por molécula do que a dgua (Fennema, 1996). No néon ha nove pontes de hidro-
génio e este elemento ¢ um gas a temperaturas muito baixas. No metano, CH,,
os hidrogénios estio localizados simetricamente em torno do carbono central,
ndo havendo, portanto, dipolo ¢ 0 metano ¢ também um gas a temperaturas rela-
tivamente baixas (Garrett ¢ Grisham, 1995).

A densidade relativamente baixa d’agua deve-se ao fato de as pontes de
hidrogénio estarem continuamente se quebrando ¢ reformando. Abaixo de 4°C
em pressdo atmosférica, a estrutura comega a aumentar mais sistematicamente, e
consequentemente torna-se mais aberta com o decréscimo da densidade de 4°C a
0°C (Némethy, 1966; Taylor, 1969). Neste ponto, se um nucleo cristalino esta
presente, ha uma geragio espontinea de uma rede sistematica e o gelo é formado
com uma densidade significativamente menor (0,917 g/cm’®) do que a agua
(0,9998 g/cm®) 3 mesma temperatura. Esta é uma situagdo normal. A Agua rara-
mente esta livre de contaminantes. A dgua altamente purificada, contudo, perma-
nece liquida sob temperatura abaixo de —-42°C (Taylor, 1969). A mudanga no
volume ndo ¢ comum. Enquanto muitas substincias contracm na passagem ao
estado cristalino, a 4gua expande por quase um décimo de seu volume (Figura
4).
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FIGURA 4 Mudangas no volume da agua com a variagio da temperatura. O
volume minimo da-se a 4°C. Abaixo desta temperatura ha um au-
mento no volume com a ordena¢io das moléculas em uma estrutura

cristalina (Kramer, 1983).

A viscosidade e o coeficiente de difusdio da 4gua sio propriedades que
determinam a velocidade com que moléculas d’agua passam de sua posigio
temporaria ao equilibrio. Ambas as propriedades sdo fortemente dependentes da
temperatura ¢ tém uma grande influéncia na cinética de cristalizagio. A
viscosidade da 4gua a 1 atm ¢ dobrada entre 25° ¢ 0°C, mas quando a dgua é sub-
resfriada a —80°C, a uma pressdo de 2000 atm, a viscosidade aumenta 1.500
vezes. A viscosidade da agua pode ser aumentada também adicionando-se solu-
tos polares. A adigdo de grandes espécies moleculares, tais como proteinas, tam-
bém afeta a estrutura da solugdo aquosa pela ligagdo da agua as superficies das
moléculas dissolvidas ¢ redugdo da energia livre do sistema (Niklas, 1992;
Kramer ¢ Boyer, 1995).
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A condutividade térmica da igua ¢é alta quando comparada com a de
outros liquidos e a condutividade térmica do gelo é moderadamente maior quan-
do comparada com a de outros sélidos ndo metalicos. A condutividade térmica
do gelo a 0°C ¢ aproximadamente quatro vezes a da dgua 3 mesma temperatura,
indicando que o gelo pode conduzir energia térmica a velocidades muito maio-

res do que a dgua imobilizada em tecidos (Fennema, 1996).

2.2 Interacdes dgua-soluto

A agua tem uma constante dielétrica (habilidade de neutralizar a atragio
entre cargas elétricas) que contribui para o seu comportamento como um quase
solvente universal. A adi¢do de um soluto reduz o ponto de congelamento por-
que dilui a 4gua e reduz a pressio de vapor, embora decrescendo a temperatura
na qual as fases vapor, liquido ¢ solido estdo em equilibrio (Kramer e Boyer,
1995).

Sdo trés as principais classes de associagdes entre a agua e as moléculas
de soluto:

interacGes ibnicas entre a gua e a concha de hidratagio que circunda
cations e anions. Ex., solu¢do de NaCl;

interaces polares entre a 4gua e solutos ndo ionizados que sdo capazes
de extensivas pontes de hidrogénio. Ex., solugio de sacarose;

associacdo apolar quando o soluto tem uma baixa solubilidade aquosa e
néo forma pontes de hidrogénio com a agua. Nestas circunstancias, as moléculas
d’4gua sdo reorganizadas para formar cavidades em tommo das moléculas apola-
res com os grupos O-H direcionados para o centro da cavidade. Este fen6meno é
referido como hidratagdo hidrofobica por Franks (1985) e exemplos podem in-
cluir interagSes entre as moléculas d’agua e ﬁidrocarbonos ¢ entre derivados al-

quila, tais como alcoois, cetonas, ésteres € aminas.
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Quando um sélido ionizado é colocado na agua, as moléculas do solven-
te se orientam em tomo da superficie dos ions e os atraem, por agdo eletrostatica,
da grade cristalina na qual eles estdo presos. O processo € ajudado por uma mo-
bilidade incipiente de atomos superficiais que facilmente sio destacados do
cristal. Opostamente, ions carregados, em solugdo, sio isolados por suas bainhas
de hidratagdo e isso cria uma barreira a atragfio eletrostatica entre estes. A agua
tem uma alta constante dielétrica e sabe-se que suas cargas positivas e negativas
resistem a um relativo deslocamento quando colocadas em um campo elétrico.
Entdo, quando as moléculas d’agua se alinham em torno dos ions solvatados, por
sua resisténcia ao deslocamento, diminui a atragio interionica.

O oxigénio na agua é altamente eletronegativo e tem pares de elétrons
nio compartilhados. Além disso, tendo apenas dois pequenos hidrogénios liga-
dos a ele, o oxigénio esta muito exposto; diversos atomos de oxigénio de outras
tantas moléculas de agua podem agrupar-se cerradamente em torno do cation

sem estorvo miituo (Figura 5).

FIGURA 5 Diagramas mostrando a interagio da agua com moléculas catidnicas
(Kramer, 1983).

Por sua vez, os anions sdo atraidos para o pélo positivo de uma molé-

cula polar (o hidrogénio toma-se altamente positivo quando ligado a um atomo
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como o oxigénio). As ligagSes ion-dipolo que unem os anions a agua sdo pontes
de hidrogénio. As ligagSes de hidrogénio permitem uma solvatagio particular-
mente forte dos anions. Ndo so existe uma carga positiva forte concentrada num
atomo muito pequeno, o hidrogénio, como este se projeta para fora da molécula
ficando bem exposto; o dnion pode ser preso por varias ligagdes de hidrogénio a
outras tantas moléculas d’agua (Figura 6), sem que elas estorvem umas as outras
(Morrison e Boyd, 1983).

X &°
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o

FIGURA 6 Diagramas mostrando a interagdo da agua com moléculas aniénicas
(Kramer, 1983).

Solutos capazes de formarem pontes de hidrogénio podem aumentar a
estrutura normal da agua pura ou ndo permitir que esta se rompa. Contudo, em
alguns casos, a distribuigdo e orienta¢do dos sitios de ligagSes de hidrogénio do
soluto sdo geometricamente incompativeis com os existentes na agua normal. A
uréia ¢ um bom exemplo de um pequeno soluto com ligagdes de hidrogénio que,
por razdes geométricas, tem um marcante efeito destrutivo da estrutura normal
da agua (Fennema, 1996).

A estrutura normal da agua pura (arranjo tetraédrico) é destruida pela
adigdo de solutos com habilidades dissociativas. Para simples ions organicos que

ndo possuem sitios ligantes de hidrogénio doadores ou receptores, a ligagdo é
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meramente polar (ex., NaCl). Ha bastante evidéncia para assumir que alguns
ions diluidos em solugdes aquosas conscguem quebrar a estrutura de rede (uma
solugdo mais fluida do que a dgua pura). Qutros, porém, tém um efeito formador
de estrutura (uma solugfio menos fluida do que a agua pura). lons monovalentes
(carregados negativamente ou positivamente), tais como K*, Rb*, Cs*, NH.", CI,
Br, I, NOj, BrOy, 105 ¢ ClO4, tém campo elétrico fraco ¢ normalmente agem
como destruidores da estrutura de rede ¢ assumem a fungfio de impedir a for-
magio do gelo (Schnepf, 1989).

No caso de compostos ndo iOnicos, mas polares, tais como agucares, as
interagdes polares entre solvente e soluto sdo mais fortes do que as atragdes
intermoleculares entre as moléculas de soluto causadas por forgas de van der
Waals. Assim, as moléculas do soluto prontamente se dissolvem na agua.

Diferentes agucares interagem de maneira diversa com a agua, sendo
que as interagdes de hidratagio mais favoraveis s3o aquelas que envolvem subs-
tituintes equatoriais —OH em agicares piranoses. Compostos muito similares
quimicamente, como, por exemplo, manitol, sorbitol e inositol, mostram com-
portamentos de hidratacdo muito difcrentes. O mesmo acontece com pentoses,
sendo que diferengas marcantes no comportamento da solugio foram observadas
para os agucares ribose ¢ xilose. A hidratagdo preferencial dos grupos equato-
riais —OH tem sido relatada pela compatibilidade de tais grupos com a organi-
zagdio das moléculas d’agua no liquido. A distincia cntre os grupos equatoriais —
OH, no mesmo plano, relativo ao plano das piranoses, ¢ 4,9 A. Este tipo de
estrutura de hidratagio, mostrado na Figura 7, pode contar para superiores
propriedades crioprotetoras de compostos poliidroxil com grupos equatoriais
OH. A disténcia critica de 4,9 A, que iguala a distincia da segunda vizinhanga
na agua liquida, € incompativel com a distincia de 4,5 A correspondente no

gelo. Agucares equatorialmente substituidos e polidis podem prevenir a nuclea-

15



¢do do gelo por causa da incompatibilidade entre a geometria da grade cristalina
¢ a estrutura de hidratagdo do carboidrato (Franks, 1975).

Acucar

;-afsx
@"l

FIGURA 7 Interagdo de hidrataggo especifica entre o grupo equatorial -OH ¢ a
grade cristalina idealizada (Tait et al., 1972), baseada na distribuigio
radial de raio-x da 4gua a 25°C. As orientagdes dos tridngulos indi-
cam se um atomo de oxigénio esta acima ou abaixo do plano do anel
do agucar.

Uma molécula de sacarose (Figura 8) contém oito grupos hidroxil. Trés
desses grupos € um 4tomo de oxigénio do anel participam na formacio de duas
pontes de hidrogénio intramoleculares no estado sélido. Ndo ha evidéncia que
indique que a molécula de sacarose retenha a ponte de hidrogénio intramolecular
em solugdo aquosa. A estabilidade relativa da solugio supersaturada indica que
ha muita difusdo e ligagdes de hidrogénio ao acaso entre a sacarose e as molé-
culas d’4gua que impedem a formagdo do micleo cristalino. Cada um dos onze
atomos de oxigénio na molécula de sacarose ¢ um potencial sitio ligante de

hidrogénio com as moléculas d’agua. Em solugdes diluidas é provavel que, em
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algum instante, cada molécula de sacarose esteja fortemente associada com um
numero de moléculas d’agua, ndo excedendo onze, e que cssas moléculas este-
jam em equilibrio dinimico com as remanescentes moléculas d’agua livres.
Quando a concentragdo de sacarose aumenta, o namero de moléculas d’agua
‘livres’ decresce e isto eventualmente leva a uma redu¢io no numero de molé-
culas d’agua ‘ligadas’ 4 cada molécula de sacarose (Allen, Wood ¢ McDonald,
1974).

FIGURA 8 Modelo conformacional da molécula de sacarose (Allen, Wood e
McDonald, 1974).

A agua pode associar-se com a sacarose diferentemente, dependendo da
forma ou estado desta. Os varios estados fisicos da sacarose podem determinar a
mobilidade da agua nos sistemas. Tem-se como 80% a concentragio maxima
deste agucar onde ha formagdo de gelo (agua congelavel) com resfriamento abai-
xo de -35°C. Roos ¢ Karel (1991) sugeriram que neste ponto a gua nio crista-
liza por causa da viscosidade de 10’ Pa ser o limite para a formagdo do gelo
(Chinachoti, 1993). Solugdes concentradas de sacarose contém somente agua de

hidratagdo. Quando a concentragio é aumentada, moléculas de sacarose formam
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entre si pontes de hidrogénio intermolecular, resultando na formagdo de agrupa-
mentos de moléculas de sacarose na agua.

A mobilidade da agua em solugdes de glicose ou maltose decresce por
causa das interagdes agua-agucar que se estendem além da primeira camada de
hidratagdo. A quantidade de 4gua interativa varia significativamente de agiicar
para agucar. Ndo somente o numero de grupos —OH nas moléculas de agiicar
mas também suas posigdes (ou configuragio molecular do agiicar) tém um im-
portante papel (Suggett, 1976). Os grupos OH da glicose na configuragio equa-
torial encaixam no arranjo tetraédrico-quatemario das moléculas d’agua no esta-
do liquido (Portmann e Birch, 1995) e na grade cristalina do gelo (Figura 9), cu-
jas dimensdes sdo levemente expandidas em relagio aos espagos O-O obser-
vados na agua liquida & temperatura ambiente. Em solugdes congeladas, as hi-
droxilas do aglicar ndo estdo disponiveis para ligar o hidrogénio eficientemente
na grade cristalina e sua estrutura de hidratagio pode inibir o crescimento de
grandes cristais (Suggett, 1975). Alguns solutos de estrutura muito similar mas
diferente configuragdo podem dar lugar a comportamentos muito diferentes em

solugdes aquosas (Chinachoti, 1993).

FIGURA 9 Ligagdes das moléculas de glicose na superficie do gelo hexagonal.
As linhas continuas sdo ligagdes intramoleculares e as pontilhadas
formam a grade cristalina. ( ©) Atomos na molécula do agtcar; (O)
atomos do agucar na grade cristalina; (O) moléculas d’agua na grade
cristalina (Cameiro, 1997).
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A a,a-trealose tem um dos mais altos nimeros de hidratagdo. Os grupos
OH estido em posi¢do equatorial (Figura 10), o que promove o estabelecimento
de pontes de hidrogénio lineares entre o soluto ¢ o solvente levando a estabiliza-
¢do de sua hidratagdo por meio da organizagio das moléculas d’agua em uma
estrutura de pequenos cristais unidos. Em solugo aquosa a a,a-trealose adota,
predominantemente, a conformagdo dobrada encontrada no cristal. Esta con-
formagdo aumenta a disponibilidade de dois tipos de grupo hidroxil (OH)s ¢
(CH,OH); para estabelecer pontes de hidrogénio com a agua (Portmann ¢ Birch,

1995).
H20H H
H ,< )g-H C%OH
H o H
H

FIGURA 10 Estrutura quimica da a,a-trealose.

A arabinose ¢ uma pentose que € encontrada tanto como furanose quanto
como piranose nos polissacarideos vegetais, sendo a furanose a forma mais
comumente encontrada (Carpita e Gibeaut, 1993). Arabinoxilanas que interferi-
ram com o crescimento de cristais de gelo foram purificadas de centeio e trigo.
Um exame da cinética de congelamento mostrou que o material do centeio
interagiu fortemente com a interface gelo-liquido e alterou significativamente a
cinética de congelamento, tendo pouco efeito no ponto de congelamento. Experi-
mentos de caracterizagdo indicaram que um polissacarideo contendo arabinose e
xilose foi o componente ativo. Este polissacarideo consiste de uma cadeia de

xilanas que esta atada a cadeias laterais que contém um tnico residuo terminal
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de arabinose como furanose. A razdo xilose:arabinose é maior nas fragOes ativas
de trigo, sendo estas mais facilmente deslocadas da interface agua-gelo. O polis-
sacarideo do centeio ¢ um melhor inibidor do crescimento do cristal de gelo do
que o polissacarideo do trigo e difere estruturalmente dos polissacarideos do
trigo por ter mais cadeias laterais e por ser levemente maior em tamanho. Se a
xilose estd presente nas cadeias laterais ndo foi cstabelecido (Kindel et al,,
1989).

Foram estudadas arabinoxilanas soliiveis em agua com diferentes mas-
sas moleculares, mas similares graus de ramificagdo. Com relagio 4 viscosidade
¢ Tg’ do sistema, diferengas relacionadas 4 massa molecular seguiram diferentes
caminhos, uma vez que os efeitos da massa molecular (melhor potencial crioes-
tabilizador associado a maior massa) podem contrabalancear aqueles relaciona-
dos ao grau de ramificagdes (Fessas ¢ Schiraldi, 2001).

Aglicares, como a sacarose e a trealose, ¢ grandes oligossacarideos, tais
como a rafinose € a estaquiose, tém sido encontrados acumulados em grande
quantidade em muitos organismos tolerantes i dissecagio (Crowe, Crowe e
Chapman, 1984; Crowe et al., 1988). Esses resultados sugerem que os carboi-
dratos podem estar envolvidos na aquisi¢io de tolerincia ao congelamento. O
efeito protetor dos agiicares parece ser uma fungdo da concentragio e do peso
molecular. Em base molar, os trissacarideos sdo mais efetivos do que os dissa-
carideos e estes mais do que os monossacarideos. Agucares soliiveis sio grandes
agentes vitrificantes em sistemas binarios, tal que o efeito dos agucares pode ser
associado com a vitrificagdo citoplasmatica (Koster ¢ Lynch, 1992). Ou, ainda,
os carboidratos podem substituir a 4gua, mantendo a estrutura hidrofilica em sua
orientagfo hidratada sempre apés a agua ter sido removida. Assim, a fusdo dos
grupos polares e, consequentemente, a transicio de fase da membrana a gel sdo
evitadas (Santos, 1999).
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Em solugdo de agucares + 0,4% de goma guar, nicleos de gelo foram
inicialmente formados, mas sua propagacgdo nio pode ser sustentada. A velocida-
de de propagacdo nao foi tdo rapida para que os cristais atingissem o raio critico.
As unidades de crescimento na superficie do cristal, representadas pelo nimero
de sitios ligantes, governam a propagag¢do dos cristais de gelo. As moléculas
d’agua tomam-se firmemente ligadas & grade cristalina se estas atarem-se a cada
sitio, caso contrario irdo provavelmente retomar ao fluido (Wang, Barringer e
Hansen, 1998). Quando a goma esta presente o crescimento torna-se mais dificil.
Neste caso, o efeito observado da goma guar pode ser o de promover uma
modificagdo fisica nos sitios ligantes dos cristais. A Figura 11 mostra a incor-
porgdo da goma guar retardando o crescimento do cristal, embora a retardacio
tenha sido muito menor a ~3°C. A temperatura de resfriamento h4 uma grande
forga motriz que torna mais rapida a nucleagio do gelo. Isto indica que o efeito
da goma guar na cristalizagdo do gelo é maior quando a forga motriz de
cristaliozas;io ¢ mais fraca (menor gradiente de temperatura).
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FIGURA 11 Perfis da cristalizagdo da 4gua em solu¢des de sacarose-lactose
(SLS) com goma guar (Wang, Barringer € Hansen, 1998).
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A viscosidade sozinha nio ¢ um fator de controle para a inibi¢io da
propagacio dos cristais de gelo; a transferéncia de calor e a modifica¢do dos si-
tios ligantes podem influenciar (Wang, Barringer e Hansen, 1998).

Tem sido observado que grupos hidrofilicos em muitas macromoléculas
cristalinas estdo separados por distincias idénticas ao espagamento dos oxigé-
nios préximos na 4gua pura. Se este espagamento prevalece nas macromoléculas
hidratadas isto pode encorajar pontes de hidrogénio cooperativas na primeira e
segunda camada d’agua.

Néo ha um termo universalmente aceito para descrever a hidratagdo de
proteinas ou de espécimes biologicas. Em uma destas descriges a agua esta
classificada como: 1) dgua massal — as moléculas d’4agua estiio tio distantes da
superficie do soluto que sua mobilidade molecular é determinada somente por
interagSes caracteristicas das moléculas d’4gua entre si; 2) agua de hidratagdo —
todas as moléculas d’agua cuja mobilidade ¢ influenciada pela agua massal; 3)
agua ligada — as moléculas d’agua estiio ligadas por duas ou trés pontes de hi-
drogénio a sitios fixos polares e esses ligados a sitios idnicos nas proteinas; 4)
dgua estruturada - as moléculas d’agua estdo menos influenciadas quanto a mo-
bilidade do que a agua ligada, mas sdo ainda influenciadas em estrutura pela
agua massal (Cameron, Hunter ¢ Fullerton, 1988). Considerando que algumas
das moléculas d’agua na superficie das proteinas estiio ligadas nio rotacionavel-
mente, entdo, a incorporagdo posterior de moléculas d’agua & superficie deve
consistir de 4gua estruturada, como ilustrado na Figura 12 (Cameron, Hunter ¢
Fullerton, 1988).

Sabe-se que um aumento na concentragdo, pela cristalizagio d’agua, dos
materiais dissolvidos afeta colbides, tais como proteinas, que podem ser desnatu-
radas ¢ afetar desfavoravelmente sua capacidade de ligagio com a 4gua. Protei-
nas ¢ outros polimeros podem absorver grandes quantidades d’agua apés o

descongelamento. Esta ¢ uma das razdes pelas quais a agua contendo materiais
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dissolvidos exsuda, juntamente com estes materiais, dos produtos descongela-
dos. A localizagdo do aminoicido polar é também um fator para a interagio
agua-proteina ja que este ¢ mais facilmente ligado & agua se a carga estiver loca-
lizada na superficie € ndo dentro da molécula (Schnepf, 1989). Muito dos ami-
noacidos ‘livres’ nas células parecem ndo estar totalmente livres, mas existirem

em fragdes ‘ligados ¢ livres’ (Clegg, 1988).

ONOMEROS

- Proteina

Agua ligada

Agua estruturada

Cristal de gelo

»#i| Agua massal

FIGURA 12 Modelo do efeito da agregagio macromolecular no tamanho dos
cristais de gelo. A distdncia que uma molécula d’agua pode mi-
grar em um determinado tempo ¢ indicada pelo comprimento das
setas. A agregacdo aumenta a superficie que permite 4 idgua mais
estruturada migrar para um cristal de gelo em crescimento e nio
vitrificar. Isto promove cristais de gelo maiores durante o con-
gelamento por imersdo (Cameron, Hunter ¢ Fullerton, 1988).
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Uma grade cristalina pode posicionar-se acima de uma camada polipep-
tidica ¢ exatas ligagdes de hidrogénio colineares podem ser formadas a cada po-
si¢do para satisfazer ao requerimento do peptideo e da agua.

Proteinas anticongelantes (AFPs) alteram o habito de crescimento do
gelo em solugdo aquosa, induzindo faces nio basais. A adsorg¢do ao gelo é crista-
lograficamente especifica e ocorre em diferentes faces nio basais, dependendo
da proteina em particular. As moléculas de proteinas anticongelantes sio vistas
como particulas atadas firmemente ao gelo, ndo migrando na superficie (Knight
e DeVries, 1994). A habilidade destas proteinas para inibir a velocidade de
crescimento ao longo do eixo a de um cristal de gelo sugere que a AFP pode
ligar-se aos planos prisméticos, perpendiculares aos eixos a (Figura 13). Similar-
mente, a inibigio da velocidade de crescimento do eixo ¢ reflete a ligagdo da
AFP aos planos basais (Chakrabartty € Hew, 1991).

AC

v

FIGURA 13 Representagio dos eixos a (basal) ¢ ¢ (normal ao plano).

Alguns autores (DeVries, 1984; Knight, Cheng e DeVries, 1991) suge-
rem que as AFPs sdo alinhadas de modo a emparethar o espagamento de resi-
duos polares com a rede cristalina em um plano particular. Para uma molécula

que tem um ‘lado hidrofébico’ e um ‘lado hidrofilico’, 0 mecanismo mais aceito
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para a inibi¢fio do crescimento do cristal de gelo envolve adsor¢do do lado hi-
drofilico da molécula na superficie do gelo, que resulta na exposi¢do do lado
hidrofébico a solugdo. Assim, o crescimento do cristal seria prevenido por ex-
clusdo hidrofébica das moléculas d’agua da superficie do cristal (Sonnichsen et
al., 1996). Outros autores (Drewes ¢ Rowlen, 1993) discordam desta teoria pelo
fato da estrutura y nio ter o lado hidrofdbico exposto ao solvente. Eles sugerem
que a adsorgio das AFGPs na superficic do gelo no comprimento de um longo
pep-tideo pode suficientemente alterar a superficic de um cristal de gelo, tal que
as moléculas d’agua niio possam se ordenar na superficie de maneira a promover
o crescimento do cristal. Ou, ainda, supde-se que, sendo as moléculas d’agua tdo
pequenas ¢ tio moveis, a inibigdo do crescimento do cristal de gelo pode ser um
efeito da contragdo da superficic deste, tal que o crescimento ‘local’ requer um
aumento na energia livre (Knight, Cheng e DeVries, 1991; Knight, Driggers ¢
DeVries, 1993).

O crescimento do gelo em solugdes concentradas de proteinas anticon-
gelantes da-se na forma de espiculos, ou fibras, paralelas ao eixo ¢. Para a mistu-
ra de AFGPs, a concentragio de 1% por peso ou mais, uma estrutura fibrosa
torna-se evidente (Knight, DeVries ¢ Oolman, 1984), Uma proteina anticonge-
lante tipo AFP(KE), pode ter uma maior afinidade pelo gelo do que uma AFP
nativa. Uma razio para esta maior afinidade ¢ que este peptideo tem adicional
lisina e glicina nas cadeias laterais para ligar a superficie do gelo (Chakrabartty e
Hew, 1991). Estudos tém mostrado que as glicoproteinas e os peptideos sdo ca-
pazes de proteger a integridade estrutural de membranas e limitar a perda i6nica
(Liliford e Holt, 1994).

Aminodacidos, tais como a arginina ¢ prolina, frequentemente sdo acu-
mulados em plantas em resposta a aclimatacgdo ao frio (Koster ¢ Lynch, 1992).
Tem sido proposto que os aminoacidos desempenham um papel nfio somente na

estocagem de nitrogénio, mas também em combinagio com aglicares, na prote-
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¢do contra injurias pelo congelamento (Sakai e Larcher, 1987). Outros compos-
tos associados & aclimatagdo de plantas s3o 4cidos graxos insaturados.

O fendmeno de formagdo de gelo se torna complexo pela presenca de
substincias orgdnicas no sistema: inibidores de cristalizagio (muitos carboidra-
tos), pectina, acidos orgénicos e certas vitaminas, gelatina e varios meios prote-
tores e substancias estabilizantes — manitol, alcoois e glicéis (Maltini e Anselmi,
1971).

A formagdo de uma solugiio contendo agua e substincias nio polares é
acompanhada por uma mudanca negativa de entropia, que é desfavoravel, e que
¢ predominante. Esta mudanga corresponde a redugio da desordem, isto ¢, a
formagdo da mesma estrutura tendo mais regularidade do que antes da mudanga.
Esta ordenacdo ocorre por meio da mudanga estrutural da 4gua que aumenta em
torno do soluto (Némethy, 1966). Ja que solutos nio polares devem ocupar
espago, as ligagSes de H ao acaso devem reorganizar-se para acomoda-los. Ao
mesmo tempo, as moléculas d’agua participam em muitas interagdes umas com
as outras (Garrett ¢ Grisham., 1995). Coldides modificam a estrutura da agua
pela organizagio das moléculas em torno destes, produzindo uma curta faixa
ordenada que ¢ diferente da estrutura tetraédrica normal. As forcas que promo-
vem a solvatagdo na agua podem operar também em moléculas ou agregados
moleculares que sdo muito grandes para formarem uma solugio verdadeira
(Taylor, 1969; Simatos e Turc, 1975; Chou e Morr, 1979; Gossett ¢ Baker,
1983). Se dois grupos apolares separados estdo presentes, 0 ambiente aquoso in-
compativel ird encorajar a associagdo dos mesmos (Figura 14). Desse modo, re-
duzindo o contato com a 4gua, um processo que é termodinamicamente favora-

vel (Fennema, 1996).
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FIGURA 14 llustragdo esquematica da intera¢do hidrofébica entre duas cadeias
laterais expostas (Némethy, 1966).

A altas concentragdes, grupos hidrofébicos interagem. Em tais casos,
moléculas hidrofbicas procuram formar um micleo micelar esférico. Com isto,
a interagdo agua/grupos hidrofébicos torna-se minima, assim como o nimero de
pontes de hidrogénio por unidade de volume (Luck, 1981). Muitas moléculas
com estruturas em anel, tais como purinas e piramidinas, sio somente levemente
soliveis em 4gua ou solventes orginicos. Moléculas destas substincias, que con-
tém regides polares ¢ ndo polares (Figura 15), preferem nenhum tipo de solvente

e aderem fortemente umas as outras em cristais sélidos (Metzler, 1977).
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FIGURA 15 Formagdo de micela por moléculas anfifilicas em solugdes aquosas.
Por causa de sua superficie carregada ncgativamente, as micelas
repelem as outras vizinhas e se mantém na solugio com relativa
estabilidade (Garrett € Grisham, 1995).

Outro exemplo de interagio entre a agua e grupos hidrofébicos ¢ a for-
magdo de hidratos clatratos. Um hidrato clatrato é composto de uma inclusio
tipo gelo dentro da 4gua liquida. A substéncia ‘hospedeira’ forma por pontes de
hidrogénio, uma estrutura tipo gaiola que prende fisicamente uma pequena

-molécula apolar, conhecida como ‘hospede’ (Figura 16). Interagdes entre dgua e
a substincia héspede sdo fracas, comumente envolvendo nada mais do que
fracas forgas de van der Waals (Meyer, 1960; Franks, 1975; Garrett ¢ Grisham,
1995; Fennema, 1996). A 4gua considerada substéincia ‘hospedeira’ estabelece
ligagGes de hidrogénio envolvendo 20 a 74 moléculas d’agua. Estes cristais cla-
tratos podem crescer até taménhos visiveis, sendo alguns deles estaveis a tempe-
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raturas superiores a 0°C. As substancias hospedes sdo compostos de baixo peso
molecular, como hidrocarbonetos, gases raros, CO,, SO,, élcool etilico, aminas,
etc. (Franks, 1975). A orientagdo tipo clatrato pode possivelmente persistir na
segunda ou terceira camada da agua, formando uma longa faixa, mas uma con-
cha de hidratagio altamente labil.

FIGURA 16 Ilustragdio esquematica de um hidrato clatrato mostrando a estrutura
tipo cavidade capaz de acomodar moléculas héspedes. (Franks,
1975).

Proteinas no soro de leite afetam a velocidade de crescimento dos cris-
tais de gelo afetando assim a estrutura microscépica da superficie. Por exemplo,
se a velocidade de crescimento dos cristais de gelo decresce devido a presenca

das proteinas do soro, a superficie pode tornar-se lisa (Hartel € Chung, 1993).
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2.3 Fenomenos decorrentes da remocao de calor do sistema
O congelamento da agua liquida envolve trés processos distintos: remo-

¢d0 de calor (sub-resfriamento), nucleagdo e crescimento do cristal.

2.3.1 Sub-resfriamento

O termo Agua sub-resfriada refere-se 2 4gua que permanece liquida
abaixo do ponto de congelamento sem nucleagiio e consequente cristalizagio.
Embora amostras tio grandes quanto 1 ml sejam observadas, ainda permanece-
rem liquidas a -30°C, a 4gua sub-resfriada toma-se progressivamente mais
dificil de observar quando a amostra aumenta em tamanho e decresce em pureza
¢ temperatura, por aumentar a probabilidade de nucleagio.

Quando um liquido resfria, a vibragiio (movimento térmico de Brown)
de seus atomos devido ao calor decresce e seu arranjamento espacial torna-se
menos aberto. As moléculas d’agua se aproximam e a fora de atra¢do que as
une sc acentua. Uma constante contragdo no volume do liquido acontece. As
baixas temperaturas no ambiente imediato aos espécimes provocam um declinio
térmico e removem a energia térmica até que o espécime esteja em equilibrio
com o meio. No ponto de congelamento, um liquido que cristaliza libera calor
(calor de cristalizagdo; a energia requerida para manter os 4tomos no estado
liquido € maior do que a energia requerida para manter os mesmos atomos no
estado cristalino) com uma redugfio no volume total quando os 4tomos sio rear-
ranjados em cristal. Em posterior resfriamento, o cristal contrai mais lentamente
porque mudangas nio tomam mais lugar na configura¢io dos atomos, embora as
vibragdes atémicas, térmicas ou calorificas continuem. A energia livre disponi-
vel no liquido sub-resfriado ¢ menor do que a energia livre disponivel em outra
estrutura na qual os atomos possam arranjar-se sozinhos e, assim, a estrutura

sub-resfriada ndo ird mudar sozinha. E necessiria uma energia para isto ¢ esta
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pode permanecer em um estado precariamente estavel, que ¢ chamado metaesta-
vel, até esta energia ser suprida (Echlin, 1992; Zaritzky, 1997).

Metaestavel significa que o sistema estid em um estado de energia mais
elevado do que o correspondente ao estado de equilibrio global sob as mesmas
condigdes de pressdo, temperatura ¢ composi¢io € que a conversdo espontanea
para uma energia inferior é improvavel.

A agua em pequenas gotas e finos filmes e camadas, quando rapidamen-
te resfriadas, sdo primeiramente sub-resfriadas e, na auséncia de algum agente
nucleante, transformadas em um estado cristalino ou vitreo. A transformagéo de
fase d’agua é acompanhada da libera¢io de grande quantidade de energia (uns
336 klJ/kg), o que se explica pela redugdo de energia cinética das particulas da
estrutura dos cristais solidos em comparagio com a fase liquida (Gruda ¢
Postolski, 1981).

Pesquisas tém demonstrado que a cristalizagio de um liquido é impro-
vavel sem ocorrer anterior sub-resfriamento, embora insignificante. Particulas
maiores do que 2 um em didmetro ndo necessitam de sub-resfriamento para seu
crescimento. O sub-resfriamento pode, as vezes, ser observado em tecidos vege-
tais resfriados a uma velocidade de 1°C/min (Fennema ¢ Powrie, 1964). Alguns
frutos e vegetais rasteiros podem ser congelados sem sub-resfriamento, como foi
observado por Guegov (1972) durante o congelamento de uvas estocadas Pop-
marinov (1964) observou que frutos podem ser sub-resfriados de -5° a —6,5°C. A
baixas velocidades de resfriamento, os cristais de gelo ndo se formam em mag¢as
ainda que de —5° a —8°C e em uvas nio antes de —7°C (Golovkin e Tschemichev,
1967).

HA um menor limite predizivel na estabilidade de cada sistema liquido
chamado de temperatura de nucleagdo homogénea do gelo onde este se forma

espontancamente. Fletcher (1970) desenvolveu uma relagiio entre a velocidade
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de nucleagido homogénea (J) € o grau de sub-resfriamento da dgua baseado na
teoria de transi¢do de fase (ou nucleagdo). A equagdo define J:

J = 10" exp(AG*/KT), 1)

Em que AG* ¢ a mudanga total em energia livre na formagio de um
agregado tipo gelo de tamanho critico. Para cada grau de sub-resfriamento préxi-
mo 4 temperatura de nucleagiio homogénea ha um aumento de 10 vezes em J.

De acordo com a teoria da nucleagio homogénea, a 4gua pode ser sub-
resfriada até —41°C. Abaixo desta temperatura, a agua pura nio pode permanecer
liquida (Fennema e Powrie, 1964; Quervain, 1975). O sub-resfriamento de gotas
d’agua pode ir até ~25° a —33°C (Smith, 1962; Fennema e Powrie, 1964). A agua
sub-resfriada ndo pode existir em estado de equilibrio com cristais de gelo
(Smith, 1962).

Sakai e Larcher (1987) consideram que as seguintes condi¢des devem
existir para que ocorra o sub-resfriamento em sistemas biologicos:

1. pequeno tamanho da amostra;

2. pequenos espacos intercelulares para reduzir a nucleagio;

3. baixo conteudo d’agua;

4. auséncia de nucleantes intracelulares;

5. barreiras opostas a nucleagfio extracelular;

6. compartimentalizagdo em pequenas unidades, que podem congelar

independentemente;

7. a presenga de compostos que deprimem a nucleagio.

Tais condiges sdo comumente encontradas em organismos aclimatados
para viverem a baixas temperaturas (Ashworth, 1990; Griffith et al., 1992;
Koster € Lynch, 1992; Hon et al., 1995). Solugdes extracelulares exibem varios
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graus de sub-resfriamento dependendo da efetividade de nucleantes disponiveis

¢ da natureza das superficies que circundam a agua.

2.3.2 Nucleagio

Em temperaturas abaixo do ponto de congelamento, agregados ordena-
dos de moléculas (agrupamentos) se encontram em um estado dindmico: forma-
¢do muito rapida seguida de destrui¢do. H4 um tamanho critico do cristal no qual
a chance para o agregado crescer ¢ a mesma que este tem para redissolver-se.
Neste ponto, o calor é removido mais rapidamente do que é produzido o calor de
cristalizagdo. Tdo logo estcs atinjam um tamanho critico, sua solubilidade torna-
se menor do que a dos grupos transitorios menores, seu crescimento € favorecido
absorvendo o soluto circundante e estes funcionario como nucleos de cristali-
zagdo (Leniger ¢ Beverloo, 1975). Quanto mais elevada a saturagdo, menos tran-
sitérios sdo estes grupos ¢ alguns deles podem orientar-se com uma maior proba-
bilidade.

Para um pequeno nicleo de gelo, o raio de sua superficie (ao longo do
eixo a) em relagio ao seu volume é t3o grande que, abaixo de um nimero critico
de moléculas, a energia livre é maior no micleo do que no fluido. O crescimento
comegando do tamanho critico ¢ afetado espontaneamente pelo decréscimo da
energia livre com a adi¢do de moléculas d’agua e aumenta a velocidade de cres-
cimento (Figura 17). Com o passar do tempo, os cristais de gelo assumem uma
morfologia mais perfeita em uma persistente tentativa para alcangar um estado
de equilibrio caracterizado pela minima energia livre e potenciais quimicos
equalizados entre todas as faces. O equilibrio termodindmico ¢ restabelecido
quando se forma uma quantidadec critica de niicleos, causando liberagéo de calor
latente. Este processo, referido como crescimento, amadurecimento ou recristali-

zagdo dos micleos, ¢ comum a todos os alimentos.
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FIGURA 17 Efeito do raio do ‘embrido’ na energia livre AG (Zaritzky, 1997).

A nucleagdo homogénea resulta de flutuages locais ao acaso na densi-
dade ¢ configuragio da agua pura dando chance i ocorréncia espontinea de
regides, havendo orientacdo e dimens#o tipo cristal. A influéncia do volume e do
tempo pode ser explicada por ser a nucleagio um fenémeno essencialmente es-
tatistico, ¢ a probabilidade do evento depender do mimero de individuos partici-
pantes e da dura¢io do fenémeno.

A intensos sub-resfriamentos, o gelo pode ser nucleado espontaneamen-
te em solugSes por um mecanismo heterogéneo. A formagiio dos cristais de gelo
pode ser catalisada pela presenga de impurezas microscopicas na solugdo ou pela

estrutura superficial do recipiente contendo a mesma. O sub-resfriamento reque-
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rido para a nucleagéo heterogénea depende da natureza e estrutura das impurezas
¢ das concentragdes das solugbes. Na auséncia de gelo incipiente, a dgua pura
tem que ser resfriada a temperaturas de até —39°C, temperatura de nucleagiio
homogénea (Quervain, 1975). A nucleagiio heterogénea ocorre a temperaturas
mais altas, no caso da dgua, com um resfriamento de 0°C ¢ possivel a formacdo
de gelo. Um terceiro mecanismo de nucleagdo ¢ denominado nucleagio secun-
daria e se produz sempre que ha, previamente, cristais do mesmo material na
solucdo.

Quanto maior for a intensidade do sub-resfriamento, maior sera a inten-
sidade de nucleagio. Quando o congelamento ¢ rapido, a propagacio dos cristais
formados inicialmente ndo libera energia suficiente para compensar a taxa de
remogdo de calor, o que resulta na continuidade do sub-resfriamento ¢ na eleva-
¢do do nimero de nucleos formados (Reid, 1983, Monzini ¢ Maltini, 1984).

A probabilidade de nucleagdo ¢ dependente do volume da amostra, o que
significa que se 0 volume da amostra é pequeno, a probabilidade de formagdo de
embrides ¢ baixa e requer altos sub-resfriamentos (Zaritzky, 1997). A sobrevi-
véncia ou ndo do nicleo € diretamente proporcional a tensdo interfacial e a
temperatura de congelamento e inversamente proporcional ao calor latente de
fusdo, a densidade do gelo ¢ ao grau de sub-resfriamento do sistema (Lerici ¢
Pallotta, 1972). Segundo Charm (1971), no sistema agua-gelo, a —-50°C, o raio
critico é de cerca de 10° pm e a -5°C ¢ de cerca de 10”2 um.

Solutos adicionados podem afetar a nuclea¢do e propagacdo do gelo. Os
efeitos dos solutos adicionados na temperatura de nucleagdo sdo similares para
nucleagio homogénea ¢ heterogénea, enquanto que o efeito da temperatura na
velocidade de nucleagdo difere para ambas (Charoenrein, Goddard e Reid,
1991).

Zasypkin ¢ Lee (1999) estudaram o emprego de nucleadores de gelo

extracelular em solugbes de sacarose € emulsdes a -=7° € —=12°C. Os nucleadores
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aumentaram a temperatura de nucleagio do gelo e reduziram o tempo de sub-
resfriamento. Embora o tempo para a transi¢io de fase tenha aumentado na pre-
senga de nucleadores, o tempo total de congelamento decresceu.

Células uniformes com grandes vaciolos ¢ dimensdes ndo superiores a
50 pum, sem grandes espagos intercelulares, isoladas por uma forma de barreira
ao gelo (parede ou membrana celular) sdo estruturas, em principio, capazes de
intensos sub-resfriamentos (Schneider, 1972). Pode-se antecipar que as células
vivas promovem muitos sitios para nucleagio heterogénea da agua celular a
temperaturas mais elevadas do que ~38°C. Contudo, MacKenzie, Rasmussen e
Macaulay (1973) reportam que estruturas tipo gelo necessarias 4 nucleacdo hete-
rogénea geralmente ndo existem em células vivas ¢ que o citoplasma comporta-
se como uma solugdio aquosa diluida. Experimentos mostram que células indivi-
duais de leveduras podem ser subresfriadas a —-37°C (Burke, George ¢ Bryant,
1975) e a nucleagdo do gelo em kiwi ocorre entre -2,5° ¢ -5°C, dependendo do
tecido, os valores mais baixos sdo reportados para a pele do fruto (Testolin e
Costa, 1995).

2.3.3 Mudanga de fase a baixas e superbaixas temperaturas
Escala de temperatura, de acordo com Rey (1959) e Smith (1954, 1962):
temperatura normal: 20 a 0°C;
temperatura baixa: de 0 a -70°C;
temperatura superbaixa: —-70 a -273°C.

2.3.3.1 Cristalizagiio
As propriedades que relatam o processo envolvido na conversdo d’agua

em gelo devem-se a presenca de pontes de hidrogénio que afetam a energia
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quimica interna da molécula ou as propriedades do solvente que relatam o pro-
cesso pelo qual a gua se associa com outras moléculas.
O crescimento de cristais de gelo se deve & migragdo das moléculas

d’agua para o nicleo existente, sendo um evento ao acaso iniciado pela nuclea-

¢do de um unico cristal de gelo. Este crescimento depende do grau de supri-

mento de moléculas d’agua na fase liquida e da remogio do calor latente livre

(Fennema ¢ Powrie, 1964). A forca motriz de cristalizagdo é a diferen¢a entre a

energia livre mais alta nas moléculas do liquido envolvente do que no corpo do

cristal. A cristalizacdo libera calor latente (cerca de 25 kJmol”) que aquece a
agua em diregiio ao seu ponto de fusio. Quando energia suficiente tem sido
removida do sistema, os cristais tornam-se mais estaveis ¢ espontaneamente

atuam como sementes para futura cristalizagdo. Futuro resfriamento a tempe-

raturas acerca de —135°C (temperatura de recristalizagio) ird parar o cresci-

mento do cristal (Roos ¢ Morgan, 1990).

Na remogio de calor sensivel é retirada somente 1 cal/g®C, enquanto que
na cristalizagio devem ser retiradas 79,7 cal por cada grama de gelo formado. A
temperatura aumenta rapidamente para o verdadeiro ponto de congelamento
(0°C). Apés completa solidificagiio, a futura remogio de calor resulta no decrés-
cimo em temperatura a uma velocidade de aproximadamente 1 grau por cada 0,5
cal removida por grama de gelo.

A 4gua, com suas for¢as moleculares direcionadas tetraedricamente,
cristaliza-se em uma estrutura aberta (baixa densidade), elucidada por estudos
envolvendo raios-x, neutrons, difracio de elétrons, infravermelho e espectros-
copio de Raman (Lehninger, 1970). No gelo, as ligagdes de hidrogénio formam
uma malha tridimensional. Estas ligagGes sio direcionadas e retas; isto é, os ato-
mos de hidrogénio se ligam em uma linha direta entre dois atomos de oxigénio
(Figuras 18 e 19).
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FIGURA 18 Estrutura do cristal de gelo hexagonal (Fletcher, 1970).

Esta linearidade e direcionamento fazem com que as pontes de hidro-
génio sejam fortes. Uma importante caracteristica desta estrutura sfio os espagos
abertos que contam para o fato do gelo hexagonal ser menos denso do que o
liquido do qual este é formado. O gelo tem um nimero de coordenagdo relativa-
mente baixo, com largos espagos vazios.

Se uma molécula d’4gua se junta a uma face prismatica, resulta em um
maior ganho em energia livre do que se esta ocupasse uma posigdo na face basal.
Portanto, o crescimento radial, perpendicular ao eixo ¢, é preferido. A tempera-
tura ¢ a extensdo do sub-resfriamento influenciam este mecanismo e regem o
habito do cristal (Quervain, 1975).
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FIGURA 19 Arranjamento dos atomos de oxigénio no gelo hexagonal. a) Vista
perpendicular do eixo ¢; b) vista ao longo do eixo ¢ mostrando a
estrutura aberta do gelo (Hobbs, 1974 citado por Echlin, 1992).

Em sistemas bioldgicos, a presenca de membranas celulares interferem
substancialmente com o curso normal da cristalizag¢dio inicial nas células (Smith,
1954). Na temperatura eutética, o gelo estd impossibilitado de coexistir com a
solugdo salina concentrada. Se no congelamento as paredes celulares permane-
cem intactas, a cristalizagio intracelular nio toma lugar antes que uma certa
temperatura seja atingida. Sendo o raio critico menor do que o raio dos poros na
parede celular, a cristalizagio pode, entfio, ‘penetrar’ no citoplasma da célula.
Mazur (1963) reporta que a cristalizagio intracelular toma lugar a uma tempe-
ratura de -5° a ~10°C.

Como as células contém uma maior concentragio de ions ndo difusiveis

(ex., proteinas) do que o fluido circundante, existe uma concentragio desigual
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nos lados opostos da membrana celular. A concentragio total de particulas i6ni-
cas, por unidade de massa, ¢ maior dentro do que fora da célula. Com base nisto,
um ponto de congelamento pode ser esperado mais baixo para o conteido celu-
lar do que para o fluido circundante. A membrana celular atua, de fato, como um
diafragma, ao liberar a passagem de moléculas d’agua, o que se traduz em uma
cristalizagdo numa diregdo preferencial.

A cristaliza¢do uniforme, em tecidos, € essencialmente sin6nimo de cris-

talizago intracelular porque os espagos extracelulares representam comumente I

uma pequena fragéo do volume do tecido. A velocidade necessaria para produzir
cristalizacdo uniforme aumenta, geralmente, quando o tamanho das células
decresce.

O congelamento assistido por mudangas na pressio geralmente envolve
o resfriamento da amostra (nfio congelada) sob pressdo (usualmente acima de
200 MPa) a -21°C ou acima (sem congelamento) e, em seguida, a pressdo é libe-
rada. Altas pressdes reduzem o ponto de fusdo da dgua a um minimo, a cerca de
~21°C a 210 MPa, o ponto triplice para agua liquida—gelo I-gelo III. Assim, o
especime estando acima deste ponto, a 4gua permanece ndo congelada (Martino
ctal., 1998). A principal vantagem do congelamento assistido por alta pressdo ¢
que a nucleagio do gelo ocorre instantinea ¢ uniformemente ao longo da totali-
dade do volume da amostra por causa do grande sub-resfriamento atingido quan-
do a expansdo toma lugar. Martino et al. (1998) obtiveram pequenos cristais,
localizados dentro e fora das células, com um didmetro equivalente maximo de
cerca de 7 um. O didmetro médio de cristais de gelo obtidos sob pressdo de 100,
150 e 200 MPa foi de 46, 35 e 22 pum, respectivamente (Chevalier, Le Bail ¢
Ghoul, 2000b). Os tempos requeridos por este método sdo mais longos do que
aqueles & pressdo atmosférica com a mesma condigio térmica porque o gra-
diente térmico ¢ menor como resultado da redugio do ponto de fusdo da agua

quando a pressdo aumenta (Sanz et al., 1997).
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Se um muisculo sub-resfriado é semeado com um cristal de gelo, forma
gelo instantaneamente, mas somente no exterior da célula. Para induzir a forma-
¢80 na célula é necessario introduzir uma micropipeta com um cristal de gelo na
ponta dentro da célula. Contudo, neste caso, o cristal de gelo cresce somente em
uma dire¢io, formando uma tnica espinha (Chambers ¢ Hale, 1932). Estas espi-
nhas vio de uma fibra muscular a outra, sempre produzindo bragos laterais. As
espinhas, contudo, tormam-se mais finas com o tempo, indicando que moléculas
d’agua estdo disponiveis, difundindo-se para diferentes regiGes na mesma célula
(Ling, 1968). Em solugdo de actomiosina, os cristais de gelo apresentaram estru-
tura hexagonal com bragos distorcido (Rapatz ¢ Luyet, 1959). Os cantos de um
cristal de gelo crescem mais rapidamente do que as faces, levando assim a for-
magdo de estrelas ou rosetas hexagonais (Luyet, 1960).

Em solugdes congeladas de gelatina o gelo cubico ¢ vitreo prevalecem
com o aumento da velocidade de congelamento ou o aumento de concentragio
da gelatina. A gelatina, uma grande e complexa molécula hidrofilica, é capaz de
restringir enormemente 0 movimento das moléculas d’agua ¢ sua habilidade para
formar cristais hexagonais fortemente ordenados. Géis de gelatina foram con-
gelados com fluxo térmico unidirecional ¢ um corte paralelo a este fluxo mos-
trou a morfologia celular dos cristais de gelo, caracterizada por agulhas paralelas
ao fluxo térmico, separadas umas das outras por matéria seca concentrada
(Figura 20). O tamanho do cristal de gelo d, correspondeu & largura ou menor
didmetro da segdo ovoide. Este valor pode ser definido de fato como um grau de
segregacao do gelo em uma zona interdendritica. A adi¢do de sal ao gel levou a
um consideravel aumento no tamanho do cristal (Woinet et al., 1998).

Laminas tomadas em géis de gelatina perpendicularmente ao fluxo tér-
mico mostraram o arranjo dos cristais de gelo crescendo na matriz de matéria

seca, paralelamente ao fluxo da superficie externa em dire¢io ao centro da
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amostra. A parede entre os cristais de gelo formou-se finamente devido baixa
concentragdo de matéria seca do gel (Chevalier, Le Bail e Ghoul, 2000a).

Zona interdendritica

Gelo

Sup ie de troca

Corte paralelo ao fluxo térmico Corte pependicular ao fluxo térmico

FIGURA 20 Esquema estrutural de um gel de gelatina congelado com fluxo tér-
mico unidirecional (Woinet et al., 1998).

Temperaturas crioscépicas dependem da concentracfio dos solutos, peso
molecular e grau de dissociagio, ¢, ainda, das caracteristicas do solvente (Fenne- ;
ma e Powrie, 1964; Smith, 1962). Frutos com maior contetido de agucar e acido
tém uma temperatura crioscopica mais baixa, na faixa de —1° a -2,5°C. Para .
algumas variedades de magd ¢ péra, esta pode atingir 3°C (Guegov, 1979a.b).
Para péssegos, -3,2°C; para algumas cerejas, —3,5°C; para bananas, -3,6°C ¢
para uvas de -5° a -6°C.

Guegov (1978) mostrou que as temperaturas crioscépicas de frutos
frescos e estocados no frio (trés meses) com o mesmo conteiido de sélidos

soliveis sdo diferentes. Em magis e péras, o ponto de congelamento é mais alto
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nos frutos estocados do que nos frutos frescos com o mesmo conteudo de
solidos. Este fendmeno ¢ provavelmente devido a mudangas na permeabilidade
das membranas celulares e mudangas nos complexos de pectina e hemicelulose
que facilitam a formagao inicial do gelo. Em uvas, que ndo amadurecem durante

a estocagem no frio, o ponto de congelamento dos frutos estocados ¢ mais baixa

branas celulares das uvas sofrem, comparativamente, menores mudangas bioqui-

!
de umidade, que ¢ sete a nove vezes maior do que em magas e cinco a seis vezes |

maior do que em péras, condigdes sdo criadas para uma certa solidificagdio do
esqueleto da membrana. Supde-se que a cristalizag¢do inicial é entdo prevenida, a |
medida que a temperatura crioscdpica ¢ reduzida. /
O quadro da formagio de gelo em frutas ¢ complicado pela influéncia de
varios fatores: sua complexa composi¢cdo quimica, sua estrutura, a presenca de

inibidores de cristalizagdo, o aparecimento de fases metaestaveis, a formagdo de

complexas misturas cutcticas, a solidificacdo de parte do material como vitreo e,
finalmente, a presenga de uma certa quantidade de agua nfio congelavel. Em
nenhuma fruta, a quantidade de agua congelada excede 90% a —25°C. A varieda-
de ¢ estado fisioldgico dos frutos, a viscosidade do protoplasma, a estrutura his-
tolégica de tecidos, as dimensdes das células ¢ a permeabilidade de suas mem-
branas atvam algumas vezes como fortes obsticulos a cristalizagio, assim como
as dimensdes ¢ forma geométricas, a temperatura de refrigeragdo do meio e o

coeficiente de transferéncia de calor.

2.3.3.2 Vitrifica¢iio
O termo vitrificagdo pode ser usado para descrever o processo no qual a
agua liquida de baixa viscosidade ¢ transformada em um liquido de alta visco-

sidade, que ¢ referido como vitreo. Na agua vitrificada ha movimentos mo-
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do que nas uvas frescas com o mesmo contetido de solidos soluveis. As mem-



leculares despreziveis. As moléculas podem oscilar em torno de uma posigio
fixa, mas ndo podem mover-se de posigio (Franks, 1985).

Durante o congelamento de solugdes contendo inibidores de cristaliza-
¢d0, os cristais de gelo ¢ a solugdo liquida sub-resfriada sdo formados, a tltima
solidificando em uma massa vitrea & medida em que a temperatura decresce
(Flink, 1975; Mackenzie, 1975b e Simatos, 1976).

Quando a temperatura ¢ reduzida, o volume livre decresce, tomando a
mobilidade molecular, translacional e rotacional, mais dificil. Aumentos em vo-
lumes livres (normalmente indesejaveis) podem ser obtidos pela adigfio de um
solvente com peso molecular mais baixo, assim como a agua, ou aumentando a
temperatura, com ambas ag¢Ges aumentando 0 movimento translacional das mo-
Iéculas.

A temperatura de transi¢do vitrea (Ty) é a temperatura na qual uma
solugdo supersaturada converte a vitrea. Valores de T, sdo observados em
substincias que contém consideraveis regides que sdo amorfas ou parcialmente
amorfas (tecidos € muitos outros alimentos), sem importar se estes contém gelo.

Em sistemas biologicos, os solutos raramente cristalizam durante resfria-
mento ou secagem ¢, assim, regides amorfas ¢ transicio vitrea sio comuns. Mui-
tos alimentos sdo estocados a T>T,, resultando em uma mobilidade molecular
muito maior ¢ uma estabilidade muito menor do que a atingivel se T<T, (Levine
¢ Slade, 1988; Slade ¢ Levine, 1991; Fennema, 1996).

As temperaturas de transi¢do vitrea de muitos componentes alimentares
soluveis em agua (a maioria carboidratos e proteinas) sdo elevadas e aumentam
com o aumento do peso molecular. A transformagio vitrea ¢ uma tipica fase de
transicdo observada em sistemas contendo carboidratos, glicerol e outros meios
protetores (Mackenzie, 1975b; Simatos, 1976). A conseqiiéncia mais importante

da transi¢do vitrea é um aumento da mobilidade molecular e do volume livre
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acima da T,, que pode resultar em mudangas deteriorativas fisicas e fisico-
quimicas (Roos e Karel, 1991; Slade ¢ Levine, 1991; Roos, 1995).

Segundo a teoria da nucleagdo homogénea, sob temperaturas abaixo de
um certo ponto (para agua, —150°C), a formagdio de estrutura cristalina €
impossivel —as moléculas nio tém mobilidade suficiente para formarem uma
rede cristalina (Simatos et al., 1975a). Consequentemente, se¢ um produto conge-
lado a —150°C ainda contém fragdes de agua, em um futuro decréscimo da tem-
peratura esta fragdo d’agua somente podera mudar para o estado vitreo. Isto
pode acontecer teoricamente na faixa de 0° a —150°C durante o resfriamento
ultra rapido (Simatos et al., 1975a; Smith, 1954).

A T, para a 4gua pura ¢é cerca de —135°C (que ¢ o final da curva no dia-
grama de estado), mas a presenga de solutos dissolvidos aumenta esta tempe-
ratura. E dificil dar um valor preciso para a T, da agua. Johari, Halbrucker e
Mayer (1987) mostraram que a agua vitrea ¢ a liquida seguem um caminho re-
versivel através de uma faixa de temperatura de -160° a —-125°C, na qual o
estado estrutural permanece termodinamicamente continuo.

Rasmussen ¢ Luyet (1969) assumem que, sob temperaturas abaixo da
temperatura de transi¢do vitrea, uma solugdo pode ser representada como um sis-
tema de cristais de gelo circundados por uma ‘matriz’ amorfa. A uma tempera-
tura acima da T, esta matriz muda para um ‘liquido’ sub-resfriado com viscosi-
dade muito elevada. Esta temperatura marca uma mudanga nas propriedades fisi-
cas da agua que ainda ret€m o arranjo ao acaso das moléculas.

A curva correspondente a T, vai desde a T; da agua pura até a do soluto
seco. O volume da massa amorfa solidificada e a intensidade do processo de
transformagdo vitrea ¢ devitrificagio dependem da concentragdo € natureza das
substincias dissolvidas e da velocidade de resfriamento (Simatos et al., 1975b).

Roos e Karel (1991) apontam que a formag¢do do gelo em solugbes de
carboidratos ¢ afetada por varios fatores, incluindo o conteido inicial de 4gua na
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solugdo, temperatura e tempo. A T, aumenta com a concentragio. Na zona vi-
trea, tem-se a estabilidade do sistema, porque a viscosidade é muito alta, em
torno de 10" a 10" Pas, decrescendo drasticamente acima da T, (Figura 21).

+60
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420 [~
+10 1

Temperatura (°C)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 80 100

Soluto (%)

FIGURA 21 Diagrama de estado de um sistema binario. As linhas pontilhadas
representam condig3es de equilibrio metaestavel. As demais linhas,
condigdes de equilibrio (Fennema, 1996).

A temperatura de transigfio vitrea (Ty) envolve a transi¢do de uma mas-
sa vitrea a um estado ‘rubbery’ tipo liquido (Figura 22). Estado rubbery é um
termo usado para descrever a natureza viscoeldstica de grandes polimeros na
faixa de temperatura T,, a T, isto ¢, quando a substancia ou parte dela esta entre
os estados vitreo e liquido. O estado vitreo se encontra a temperaturas abaixo da
Tg (T<T’p) € o estado rubbery se encontra acima da T;, mas abaixo da tempe-
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ratura de fusdo (T°g<T<T,,). O estado amorfo menos estivel (mais dindmico)
para um ingrediente ¢ o estado rubbery. Neste estado, a estabilidade ¢ outros
problemas de qualidade podem ocorrer. O estado amorfo mais estavel é o vitreo

(Best, 1992).

Tm

Curva de congelamento ¢ fusdo

TEMPERATURA (°C) —>

-13§

Tw’ - Gelo + Rubber Equim:’i‘:_.__,
""" iixima formagh d¢ £410
i
Gelo + Vitreo
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FIGURA 22 Diagrama de estado mostrando a estabilidade no estado vitreo ¢ as
mudangas dependentes do tempo no estado ‘rubbery’. A maxima
formagéo do gelo ocorre na regifio acima da T, mas abaixo da tem-
peratura de fusdo do gelo com a matriz niio congelada maxima-

mente

concentrada por congelamento. A concentragio da matriz

ndo congelada (C’y) € igual a da solugdo com T=T;’ (Roos e Karel,
1991).
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Maltini (1977) determinou que solugdes concentradas de sacarose 60%
a 66%) nio cristalizavam durante o resfriamento se nenhum niicleo de cristali-
zagdo estivesse presente. Com um aquecimento, a agua existente cristalizava
com um consideravel cfeito exotérmico, equivalente ao da subsequente fusdo.
Este fenémeno era irreversivel e ocorria, dependendo da concentragdo da solu-
¢do, na faixa de -80° a -30°C. Isto foi definido pelo autor como devitrificagdo,
embora néo fosse precedido por transicdo vitrea. Um similar fenémeno irrever-
sivel foi observado por Simatos et al. (1975b) no plasma sanguineo.

Tem sido estabelecido, por difragio de raio-x e microscopia eletrnica,
que tecidos “vitrificados’ contém cristais ultra pequenos, dispersos em um meio
amorfo (Luyet, 1957; Meryman, 1960).

O conceito de Transigdo Vitrea x Mobilidade Molecular ¢ muito utiliza-
do para predizer: a estabilidade de alimentos congelados, 6timas condigdes para
liofilizagdo de alimentos e mudangas fisicas tais, como gelatinizagdo ¢ crista-
lizagio. Normalmente, a temperatura segura para a estocagem de alimentos con-
gelados € de —18°C. Contudo, pesquisadores tém mostrado que a T; varia ampla-
mente entre diferentes alimentos (Tabela 1). Por exemplo, a T, para milho doce
¢ de -15°C, enquanto que para feijes verdes ¢ de ~27°C. A Tg para alimentos
cuja estrutura pode ser severamente danificada pelo congelamento ¢ considera-
velmente menor (-33°C), inferior para morangos e —41°C para tomates (Taylor,
1995). E importante a determinagdo desta temperatura, ja que representa o limite
maximo no qual o produto mantém, para uma grande extensio quimica, a estabi-
lidade (Guegov, 1981). A mobilidade molecular ¢ a viscosidade governam trans-
formagdes estruturais dependentes do tempo, por exemplo, pegajosidade, colap-

SO e crocancia.
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TABELA 1 Alguns valores de Transigdo Vitrea T, em alimentos

Alimentos T (°C)
Suco de frutas -37a-43
Frutas frescas -32a -4l
Vegetais frescos -8a-15
Vegetais congelados -12a-27
Queijos -13a-33
Peixes -6a-12
Musculo bovino x-12

Levine e Slade (1989, 1990)

Lim ¢ Reid (1991) reportaram o aumento da estabilidade em solugGes de
maltodextrina concentradas por congelamento abaixo da Tg'. Acima da Ty’ a
viscosidade decresce rapidamente por causa da fusio do gelo que pode aumentar
a velocidade de difusdo. Contudo, a fusdo do gelo também leva a dilui¢do da
matriz ndo congelada ¢, eventualmente, a uma reduzida concentragdo de reagen-
tes potenciais.

A velocidade de resfriamento requerida para atingir o estado vitreo, a
entdo chamada velocidade critica de resfriamento, nio é somente importante no
design da vitrificagdo de solugdes e protocolos, mas também prevé a habilidade
de formacdio do estado vitreo na solugdio. A concentragio do soluto requerida
para vitrificacdo ¢ chamada de concentragéo critica C,. Na crioprotegio é neces-
sario reduzir a concentragdo critica requerida pelas substincias utilizadas para
reduzir sua toxicidade (Sutton, 1992).
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Guegov (1978) estabeleceu que fenémenos de transformagio vitrea e
devitrificagdo em alguns frutos (péssegos, péras, limdes, uvas), mas muito rara-
mente em vegetais, ocorrem na regifio de temperaturas superbaixas. Estes fen-
menos provavelmente refletem o comportamento de pequenas fragdes de agua
ligada, possuindo um elevado grau de energia de ligagio. Paraa criopreservagio,
sdo necessarias temperaturas bem abaixo da T, durante o armazenamento para
minimizar os efeitos de relaxamento na estrutura do material e evitar a perda de
viabilidade e danos mecanicos pela formagdio de cristais de gelo durante o rea-

quecimento (Roos, 1995).

2.4 A morfologia do gelo —, < ;

A 4gua pode existir cm um grande nimero de formas solidas, dependen-
do da pressdo ¢ temperatura que prevalecem no momento da transi¢io. Nove
diferentes formas de gelo s3o conhecidas, cada uma definida pela sua estrutura
cristalina. Estas estruturas polimérficas sdo designadas por numerais romanos de
laIX.

O gelo comum, gelo 1, é cristalino, funde a 0°C a pressdo atmosférica e é
a unica variedade de gelo que ¢ mais leve do que a 4gua sob as mesmas
condigdes de temperatura e pressdo. Ha indicagSes de que o gelo I pode existir
como gelo a, que € hexagonal ¢ aparece quando a 4gua solidifica proximo a 0°C,
e o gelo B, que é romboedral e aparece quando a agua ¢ sub-resfriada a tempera-
turas inferiores. As estruturas de II a VIII permanecem estaveis somente a pres-
sdes elevadas (acima de 10.000 atm), condi¢do ndo cncontrada em alimentos.
Contudo, Rey (1959) ndo exclui a possibilidade de que certas formas de gelo,
resistentes a altas pressdes, desenvolvam-se em tecidos durante o resfriamento
muito rapido. O gelo Il é caracterizado por um lado centralizado ortorrémbico
contendo oito moléculas. O gelo III é um corpo centralizado ortorrémbico con-
tendo 16 moléculas e tendo a:b:c = 1,73:1:1,22 (Matz, 1965). O gelo IV, conhe-
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cido somente por agua pesada, é metaestavel. O gelo VII tem uma densidade de
aproximadamente 1,7 g/cm’ e requer pressdes de até 21.700 atmosferas para ser
estavel (Encyclopaedia Britannica, 1976).

O gelo I é o tnico tendo uma densidade menor do que a agua liquida,
resultando em um aumento de volume de ~9% no congelamento a 0°C ¢ aumen-
tando ~13% a -20°C. A formagiio de outros gelos polimérficos geralmente en-
volve um decréscimo do volume (aumento em densidade) relativo ao estado li-
quido.

Algumas vezes ¢ possivel obter certas formas de gelo, tais como o gelo
Il ou VI, fora de suas regides de estabilidade, especialmente com a ajuda de
agentes nucleantes especificos para cada forma (Kalichevsky, Knorr ¢ Lillford
(1995).

Mudangas em tempcratura ¢ press3o transformam uma classe de gelo em
outra. As mudangas sdo especificas e tém sido mapeadas no diagrama de fases.
Com a liberagio da pressdo, o gelo III (cristais menores, mais densos do que a
agua liquida) muda para gelo I (Chevalier, Le Bail ¢ Ghoul, 2000b). Pouco ¢
conhecido sobre o polimorfismo do gelo a alta pressdo, porque nio existe na
natureza. As trés formas de gelo que existem sob pressdo normal parecem idén-
ticas quando examinadas ao microscopio, mas podem ser distinguidas pelas dife-
rengas em seus elétrons ou padroes de difragdo de raio-x.

As estruturas de varios gelos polimérficos estdo bem estabelecidas e o
principal aspecto ¢ que a pressdo ndo destréi a natureza de quatro ligagdes de
hidrogénio. A altas pressdes, cada atomo de oxigénio esta ligado a quatro ato-
mos de hidrogénio, embora o verdadeiro angulo tetraédrico caracteristico do
gelo I seja progressivamente distorcido até que o efetivo numero de coordenagio
(incluindo hidrogénios ligados € ndo ligados) aumentando até um valor limite de

oito atomos.
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Somente poucas regides tém sido profundamente examinadas para pos-
siveis aplicagdes de baixas temperaturas e elevadas pressdes em processamento
e preservagdo de alimentos (Franks, 1975). Na Figura 23, o modelo P-V-T (dia-
grama de equilibrio para pressdo, volume e temperatura do gelo) promove uma
explanagfo da niio usual relagio do volume molar da dgua em termos qualitati-
vos ¢ quantitativos. O arranjo tetraédrico das moléculas d’agua na grade cristali-
na ¢ muito aberto. Por exemplo, para esferas arranjadas tetraedricamente o volu-
me vazio entre as esferas soma 66% do volume total ocupado pela estrutura. Isto
pode ser comparado com o volume vazio de 39,5% para o nimero de coor-
denagdo z=8. Quando a estrutura de pontes de hidrogénio quebra, a distincia
intermolecular aumenta ligeiramente porque o raio médio de van der Waals das
moléculas d’4gua ¢ maior do que a distincia O-O na ponte de hidrogénio.
Contudo, isto ¢ compensado pelo aumento no mimero de coordenagio; que
resulta em um decréscimo do volume vazio e, assim, em um decréscimo do
volume molar como um todo. A formago e quebra dos aglomerados ocorre por
troca de energia por meio de colisdes na fronteira do agrupamento (Némethy ¢
Scheraga, 1962a,b).

Por simulagdo computacional da dinimica molecular da agua, duas es-
truturas cstaveis foram encontradas. As duas sio similares ¢ foram chamadas de
gelo B e gelo XII. O gelo XII ¢, similarmente ao gelo IV, metaestavel na regisio
de estabilidade do gelo V e préton-desordenado, de modo que somente as posi-
¢des dos atomos de oxigénio sdo conhecidas com alto grau de certeza (Borzsik e
Cummings, 1999).
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Liquido e gelo VII

FIGURA 23 Diagrama de equilibrio mostrando a dependéncia entre pressdo,
volume e temperatura (P-V-T) (Franks, 1975).

A estrutura do gelo, & pressdo normal ou reduzida, pode tomar trés for-
mas basicas: hexagonal, cibico e vitreo ou amorfo. Finas camadas d’agua pura
ou de solugdes aquosas podem ser congeladas a essas trés formas de gelo, de-
pendendo da espessura da camada e do método de congelamento empregado
(Roos e Morgan, 1990).
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O gelo, quando visto em trés dimensdes, envolve dois planos de molé-
culas. Estes sdo paralelos, muito juntos ¢ movem-se como uma unidade (Figura
24). Pares de planos deste tipo formam o plano basal do gelo (eixo a). Por ‘em-
pilhamento’ de varios planos basais, uma extensa estrutura de gelo é obtida,

crescendo na diregio c.

as

)
.

aj "——

FIGURA 24 Estrutura do gelo comum. Combinaciio de duas camadas de ele-
vagdes diferentes. As linhas sélidas mostram a configuragio em
‘cadeira’ ¢ as linhas pontilhadas a configuragio em ‘barco’
(Hobbs, 1974, citado por Echlin, 1992).

O gelo ¢ monorrefrigente na diregio ¢, contudo, é birrefrigente em todas
as outras diregdes. Um cristal ¢ birrefrigente quando o eixo 6tico, que coincide
com o eixo cristalografico ¢, ¢ perpendicular & diregdio de propagagio do plano
da luz polarizada (Fennema, 1996).

A representagio do gelo tem certas anomalias que explicam alguns dos
comportamentos deste. Ocasionalmente, trés prétons juntam-se em torno do oxi-
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génio, formando um ion (OH;)". Similarmente, ions (OH)" podem ser formados

(Figura 25).

—

FIGURA 25 Defeitos iénicos presentes no cristal de gelo. a) fon positivo chama-
do hidronio (H;0") e b) ion negativo chamado hidroxil (OH).
(Runnels, 1966).

Outro tipo de defeito ¢ a dupla ocupagio dos espagos 0-O com prétons
(D-defeitos; do alemio “doppelt”, dobrado, significa uma duplica¢fo da ligagdo)
ou espagos vazios (L-defeitos; de “leer”, vazio, indicando a auséncia de um pré-

ton) (Figura 26). As imperfei¢des nos cristais de gelo podem acontecer pela
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habilidade de moléculas em mudarem suas orientagées. Esses defeitos migram
em um campo elétrico e contribuem para a remarcavel condutividade estatica do
gelo. Mais restrito a cristalizagdio € ao crescimento do cristal do que os defeitos
dos prétons sdo os deslocamentos das moléculas d’agua na grade cristalina. Se
estes ocorrem na superficie do cristal, permitem continuas etapas de crescimento
(Runnels, 1966; Quervain, 1975).

o

DEFEITO D

DEFEITOL

o

FIGURA 26 ImperfeigSes na grade cristalina do gelo por rotagio das moléculas.
No defeito D, o hidrogénio carregado positivamente arma-se de
dois pontos de moléculas adjacentes, uma em diregdo 4 outra. No
defeito L isto acontece com os dois ‘bragos’ eletrdnicos carregados
negativamente (Runnels, 1966).

/
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Além da mobilidade cnvolvida nos defeitos do cristal, ha outros tipos de
atividades no gelo. Cada molécula HOH no gelo gira com uma certa amplitude
(assumindo cada molécula vibrar como uma unidade) de cerca de 4.10°° yum a
-10°C. Além disso, as molécula HOH que presumivelmente existem em alguns
dos espagos intersticiais no gelo podem aparentemente difundir lentamente atra-
vés da rede cristalina (Fennema, 1996). O gelo podec ser considerado um semi-
condutor, embora seus transportadores de corrente sejam protons (nos semicon-
dutores mais conhecidos os transportadores sdo elétrons). Este pode ser descrito

como um semicondutor ‘proténico’ (Runnels, 1966).

2.4.1 Gelo hexagonal (1)

O cristal hexagonal, & pressdo normal, ¢ caracteristico do polimorfismo
estavel do gelo. A extensiva ligagdo de hidrogénio, que mantém a estrutura do
gelo, é muito labil € mudangas na pressdo durante o processo de resfriamento ou
mudangas na temperatura do material solidificado, podem prontamente afetar a
estrutura do cristal. Os cristais hexagonais individuais podem ser muito grandes,
com muitos bragos € apresentar defeitos como limites granulares, amontoamen-
to, contornos curvos ¢ deslocamentos, estendendo-se por longas distdncias na
amostra (Roos e Morgan, 1990).

O grande numero de pontes de hidrogénio no gelo é o meio pelo qual o
material pode absorver uma grande quantidade de energia livre para a reorgani-
zagdo de protons. O modelo estrutural, por difragdo de raio-x, do I, mostra que
o material ¢ um amontoado de folhas enrugadas (Figura 29a) umas sobre as ou-
tras. Imperfeigoes, deslocamentos ¢ estranhas inclusdes no gelo podem contri-
buir para a extensdo da deformagio, que também ¢é dependente da temperatura.
A temperatura maiores, se a tensdo excede algum valor critico, o gelo podera
sofrer fratura ou exibir deformagfo plastica, devido a0 movimento de desloca-

mento neste. Com decréscimo da temperatura ha menos deformagio plastica e, a
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—100°C o gelo torna-se um material muito quebradico. A estrutura do cristal Lé
estabilizada a baixas temperaturas. Este também pode ser formado sob circuns-
téncias especiais quando o gelo ciibico I ¢ aquecido a aproximadamente —-80°C.

O sistema hexagonal inclui todos os cristais que podem ser referidos co-
mo tendo quatro eixos, trés destes sendo iguais e alinhados em um plano hori-
zontal (basal), interceptando uns aos outros com um dngulo de 60° (Figura 27).
Estes sdo chamados eixos laterais e sgo designados pela letra a. O quarto eixo ou
eixo principal é perpendicular ao plano dos eixos laterais e & chamado de eixo ¢
(plano prismitico). Este pode ser mais longo ou mais curto do que os eixos late-
rais. Trés eixos iguais dividem os dngulos entre os eixos laterais e sio chamados
de eixos intermediarios, sendo designados pela letra b (Kraus, Hunt ¢ Ramsdell,
1959).

[~
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b, /’ b 33 r'
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FIGURA 27 Eixos cristalograficos, ou de simetria, do sistema hexagonal
(Zaritzky, 1997).
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2.4.2 Gelo ciibico (1)

Tem sido sugerido por Echlin (1992) que a agua na atmosfera superior
pode, algumas vezes, congelar primeiro como gelo cibico (1) e formar o halo de
Scheiner. Esse fendmeno ocorre a —28°C e é ocasionalmente visto a um baixo
angulo de visdo ao redor do sol ou da lua. Este é um dos poucos exemplos do
gelo cubico ocorrendo na natureza.

O gelo ciibico, em padrio de raio-x, apresenta-se como um mosaico pol-
vilhado de pequenos cristais (Figura 29b), com dimensSes médias de 0,1 pm,
que ndo pode ser detectado por difragdo eletronica quando <30 nm (Roos ¢
Morgan, 1990).

O gelo ciibico ¢ uma forma metaestavel do gelo I que existe entre -80° ¢
-150°C e pode ser formado em laboratério, sob as seguintes condigdes:

1. quando o vapor d’agua condensa sobre um substrato mantido abaixo

de -130°C;

2. quando o gelo amorfo (1) é aquecido acima de -150°C;

3. quando as formas de gelo a alta pressdo sdo resfriadas, a temperatura
de nitrogénio liquido (NL), a pressdo atmosférica reduzida ¢ a amostra ¢ entdo
aquecida a —-116°C por poucos minutos.

O gelo cubico ndo pode ser formado por simples resfriamento do gelo
hexagonal abaixo de —80°C, embora duas especiais exce¢bes tenham sido vistas
em trabalhos de Mayer e Hallbrucker (1987). Estes autores produziram I pulve-
rizando diretamente gotas d’agua de 3 um a alta velocidade em uma placa de
cobre mantida a —83°C. Sob aquecimento, o gelo cibico torna-se irreversivel-
mente gelo I, com uma leve mudanga de entropia.

Do ponto de vista estrutural, as posi¢bes dos atomos de oxigénio no gelo
cabico sdo muito mais préximas do que as encontradas no gelo hexagonal (Figu-

ra 28). O gelo cubico contém oito moléculas d’agua a mais (Echlin, 1992).
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0-635nm

FIGURA 28 Estrutura do gelo ciibico (I.) mostrada pela posi¢do dos atomos de
oxigénio (Fletcher, 1970).

2.4.3 Gelo vitreo (I,)

O gelo amorfo (I,) ou vitreo (I,) é uma forma ndo cristalina do gelo,
que, do ponto de vista de um criomicroscopista, é o estado ideal da agua. Apre-
senta-se, por difragdo de raio-x, liso e sem tragos caracteristicos (Figura 29c),
mas possuindo um mimero de anéis de difragdo difusa com raio e largura bem
definidos. Diz-se que um material estd em um estado vitrificado se, primeira-
mente, ndo tem forma definida e se sofre uma transigio de fase a um estado
cristalino quando aquecido acima da temperatura de devitrificagdo (Roos e
Morgan, 1990).

O gelo nio cristalino pode ser formado condensando-se o vapor d’agua

em uma superficie mantida abaixo de —160°C ou resfriando-se rapidamente mi-
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nimas quantidades (um’) de agua liquida. Os processos que levam a formagdo
do I pelo lento depdsito de vapor d’agua a temperatura de NL ndo sdo bem
conhecidos. As moléculas d’agua aterrissam na superficie fria, rapidamente per-
dem sua energia livre ¢ permanecem mais ou menos em seu ponto de contato
inicial. Ha insuficiente energia para migrarem sobre a superficie para as posigdes

de minimo potencial de energia que favorecem um cristal.

FIGURA 29 Micrografias eletronicas de trés formas de gelo de agua pura. a) I,
obtido por resfriamento rapido de uma camada d’agua de 50-80 nm
espalhada em um filme de carbono; b) I, obtido por aquecimento
de uma camada de 70 nm de I,. e c) I, obtido por deposigio de
vapor d’agua em uma superficiec mantida a menos de —123°C
(Dubochet et al., 1982, citados por Echlin, 1992).
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O gelo vitreo pode ser formado também pelo congelamento ultra rapido
de um fino filme d’agua situado em uma estrutura capilar (Luyet, 1960). E difi-
cil um filme vitreo isolar-se da agua; a combinagdo de cristalino € vitreo ¢ mais
facilmente obtida. A presenga de cristais com a dgua vitrea a deixa extrema-
mente instavel € a cristalizagdo toma lugar quarndo a temperatura chega acima de
um certo ponto. De acordo com Luyet, o gelo vitreo pode passar a liquido a uma
alta velocidade de aquecimento (fusio vitrea). O gradiente de temperatura é de
varios graus por segundo, de forma que o produto deva ter um tamanho muito

reduzido mas uma grande superficie especifica.

2.4.4 Demais arranjos cristalinos

Luyet (1960) fotografou mudangas em gotas de solugdes aquosas toma-
das entre duas coberturas de vidro e colocadas em banho de 32° a —~101°C. Ele
classificou os tipos de formagdo de gelo assim obtidos em nove categorias ba-
seadas na morfologia. Luyet € colaboradores, citados por Fennema (1996) ¢
MacKenzie (1975a), estudaram a natureza dos cristais de gelo formados na pre-
senga de varios solutos, incluindo sacarose, glicerol, gelatina, albumina, miosina
¢ polivinilpirrolidina (Figura 30). Foram observados, para estruturas maiores de
gelo, formas hexagonais, dendritos irregulares, esferulitas asperas ¢ esferulitas

labeis.
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FIGURA 30 PadrGes de congelamento dependentes da temperatura de resfria-
mento ¢ da concentragio do soluto em solugdio aquosa de polivi-
nilpirolidina (MacKenzie, 1975b).

A velocidade de crescimento do plano basal da 4gua subresfriada ¢ duas
ou trés vezes menor em magnitude do que a do plano prismatico. Esta diferenga
na velocidade de crescimento entre os planos deve-se, principalmente, & cinética
anisotrépica de interface (Nada e Furukawa, 1996). A um sub-resfriamento rela-
tivamente pequeno (AT<1°C), deu-se o crescimento de cristais com cantos niti-
dos e com angulos de 60° ou 120°, entre dois lados. A velocidade de crescimento
foi cerca de 30 a 50 um/s. No caso de um sub-resfriamento relativamente grande
(AT>1°C), varios cristais cresceram rapidamente na diregdo de maior gradiente
de temperatura. Nestes, dois lados apresentaram-se paralelos ¢ com angulo entre
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os lados adjacentes de 60° ou 120°. Neste caso, a velocidade de crescimento foi
de 100 pm/s (Shichiri, 1998).

No crescimento de um cristal de gelo em forma de disco, os planos ru-
80s0s parecem crescer rapidamente ¢ isotropicamente enquanto a face basal lisa
cresce lentamente. Cristais facetados crescem mais rapidamente do que cristais
circulares. A interface rugosa circular mostrou-se decorrente de perturbagdes da
estabilidade morfolégica (Maruyama, Kishimoto ¢ Sawada, 1997). O gelo tor-
nou-se fino com o decréscimo da temperatura ¢ a espessura de uma placa hexa-
gonal a baixas temperaturas apresentou-se menor do que a de um disco. O com-
portamento de crescimento de cristais de gelo em 4gua variou sob condigdes di-
versas de congelamento: a) cristais completamente redondos (T= —6,12 °C, P=
69,45 MPa, —AP= 0,25 MPa); b) cristais redondos ¢ facetados (Tn= —16,14 °C,
Pn= 164,30 MPa, —-AP= 0,65 MPa) e ¢) completamente facetados (T=-21,79
°C, Py= 213,85 MPa, -AP= 0,25 MPa).

SimulagSes computacionais da dindmica molecular da 4gua por Slovak
et al. (2001) promoveram uma estrutura de gelo bilamiar que nio se assemelha a
nenhuma estrutura conhecida do gelo polimérfico. Contudo, ainda retendo o as-
pecto basico do gelo comum (cada molécula ligada a quatro moléculas vizinhas).
Cada camada do gelo era composta de anéis hexagonais levemente distorcidos.

Nada e Furukawa (1995), também utilizando simulagdo, sugeriram que
cada interface gelo/dgua tem uma estrutura difusa e as propriedades fisicas
diferem entre as regides interfaciais. Posteriormente mostraram que niio somente
as estruturas interfaciais, mas também a cinética de crescimento difere completa-
mente entre as interfaces (Nada e Furukawa, 1997). Foram observadas transi¢des
estruturais de uma superficie molecularmente plana a uma superficie com molé-
culas livres e, finalmente, a uma superficie fundida nas faces basal ¢ prismatica
de cristais de gelo (Nada e Furukawa, 2000).

64



lll I1 gy % LI le gy r;- ;_.-,-o.-<~-‘

2.5 A presenca d’agua nas células e tecidos

Tecidos vegetais podem ser descritos como um sistema polidisperso,
tendo a agua como meio dispersante ¢ na fase dispersa um grande numero de
substdncias orgdnicas ¢ inorganicas, formando solugdes reais (agucares, sais,
acidos) ¢ coloidais (proteinas, pectina), assim como emulsdes (lipideos, céras,
etc.).

A célula vegetal consiste de um citoplasma multicompartimentalizado
que se comunica com o meio externo através de uma membrana ¢ parede celular.
Normalmente, ha uma solu¢do diluida no lado externo e no interior uma solugao
concentrada que contém metabolitos, sais orginicos ¢ macromoléculas, variando
em concentragdes, dependendo da localizagio (Kramer ¢ Boyer, 1995).

Em uma planta pluricelular, as células recém-formadas sdo pequenas em
rclagdo ao seu tamanho final. Para adaptar-sc ao scu aumento, as paredes celula-
res das c¢lulas vegetais jovens sdo mais delgadas ¢ unicamente semi-rigidas, di-
ferentemente da parede celular das células que ja deixaram de crescer (McCann
¢ Roberts, 1994). Camadas adicionais da parede celular sdo frequentemente de-
positadas no lado interno da parede primaria (Figura 31). Essas camadas, que
compodem a parede secundaria, podem conter lignina, suberina e outros compos-
tos que conferem a csta uma caracteristica especial de rigidez ¢ impermeabili-
dade a agua. A parede celular proporciona uma habita¢do propriamente dita a
cClula vegetal. Cada parede celular interage com suas vizinhas, unindo as
células, formando uma placa integra. Paredes celulares relativamente rigidas va-
riam entre 0,1 um a muitos micrometros de espessura.

A lamela média ¢ uma camada amorfa que ocorre entre as paredes pri-
marias de células adjacentes. E uma regido que esta livre de microfibrilas celu-
losicas e € entdo composta principalmente de pectina. As pectinas contém nume-
rosos residuos de acido galacturénico com carga negativa. Devido a sua carga

negativa, as pectinas unem-se aos cations ¢, quando se adiciona calcio a uma
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solugdo de moléculas de pectina, formam-se pontes cruzadas entre elas, dando
lugar a um gel semi-rigido. Em tecidos pouco resistentes da planta, a lamela mé-
dia permanece ndo lignificada, énquanto que em tecidos lenhosos esta torna-se

fortemente permeada com lignina (Godwin e Mercer, 1982).

PAREDE CELULAR PRIMARIA
LAMELA MEDIA

PAREDE CELULAR SECUNDARIA

PAREDE PRIMARIA
. LAMELA MEDIA

FIGURA 31 Diferenga entre células vegetais (a) jovens e (b) adultas (Stryer,
1988).

Cada parede celular interage com suas vizinhas mediante finos condutos
citoplasmaticos que recebem o nome de plasmodesmos (Figura 32) e atravessam
as paredes celulares intercaladas unindo as células. Através dos plasmodesmos
tem-se o transporte de solutos e agua do protoplasma de uma célula para outra

(transporte simplastico), assim como pequenas moléculas, dgua e ions movimen-
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tam-se através dos espagos intermicrofibrilares das paredes celulares (transporte
apoplastico) (Alberts et al., 1983; Mujumdar, 1995).

= %/ parede celulat
§§§§: W bmeta meda
e

m—ems  Transporte simpléstico
===0 Transporte apopléstico

FIGURA 32 Os condutos citoplasmaticos denominados plasmodesmos atraves-
sam a parede celular e conectam as células. O plasmodesmo esta
revestido pela membrana plasmatica comum as duas células conec-
tadas (Alberts et al., 1983).

A 4gua ¢ um importante componente estrutural da parede celular. Esta
forma parte da estrutura gélica das pectinas. Por causa de mudangas no conteido
d’agua na parede ocorrem mudangas do gel pectinico a uma solugio viscosa.

Mudangas também reduzem as pontes de hidrogénio entre as microfibrilas de
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celulose ¢ as cadeias de hemicelulose. Quando cessa o crescimento celular, o
espago ocupado pela dgua na parede torna-se progressivamente preenchido com
lignina, assim formando a matriz ¢, portanto, a parede como um todo torna-se
muito mais rigida (Gedwin ¢ Mercer, 1982).

Moléculas e sinais devem atravessar a parede celular. Uma vez que a
matriz da parede ¢ um gel de polissacarideo altamente hidratado (60% em peso
da parede celular priméria ¢ gua), a agua, os gases ¢ as pequenas moléculas hi-
drossoliiveis penetram rapidamente. Em comparagdo com a membrana plasma-
tica, a estrutura com pontes cruzadas da parede celular s6 impede ligeiramente a
difusdo de moléculas pequenas como a agua, a sacarose ¢ o K' (Mujumdar,
1995). Células com uma parede de 15 pm de espessura devem a parede celular
somente 10% de sua resisténcia ao fluxo d’agua entre o citoplasma e o meio
externo; os 90% restantes sdo devidos 4 membrana plasmética. As macro-
moléculas atravessam muito lentamente a parede celular da maioria das células
vegetais (Alberts et al., 1983). Os poros da parede tém um didmetro variavel es-
timado entre 4.10° a 6,5.10° pm. Por eles transitam 4gua cujo didmetro é
somen-te cerca de 4.10™ pm, aguicares e aminoacidos com seus didmetros de 10
al,510%ume pequenas proteinas, mas a passagem de moléculas com peso
mole-cular maior do que cerca de 60 daltons (didmetro maior do que 8,5.10°
um) é geralmente bloqueada (Kramer e Boyer, 1995).

Dick (1971) concluiu que a verdadeira permeabilidade da membrana ¢
da ordem de 10" cm/s. Valores experimentais mais baixos foram explicados pela
existéncia d’agua em poros ou canais. Estes poros podem permitir um fluxo hi-
draulico paralelo quando ha um gradiente osmético (Rotstein e Comish, 1978).

Um modelo do arranjo de polimeros nas paredes celulares em alonga-
mento foi proposto por McCann e Roberts (1994), no qual as microfibrilas de
celulose sdo orientadas transversalmente i diregsio de alongamento com ligagGes
cruzadas de xiloglucanas dando maior tensdo i parede. A pectina e algumas pro-
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teinas fibrosas estdo orientadas paralelas as microfibrilas. A pectina recém-sinte-
tizada ¢ fortemente esterificada ¢ a pectina mais antiga, nao esterificada, contri-
bui para o aumento da area superficial da lamela média. Muitas proteinas globu-

lares também estdo presentes (Figura 33).

@ = Microfibrilas de celulose /" = Hemicelulose

% = Malha de polissacurideos pécticos  estaifi-ve Proteinas globulares da parede
2 : i i cados

> = F pécticos d ificados =A’ - Proteinas fibrilares da parede

FIGURA 33 Arranjo de polimeros na parede celular baseado em medidas de
visualizagdo direta ¢ microespectroscopia polarizada (McCann e
Roberts, 1994).

As membranas sdo complexos de proteinas e lipidios mantidos por for-
¢as ndo covalentes. As interagdes hidrofobicas sdo particularmente importantes
na manutencdo da estrutura. As membranas de bicamadas lipidicas tém uma per-
meabilidade muito baixa a ions ¢ moléculas polares, tendo a dgua como uma
excegdo a esta generalizagdo (Stryer, 1988). Rotstein ¢ Cornish (1978) citam

trabalhos de alguns autores como Bennet-Clark (1959) que concluiu que o proto-
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plasto aumenta em permeabilidade quando plasmolisado; Tien (1974), que apon-
tou que sob microscopia eletrdnica todas as membranas examinadas eram da or-
dem de 107 pm em espessura ¢ Staldemann (1963), que encontrou que a velo-
cidade de passagem da 4gua ¢ controlada inteiramente pelas dimensdes do tecido
e ndo pela permeabilidade por difusdo das membranas celulares.

Glinka e Reinhold (1972) observaram trocas d’agua em tecidos de ce-
nouras ¢ encontraram que o efeito da membrana resultava em diferentes valores
de permeabilidade quando esta era tratada com diferentes compostos quimicos.
Assim, mesmo havendo um significante efeito limitante, este ndio era tio grande
para mascarar a verdadeira mudan¢a em permeabilidade obtida.

A agua nio esta distribuida uniformemente na planta. A distribuigdo da
agua € dependente da presenga e natureza hidrofilica de estruturas macromole-
culares em rede, tais como as membranas, parede celular, organelas, vesiculas e
tubos vasculares. Nos tecidos parenquimaticos, uma grande quantidade de agua
(acima de 98%) reside nos vaciiolos das células. O contetido de agua da parede
celular depende do arranjo das fibras de celulose e composi¢do da matriz (Pow-
rie e Tung, 1975). Tem sido estabelecido que na membrana celular de frutas e
vegetais € sua imediata vizinhanga a agua esta firmemente ligada. A celulose e
substincias pécticas ligadas a essas membranas sdio altamente hidrofilicas e
estdo disponiveis para ligar grande quantidade de agua.

Muitos tecidos vegetais sub-resfriam até ~40°C. Nestes tecidos, grandes
espagos intercelulares estio ausentes e a dgua extracelular pode estar em micro-
capilares da parede celular. Esses formam uma continua rede entre as microfi-
brilas e as moléculas da matriz. Vazios equivalendo a capilares com.4.10° pm de
diametro estdo presentes nas paredes celulares. Preston ( 1974) predisse que a
4gua nestes capilares congela entre ~15° ¢ -25°C. O congelamento de solugdes
aquosas diluidas nestes capilares pode dar-se a tempcraturas mais baixas. Estas
predigdes sdo baseadas em generalizagdes da estrutura da parede celular. A
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presenga de microcapilares ndo somente pode deprimir o ponto de congelamento
da agua nos espagos intercelulares como pode impedir a propagacdo do gelo
através do tecido. A presenga de poros de pequeno didmetro poderia facilitar o
sub-resfriamento da 4agua em grandes volumes. Se o didmetro da microcapila-
ridade for suficientemente pequeno, a agua na cavidade permanece sub-resfriada
até ser nucleada heterogeneamente por nuclcos de gelo presentes na cavidade ou
homogeneamente a —38°C (Ashworth ¢ Abeles, 1984).

2.6 Distarbios celulares provocados pelo congelamento

Cristais de gelo crescem as custas da 4gua em sua vizinhanga imediata ¢
a baixas velocidades de resfriamento a vizinhanga celular ndo congelada em
tomo do gelo contrai quando a agua é removida. Isto ocorre porque a pressio de
vapor da agua nas células ¢ maior do que no gelo a mesma temperatura ¢ a agua
da célula difunde através da membrana plasmatica ao gelo extracelular. Os solu-
tos tornam-se entio mais concentrados, possivelmente aumentando a velocidade
de reagdes quimicas destrutivas. Alguns solutos podem cristalizar, mudando a
forca ibnica e o pH da solugdo intracelular e, consequentemente, o estado meta-
bélico da célula. Qutras propriedades também mudam significativamente como a
viscosidade, ponto de congelamento, tensio superficial ¢ interfacial ¢ potencial
de oxido-redugio.

As células morrem por exposi¢iio prolongada a solugdes concentradas,
as quais mudam as propriedadcs fisicas e quimicas, como ocorre no meio conge-
lado extracelularmente. A extensdo da concentragio ¢ influenciada, principal-
mente, pela temperatura final ¢, em menor grau, pela temperatura eutética do
soluto presente, agita¢do ¢ velocidade de resfriamento. Ocorre a concentragdo de
solutos téxicos no citoplasma e a desnaturagiio do &cido nucléico. O material

membranoso pode ser perdido, talvez irreversivelmente, devido a concentragio
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celular durante a desidratagio comprometer a integridade da membrana (Santos,
1999).

O estresse mecanico também resulta da desidratagiio. As células subme-

tidas ao estresse da perda de turgor contraem e eventualmente colapsam. A alta
concentragdo de solutos na seiva celular niio congelada causa desnaturagio os-
motica da proteina da célula ¢ isto afeta a textura (DeMan et al., 1979). As mem-
branas ndo resistem a retragio ¢ as organelas tomam-se distorcidas quando a
desidratagdo ¢ severa. A parede celular desenvolve pregas e deforma a plasma-
lema adjacente, sendo que em algumas células com paredes celulares endure-
cidas pelo depésito de material rigido este dano nio ocorre (Kramer e Boyer,
1995). A retragdo reduz a area efetiva da membrana plasmatica e pode alterar a
distribuicdo das proteinas nesta. Na desidrata¢o de um protoplasto ocorre sepa-
ragio da plasmalema da parede celular (plasmélise). Ocorre também a transicio
de fase da membrana a uma temperatura critica, resultando na formagio de uma
fase gélica dos lipideos (Crowe ¢ Crowe, 1986). Isto leva ao aumento da per-
meabilidade da membrana celular, perda da compartimentalizagio e do controle
regulador. Estes defeitos estruturais podem potencializar a a¢io de fosfolipases,
possivelmente mediada pela decompartimentalizagio do calcio (Parkin et al.,
1989). O aumento da cristalinidade ¢ também irreversivel e devido a ligagdes
entre polissacarideos no lugar de ligagdes dgua-polissacarideos na celulose (Ilker
¢ Szczesniak, 1990).
— 3 A tolerdncia ao congelamento esta relacionada a4 composicio da mem-
brana com respeito ao grau de insaturagdo de lipideos e a razfio molar dos varios
componentes lipidicos, tais como fosfatidilcolina, ceramida e glicosideo estéril
acilatado (Shomer et al., 1998). Fosfolipideos especificos podem ser os alvos
para aumentar a injuria induzida na ordenagdo ou separagio de fase, causando
desfiguragdes na estrutura bilamiar (Parkin et al., 1989).
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v Trabalhos mostram que as membranas so os principais pontos vulnera-
veis no congelamento das células vivas e que os danos s3o causados, particular-
mente, pelo aumento de compostos soliveis nas porgdes fluidas das células du-
rante o processo. As membranas do niicleo, mitocondria, ribossomo, lisossomo ¢
reticulo endoplasmatico podem ser danificadas pelo congelamento e desconge-
lamento em diferentes graus. Carboidratos ajudam a proteger as membranas de
danos por desidratagdo e manter a integridade e a fungdo de barreira das mem-
branas e vesiculas (Bendas et al., 1996).

A destrui¢io da membrana tem sido atribuida & segregagdo de varios
componentes (que leva a danos irreversiveis) c/ou a transi¢do de fase de compo-
nentes lipidicos polares. A transigiio de fase do liquido cristalino a fase gel leva
a danos reversiveis a membrana porque a configuragio bilamiar ¢ mantida. Em
contraste, danos causados pela transi¢do do liquido cristalino a fase hexagonal ¢
irreversivel porque uma estrutura ndo bilamiar é formada levando a fusdo da
membrana, perda de compartimentaliza¢do celular ¢ desorganizagdo irreversivel
da membrana (Santos, 1999).

Disturbios das propriedades funcionais das células, causados pelo con-
gelamento, ocorrem especialmente em células parenquimaticas de parede fina de
frutos com a perda da semi-permeabilidade das membranas, resultando no de-
créscimo do turgor celular e sec¢do dos tecidos pelo dano a substancias da pare-
de celular, como a pectina (Spiess, 1980). Em casos extremos, um ou mais sais
dissolvidos no fluido celular podem precipitar, o que pode levar a mudangas no
pH e mudar a conformacdo, estado de agregagdo e funcionalidade das macromo-
léculas.

Em tecidos dos talos de uvas € pouca a desidrata¢do induzida pelo con-
gelamento a —45°C, indicando extrema resisténcia & deformagio celular. A re-

sisténcia celular & deformagéo em folhas ¢ muito menor do que a observada nos
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talos. Tipicamente, um aumento na rigidez resulta em uma redugdo na desidra-
tacdo celular (Rajashekar e Burke, 1996).

Na formagdo de cristais intracelulares nenhuma ou poucas células enco-
lhem; o tecido pode parecer nio alterado apés descongelamento, porém, micros-
copicamente, todas as células podem estar mortas devido aos danos as estruturas
subcelulares (Schifer e Kaufmann, 1999). A formagio de cristais intracelulares,
qualquer que seja seu tamanho, destréi a organizagio interna das células,
alteran-do o seu metabolismo e provocando sua morte (Cheftel, Cheftel e
Besangon, 1982).

Nem toda 4gua compartimentalizada congela ¢ descongela 3 mesma
temperatura. O compartimento vacuolar congela sob temperatura de -3°C, mas,
por causa do seu conteido biopolimérico mais elevado, o citoplasma e a parede
celular requerem temperaturas abaixo de —10°C para o seu congelamento (Hills e
Remigereau, 1997).

Acredita-se que ndo existe a formagdo de cristais de gelo entre as bica-
madas lipidicas. Gleeson, Erramilli ¢ Gruner (1994) concluiram que se a agua
incorporada entre as bicamadas fosse congelada, migraria para fora da grade
lamelar, talvez para a regio intersticial, onde formaria bolsas de gelo.

-1 Geralmente, o congelamento rapido causa mais rupturas e fragmentacio
das membranas do que o congelamento lento ou intermediario. Grandes células
parequimais, altamente vacuoladas, apresentaram um maior grau de desorgani-
zagdo das estruturas protoplasmaticas do que células menores e menos vacuo-
ladas (Partmann, 1975; Edwards ¢ Hall, 1988). Para células com grandes vacuo-
los, o congelamento ultra-rapido pode ter efeitos benéficos nas mudangas textu-
rométricas. Assim, péras congeladas em nitrogénio liquido apresentam uma tex-
tura mais firme apés o descongelamento quando comparadas com péras tratadas
por métodos de congelamento convencionais. A vitrificagdo causa menos danos,

presumivelmente por causa dos componentes celulares, como solutos ionizados
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na estrutura das macromoléculas permaneccrem mais ou menos em sua relativa
posigio natural existente em células vivas.

O congelamento ultra-rapido (congelamento criogénico), no entanto, po-
de causar a letalidade pela formagao de cristais de gelo intracelulares ou racha-
duras mecénicas, devido a uma contrago nio uniforme seguida da solidificacdo
ou a ruptura da camada externa congelada quando a regido interior congela ¢
expande (Martino et al., 1998). Os produtos de alta densidade (alto conteudo
d’agua) e baixa porosidade sdo geralmente mais susceptiveis a rachaduras do
que aqueles com baixa densidade ¢ alta porosidade (Kalichevsky, Knorr ¢
Lillford, 1995).

Mudangas na pressdo, durante o processo de congelamento, resultaram
na deformagiio da estrutura celular de magds. Esta deformagéio danificou as jun-
¢oes celulares e estas se desprenderam afetando o comportamento mecanico do
tecido (Martinez-Monzo et al., 1998). Células da pele de frangos jovens e con-
juntiva de olho humano congeladas com o auxilio de pressdo sofreram uma
redugdo em sua viabilidade quando comparadas as amostras que sofreram con-
gelamento convencional. Possivelmente devido a formagdo de gelo intracelular
(Kalichevsky, Knorr e Lillford, 1995).

2.7 Danos fisico-mecéinicos na parede celular de frutos

A expansdo de 9% a 10% no volume da agua provoca um estresse com-
pressivo na parede celular e pode causar danos cuja extensdo ira depender das
propriedades mecénicas da matriz circundante. Componentes elasticos sdo, nor-
malmente, menos afetados do que os rigidos.

As plantas podem suprimir algum congelamento pela depressdo do pon-
to de fusdo ou pelo sub-resfriamento das solugGes nos tecidos (Glasstone, 1946).
A tolerincia & formagdo de gelo alia-se com a inibigdo da formagdo deste em

regides criticas da planta, por exemplo, no protoplasma que ndo sobrevive a bai-
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xas temperaturas (Burke, George ¢ Bryant, 1975; Levitt, 1980). Durante a acli-
matagdo, o aumento do conteiido de agiicares no citoplasma pode contribuir para
a crioprotegdo. Contudo, os vaciolos das células parenquimaticas podem ter me-
nor conteudo de agiicares do que o citoplasma e isto pode influenciar a nuclea-
¢do e cristalizagdo da dgua intracelular (Koster ¢ Lynch, 1992).

Uma barreira a perda d’agua e ao crescimento dos cristais de gelo nas
células ¢ necessaria para que ocorram sub-resfriamento e retardamento da crista-
lizagdo (Quamme, Su e Veto, 1995). Wisniewski e Davis (1995) hipotetizaram
que, devido 4 natureza higroscépica de alguns tipos de pectina, a parede primaria
espessada pode promover um conduto para a agua mover-se preferencialmente
em diregdo ao gelo extracelular. Concomitantemente, a presenga de géis de pec-
tina nos espagos intercelulares pode evitar o crescimento do gelo intruso. Em
muitas células, os cristais de gelo foram observados nos vaciiolos ¢ no no cito-
plasma. Isto sugere que membranas celulares internas, tais como tonoplastos, fo-
ram impermeaveis ao gelo e impediram o crescimento interno dos cristais.

A alta resisténcia de ervilhas 4 degradagdo texturométrica durante o con-
gelamento quando comparadas com espinafre ¢ feijdo verde foi atribuida ao alto
conteido de amido, abundante estrutura protoplasmatica e ao baixo grau de va-
cuolizagdo nas células parenquimaticas (Mohr, 1974). A imagem de ressonincia
magnética € sensivel a morfologia dos tecidos e érgios vegetais claramente deli-
neados (epiderme, tecido vascular, cortex e sementes) que sofrem uma drastica
mudanga na aparéncia da imagem ap6s as células terem sido rompidas por con-
gelamento e descongelamento (Duce, Carpenter ¢ Hall, 1992).

Kasahara ¢ Jiménes (1990) investigaram o efeito de crioprotetores sobre
a textura e outros parimetros de chirimoyas submetidas a congelamento. Os
tratamentos estudados mostraram um efeito protetor da textura e uma redu¢sio no
exsudato gerado. Efeito especial apresentou o tratamento com solugdes de agu-
car e cloreto de calcio. Resende (1995) avaliou a influéncia de hidrocoldides
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sobre o crescimento de cristais de gelo em tecidos de meldes congelados com
diferentes velocidades. Os tratamentos com sistemas constituidos de amido gela-
tinizado e pectina, adicionados de sacarosc e ions calcio, obtiveram melhores
resultados na manutencio da cstrutura celular, menos perda de fluido ¢ melhor
textura do material descongelado (Resende, 1995; Resende e Cal-Vidal, 1997).

A velocidade do congelamento afetou a textura de pecans. Os pardme-
tros mais afetados foram rigidez e fraturabilidade (Anzaldia-Morales, Brusewitz
¢ Anderson, 1999). Os processos de congelamento ¢ descongelamento levam a
desintegragdio das células, degradagiio dos pigmentos e isomerizagdo de carote-
nbides (Bartolome, Rupcrez e Fuster, 1996). Temperaturas abaixo de —3°C tor-
nam-se criticas no congelamento de kiwis ¢ uma exposi¢do mais prolongada a
temperaturas neste valor, ou mais baixas, aumenta a probabilidade de nucleagio
do gelo (Testolin ¢ Costa, 1995). Em tecidos de madjhoul (Phoenix dactylifera
L.), apés congelamento a -18°C, as paredes celulares pareceram rompidas ou
desprendidas resultando na formagfio de espagos entre estas (Shomer et al,,
1998). No congelamento de frutos citricos, o crescimento de grandes cristais de
gelo nos espacos entre as bolsas de suco ¢ sua invasdo nas paredes epidérmicas
levam ao reforgamento das pontes de gelo entre as bolsas. O congelamento rapi-
do evita a injuria ultra-estrutural, mas, a0 mesmo tempo, as bolsas expandidas
exercem pressdo entre si e repelem-se umas as outras, levando a sua separagio ¢
a desintegrac¢do do involucro destas (Shomer, 1986).

Wardouvski ¢ Grierson (1972), citados por Hendrix ¢ Ghegan (1980),
investigaram padrdes de congelamento em laranjas. As membranas delas foram
danificadas diferencialmente, se o tipo de congelamento fosse por radiagdo ou
convecgdo, o que influenciou também o suco concentrado congelado feito com
os frutos danificados. Shaw (1984) sugeriu que a determinagdo do conteido de
sulfeto de hidrogénio em suco de frutos pode ser um indice para determinar o

grau de dano pelo congelamento aos frutos. Um nivel reduzido de sulfeto de
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hidrogénio indica danos mecénicos s células que permitiram reacdes enzima-
ticas, tais como a degradagio de metionina ou cisteina a sulfeto de hidrogénio,
antes da extragio do suco.

Grandes bolhas tém propriedades oxidantes ¢ podem causar também da-
nos mecénicos. Quando o gelo ¢ formado, gases dissolvidos se concentram e
saem da solugdo. Durante o aquecimento, com a fusdo do gelo, estas bolhas po-
dem coalescer (Thomas e Smith, 1994).

2.8 Tentativas de reduciio de danos celulares mediante o monitoramento de

cristais de gelo

2.8.1 Monitoramento do niimero e tamanho de cristais de gelo

A dimensdo dos cristais de gelo ao final do congelamento depende do
numero de nicleos cristalinos formados inicialmente. Grandes cristais sio for-
mados quando ha poucos nicleos. Portanto, regulando a nucleagio por meio da
temperatura ¢ velocidade de congelamento pode-se obter cristais de tamanho
desejado. Quando a nucleagdo é rapida, numerosos nucléolos dio origem a um
elevado nimero de cristais de pequeno tamanho (Leniger e Beverloo, 1975;
Reid, 1983; Hartel ¢ Chung, 1993). Uma rapida redugdo na temperatura (abaixo
de —40°C) previne o crescimento de cristais de gelo intracelulares pela répida
passagem na zona de temperatura em que ocorre o crescimento letal dos cristais
de gelo (Santos, 1999).

Além da velocidade de congelamento, as altas concentragdes das solu-
¢oes exercem influéncia sobre o processo de cristalizagio, bem como a dinimica
do processo de difusdo. A redugiio da mobilidade desfavorece agregagdes de
cristais préximos entre si, mantendo-os reduzidos em tamanho e quantidade. E
sabido que, aumentando a velocidade de deslocamento de uma solugio e/ou

reduzindo a viscosidade da solugdo pelo decréscimo da concentragio de soluto,
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pode-se aumentar o coeficicnte de transferéncia de massa para ajudar o soluto na
interface gelo-solugdo a ser transportado no corpo fluido (Chen, Chen e Free,
1998).

O processo de congelamento assistido pela utilizagdo de pressdo é ba-
seado no comportamento incomum da 4gua sob pressdo. A 207 MPa, a igua
permanece liquida abaixo de —22°C. O emprego destas condigdes, seguida por
rapida liberagdo da pressdo, di lugar a uma nucleagio quase instantinea na
amostra, devido ao sub-resfriamento uniforme ¢ ao equilibrio instantdneo da
pressdo nas fases sélida e liquida (Martino et al., 1998). O crescimento ¢ entdo
completado sob pressdo atmosférica. Este processo ¢ realizado com o objetivo
de obter cristais de gelo do tipo III, que se apresentam como cristais menores €
com densidade levemente acima do valor para a agua liquida (Sanz et al., 1997,
Lévy et al., 1999; Chevalier, Bail ¢ Ghoul, 2000a,b).

Crioprotetores geralmente reduzem o tamanho dos cristais de gelo e alte-
ram ou reduzem o colapso celular, substituindo a d4gua em sua auséncia (Thomas
¢ Smith, 1994). Géis preparados com surimi ¢ com um baixo nivel de crioprote-
tores apresentaram uma microestrutura esponjosa com a existéncia de espagos
provocados por cristais de gelo, relativamente grandes. Géis preparados com um
alto teor de crioprotetores apresentaram uma malha mais compacta ¢ uniforme
com espagos menores € numerosos provocados pelos cristais. A adi¢do de 8% de
sorbitol resultou em uma maior habilidade para a retengdo d’agua, uma maior
for¢a no gel e uma menor formagio de cristais de gelo (Yoon e Lee, 1990).

Alguns estudos langaram duvidas na habilidade dos hidrocoléides em
controlar o tamanho dos cristais de gelo em sobremesas congeladas. Cottrell,
Pass e Phillips (1979) encontraram que certos polissacarideos usados como esta-
bilizantes em sorvetes exerciam somente um controle minimo sobre o cresci-
mento do cristal de gelo em sorvetes estocados a —35°C por 16 semanas. Todos

os hidrocoldides foram retardantes ineficientes no crescimento do cristal quando
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comparados com a sacarose. Aumentando-se a viscosidade da solugdo ocorre um
decréscimo na velocidade linear de cristalizagdo, contudo, as curvas diferem em
forma, inclinagdo e posi¢do, dependendo do hidrocoldide(s) usado(s) e com a
presenca ou auséncia de sacarose (Budiaman e Fennema, 1987, Buyong e
Fennema, 1988).

Sistemas de solugSes-modelo contendo polissacarideos estabilizadores
apresentaram uma cstrutura de malha caracteristica quando congelada que foi
alterada pela adigfio de sacarose. Sorvetes estabilizados apresentaram didmetro
meédio de cristais de gelo menor do que amostras ndo estabilizadas (Caldwell,
Goff e Stanley, 1992). Os polissacarideos promoveram um efeito protetor duran-
te o crescimento de cristais de gelo na fabricagfio de sorvetes ¢ estocagem a
temperaturas flutuantes. O tamanho inicial e a velocidade de crescimento dos
cristais de gelo foram reduzidos em sorvetes estabilizados (Goff, Caldwell ¢
Stanley, 1993). A adigdo de dextrana em sorvetes sob agitagio resultou em um
efeito protetor mais pronunciado devido ao resultado de interagdes entre a
dextrana, proteinas do leite e outros estabilizadores. A adigfio de dextrana efeti-
vamente aumentou a T, do sorvete, o que indica seu potencial como crioprotetor
(McCurdy, Goff e Stanley, 1994).

A Unilever (1993) desenvolveu um método para controlar a espessura de
cristais de gelo dendriticos para ndo excederem 100 pm e preferencialmente nio
excederem 60 pum. Um cristal menor é obtido alterando-se a formulagdio com
substéncias de peso molecular médio mais alto. Por exemplo, adogantes conven-
cionais, como sacarose ¢ dextrose, sdo trocados por xarope de milho para atingir
este propdsito. A maltodextrina pode ser também utilizada. O uso de materiais
de peso molecular mais elevado forga a 4agua a solidificar como uma massa
amorfa. A temperatura de transicio vitrea dos produtos obtidos normalmente se
encontra a —18°C e, em particular, a ~13°C. Durante o congelamento de so-

lugGes contendo inibidores de cristalizagfo, os cristais de gelo e a solugiio liqui-
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da sub-resfriada sdo formados, a ultima solidificando em uma massa vitrea & me-
dida em que a temperatura decresce (Flink, 1975, Mackenzie, 1975b ¢ Simatos,
1976).

Miyawaki, Abe e Yano (1992) observaram o efeito de materiais coexis-
tentes com o gelo, tais como sacarose (modificadora da atividade d’agua), clo-
reto de sodio (estruturante) e uréia (desestruturante). A adigdo destes materiais a
um nivel de 5% aumentou substancialmente o tamanho dos cristais de gelo. A
adiciio de um tensoativo (Triton X-100, 5%), em combinagdo com a sacarose,
contudo, inibiu consideravelmente o aumento em tamanho dos cristais, prova-
velmente por causa da inibigio da taxa de transferéncia de massa d’agua para a
interface gelo-liquido. Um agente como o Triton X-100 pode ser adsorvido a in-
terface entre o gelo ¢ a solugdo e retardar a difusdo molecular a interface até que
o tamanho do gelo decresga (Bae, Miyawaki ¢ Yano, 1993).

2.8.2 Possibilidades de mudancas na estruturagio e morfologia de cristais
de gelo

A morfologia de cristais de gelo tem sido observada por alguns pesqui-
sadores, com o monitoramento da velocidade e do tempo de congelamento
(Shirai et al., 1985; Miyawaki e Bae, 1994; Fuchigami et al., 1994).

Congelamentos rapidos ¢ ultra-rapidos costumam produzir cristais esfé-
ricos. Dos respectivos nicleos partem agulhas de gelo muito finas que, na sua
forma externa, constituem uma esfera. Aumentando-se, todavia, a velocidade de
congelamento, estas agulhas sc fazem cada vez mais delgadas e o cristal acaba
por tornar-se transparente. No congelamento de tecido bioldgico prevalecem os
dendritos irregulares (Woinet, Andrieu e Laurent, 1997). A velocidade de con-
gelamento geralmente utilizada na pratica é demasiadamente alta para que se

possam formar cristais hexagonais regulares (Gruda ¢ Postolski, 1981).
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A velocidade de liberagdio da pressdo no congelamento pode influenciar
a morfologia dos cristais de gelo. Uma lenta liberagio provocou a formagio de
cristais irregulares ¢ sem orientagdo especifica, enquanto uma rapida liberagio
da pressdo promoveu cristais mais largos, em forma de agulhas, orientados radi-
almente € com um notavel gradiente de tamanho da superficie da amostra para o
centro (Lévy et al., 1999).

Diz-se que principalmente os cristais em forma de agulhas danificam
mecanicamente as estruturas celulares. A forma dendritica dos cristais de gelo
em um meio contendo colageno pode ser influenciada por variagdes na concen-
tragdo do soluto em suspensdo, e pardmetros de congelamento como gradiente
de temperatura e velocidade da frente congelante. Usando acido acético como
aditivo, o gradiente de temperatura pode ser ajustado entre 40 ¢ 50 K/cm para a
formagdo de dendritos sem ramificagdes laterais. No caso de etanol, o gradiente
de temperatura pode ser ajustado entre 25 ¢ 50 K/cm para atender a este critério.
Nas faixas mencionadas, o coligeno agregado foi rejeitado do avango da frente
de gelo e se depositou nas areas ndo cristalizadas entre os cristais de gelo. A
rejeicdo dos agregados de colageno pode ter sido causada pela anisotropia do
gelo (Schoof et al., 2000). '

Na presenca de micleos submicroscépicos de gelo, discos planos sio for-
mados. A um pequeno sub-resfriamento, a forma arredondada ¢ preservada; com
um maior sub-resfriamento, o crescimento na diregdo do eixo a, plano basal, tor-
na-se dominante € uma aparéncia hexagonal é observada. Um maior aumento do
sub-resfriamento provoca uma maior troca de calor formando-se vértices protun-
dentes (Quervain, 1975). Intenso sub-resfriamento produz finos cristais de gelo
devido & nucleagdo secundaria ¢ resulta em uma morfologia dendritica ¢ irre-
gular (Suzuki € Hagura, 1997). No congelamento lento de 4 ml de 4gua destilada
que apresentou um subresfriamento de ~5,9°C, os primeiros cristais formados
foram discos planos (Figura 34) de tamanho variado (Carneiro, 1997).

82



FIGURA 34 Cristais de gelo em forma de discos fotomicrografados ao micros-
copio Otico com luz polarizada. Primeiros cristais formados no con-
gclamento de agua destilada (Carneiro, 1997).

Ohsaka ¢ Trinh (1998) encontraram a morfologia dos cristais de gelo
mudando de discos circulares a discos perturbados ¢, cntdo, a um crescimento
dendritico. O tipo dendritico geralmente avanga ao longo do plano basal. Ao fi-
nal, a forma global hexagonal ¢ preservada. As mesmas mudangas em morfolo-
gia foram encontradas por Tirmizi ¢ Gill (1987). Estes autores observaram que a
morfologia dos cristais de gelo depende do grau de sub-resfriamento ¢ do tempo
decorrido até o inicio do crescimento livre.

Proteinas podem funcionar como nucleantes de gelo para iniciar a for-
magao de gelo extracelular ¢ as AFPs (Antifrecze Proteins) modificar os cristais
de gelo que se formam fora das células (Hon et al., 1995). Baixas concentragoes
(nM) de AFP inibem o crescimento do gelo ao longo do eixo a de tal modo que
as faces do prisma hexagonal do cristal se tornam evidentes. Em uma maior con-

centragiio (UM) de AFP, o cristal cresce predominantemente ao longo do ¢ixo ¢
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para formar bipirdmides hexagonais ¢ cristais em forma de agulhas. As AFPs se
adsorvem nos cristais de gelo para modificar seu crescimento normal (Feency e
Yeh, 1993). O cristal de gelo formado como um disco, uma 1dmina hexagonal, ¢
uma bipirimide hexagonal, representa zero, baixa e alta atividade anticonge-
lante, respectivamente, em uma escala qualitativa (Griffith et al,, 1992). _

Maruyama, Ashida ¢ Knight (1999) concluiram que gases dissolvidos na
agua ndo sdo significantes na determinacdo da morfologia do gelo. A pressdo
atmosférica ou a vacuo, facctas prismaticas nio sdo formadas durante o cresci-
mento deste ¢ as interfaces do gelo paralelas ao cixo ¢ apresentam-se rugosas.
Eles encontraram cristais na forma de disco com seu eixo ¢ vertical, crescendo
sem nenhuma face prismatica e sem instabilidades interfaciais até varios mm em
didmetro.

Estudos recentes estdo sendo voltados para a estruturagiio de cristais de
gelo por meio de substincias que podem ser infundidas em frutos com o poder
de modificar a disposi¢do das moléculas d’agua no estado cristalino. A mudanga
em morfologia dos cristais ¢ um fator de grande relevancia porque caracteriza o
tipo de interagdo cristal-célula. Agucares, isolados ou cm combinaggo, promove-
ram estruturagGes que variaram entre uma configuragdo do tipo hexagonal (Figu-
ra 35a) a arborea (Figura 35b), em que longos ramos cresceram a partir de um
tronco axial com &ngulos de 60°. Vitaminas anfifilicas favorcceram a formagdo
do tipo miccla (Figuras 35¢ ¢ 35d) e diferentes aminoacidos apresentaram for-
mas hexagonais (Figuras 35¢ ¢ 35f) e alongadas, com uma possivel influéncia de
sua polaridade (Cameciro, 1997; Cal-Vidal e Cameiro, 2000; Cal-Vidal e
Carneiro, 2001; Carneiro e Cal-Vidal, 1998a,b; Carneiro e Cal-Vidal, 2000a,b,c;
Carmneiro ¢ Cal-Vidal, 2001).
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FIGURA 35 Estruturagio de cristais de gelo (-20°C) em solugdes aquosas con-
tendo a) glicose 5%, b) arabinosel: xilose2 20%, c) piridoxina 15%,
d) creatina 1%, ¢) arginina 3% e f) lisina 1% (Carneiro, 1997).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Congelamento de solugdes-modelo

Solugdes-modelo contendo substincias diversas (acucares, aminoacidos e
vitaminas), em diferentes concentragdes (Tabela 2), foram congeladas em placas
de Petri (25 mm ¢ x 150 mm /) em um congelador (Metalfrio, Sdo Paulo-Brasil)
até —20°C. Foram distribuidos 4 ml de solu¢iio em cada placa que atingiram a
temperatura de —20°C em torno de 1 hora ¢ 30 segundos, mas as placas foram
deixadas por duas horas no congelador. A natureza quimico-estrutural de cada
substincia empregada encontra-se na Figura 36 ¢ as estruturas fisicas correspon-
dentes na Figura 37. Os cristais de gelo foram fotomicrografados ao microscopio
dtico de contraste de fase (Nikon optiphot phase contrast 1.25, Japdo), munido
de um sistema de cimera automatica (Nikon FX-35A, Japdo) e filtro polarizador
(Olympus U-Pot, Japdo). O congelamento foi realizado em triplicata, ou seja, fo-
ram analisadas trés plaquinhas de cada concentragio de uma determinada subs-
tancia. De cada uma delas foram obtidas quatro ou mais fotografias, dando um
total de, no minimo, doze fotos por concentragio ¢ 48 fotos por substincia. As
amostras, fotografadas & temperatura ambiente, eram descartadas tio logo

iniciava-se a fusdo (em tomno de 30 a 60 segundos).



TABELA 2 Substincias empregadas nas solugdes-modelo submetidas a conge-

lamento.

Substincias

Concentragées (%)*

Frutose [Synth]
CeH 206

o-L-Raminose monoidratada [Sigma]

CsH,205. HO

Riboflavina [CRQ]
CI7H20N406

Acido 4-aminobenzéico [Vetec]
H,NC:H,CO,H

Acido aminoacético (Glicina) [Synth]

C.HsNO,

Cloridrato de L-cisteina [Synth]
C;H;CINO,S H,0

Acido L-aspartico [Vetec]
CH/NO,

Acido L-glutimico [Vetec]
CsHNO,

L-prolina [Baker]
CsHsNO;

DL-metionina [Baker]
CH,;SCH,CH,CH(NH,)COOH

1,0 50 10,0 150

1,0 50 10,0 15,0

0,25 0,5 0,75 1,0

0,5 0,75 1,0 3,0

0,25 0,5 0,75 1,0

1,0 30 50 7,0

0,25 0,5 0,75 1,0 1,5 3,0 5,0

1,0 3,0 50 7,0

1,0 30 50 7,0

0,25 0,5 0,75 1,0 1,5

*g substincia/100 g d’agua
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Frutose PM 180,16

CHOHO  CHOH

Raminose PM 164,20

Riboflavina PM 376,40
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FIGURA 36 Natureza quimico-estrutural das substancias utilizadas nas solu-

¢oes-modelo (continua).
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Glicina PM 75,07

Cisteina PM 121,10

Acido aspartico  PM 133,10

H
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Acido glutamico  PM 147,13
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Prolina PM 115,13

Metionina  PM 149,21

FIGURA 36, Cont.
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FIGURA 37 Estrutura fisica das substincias empregadas fotomicrografadis ao
microscopio otico com luz polarizada. a) frutose, b) raminos, c)

riboflavina. d) acido 4-aminobenzoéico, ¢) glicina (continua).
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FIGURA 37, Cont. f) cistcina, g) acido aspartico, h) acido glutamico, i) prolina,

J) metionina.
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3.2 Preparacao das amostras para microscopia ética (MO)

Foram utilizados tecidos parenquiméticos do mesocarpo de mamio
(Carica papaya), variedade papaya da cultivar “Sunrise Solo” (12,63°Brix) com
cor 2.5YR 7/12 e caqui (Diospyros kaki) variedade chocolate do tipo Variavel
(14,2°Brix) cor 7.5YR 7/12, segundo Munsell Book of Color e tecido epidér-

mico de cebola (4/lium cepa) branca (Figura 38).

mesocarpo epz'—-'

mesocarpo

FIGURA 38 Tecidos utilizados para congelamento de a) mamdo; b) caqui e c)
cebola. epi= epicarpo, cr= cristal de oxalato, mes= mesocarpo, /=

tubo latex, v=tecido fibrovascular (Winton e Winton, 1949).
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Utilizou-se o processo de infusdo a vacuo (0,5 atm) a temperatura am-
biente (22°C) por 24 horas para incorporar as substincias (Tabela 3) em solugdo
aquosa de 20% (concentragdo inicial) em pedagos de frutos, anteriormente ao
congelamento dos mesmos, visando influenciar a estruturagdo da agua durante a

cristalizagdo.

TABELA 3 Substincias infundidas nos frutos.

Substiincias Concentraciio (%)*
Frutose 20
Riboflavina ~20

Glicina 20
Lisina 20

Prolina 20

*Valor inicial da solugdo em g substincia/100 g d’agua

Os frutos e bulbos foram cortados em cubos com arestas de 10mm (1
cm’) e colocados em frascos, separadamente, contendo 5 ml da solu¢do. Foi
utilizada uma malha vazada para que os frutos ficassem suspensos na solugio
(Figura 39).

Os cubos que sofreram infusdio, € uma amostra controle, foram conge-
lados (congelamento lento em ar estatico) em placas de Petri a -20°C, por seis

horas.
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FIGURA 39 Fluxograma das etapas para MO seguintes a infusdo dos blocos de
frutos.

| Congelamento |

Os cubos de frutos, apds congelamento, foram imersos em fixador FAA
(formaldeido 37%, acido acético glacial e alcool etilico 70%, 1:1:18 v/v), 40
vezes o volume do tecido, que se encontrava dentro do congelador a temperatura

de —20°C, por quatro horas. Apés este periodo, foram mantidos no fixador por
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20 horas & temperatura ambiente para assegurar penetracdo suficiente do agente
fixativo que atua principalmente por introduzir novas ligagSes cruzadas entre e
nas moléculas dos tecidos constituintes, assim imobilizando suas estruturas. As
amostras fixadas foram desidratadas utilizando-sc uma série alcodlica crescente
(Tabela 4), substituidas em xilol ¢ embebidas em parafina. Foram emblocados

trés cubos de frutos para cada tratamento mais amostras controle.

TABELA 4 Etapas do emblocamento

Desidrataciio alcéolica
alcool etilico 70% - 20 min
80% - 30 min
90% — 30 min
100% - 60 min
100% - 60 min
Substituig#io por solvente
alcool + xilol  3:1 - 40 min

1:1 - 40 min
1:3 - 40 min
xilol puro 30 min
30 min
Impregnagiio com parafina
xilol saturado com parafina 40 min (temperatura ambiente)

xilol saturado com parafina 20 min (55°C)
xilol + parafina 20 min (57°C)
parafina pura 12 horas (60°C)
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Foram obtidas se¢des de 18um em micrétomo rotativo (Reichert-Wien).
As fitas com seis cortes foram aderidas a ldminas de vidro com adesivo de
HAUPT sobre placa aquecida (30°C) e secas em estufa a 40°C por 24h.

Apos este periodo, os cortes foram corados segundo o método de Sakai
(1973), citado por Kraus e Arduin (1997): as ldminas foram mergulhadas em
azul de toluidina por 45 minutos, sob temperatura ambiente, lavadas trés vezes
em agua destilada e secas a temperatura ambiente por 24 horas. Os cortes foram
desparafinizados em xilol puro (trés vezes com intervalos de 30 minutos), secos

a temperatura ambiente ¢ as ldminas montadas em balsamo do canada.

3.3 Preparo das amostras para microscopia eletronica de transmissdo
(MET)

Partindo de cubos de frutos (1000 mm®) submetidos as mesmas condi-
¢oes de congelamento e infuso descritas para microscopia ética, foram obtidos
cubos menores (1 mm®) que foram fixados em 1 ml de uma mistura aldeidica
(glutaraldeido 2,5%; paraformaldeido 2,5%; cloreto de calcio 0,001 M e tampdo
cacodilato de sédio 0,05 M) por 24 h a temperatura ambiente. Apos este periodo,
foram lavados em tampéo cacodilato, pos-fixados em tetréxido de 6smio 1% por
1 h 4 temperatura ambiente, lavados em 4gua destilada, contrastados com acetato
de uranila 0,5%, desidratados com acetona (30%, 50%, 70%, 90% ¢ 100%) ¢
embebidos em resina  Spurr macia para permitir o corte extremamente fino
(7.10% um) em um ultramicrétomo (Reicher-Leica), como esquematizado na

Figura 40.

96



¥

——— Lavagem1l |
Y
| Desidratagio |———
L4

—— | Infiltragio |

Y
| Emblocamento |

Y
—1 Seccionamento |

Microscopia
Eletronica de
Transmissdo

FIGURA 40 Fluxograma das etapas para MET seguintes a fixa¢do dos blocos de
frutos, sendo C= controle, F= frutose, R= riboflavina, G= glicina,

L= lisina e P=prolina.
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3.4 Observagdes microestruturais

3.4.1 Microscopia ética

Os cortes de frutos, montados em liminas de vidro, foram observados e
fotomicrografados ao microscopio dtico de contraste de fase (Nikon optiphot
phase contrast 1.25, Japdo), munido de um sistema de cAmera automatica (Nikon
FX-35A, Japdo). De cada bloco (trés para cada amostra) foram preparadas qua-
tro laminas com fitas de seis voltas ¢ de cada lamina foram obtidas trés fotos do
centro de diferentes campos centrais, como esquematizado na Figura 41, resul-
tando cm um total de 27 fotos por tratamento. A extensdo de danos ao tecido ¢
células individuais foi correlacionada com as possiveis morfologias dos cristais

de gelo provocadas pela infusdo das substincias descritas anteriormente.

ﬁ:i = 27 fotos

(x3)

(x3) (x3)

Ty

@) — ©0B0E0 |

bloco com amostra lamina com cortes

FIGURA 41 Esquematizagio de fotomicrografias obtidas de tecido de frutos

congelados, ao microscopio 6tico com contraste de fase.
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3.4.2 Microscopia eletronica de transmissio

Os cortes ultra-finos depositados sobre telinhas de cobre foram fotomi-
crografados utilizando-sc a cdmera do microscopio cletrénico de transmissdo
(MET Zeiss EM900). As imagens mais detalhadas auxiliaram na investigagdo de

estruturas danificadas ou ndo pelos cristais de gelo.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Estruturagio de cristais de gelo

Os cristais de gelo formados em dgua destilada apresentaram uma es-
truturagdo hexagonal das moléculas d’agua (Figura 42) embora com distor¢des
mas mantendo, em sua maioria, um angulo de simetria de 60°. Distorgbes sdo
comuns em todos os cristais, independentemente de sua natureza quimica. A
mesma temperatura, angulos similares normalmente permanecem constantes,
apesar do tamanho ou forma do cristal (Kraus, Hunt ¢ Ramsdell, 1959). Assim,
assumimos que cristais que mantiveram vértices de aproximadamente 120° ou
apresentaram-se arredondados constituem irregularidades no sistema hexagonal

ou transig¢des na cristalografia dos mesmos.

4.1.1 Estruturacfio do gelo na presenca de agucares

Na Figura 43 vé-se o comportamento do agiicar frutose na estruturagdo
de cristais de gelo. Na concentragio de 1% (Figura 43A) aparecem cristais do
tipo hexagonal, aparentemente sem rugosidades em sua superficie. Se a veloci-
dade de crescimento dos cristais de gelo decresce, como acontece na adicdo de
agucares, a superficic dos cristais tendem a tornarem-se lisas (Hartel ¢ Chung,
1993). Apesar de seu peso molecular relativamente alto, ¢ grande a solubilidade
da frutose, sendo esta facilmente arranjada na grade cristalina. Com o aumento
de sua concentragdo (5% ¢ 10%) em solugdo aquosa foi promovido um aumento
na nucleagdo do gelo e, consequentemente, redugiio no tamanho dos cristais
(Figura 43B ¢ C). Com um maior aumento na concentragio (15%), as moléculas
de frutose induziram a formagdo de cristais dendriticos, for¢ando o alinhamento

das moléculas d’agua ¢ do soluto (Figura 43D).
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Comportamento semelhante pode-se observar em solugdes aquosas con-
tendo raminose (Figura 44). No entanto, cste aglicar, apesar de ser uma hexose,
dispde de menos sitios de ligagdio com a agua. Isto faz com que, cm menor
concentragdo do que a frutose, as moléculas d’agua se alinhem juntamente com
o soluto formando longos bragos, facilitados também por seu peso molecular
menor € consequente maior difusdo no meio do que a frutose.

Através dos grandes ¢ transparentes cristais hexagonais (Figuras 43A ¢
44A) estruturados pelos agucares, podem-se observar cristais em camadas
inferiores. Tal fato indica que estes cristais tém pouco desenvolvimento ao longo
do cixo ¢, ou seja, sdo cristais ‘achatados’, porém, ndo planos, podendo-se per-
ceber um certo abaulamento nestes. A incorporagio de uma molécula d’agua a
uma face prismatica resulta em um maior ganho em energia livre do que se esta
ocupasse uma posi¢do na face basal. Portanto, o crescimento radial, perpendi-
cular ao eixo ¢, ¢ preferido (Quervain, 1975).

Apesar das ramificagdes (Figuras 43D ¢ 44C ¢ D), os cristais dc gelo
ndo se apresentaram em forma de agulhas e sim pequenos cristais arredondados
ordenados um apds o outro.

Foi encontrado comportamento semelhante de cinco agicares em solu-
¢do aquosa frente ao congelamento, dois deles no presente estudo e trés em estu-
dos anteriores (Carneiro, 1997), com pequenas variagdes quanto as concentra-
¢Ocs nas quais a estruturacio dos cristais de gelo passam por uma transigdo entre
hexagonal regular ¢ dendritico. Variagdes cntre interagdes de agucares com a
agua devem-se ao mimero de grupos —OH c¢ suas configuragdes moleculares
(Suggett, 1976; Chinachoti, 1993). Foi demonstrado que os agticarcs que cicli-
zam como hexoses, caso aqui da raminose, apresentam melhor distribuigdo de
seus radicais na grade cristalina, assumindo uma morfologia mais definida dos

cristais dc gelo.
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FIGURA 42 Estruturagdo de cristais de gelo em agua destilada (-20°C) foto-
micrografada ao microscopio tico com luz polarizada. Apesar das
distorgdes, os dngulos entre os cixos de simetria mativeram-se pro-

ximos aos 60°.
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FIGURA 43 Estruturagio dc cristais de gelo em solugdes aquosas contendo fru-

tose nas concentragoces de A) 1%, B) 5%, C) 10% ¢ D) 15%.
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FIGURA 44 Estruturacio de cristais de gelo em solugdes aquosas contendo ra-
minose nas concentragdes de A) 1%, B) 5%, C) 10% ¢ D) 15%.
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4.1.2 Influéncia da riboflavina e do 4cido 4-aminobenzédico na estruturagio
de cristais de gelo

A molécula de riboflavina (vitamina Bs) apresenta em sua estrutura
uma cadeia principal ciclica, isoaloxazina e outra lateral, ribitol, contendo qua-
tro possibilidades para formar pontes de hidrogénio (Figura 36), o que contribui
para a sua solubilidade em agua (13 g/100gH,0). Sua forma cristalina é muito
menor do que das demais substincias estudadas (Figura 37c). Pode-se observar
no comportamento da riboflavina, que esta tem mais afinidade com a 4gua do
que com outras moléculas do mesmo soluto. Isto porque os cristais de ribofla-
vina s30 muito pequenos e nio atingem um tamanho comparavel as demais
substincias apds o congelamento das solugdes. As ligagdes de hidrogénio que se
estabelecem entre as moléculas d’agua ¢ as do soluto podem substituir facil-
mente as liga¢gdes de hidrogénio, quer entre as moléculas do soluto, quer entre as
moléculas d’agua. Mesmo apos a fusdo do gelo, os cristais de rniboflavina s3o
muito menores do que os cristais de gelo formados na solugédo (Figura 46).

Na presen¢a de moléculas de riboflavina as moléculas d’agua puderam
ordenar-se na forma de grandes cristais de gelo hexagonal (Figura 45). Pode-se,
no entanto, observar que a transparéncia dos cristais de gelo permite a visuali-
zagio de bolhas (que apresentam-se grandes ¢ cscuras), mas ndo o contorno de
cristais nas camadas inferiores. Sugere-se assim que estes cristais sofreram um
desenvolvimento maior ao longo do seu eixo ¢, possivelmente por uma maior
ocupagdo de espago pela riboflavina no arranjo tridimensional da grade crista-
lina devido a hidrofobicidade de sua cadcia ciclica.

Na Figura 47 temos dois tipos de cristais de gelo decorrentes da presen-
¢a do acido 4-aminobenzéico, cristais hexagonais e filamentosos. Esta vitamina
tem uma reduzida solubilidade em agua (0,3 g/100gH;0) ¢ sua natureza anfifi-
lica tende a formar micelas. Moléculas com cadeias hidrofébicas procuram for-

mar um nucleo micelar esférico. Com isso, a interagio agua/grupo hidrofdbico
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torna-se minima, assim como as pontes de hidrogénio por unidade de volume
(Luck, 1981).

Quando em baixas concentrag@es, formaram-se poucos nicleos, de onde
irradiaram longos filamentos (Figura 47A) enquanto outras moléculas inte-
ragiram com a 4gua, permitindo a formagdo de cristais hexagonais. Com o au-
mento da concentragdo deu-se um aumento na nucleagiio e os cristais micelares
tornaram-se menores € mais numerosos, ocorrendo 0 mesmo com os cristais
hexagonais (Figura 47B e C). Uma vez que a transferéncia de massa nio atue
com a mesma intensidade em todos os pontos da amostra, pode ocorrer uma dis-
tribuigdo irregular dos cristais, com zona de elevada densidade cristalina (alta
nucleagio) e outra, devido a poucos germes, cresce fina e com grandes cristais
(Lerici e Pallota, 1972).

A diferenga de efeitos destas duas vitaminas na estruturagdo dos cristais
de gelo foi marcada pela solubilidade das mesmas. Ambas tém carater anfifilico,

porém, com diferentes graus de relagdo entre hidrofobicidade ¢ hidrofilia.
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FIGURA 45 Estruturagio de cristais de gelo em solugdes aquosas contendo ribofla-
vina nas concentragdes de A) 0.25%, B) 0,5%, C) 0.75% ¢ D) 1%.
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FIGURA 46 Cristais de riboflavina registrados apos congelamento e evaporagio

da solugdo aquosa a 1%.
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FIGURA 47 Cristais de gelo ecm solugdes aquosas contendo dcido 4-aminoben-
zdico nas concentragdes de A) 0,5%, B) 0,75%, C) 1% ¢ D) 3%.
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4.1.3 Estruturaciio do gelo sob a influéncia de aminoacidos

A Figura 48 representa a estruturagio de cristais de gelo promovida por
um pequeno aminoacido polar, a glicina. Os cristais de gelo estruturados pela
glicina apresentaram um aspecto concéntrico em varios campos das amostras.
Aumentando-se a concentracdo, os cristais tornaram-se mais alongados, no en-
tanto, ndo perderam a caracteristica de concentricidade. Os cristais mais regula-
res mostraram-se ‘almofadados’, enquanto os mais longos pareceram mais pla-
nos.

Outra caracteristica destas solugdes congeladas sdo finissimos filamen-
tos radiais, extremamente ldbeis, formados sobre o centro dos cristais hexago-
nais. Na Figura 49 tem-se uma visdo mais ampla destes cristais.

Um modelo foi proposto para explicar a grande distor¢do que ocorre nos
cristais de gelo estruturados por moléculas de glicina (Figura 50). Sugere-se que
os cristais tornam-se mais estreitos pela interagio lateral entre os terminais das
moléculas do aminoacido.

Na Figura 51 vé-se cristais de gelo formados em solugdo aquosa conten-
do cisteina. A cisteina tem como radical um grupo sulfidril (-SH) que teria um
carater hidrofébico mas ¢ muito reativo, tendendo a jonizar-se facilmente, per-
mitindo assim, a este aminoacido, um comportamento polar. No entanto, a cis-
teina tem baixa solubilidade em agua e pode-se perceber um marcante efeito da
concentragdo no tamanho dos cristais. Nas concentragBes mais baixas (1% ¢ 3%)
os cristais apresentaram-se maiores, mais regulares, mais lisos e mais planos (Fi-
guras 51A e B). Em concentragSes maiores (5% ¢ 7%), os cristais apresentaram-

se menores, menos definidos € com depressdes na superficie (Figuras 51C e D).
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FIGURA 48 Estruturagiio dc cristais de gelo em solugdes aquosas contendo gli-
cina nas concentragoes de A) 0,25%, B) 0,5%, C) 0.75% ¢ D)1%.
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FIGURA 49 Estruturagdo de cristais de gelo em solugio aquosa contendo glicina
0,5%. Os cristais desenvolveram-se em torno de um cristal hexa-

gonal bem definido.
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FIGURA 50 Modelo proposto para explicar a interagdo da glicina na grade cris-
talina. Apesar das moléculas de glicina possivelmente ligarem-se
entre as camadas d’agua por suas extremidades, outras terminagdes
estariam disponiveis a interagir com moléculas do mesmo soluto,

forcando assim o estreitamento dos cristais de gelo.
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Na Figura 52 temos cristais de gelo estruturados pelo dcido aspartico.
Este aminoécido exerce o poder de alinhar suas moléculas e as moléculas d’agua
em longos feixes por toda a extensdo da amostra ao longo do plano basal.

Pode-se também observar um efeito da concentragdo. Sob concentragdes
mais baixas (0,5% e 1%) foram formados cristais alongados que se cruzaram de
uma maneira cadtica (Figuras 52A ¢ B). A medida que se aumentou a concen-
tracdio, a orientagio destes cristais tornou-se melhor definida a ponto de forma-
rem-s¢ longos fechos paralclos (Figuras 52C ¢ D) que cruzaram-se perpendicu-
larmente (Figura 53). Cristais individuais de acido aspartico que se formaram
decorrentes do congclamento, apresentaram-se menores a concentragdes maiores
devido a uma maior nuclegio (Figura 54).

A interagdo do dcido glutdmico com a agua no congelamento algumas
vezes tendeu a comparar-se com a do acido aspartico (Figura 55A e B), mas suas
moléculas provocaram, caracteristicamente, outra estruturagdo. Foram formados
cristais menores € do tipo hexagonal. Assim como no caso da glicina, os cristais
de gelo procuraram circundar determinadas regides € ocorreu também a forma-
¢do de finissimas agulhas irradiando na superficie coincidindo com estes nui-
cleos. Os cristais apresentaram-se planos ¢ com superficie lisa. O tamanho dos
cristais néo foi significativamente afetado pela concentragdo empregada.

A Figura 56 apresenta uma visdo mais ampla da estrutura¢do concéntrica
dos cristais de gelo provocada pelo acido glutamico.

Estes dois aminoacidos sdo geralmente chamados de aspartato ¢ gluta-
mato para salientar que suas cadeias laterais tém, quase sempre, cargas negativas
em pH fisiolégico. Eles contém um segundo grupo carboxilico (-COOH) e sdo
designados acidicos. Embora com caracteristicas quimicas muito semelhantes,
seus comportamentos frentc a cristalizagdo em solugbes aquosas apresentaram-
se muito diversos, o que sugere estudos mais aprofundados da estruturagdo de

cristais de gelo por substéincias dentro de uma mesma classificagdo quimica.



FIGURA 52 Cristais de gclo em soluges aquosas contendo dcido aspartico nas

concentragdes de A) 0,25%. B) 0,75%, C) 1.5% e D) 3%.
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FIGURA 33 Estruturacdo dc cristais de gelo em solugdo aquosa contendo acido
aspartico (3%). Longos feixes paralclos cruzam-se perpendicular-

mente.
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FIGURA 54 Cristais dc acido aspartico registrados apos congelamento ¢ evaporagédo

de solugdcs aquosas nas concentragdes iniciais de 1% (A) ¢ 3% (B).
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FIGURA 355 Estruturagdo dc cristais de gelo em solugdes aquosas contends aci-
do glutdmico aos niveis de A) 1%, B) 3%, C) 5% ¢ D) 7%.

119




FIGURA 56 Estruturacio de cristais de gelo em solugio aquosa contendo acido
glutdmico (3%). Os cristais hexagonais partem concentricamente de

um ponto sobre o qual radiam finissimas ¢ labeis agulhas de gelo.
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Na Figura 57 tém-se cristais de gelo estruturados pela presenga de proli-
na cm solugdo aquosa. Pode-se verificar um comportamento muito semelhante
ao promovido pela presen¢a de cisteina. A concentragdo também teve efeito
marcante sobre o tamanho e disposi¢do dos cristais de gelo. Sob baixa concen-
tragdo (1%), véem-sc cristais hexagonais de contorno bem definido, planos € de
superficie lisa (Figura 57A). A uma concentragdo maior (3%), os cristais de gelo
apresentaram-se amontoados, com maior deformagio da estrutura hexagonal e
pareceram apresentar menor crescimento ao longo do cixo ¢, por deixar transpa-
recer camadas inferiores (Figura 57B). Com maior aumento da concentragdo, os
cristais de gelo apresentaram tamanho bastante reduzido ¢ formato arredondado
(Figuras 57C e D). Estes cristais apresentaram-se com altura também reduzida
mostrando a sobreposicdo dos mesmos. No entanto, as superficies mantiveram-
sc lisas. A prolina é frequentemente cncontrada em plantas aclimatadas (Koster ¢
Lynch, 1992), possivelmente porque o seu acimulo em concentragdes clevadas
pode reduzir consideravelmente o tamanho dos cristais de gelo.

Na Figura 58 véem-se cristais de gelo estruturados pela presenga de me-
tionina. Este aminoacido hidrofébico e de baixa solubilidade em agua (3,38
g/100gH,0) promoveu a formagio de cristais longos e largos que se entrecru-
zaram caoticamente. A metionina, que em sua forma pura apresenta-s¢ na forma
de pequenos cristais, algumas vezes sem formato definido, (Figura 37)), tem a
propriedade de unir-se em solugio aquosa, formando grandes agulhas decorren-
tes do congelamento (Figura 59).

Apesar da cadeia lateral da prolina ser muito mais hidrofébica do que a
da metionina, a sua solubilidade ¢ muito superior (16,23 g/100gH,0). Isto faz
com que as moléculas d’agua e de prolina possam difundir no meio para forma-
rem cristais de gelo hexagonais ou arredondados, enquanto que as moléculas de
metionina procuram interagir umas com as outras, influcnciando a cristalizagdo

da agua, segundo o padréo de cristalizagdo do soluto.
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FIGURA 57 Estruturacdo de cristais de gelo em solugoes aquosas contendo pro-
lina nas concentragdes de A) 1%, B) 3%, C) 5% ¢ D) 7%.
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FIGURA 38 Estruturagdo dc cristais de gelo em solugdes aquosas contendo metio-
nina nas concentragoes de A) 0,25%. B) 0,5%, C) 0,75% c D) 1%.
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FIGURA 59 Cristais de metionina registrados apés congelamento ¢ evaporagao

da solugdo aquosa (7%).

124



4.2 Danos em tecidos vegetais

Tecidos de frutos (mamdo ¢ caqui) foram observados em face do conge-
lamento lento, procurando-se identificar a influéncia da estruturagdo de cristais
de gelo promovida pela infusdo de determinadas substincias. Embora o contei-
do d’dgua em mamio seja da ordem de 90,8% ¢ em caqui cerca de 78,2%
(Hayes, 1987) e sendo as células deste ultimo maiores do que as de mamdo, os
resultados encontrados para ambos foi muito semelhante. Isto demonstra que
pequenas diferengas entre frutos ndo sdo muito significativas frente a danos por
congelamento. O mesocarpo destes frutos consiste de células arredondadas com
finas paredes, tubos latex e feixes fibro-vasculares.

Tecidos ndo congelados, embebidos em parafina e seccionados em mi-
crétomo apresentaram células com parcdes celulares em sua grande maioria,
intactas (Figura 60).

Dano comum causado por cristais de gelo, principalmente pelos mais
protundentes, ¢ a perfuragio das paredes celulares como pode-se ver claramente
na Figura 61. Os cristais muitas vezes atravessam células de um lado a outro,
principalmente quando apresentam-se em forma de agulhas, morfologia tipica de
cristais de gelo em solugdes aquosas contendo agicares. Segundo Luyet (1968),
os cristais de gelo encontrados no congelamento de tecidos sdo normalmente
dendritos irregulares. Isto porque a quantidade de material exposto ao congela-
mento ¢ normalmente muito grandc para permitir um congelamento suficiente-
mente rapido, levando a estruturas hexagonais regulares, as quais seriam geral-
mente inibidas também pela configuragio dos tecidos.

O congelamento de blocos de tecido vegetal normalmente se da em duas
etapas: primeiro o gelo se forma sobre a superficic do bloco, entdo penetra nos
intersticios entre as células e, finalmente, pode entrar nas células. As membranas
sdo o principal obstaculo & passagem do gelo, mas podem finalmente serem pe-
netradas.
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A expansdo de volume pela cristalizagdo da 4gua na regiio da lamela
média, que € uma camada amorfa composta principalmente de pectina, provoca
um estresse compressivo sobre cada parede separando as células, como vé-se na
Figura 62. O gelo segue o caminho de menor resisténcia, no caso a lamela mé-
dia, formando uma lamina que for¢a a compactagio e ruptura dos tecidos. A ex-
tensdo do dano ird depender das propriedades mecanicas da matriz circundante
(Levitt, 1980).

A formagdo do gelo extracelular pode causar dois tipos de desidratagio:
periperal e citorrese. No primeiro caso a 4gua deixa o interior da célula e paredes
verticais, liberando pequenas bolhas. O protoplasma desidratado contrai ao redor
do nucleo no meio da célula e permanece conectado com as paredes por fino fio
protoplasmético. A citorrese segue uma rapida desidratagdo via horizontal. Pare-
des celulares colapsam empurrando o conteido celular, cloroplastos e vactiolos,
em dire¢do as paredes internas, formando um anel (Modlibowska, 1968). Bulbos
como a cebola apresentaram o colapso de suas paredes celulares, embora nio
tenham sido observadas células despreendidas (Figura 63). O gelo ¢ propagado
de célula a célula ao longo dos plasmodesmas. Supde-se que as separagdes regis-
tradas nas paredes ¢ membranas celulares de cebola (Figura 63B) sejam indica-
¢des da penetragdo de cristais de gelo, provocando também danos intracelulares.
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FIGURA 60 Células parenquimaticas de frutos ndo congelados, embebidos em

parafina ¢ corados com safranina. A) caqui ¢ B) mamio.
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FIGURA 62 Exemplo de dano celular mostrando a separagdo de células a partir
da lamela média por agdo mecanica de cristais de gelo ( » segrega-

¢do).
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FIGURA 63 C¢lulas cpidérmicas de cebola danificadas pela agdo mecinica de

cristais de gelo ( mperfuracgio).
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Na Figura 64 temos frutos congelados sem a adi¢@io de qualquer substéin-
cia. O principal dano ao tecido se deu pela separagfo das células, partindo da
lamcla média. As paredes celulares permaneceram, em sua grande maioria, in-
tactas. Provavelmente foram formados grandes cristais hexagonais que ndo pe-
nctraram as células ¢, devido a regido em que se formaram, puderam desagregar
as células sem, contudo, rompé-las. Ainda pode-sc perceber que algumas células
sofreram desidratagdo, enquanto outras mantiveram o seu turgor.

Substancias hipertonicas as células penetram as paredes celulares por di-
fusdo € ocupam um volume entre a parede celular ¢ a plasmalema (Mujumdar,
1995). A impregnagdo de soluto também contribui para a crioestabilizagio devi-
do a redugéo do conteido de agua congelavel (Martinez-Monzo et al., 1998).

Frutos que sofreram infusfo em solugdo de frutose 20% anteriormente
ao seu congelamento apresentaram grande enrugamento celular e células rompi-
das ao longo de sua extensao (Figura 65), o que contraria a afirmagdo de que os
carboidratos protegem as membranas de danos por desidratagdo mantendo a sua
integridade ¢ fun¢do (Bendas et al., 1996). Isto somente deve acontecer quando a
concentragio do agicar é muito alta ¢ a solugio no citoplasma tende a vitrificar
ou pela redugdo da temperatura na qual este congela (Ilker ¢ Szczesniak, 1990).
No entanto, com uma concentragdo de equilibrio em tomo dos 15%, a agua ain-
da possui mobilidade bastante para migrar ¢ se alinhar em longos ramos dendri-
ticos.

Os frutos que sofreram infuséo em solugdes de riboflavina 20% apresen-
taram menos segregagdo celular, no entanto, muitas células com paredes rompi-
das (Figura 66). Talvez sua afinidade por componentes hidrofilicos das membra-
nas tenha exposto sua cadeia hidrofébica com a formagiio de pequenos cristais
de gelo esféricos e filamentosos. Cristais de riboflavina tenderam a impregnar as

paredes celulares mais externas dos cubos de frutos congelados (Figura 67).

131



FIGURA 64 C¢lulas parenquimaticas do mesocarpo de frutos congelados, embe-
bidos em parafina ¢ corados com azul dc toluidina, mostrando scgre-

gacdo celular. A) caqui ¢ B) mamdo. (mperfuragio, »scgregacio).
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FIGURA 65 Tecido parenquimatico de frutos congelados apés infusdo com fruto-
se 20%, apresentando severa desidratagdo ¢ perfuragdes de paredes

celulares. A) caqui e B) maméo. (=perfuragio, P>segregacio).
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FIGURA 66 Células parenquimaticas de mesocarpo de frutos congelados apds in-

fusdo com riboflavina 20%, apresentando algumas perfuragdes ¢ segre-
gagdo celular. A) caqui e B) mamao. ( ®perfuragio, »>segregacio).
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FIGURA 67 C¢lulas parenquimaticas de mesocarpo de caqui congelado ¢ em-

blocado em parafina apresentando impregnagdo com riboflavina.



Frutos congelados apés infusdo com glicina 20% (Figura 68) apresenta-
ram enrugamento, segregacdo ¢ perfuragio das paredes iniciando a partir dos es-
pagos intercelulares. A glicina é capaz de promover a formagio de grandes cris-
tais de gelo, os quais, a medida que aumenta a proporgio de soluto, tornam-se
mais estreitos ¢ compridos. No caso do mamio, que contém mais agua, os cris-
tais de gelo devem ter se estruturado de forma mais hexagonal, forgando as pare-
des e separando as células; enquanto no caqui, cujo conteido d’agua € menor, os
cristais de gelo mais afinados romperam as paredes como facas afiadas.

Estruturas subcelulares como vacuolos ¢ vesiculas podem contrair cm
decorréncia da desidratagdo causada pelo crescimento de cristais extracelulares
como aconteceu no caso do congelamento de tecido apés a infusdo com glicina
(Figura 69b e ¢) mais do que no congelamento sem a infusdo de substincias
(Figura 69a). As organclas tornam-se distorcidas quando a desidratagdo ¢ severa
¢ a parede celular desenvolve pregas e deforma a plasmalema adjacente (DeMan
ct al., 1979; Kramer ¢ Boyer, 1995).

Frutos congelados que sofreram imersdo em solugdo aquosa contendo
lisina 20% (Figura 70) apresentaram pouca segregacdo celular, algumas perfura-
¢des €, em poucos casos, o colapso total das células. A lisina, que é um ami-
noacido carregado positivamente, estrutura a agua em cristais de gelo hexago-
nais (Figura 35f). Apesar dos tecidos terem apresentado lamelas danificadas (Fi-
gura 71), suas membranas internas mostraram-se intactas (Figura74a). Um ex-
cesso de carga positiva pode ter tomado a coloragdo do tecido mais parda, uma
vez que o azul de toluidina é um corante basico com propriedades metacrométi-
cas podendo identificar constituintes celulares que contenham grupos anidnicos
como paredes celulares e lamela média (Flint, 1994). De alguma forma, isto
influenciou também a coloragdio ao reagir com tetroxido de ésmio, tornando os

tecidos visualmente escuros.
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FIGURA 68 Células parenquimaticas de mesocarpo de frutos congelados apos in-
fusdo com glicina 20%, apresentando perfuragdes ¢ segregagio celu-

lar. A) caqui ¢ B) mamao. (®perfuracio,»>scgregacio).
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FIGURA 69 Fotomicrografias eletronicas (MET) de tecido parenquimat:» de
mamao congelado sem infusdo (a) e apds a infusdo co uicina
20% (b e c). Os frutos infundidos com glicina apresentaram estru-

turas subcelulares distorcidas. v= vesicula, vd= vesicula distorida.
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FIGURA 70 Células parenquimaticas de mesocarpo de mamio congelado (A ¢ B)
apos infusdo com lisina 20%, apresentando pouca segregacio ¢ algu-

mas perfuragdes celulares. (mperfuragio,»scgregacio).



FIGURA 71 Fotomicrografia cletrénica (MET) de tecido parenquimatico de
mamdo congelado apds a infusdo com lisina, apresentando danos

na lamela média. pp= parede primaria; Im= lamela média.
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A menor intensidade dc danos foi encontrada nos frutos submetidos a
imersdo em solu¢do aquosa contendo prolina 20% anteriormente ao congela-
mento. Os tecidos apresentaram-se mais coesos c¢ suas células menos perfuradas
(Figura 72). Embora algumas vesiculas tenham apresentado-se distorcidas
(Figura 73a), a maioria de suas organelas, como mitocéndrias, e suas membranas
internas pareceram bem conservadas (Figuras 73b e 74b). A prolina, apesar de
ser um aminoacido hidrofébico, é bastante solivel em agua e em altas concen-
tragSes promove a formagdo de cristais de gelo pequenos e arredondados. Mem-
branas do micleo, mitocdndrias, lisossomos e reticulo endoplasmatico podem ser
danificadas em diferentes graus pelo congelamento intracelular (Bendas ct al.,
1996).

Devido aos tecidos terem uma estrutura heterogénea, ¢ dificil determinar
o grau de difusdo das substincias empregadas ¢ a simples difusdo das moléculas
d’agua nido pode ser o principal fator de controle do crescimento de cristais de
gelo (Wang, Barringer ¢ Hansen, 1998). A medida em que um agiicar tenha me-
nor tamanho molecular, tem um maior coeficiente de difuséo, assim como a fru-
tose tem um coeficiente 32% mais elevado do que a sacarose (Lerici et al.,
1985). Isto facilita a sua distribui¢do pelo tecido, no entanto, a sacarose é mais
cficiente como crioprotetor, justamente por ser uma molécula maior, com mais
sitios ligantes e por reduzir a mobilidade da agua no meio (Allen, Wood ¢
McDonald, 1974).
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FIGURA 72 Células parenquimaticas de mesocarpo de frutos congelados apos in-

fusdo com prolina 20%, apresentando-sc¢ mais preservados. A) ca-

qui ¢ B) mamio. (®perfuragio, ™ scgregacio).
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FIGURA 73 Fotomicrografias cletronicas (MET) dc tecido parcnquimatico de
mamao congclado apds a infusdo com prolina (a ¢ b), apresentando

vesiculas distorcidas (vd) ¢ com membranas intactas (vi),



FIGURA 74 Fotomicrografias eletronicas (MET) de tecido parenquimatico de ma-
mao congelado apos a infusdo com (a) lisina, apresentando membra-
nas internas intactas e (b) prolina, mostrando organelas bem preserva-

das. mb= membrana; m= mitocondria; v= vesicula.
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Tecidos aparentemente pouco danificados podem apresentar sérias alte-
ragGes em suas estruturas subcelulares, tendo destruida a sua organizagio interna
¢ modificado o seu metabolismo, provocando, muitas vezes, a sua morte
(Schifer ¢ Kaufmann, 1999). Os cloroplastos podem ser desintegrados ¢ os va-
cuolos e vesiculas desidratados, provocando reages indescjaveis, sendo a sobre-
vivéncia do tecido dependente da severidade dos danos a estas € outras estru-
turas internas.

A estruturagio de cristais de gelo em frutas ¢ dificultada pela sua com-
posigdo quimica, estrutura, estado fisiologico, dimensdes celulares, etc. A difi-
culdade em correlacionar o dano celular com a estruturago de cristais de gelo se
deve, principalmente, a inabilidade de encontrarmos uma técnica apropriada que
permita a observagdo direta da estruturagiio dentro do tecido.

No entanto, algumas indica¢des visuais puderam ser obtidas no compor-
tamento dos tecidos durante o congelamento, em fungiio das substincias empre-
gadas, ndo obstante ndo se disponha dos mecanismos envolvidos com absoluta
certeza.

Estudos mais aprofundados sfio necessarios para correlacionar e predizer

danos celulares em frutos a partir de estruturagdes de cristais de gelo.
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5 CONCLUSOES

Agucares em solugio aquosa promovem a estruturacio hexagonal regu-
lar € dendritica dos cristais de gelo que perfuram as paredes celulares com seus
longos ramos ¢ causam forte desidratacio das células.

Vitaminas de carater anfifilico nem sempre se comportam da mesma
maneira. A estruturagiio que estas promovem depende da solubilidade das mes-
mas ¢ da intensidade de hidrofobicidade de suas cadeias. A impregnacio de uma
vitamina anfifilica soliivel nas paredes celulares pode levar a um leve efeito de
protecdo destas estruturas pela exposigdo de sua porgdo hidrofébica, reduzindo a
formacdio de cristais de gelo na imediata vizinhanga.

Aminoacidos influenciam diferentemente a estruturagio dos cristais de
gelo, mesmo dentro de um mesmo grupo. Aminoécidos, como a cisteina, acido
aspartico, glicina e prolina, sofrem o efeito-concentragio, enquanto o &cido
glutdmico € a metionina mantém seus padrées independentemente da concen-
tragdo. Cisteina, acido glutimico, prolina e glicina (baixas concentragdes) pro-
movem estruturagSes mais regulares do tipo hexagonal, enquanto a metionina e
a glicina (altas concentragdes) e, em especial o acido aspartico, promovem a
estruturacdo de longos cristais de gelo em forma de barras.

Dentre todos os tratamentos empregados nos frutos, o que apresentou
melhor resultado foi o da infusfo em solugiio aquosa contendo prolina a 20%
pela capacidade que este aminoacido tem de promover a estruturagdo de peque-
nos ¢ arredondados cristais de gelo, reduzindo o potencial de perfuracdo ¢ segre-
gacdo das células, assim como os danos a estruturas subcelulares.
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1.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Séo necessarios estudos mais aprofundados relacionando todas as possiveis
implicagGes das diferentes estruturagdes do cristal de gelo no dano celular de
frutos congelados. E possivel que existam influéncias do fenémeno da re-

cristalizagdo durante periodos mais longos de armazenamento.

Sdo necessarias técnicas de microscopia dtica e eletrdnica mais precisas com
vistas a quantificar o dano durante o processo. E possivel que microscopios
¢ acessorios de geragdo mais recente permitam uma melhor resolugéo e deta-

lhamento.

Existem certamente mecanismos a sercm propostos relacionando a morfo-
logia em cristais de gelo e sua interagdo com a célula ¢ diferentes compo-
nentes desta, definindo o grau do dano celular em frutos congelados. Estu-
dos sobre a mobilidade molecular neste tipo de sistema deverdo ser aprofun-
dados.
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