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REEUMO Vi

RESUMO

O Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), um peixe de agua doce
encontrado no Pantanal do Mato Grosso, Brasil, 6 um peixe de grande
tamanho, alta precocidade e excelente prolificidade. E visto como uma 6tima
opcdo para a piscicultura e a sua conservagdo, pela redugdo do teor de
umidade, é muito importante, pois inibe alteragGes quimicas ou bioldgicas
indesejaveis entre a pesca e o consumidor final. A Liofilizagdo é o unico
método pratico para a producao de filés de peixes secos de alta qualidade,
com minimas alteragoes fisicas ou quimicas. Para a realizagdo adequada de
uma liofilizagdo é necessaria a aquisi¢do de parametros fisico-quimicos que
orientem na condugdo do processo de forma mais eficiente. O presente
trabaiho avatliou a mobilidade da agua e a transigdo vitrea por ressonancia
magneética nuclear (RMN) e estudou as isotermas de sorgdo de umidade
para encontrar os parametros que otimizam a liofilizagdo. O estudo permitiu
a obtencdo da umidade de maxima estabilidade do produto final para as
temperaturas de 10, 25, 35 e 40°C, o calor isotérico de sor¢do de agua do
peixe Pintado em diferentes teores de umidade, e a temperatura maxima da
fase primaria da liofilizagao. A liofilizagao, utilizando os parametros obtidos,
foi avaliada através da analise do perfil de textura (TPA) e do perfil de acidos
graxos. Os modelos matematicos de GAB e BET foram aplicados para
ajustar as isotermas de sor¢cdo de &gua, possibiltando a obtengdo dos
valores de umidade na monocamada em todas as temperaturas estudadas.
Os tempos de relaxagdo spin-spin (T2) da agua nos filés do peixe Pintado,
foram estudados pela utilizagdo do método CPMG por ressonancia
magnética nuclear de baixa resolugiio (23 MHz) 'H. Os experimentos
avaliaram a variagdo da temperatura e da umidade utilizando o software
MARAN WinDXP. Os resultados obtidos apresentaram espectros de T2 que
permitiram visualizar as diferentes mobilidades da agua no peixe Pintado,
com tempos de relaxacao (T,) distintos.

BIBLICTECA

Faculdads de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paule
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ABSTRACT

Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) is a freshwater fish from the
swamp of Mato Grosso, Brazil. Its large size, precocity, and high prolificity
make it adequate for the practice of fish culture, Freeze-drying is the only
practical method for the production of high quaiity dehydrated filet fish with
minimal physical and chemical changes. In foods, water is the most important
component in the system, because it influences so many process variables,
product characteristics, and stability attributes. The molecular mobility is
considered as the key to product stability. Availability of water indicates how
freely water molecules can participate in reactions. We studied the theoretical
and practical applications of the thermodynamics of water sorption to a
freeze-dried Pintado fish, through the isotherms of sorption of water. It were
analyzed the texture profile parameters of hardness, cohesiveness,
adhesiveness, and chewiness. The mathematical mode! of GAB and BET
was fitted to the data of the sorption isotherms. The temperature had
influence on the isotherm, when the temperature increased the amount of
water sorbed decrease, resulting in an influence on the distribution of
isotherm. Recently, NMR measurements have been considered a faster and
more reliable measure of the availability of water in complex systems. We
studied the relaxation time (T2) from CPMG experiments in pulsed 'H NMR of
the edible portion (fillets) in the temperatures of ~70 up to 60°C and in the
freeze-dried fillets, reconstituted to moisture content of 1% up to 32%, at 10,
25 and 40°C. Analysis of the data obtained from CPMG experiments using
the MARAN WInDXP software resulted in spectra of T2. As a result of the
experiments one to three peaks of water appear on each spectrum. Each of
which had a distinct reiaxation time (T2} showing a distinct molecular mobility.
It was obtained profiles of water fractions with distinct mobility as affected by
environments conditions of temperature, moisture and water activity.
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seja, congelamento, sublimagae, secagem a vacuo, além de armazenagem
do material seco sob condigGes controladas. A grande vantagem da
liofilizag&o esta no fato de possibilitar o armazenamento do produto a
temperatura ambiente, minimizando os custos de transporte e estocagem.
Entre as limitag@es do uso da liofilizagio do pescado é a possivel dificuldade
na manuten¢io da textura original, fator este que é estudado neste trabaiho.

Para a realizagdo adequada de uma liofilizagdo € necessaria a
aquisicdo de parametros fisico-quimicos que orientardo as condutas de
processo da forma mais eficiente. Estes parametros podem ser obtidos pela
realizagdo de experimentos com ressonancia magnética nuciear de baixa
resolucdo que & uma ferramenta de grande utilidade para se avaliar a
mobilidade da agua e a transigdo vitrea nos sistemas alimentares.

O presente trabalho visou estudar uma alternativa tecnologica para a
conservagio de peixes, estudando a liofilizagdo como método de secagem.
O peixe Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), um espécime pertencente
a familia Pimelodidae, subordem Characoidei, foi escolhido por suas
caracteristicas de alta rusticidade, excelente precocidade, o&tima
aceitabilidade e alto valor comercial.

O emprego da liofilizagdo do Pintado em escala industrial &
importante, pois sua conservagao por um método seguro e de longa vida de
prateleira é determinante em propiciar as condigdes favoraveis ao

crescimento da produgdo, melhora na qualidade do produto final @ aumento
do valor agregado.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A dgua e os sistemas alimentares

A agua, como principal componente dos atimentos e demais materiais
bioldgicos, desempenha papel preponderante na determinagdo da forma e
estrutura, além das propriedades fisicas e quimicas dos sistemas em que se
encontra (KAREL, 1975) (SIMATOS, 1988).

No desenvolvimento de produtos, projeto de processos ou produgdo
de alimentos, observam-se efeitos desejaveis ou indesejaveis da agua
presente no material alimentar (BONE, 1986). Muitas das operagdes
unitarias usadas no processamento de alimentos tem como objetivo de uma
maneira ou outra, a remog¢do da agua ou inibicdo de seus efeitos para se
obter a estabilizagdo do material. Isso ocorre, por exemplo, em uma
secagem, ou concentragdo ou na transformagdo em um material ndo ativo
pelo congelamento, ou ainda imobilizagdo da agua em geéis, alimentos

estruturados ou alimentos de conteddo intermediario de umidade (GAL,
1975).

2.2 Atividade de agua e mobilidade molecular

O principal e essencial meio para a medi¢éo da imobilidade da agua é
através da fungio que existe entre teor de umidade (U} e atividade de agua
(Aw). A atividade de agua é definida como sendo o quociente entre a
pressdo de vapor da agua presente no produto (P) e a pressdo de vapor da
agua pura (Po), na mesma temperatura. A equagéo (1) define esta relagao,
apresentando também o conceito de umidade relativa de equilibrio (URE):

P URE

Aw=—=%

Po 100

(1)
Baseado no conceito termodinamico de potencial quimico da agua,

Aw é utilizada, como um indice de quéo satisfatoriamente, esta sendo feito o

controle do comportamento da dgua em sistemas alimentares (LABUZA,




2. REVIHAO BISLIOBRAFICA 4

1984), bem como é o parametro que controla a forga motora em operagdes
de remogdo de agua, sendo porianto essencial ac planejamento de
processos (GINSBURG, 1981). A atividade de agua caracteriza o estado da
agua nos alimentos, ou seja, € uma medida da disponibilidade da agua para
promover alteragdes fisicas, quimicas ou biologicas. .

A entalpia de sor¢do pode ser determinada, caiculando-se as
isotermas de sor¢do de umidade a varias temperaturas, empregando-se a
equacdo de Clausius-Clapeyron, o que permite estimar a forga de ligagédo
das moléculas de agua em relagdo ao solido onde se encontram sorvidas.
As isotermas de sorgdo podem ser definidas como curvas que relacionam a
pressdo parcial do vapor de agua nos alimentos com seu contelido de
umidade a uma determinada temperatura.

0O final de uma secagem € em geral determinado pela atividade de
agua desejavel ao produto acabado (KAPSALIS, 1981; 1986) (IGLESIAS &
CHIRIFE, 1976a,b, c).

Isotermas de sor¢do de umidade, combinada com equagdes de
transporte de massa, ou seja, equagdes do tipo (forga motora / resisténcia)
sao utilizadas para predigdo do tempo de armazenamento baseados numa
atividade de agua critica, em relagdo a algum atributo do alimento em um
sistema definido de embalagem sob condigdes ambientes estabelecidas.

A equacgdo BET foi primeiramente postulada por BRUNAUER et al.
(1938). Esta equagdo pode se derivada de mecanismos cinéticos e
estatisticos, como também de consideragbes termodinamicas. A equagio
BET é expressa na equagao (2).

Whm* Bbt * Aw '
Aw = (2}
(1— Aw)*[1+ (Bbt—l)Aw]I

Onde “Wbm” é o contetudo de umidade na monocamada e “Bbt” esta
relacionado ao calor de sorgéo e *Aw a atividade de égua do produto. As
fsotermas BET mais utilizadas contém atividades de agua na faixa de 0,05 a

0,45, mas estas fornecem dados suficientes para que os parametros Mbm e
B possam ser calculados (RAHMAN, 1995). O conceito de monocamada &

util devido a sua relagiio com os vérios aspectos fisicos e quimicos da
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deterioragdo em alimentos desidratados (IGLESIAS & CHIRIFE, 1976a).
Além disto, o valor da monocamada do BET € um método bastante efetivo
para se estimar a quantidade de agua ligada a pontos polares especificos
nos alimentos desidratados.(McLAREN e ROWEN, 1952; DUCKWORTH e
SMITH, 1963).

O modelo (GAB) Guggenheim-Anderson-de-Boer € um modelo de
adsorgdo semitedrica, multimolecular e homogénea e tem sido considerado
o modelo que melhor se encaixa para muitos alimentos em uma faixa ampla
de atividade de agua (BIZOT, 1983; VAN der BERG, 1985; LOMAURO et al.,
1985a, 1985b) e pode ser escrita como na equagao (3).

W C*K*Aw |
Wm (1-KAw)*(1-KAw+C*K " Aw)

(3)

Onde W & o teor de umidade (% m/m base seca), Wm é valor
monomolecular (% m/m base seca), K & um fator de corregio relacionado a
temperatura efetiva e C & a constante de Guggenheim. A equacgio da
isoterma é uma extensao de dois parametros do modelo BET que se mostra
com a introdugdo do parametro K. Se K & menor que a unidade, uma menor
sorcdo que aquela demandada pelo modelo BET & prevista e permite a

isoterma GAB ser bem sucedida em atividades de dgua acima de 0,90.

BIZOT (1983) transformou a equagdc GAB em uma forma quadratica:

ﬂ:a"Aw2+ﬂ*Aw+y

W
Kl 1
a=—1\|——
Wm[C—l]

-1 )2
ﬂ_Wm[l C]

(4)
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Assim, o valor da monocamada GAB pode ser calculado por:

——r
S

[
[ ]
>}
*
T

de sor¢cdo em alimentos tem sido o modelio GAB (LABUZA et al.,, 1985;
TSAMI et al., 1990; OKOS et al., 1992).

A despeito da larga difusao do uso do conceito de atividade de agua,
a sua universalidade tem sido questionada nos ultimos anos. Excelentes
revises recentes mostram a importancia do estado vitreo como modulador
de muitas rea¢des quimicas importantes indicando a importancia da matriz
juntamente com 0 meio para a determinagdo das caracteristicas fisico-
quimicas dos sistemas (LEVINE & SLADE, 1991) (SCHIMITED, 1991)
(ROQOS, et al. 1996).

2.3 Liofilizagao

A liofilizagdo € uma técnica especial que permite a secagem de um
corpe apds prévia congelagdo, removendo-se a agua congelada por
sublimagéo a custa de um vacuo intenso e por ser um processo realizado
sob baixas temperaturas, € o método de escolha na conservagio de
alimentos sensiveis a altas temperaturas. Este processo apresenta uma

série de vantagens sobre outros métodos de conservagio de peixes, dentre
as quais destacam-se:

s Armazenamento a temperatura ambiente, desde que a embalagem
seja adequada.
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» Simplificagdo na distribuigdo e economia de energia durante a
estocagem.

o Economia consideravel no transporte.

» Alto indice de retengdo da morfologia, cor e aroma.

¢ Facilidade na reconstituigao.

A industrializagdo de alimentos deve se intensificar nos préximos
anos devido a crescente urbanizagdo e conseqlente mudanga de habitos
alimentares requerendo, portanto, que novos processos industriais sejam
desenvolvidos, a custos cada vez mais competitivos. Assim, é de se esperar
que a liofilizag&o desempenhe um papel cada vez mais importante para a
conservacgao de alimentos.

A liofilizacdo é um processo de nao-equilibrio que, quando bem
conduzido, deve se manter sob controle cinético e envolver estados vitreos
meta-estaveis ao invés de equilibrio termodinamico de fases (FRANKS,
1991). Portanto, a chave do entendimento da liofilizagdo esta ligada as

transigbes vitreas, aos fendmenos reologicos e estruturais (PITOMBO,
1989).

»

A liofilizagdo & uma técnica que exige dispender-se tempo na
aquisicdo de parametros para que possa ser conduzida de forma eficiente.
Devido a natureza muito complexa da matéria-prima propriamente dita, as
reagOes de deterioragdo envolvidas e a vasta quantidade de processos de
tratamento e possiveis interagdes, ainda ha muito que pesquisar para se ter
um completo controle sobre o peixe liofilizado, visando a boa qualidade e
durabilidade (BENGTSSON, 1975).

2.4 Textura

Uma possivel limitagdo a qualidade do peixe liofilizado, como ocormre
com as carnes em geral, seria as alteragdDes na textura decorrentes do
processamento (AYROSA & PITOMBO, 1995).
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A textura, aparéncia, sabor e arome sd3o o0s principais fatores
sensoriais que determinam a aceitabilidade de um alimento (BRENNAN,
1988). '

Os musculos sa@o classificados como de rapida ou lenta reagdo, Os
musculos de rapida reagdo (aparéncia branca ou clara) apresentam uma
mais rapida progressdo ao pico de tensdo e declinio a tensdo de repouso
que os muscuios de baixa reagdo (aparéncia vermelha ou escura). Os
musculos escuros estdo concentrados superficialmente, particularmente
préximos a linha lateral (um grupo de érgaos sensoriais que se estendem
por uma linha simples, da cabe¢a a cauda) e, geralmente, a proporgdo de
musculos escuros aumenta em diregdo & cauda. Os musculos brancos do
peixe saoc muito uniformes e sua composi¢do, nao importando sua
locaiizagdo, enquanto que 0s musculos escuros variam sua composicdo em
fungao da sua localizagao, contendo mais lipides na parte anterior do peixe e
mais agua e proteina na parte posterior (FOEGEDING et al., 1996).

Figura 1. Corte longitudinal do peixe no ponto de maxima
flexibilidade: WF, fibras brancas; RF fibras vermelhas; IF Fibras

intermediarias; VC coluna vertebral; LLC canal da linha lateral.

A andlise do perfil de textura (TPA) é um método bastante Util para se
fazer 4 avaliagdo da textura dos alimentos, tentando imitar a avaliagao



Z. AEVISAO BIBLIOBRAFICA 9

sensorial. A TPA se originou com a classificagio Szczesniak das
caracteristicas texturais (SZCZESNIAK, 1963). O principio chave que serviu
como ponte entre a avaliagao instrumental e a sensorial de textura. O
equipamento que mede a TPA simula a agido mastigatdria da boca humana
e pode ser descrito como uma unidade composta de um prato apoiado por
um brago flexivel ligado a um tensor calibrado, @ um probe que age sobre a
amostra de alimento, usualmente um pedago cortado, comprimindo-¢ duas
vezes num movimento que imita a agdo da mandibula. O tensor detecta a
forca gerada, que era registrado por um registrador gréafico. A curva gerada
pelo texturdmetro mostra a relagao de forga com o tempo.

A curva fornece sete parametros texturais, cinco medidos e dois
calculados a partir dos valores medidos. Estes valores sado chamados
dureza, coesividade, eiasticidade, adesividade, fraturabilidade,
mastigabilidade, gomosidade e viscosidade. A fraturabilidade e a
gomosidade nunca sdo encontrados no mesmo produto alimenticio.
SZCZESNIAK et al. (1963) avaliaram o©os parametros senscriais e
instrumentais. Os valores de coesividade e elasticidade podem ser obtidos
das curvas do texturémetro, mas estes parametros nao foram incluidos nas
primeiras avaliagbes organolépticas porque eram dificeis de serem
percebidas como tal. .

As caracteristicas mecanicas sdo divididas em sete parametros
texturais:

Fraturabilidade é definida como a forga na primeira quebra
significativa na curva. Como uma guebra é um fendmeno visivel relacionado
com a macroestrutura da amostra, deve ser identificada como uma mudanga
na inflexdo da curva cuja magnitude deve ser definida.

Dureza é definida como a maior forga durante a compressao do
primeiro ciclo, mimetizando a primeira mordida.

Coesividade é definida como a proporgdo da drea positiva de forga
durante a segunda compressao para a da primeira, excluindo as areas sob a
porgdo de descompressdo em cada ciclo.
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Adesividade é definida como a area negativa de forga para a primeira
mordida, representando o trabalho necessario para tirar o probe da amostra.

Elasticidade € definida como a altura que o alimento recupera durante
o tempo entre o final da primeira mordida e o inicio da sequndo mordida.

Gomosidade é definida como a energia requerida para desintegrar um
alimento semi-sélido até estar pronto para a degilutico; é o produto da
dureza x coesividade.

Mastigabilidade & definida como a energia requerida para mastigar
um alimento sélido até a deglutigéo; é o produto da dureza x coesividade x
elasticidade.

Gomosidade e mastigabilidade sdo mutualmente exclusivas e néo

devem ser descritas para o mesmo produto. Os peixes nio apresentam o
paradmetro mecanico gomosidade.

Tabela 1 - Paradmetros Mecénicos da Textura.

AR M D LA AR A RS D AN L D TR A A ks

Parametro mecanico  Varidvel Medida  Unidade
s DurezaFo rga — [M[L ][92]
Coesividade Relagdo de areas Adimensional
Elasticidade Relagéo de distancias Adimensional
Adesividade Trabaiho [M[LA6?]
Fraturabilidade Forga [M[L)®3
Gomosidade Forga [MIL]®3)
Mastigabilidade Trabalho [MILY[63

B el et B D B A A B LB 0 e B 2 b B T8 L B T 00 L BT P P I NN

L Comﬁimento, [M] Massa, {6] Tempo.
Os texturdmetros computadorizados modemos permitem grande
versatilidade, como, por exemplo, o TA-XT2 Texture Analyzer (SMS), onde &
possivel realizar testes de TPA e diretamente obter todos os parametros
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através de seu software, sem prévia selecdo de valores da curva para
calculos.

Na maioria dos casos, as condigbes descritas para a obtengao de
parametros de TPA s&o muito diferentes em trabalhos distintos, o que toma
impossivel @ comparagédo de resultados. As diferengas estdo em condi¢bes
experimentais como tamanho da amostra e formato, proporgdo de
compressao e tamanho do probe versus amostra, extenséo de deformagso,
velocidade, numero de mordidas, e repiicagbes para obter vaior de média.

Tamanho e formato da amostra devem ser especificados, cortadas
em cubos ou ciiindros de tamanho padrdo ou colocadas em recipientes de
diametro e alturas padrdo (PONS & FIZMAN, 1986). O tamanho da unidade
de compressao é também muito importante, especiaimente em relagio ao
tamanho da amostra. Esta proporgdo certamente determina a magnitude dos
resultados. Entdo, quando o probe €& maior que -a amostra, as forgas
registradas sao compressdc uniaxial. Entretanto, quando o oposto é

verdadeiro, as forgas sdo de pungdo, uma combinagdo de compresséo e
corte.

2.5 Avaliagao dos acidos graxos

A gordura dos peixes, de uma maneira geral, é rica em acidos graxos
polinsaturados, que fazem bem a salide humana, os lipidios de peixes
marinhos e de agua doce tem certas caracteristicas diferenciais na
composicdo dos acidos graxos. Estas distingdes sao baseadas
principaimente no tamanho de suas cadeias, mais que quaiquer outra
propriedade fundamental (VISWANATHAN & GOPAKUMAR, 1978). A
caracteristica marcante dos peixes de agua doce & apresentar maiores
niveis de acidos C16 e C18 e menores niveis de acidos C20 e C22,
comparados com os peixes marinhos. Estas diferengas sdo consequentes
da dieta de gordura e muito pouco devido a interagdo com o habitat
(ACKMAN, 1967). A determinagdo da composigdo de acidos graxos por
cromatografia gasosa € uma analise largamente realizada com varias areas

da ciéncia, onde os acidos graxos de cadeia curta podem ser injetados
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diretamente no cromatégrafo, e os de cadeia longa nao s&o suficientemente
volateis para uma analise direta, necessitando a sua transformagdo em
esteres (MAIA & RODRIGUES, 1993). Duas fontes de erro devem ser
evitadas nesta derivagdo: (1) a conversdo incompleta dos acidos graxos
(ligados ou livres) aos ésteres desejados, e (2) alteragGes da estrutura
durante a liberagao e esterificagdo dos acidos graxos.

2.6 Mobilidade da agua medida por RMN

Isotermas de sor¢do de agua e analise térmica DSC e DTA fornecem
muita informag¢do em relagdo as transigSes térmicas dos materiais e os
resuitados podem ser usados para analise e otimizagdo dos processos de
liofilizacdo (PAAKKONEN & ROOS, 1990).

Apesar da grande utilidade de tais métodos, sdo ambos destrutivos,
que alteram a estrutura dos alimentos estudados. A RMN de alimentos tem
se desenvolvido rapidamente nos ultimos tempos permitindo a obten¢do de
um grande numero de informagdes a respeito da composi¢do e mobilidade
dos componentes sélidos e liquidos do alimento. Através da avaliagao da
contribuicdo da relaxagio dos varios componentes do alimento, informagdes
das caracteristicas dindmicas e estruturais em sistemas compiexos como
s80 os alimentos podem ser obtidas de maneira rapida, nao invasiva e de
forma precisa (BELTON, 1995).

As vantagens das técnicas de RMN sao:
» Rapidez na aquisi¢ao de resultados;
e Ser uma técnica ndo invasiva e nao destrutiva;
¢ Pequena preparagdo das amostras é requerida,
» Possibilidade de automacgéo;

e Capacidade de quantificar diferentes fragdes de agua que
apresentam diferentes mobilidades;

o Determina¢do simultédnea do teor de umidade e de gordura.
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A técnica de RMN é baseada nas propriedades magnéticas do nucleo
atdmico. Ela fornece importantes informagdes sobre a estrutura molecular,
taxas de reagdes quimicas e processos de difusdo. Qualquer nicleo com um
namero quantico (1»=0), quando submetido a um campo magnético, pode
absorver e emitir energia através de radiagao eletromagnética. A maioria dos
elementos da Tabela Periddica apresenta ao menos um isdtopo capaz de
ser medido por ressonancia magnética nuclear. O préton {nGcleo H') e um

isétopo de carbono estavel, o nucleo C'°, sdo os mais utilizados em RMN
(CHEN & RUAN, 1998),

Os aparelhos de ressonancia magnetica nuclear sao classificados de
acordo com a intensidade de seus campos magnéticos. Sdo encontrados
instrumentos de alta e de baixa resolugdo. No presente trabalho utilizou-se
um espectrdmetro RMN por pulsos de baixa resolugao.

Em espectrometros de RMN de baixa resolugdo (23 MHz de
frequéncia) a quantidade de atomos de hidrogénio na amostra a ser medida,
é essencialmente constante. Se um puiso de frequéncia de radio é aplicado
por alguns microssegundos, todos os nucleos de hidrogénio s&o
impulsionados a girar em 90" com um campo magnético estatico. Quando o
pulso é desligado eles retormam ao seu estado original por um processo
chamado relaxagéo nuclear, emitindo um sinal de RMN. A amplitude inicial é
proporcionai ao numero de prétons da amostra. A subsequente “queda livre
do sinal induzido® (FID — "Free induction decay”) é a soma dos mecanismos
com os diferentes tempos de reiaxagio dependendo do estado fisico no qual
os prétons estdo. Os sinais dos nucleos de hidrogénio na fase sdlida caem
mais rapidamente que aqueles na fase liquida. Entéio, 0 tempo de reiaxagao
registrado consiste de sinais superpostos de pelo menos dois componentes,
base para diferenciagéo entre os prétons solidos (estruturais) e os prétons
liquidos.

Ha dois tipos de processos de relaxagdo: relaxagdo spin-lattice (ou
longitudinal) e relaxagéo spin-spin (ou transversa). A relaxacéo spin-attice &
denominada T, e a relaxagéo spin-spin é designada por T2. Nas andlises dos

FaculdadB,B'.' 0TECA
ey 8 de Cle'en::iz'.sl-‘a,-,.,3 5 g
Nversigadg ds Sig Iﬁ;ﬁzﬁcn
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dados da relaxagdo 'H NMR, é necessario considerar os efeitos da
relaxagao cruzada entre as moléculas de agua e os prétons das proteinas,
assim como trocas quimicas entre grupos de proteinas ionizaveis, protons
de carboidratos, e moléculas de agua (HILLS et al., 1990). A utilizagdo da
relaxagdo spin-spin (T2) apresenta uma vantagem em relacéo a relaxagao

spin-iattice (T1), pois a contribuigio da relaxacdo cruzada é muito pequena e
pode ser ignorada.

Os tempos de relaxagdo estdo relacionados com a mobilidade
molecular dos sistemas. Em liquidos, as interagbes dipolo-dipolo sdo
responsaveis pelo mecanismo dominante de relaxacdo nuclear. Estas
interagdes dipolo-dipolo sdo responsaveis pelo mecanismo dominante de
relaxagdo nuclear. Estas interagdes afetam o sinal, portanto afetam o T2. O
tempo de queda (T2) esta relacionado com a taxa de movimento que esta
dentro de limites. O limite de baixa mobilidade é estabelecido pela estrutura
de rede “rigida”. Em um limite superior, a taxa de FID (queda livre do sinal
induzido) pode ser determinada pela heterogeneidade do campo aplicado
ou, mais ainda pela heterogeneidade da amostra. O T; pode ser medido
utilizando-se da sequéncia CPMG (CARR & PURCELL, 1954; ME!BOOM &
GILL, 1958) que consiste de um pulso de 90° de uma radio freqléncia
especifica, seguido de uma série de pulsos deslocados em fase 180°. Uma
série de spin ecos é obtida, seguida de uma supressao de defeitos de uso
de pulsos imperfeitos e dos efeitos do campo como a ndo homogeneidade. E
atil usar a seqiéncia de pulsos para determinar o tempo de relaxag¢ado spin-
spin (T,), pois os tempos de queda podem ser registrados em valores mais
longos que aqueles FID correspondentes, para determinag¢des de mobilidade
mais altas. Em um tempo tau (t) apés o pulso inicial, outro pulso de radio
frequiéncia é aplicado, um pulso 180° e no tempo 2t o sinal “spin-eco”

aparece.



2. REVIEAQ BIBLIDGRAFICA 15

180° RE
puise
Spin-echo
1 i Tu;c

Figura 2. Seqiiéncia de pulsos spin-eco (CHEN & RUAN,
1998).

Os valores de T, obtidos pelo FID, em geral sao menores que
aqueles obtidos pela sequéncia CPMG, devido a influéncia da ndo
homogeneidade do campo causada pelo magneto, pelo tempo morto do
detector de sinal e susceptibilidade as varia¢gdes dentro da amostra.

Um apareiho de RMN pode também estimar a Ty (temperatura de
transicéo vitrea) considerando esta temperatura como a “temperatura limite
da estrutura rigida”, medigao esta apresentada nos resuitados como o ponto
de inflexdo da curva de T em fungdo da temperatura. A transi¢io vitrea
ocorre em uma faixa de temperatura, embora seja frequentemente referida
como um unico valor de temperatura. O valor Ty de uma proteina, por
exemplo, tem relagdo com a proteina e com o teor de agua no sistema. A
agua age como um plasticizante para o sistema. Como resultado, a

presenga de dgua sempre diminui 0 ponto de Ty de um sistema. Encontrar
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-

este ponto € muito importante, pois as propriedades mecanicas mudam
drasticamente quando transformado de um estado vitreo para um estado
emborrachado. O coeficiente de difuséo é tdo pequeno no estado vitreo que
pode jimitar reagdes e cessar ou diminuir extremamente a velocidade das
transformagdes nos sistemas alimentares. Se o material vitreo é plasticizado
pelo aumento da temperatura ou adigdo de agua, pode ocorrer colapso da
estrutura, cristalizagdo, endurecimento, e amaciamento da estrutura.

A mobilidade da agua em sistemas alimentares é muito complexa.
Sistemas de matriz com multicamadas polarizadas tém a mobiiidade
restringida se compararmos com a agua pura. Esta multicamada pode ser
formada da seguinte maneira: Os grupos hidrofilicos nas macromoléculas
formam pontes de hidrogénio com as moiécuias de agua mais préximas, e
estas, devido a polarizagdo causada pelas pontes de hidrogénio, irdo se
inclinar para formar pontes de hidrogénioc com as moléculas de agua da
proxima camada, e assim por diante. Esta monocamada de moléculas de
agua esta quase imobilizada, e assim se comporta em muitos aspectos (em
espectroscopia por RMN inclusive} como parte de um soélido, ou como agua
no gelo. Com o acréscimo de agua as macromoléculas, camadas adicionais
de agua se ligam a monocamada, para se formar multicamadas de agua. A
atragdo ou energia de ligagao da agua é atenuada.com a distancia das
macromoiéculas. O tempo de relaxagcdo constante spin-spin {T2) pode ser
usado para indicar a mobilidade destas camadas de agua, por identificar
com tempos T diferentes para cada camada (fortemente ligada ou
estruturada, fracamente ligada) conforme sua energia de ligagdo. Por
exemplo, a monocamada de moléculas de agua que estdo diretamente
ligadas as macromoléculas por pontes de hidrogénio normalmente apresenta
um T2 de dezenas de microssegundos similares aos protons no gelo e
muitas macromoléculas, enquanto que a massa de agua nas multicamadas
do sistema tem um T, de dezenas a centenas de milissegundos. Em
alimentos, pode-se assumir que ha dois, trés ou quatro componentes
distinguiveis a serem medidos. Na verdade, as moléculas de agua podem

existir em um numero infinito de estados em sistemas alimentares embora
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haja varios estados dominantes que s&o governados por estruturas fisicas e
quimicas do sistema.

Ampirude ( Arbrrary oni)

TZE TI: TH

Spin-spin reflaxation time constant (s

Figura 3. Diagrama esquematico de um modelo de trés

componentes para um comportamento multiexponensial da relaxagao

dos prétons.

O procedimento mais comum para a analise do comportamento da
relaxacdo é através de curvas de relaxagéo com o menor numero de termos
exponenciais discretos possiveis € que promova uma representa¢ao
satisfatoria dos dados experimentais, como os apresentados nos resultados
dos experimentos de relaxagdo spin-spin do peixe Pintado.
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3. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

¢ Avaliar o efeito do congelamento e liofilizagdo sobre a mobilidade

molecular da agua no peixe Pintado através de medidas de
Ressonancia Magneética Nuclear.

o Estudar os aspectos tedricos e praticos da termodinamica de sorgao

do vapor de agua bem como as transicdes de fase sofridas pelo
alimento com a liofilizagao.

¢ Avaliar a influéncia da desidratagdo e posterior reidratagdo nas

propriedades mecénicas de textura do filé de peixe Pintado
liofilizado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais

As amostras do peixe Pintado foram fomecidas por uma propriedade
com 40 ha. destinados a piscicultura, em Iltapord - MS. Os peixes foram
criados sob as mesmas condigdes ambientais, apresentando sexo, tamanho
e peso semelhantes. Estes peixes, com média de peso de 3 Kg, foram
resfriados e transportados para o laboratorio, onde os musculos foram
removidos na forma de filés, incluindo a regido ventral e dorsal. Para os
varios procedimentos analiticos, o musculo foi picado e homogeneizado
(MACHADO & SGARBIERI, 1991),

4.2 Equipamentos

e Analisador de Textura, TA XT2

e Cromatografo a gas VARIAN STAR-3400 cx

¢ Higrometro Novasina Aw-center

e Balanga anaiitica, Explorer - OHAUS

e Bomba de vacuo, PRIMAR, 141-2VC

e FEstufa incubadora para B.O.D., FANEM, 347 F,

o Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear Maran
23MHz.

¢ Freezer, KELVINATOR, Series 100.

e Liofilizador, SECFROID, Lyolab G.

4.3 Métodos

4.3.1 Curvas de congelamento
As curvas de congeiamento foram obtidas por ressonancia magnética
nuclear, utilizando-se da sequéncia CPMG, tendo sido medidos os tempos
de relaxagdo T, com a diminuicdo da temperatura segundo meétodo
NAGASHIMA & SUZUKI (1981).
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4.3.2 Estudos da mobilidade da agua
Medidas do tempo de relaxagdo (spin-spin T2) foram empregadas
para caracterizar a mobilidade da agua (CHEN et al, 1997) (CURRIE, et al,
1981) (YASUY, 1979) (WEISSER, 1990Q), utilizando-se o método CPMG
(Carr Purcell, Meiboom e Gill) com os parametros: P80= 3,5 us; P180= 7,0
us, Dead1= 3us; Dead2= S pus; frequéncia do espectrémetro= 23 MHz; O1=
200.000 - 400.000; tamanho de filtro= 1.000 MHz; DW= 1,0 us; Tau= 50 ps;

DS= 2; RF= 100%, em tubos de 10mm de didmetro e aproximadamente 2g
de amostra.

4.3.3 Determinagdo das Isotermas de sor¢do de agua
Segundo método descrito por (PITOMBO et al. 1994), de acordo com
as recomendagdes do Projeto COST-90. (SPIESS&WOLF, 1983, 1986).

4.3.4 Determinac¢ao do perfil de &cidos graxos
Os lipides foram extraidos com éter etilico, segundo o método
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976). Os
acidos graxos, transformados em ésteres metilicos (HARTMAN & LAGO,
1973) e analisados, qualitativa e quantitativamente em cromatografo a gas,
equipado com detector de ionizagdo de chama € integrador eletrénico.

4.3.5 Andlise de textura

As analises de textura foram feitas em aparetho analisador de textura,
modelo TA.XTZ2, acoplado a um microcomputador com software para
processar 0os dados e caicular os pardmetros mec@nicos de textura
(AYROSA & PITOMBO, 1995) (BRANDT, 1963).

Nos métodos de compressao simples (Teste de dureza) e resisténcia
ao cisatlhamento (Teste de corte), foram testados peixes Pintado de um
mesmo lote, com alimentagéo, ambiente de crescimento e pesos idénticos.
Cada peixe foi dividido em trés partes distintas: anterior, central e caudal. As

amostras foram processadas em filés e padronizou-se o tamanho da
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amostra em formas cilindricas (2,5 cm de diametro e 2,0 em de altura).
Metade das amostras foram imediatamente processadas e a outra metade
foi submetida & liofilizagao e posterior reidratagdo, imergindo as amostras
em agua destilada a 25°C até atingirem a umidade original. Todas as
amostras foram acondicionadas & temperatura ambiente 25'C e testadas no
Analisador de Textura, TAXT2 com um probe cilindrico de 2,5 ¢m de
diametro, para o experimento de compressao simples e instrumento de corte
em “v" para o experimento de resistdncia ao cisalhamento. Nos dois
experimentos foram utilizados os parametros de velocidade de compressao
a 2mm/s e compressdo de 50%.

No método de dupia compressdo (TPA) foram utilizados peixes
Pintado de um segundo lote, com alimenta¢do, ambiente de crescimento e
peso idénticos. Devido a grande diferenga de textura observada para a parte
posterior nos experimentos anteriores, cada peixe foi dividido em apenas
duas partes: anterior (préxima a cabega) e central. Todas as amostras foram
condicionadas & temperatura ambiente 25'C e testadas no Analisador de
Textura, TA.XT2. Neste experimento foram utilizados os parémetros de
velocidade de compressd a 2mm/s e compressdao de 30%. As
padronizagbes das amostras do teste anterior também foram observadas.

Os resultados foram médias de 15 amostras com quatro repetigdes.

4.3.6 Determinagdes rotineiras

O teor protéico foi determinado pelo doseamento de N x 6,25, método
da AQAC( Association of Official Analytical Chemist's, 1995).

O teor de umidade foi determinado por gravimetria, segundo a
metodologia descrita por INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1976.

O Teor de lipides foi determinado utilizando-se a metodologia
proposta por Bligh & Dyer, (1959). Os acidos graxos foram esterificados
segundo método proposto por HARTMAN & LAGO, (1973). Os ésteres
metilicos foram submetidos a analise por cromatografia gasosa.
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4.3.7 Liofilizaglo do peixe Pintado

Para a realizagdo da liofilizagéo do peixe Pintado foram observadas
as quatro etapas basicas da liofilizagdo que sio o pré-tratamento, o
congetamento, a secagem primaria e a secagem secunddria.

Curva de Liofllizagéo
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Figura 4. Curva de secagem por liofilizagdo do peixe Pintado

Para a etapa da liofilizagdo de pré-tratamento, foi utilizada a técnica
de aumento da area superficial pela pulverizagéo das amostras congeladas
nas analises de perfil de acidos graxos, isotermas de sorgdo de umidade e
mobilidade da &gua por ressonancia magnética nuclear. Os experimentos de
textura foram realizados com cubos de amostras inteiros. A etapa de
congelamento foi procedida em freezer a —70°C para uma boa qualidade do
produto final € um tamanho de cristais de gelo gque ndo altera as
caracteristicas texturais do peixe e nao aumenta significativamente o tempo
de liofilizagéo.
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A secagem primaria se inicia com a introdugdo do material pré-
congelado na camara de liofilizagdo. A temperatura de operagéo das placas
de aquecimento deve ser pouco abaixo da temperatura de transigéo vitrea
do peixe Pintado que foi encontrada em experimentos de RMN como —-10°C.
A pressado de trabalho foi regulada para 1950 mT na camara de liofilizagao,
fazendo com que a temperatura do produto se mantenha préxima ao Tg . A
temperatura do condensador durante todo ¢ processo foi proxima a —84°C |
promovendc um diferencial de temperatura entre o condensador e o produto.
Este diferencial de temperatura cria um diferencial de presséo, -84°C (2mT)
no condensador e —10°C (1950mT) do produto, promovendo a migragdo do
vapor de agua para o condensador.

A cada 60 min de processo, foi feita uma verificagao do andamento da
secagem, procedendo a uma queda da pressao na camara de liofilizagéo e
observando a queda da temperatura do produto. Quando a temperatura do
produto nao se alterar com a queda de pressdo, chegando a temperatura de
0°C, o produto passa a etapa de secagem secundaria. Durante a secagem
secundaria, a bomba de vacuo promove a queda da pressido para a
secagem da agua residual, também designada "agua nao-congelavel”. O
final da secagem secundaria é obtido com a observacéo de trés quesitos:

A temperatura do produto deve ser igual a temperatura da placa de
aquecimento, indicando que ndo ha transferéncia de calor e que poucas
moléculas de vapor estdo deixando o produto.

A temperatura do condensador deve retornar a baixa temperatura
original, indicando que o condensador n&o esta mais capturando vapor (e
sua energia associada), resultando no aumento da temperatura.

A pressdo no sistema retornou a seu baixo valor inicial.

Ao final da secagem secundaria, as amostras foram mantidas em
dessecadores sob vacuo até sua utilizagao nos experimentos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo por RMN da influéncia da variagio de

temperatura sobre a relaxagdo spin-spin (T;) do peixe

Pintado fresco.

A andlise dos dados obtidos pelos experimentos de CPMG, usando o
software WINDXP Maran systems, resultou em um espectro de T
(distribuigdo continua), visualizado na figura 5. Os eixos x, y e z expressam
os valores do tempo de relaxagdo spin-spin (Tz), a amplitude do sinal e a
temperatura em °C, respectivamente. Observa-se a influéncia da
temperatura na relaxagao spin-spin (T2) do peixe Pintado fresco por meio da
avaliagdo dos espectros de T,. As evolugdes na curva de distribuigao sao o
resultado da soma dos nlcleos de prétons 'H que apresentam tempos de
relaxagdo T, semelhantes. Os picos destas curvas comegam a se dividir em
picos menores com o aumento da temperatura. Estas divisdes representam
as varias formas de como a agua esta ligada ao sistema, juntamente com o
pico da gordura do peixe que tem um tempo de relaxagdo muito aito, da
ordem de dezenas a centenas de milissegundos.

O pico da gordura comega a ficar evidente a partir de —10°C, e aos
20°C pode ser bem evidenciada no espectro,

Entre as temperaturas de -50 e —20°C, o Unico sinal que pode ser
visualizado é 0 que representa a agua ndo-congelavel e apresenta um valor
de mobilidade muito baixo. No espectro de —10°C pode-se identificar trés
picos, sendo que o pico de menor mobilidade representa a agua fortemente
ligada ao sistema. Os picos aumentam em tamanho e valor com o aumento
da temperatura e, na temperatura de 10°C mostra dois picos iniciais que
representam a agua fortemente ligada ao sistema. O pico de menor

mobilidade representa a agua ligada aos sitios hidrofilicos das
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Na figura 8 podemos observar que, em temperaturas acima de 5°C, a
curva de Tz se estabiliza com um tempo de relaxag¢fio spin-spin (T2) de
49,3ms e 48,4ms nas temperaturas de 10°C e 30°C. Estes tempos de
re’ @cio estdo abaixo dos encontrados para o bacalhau fresco
(T2=62.4ms) e salméo fresco (T»=84.2ms) a 25°C, obtidos por JEPSEN et
al., (1999), mas condizem com os tempos de relaxagdo T, encontrados por
STEEN & LAMBELET (1997) de 46ms e 44ms na temperatura de 20°C, para
o peixe bacalhau estocado & 70°C, por 2 e 4 meses, respectivamente. Os
tempos de relaxagdo T sofrem um aumento exponencial iniciando em
=30°C e tendo seu ponto de inflexdo na temperatura de —10°C, com um T
de 7,3ms.
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Figura 8. Influéncia da variagdo da temperatura sobre relaxa

spin-spin (T22) no peixe Pintado fresco (picos de méxima amplitude).
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5.2. Estudo por RMN da influéncia da variagdo de
temperatura sobre a relaxagao spin-spin (T,) do peixe

Pintado liofilizado e reidratado a umidade original

A Influéncia da variagdo da temperatura sobre a relaxag¢do spin-spin
(T2) do peixe Pintado liofilizado e reidratado & umidade originai sao
mostrados na figura 10. Evidencia-se na evolugio dos picos de T2 com a
variagac da temperatura que os tempos de relaxagdc e a amplitude de sinal
aumentam com o acréscimo da temperatura. A amostra de peixe, quando
completamente congelada a -65°C, apresenta apenas um peguenc pico
denominado Tx». Com o aumento da temperatura, alguns picos comegam a
sobressair. O segundo pico, denominado T4, que comega a aparecer em
-25°C indica a relaxagdo da gordura do peixe que também pode ser medida
por RMN.

Na temperatura de -5C verifica-se 0 aparecimento de um segundo
estado da agua. Uma agua téo fortemente ligada que se desprende do pico
inicial e se distingue como um pico individual. Nota-se por esta figura que o
pico de Tx na temperatura -10°C esta exatamente na.posigéo intermediaria
dos dois picos formados na temperatura -5 C. A diferenga entre estas duas
curvas é de apenas 5C e esta mudanga é importante, pois demonstra a
separagdo das formas com que a agua esta ligada as macromoléculas do
peixe.

Se observarmos a curva de 20'C nota-se uma projegdo & direita do
pico de T, indicando uma iminente separagdo em um novo pico que &
evidente guande observamos a curva seguinte a 50'C. Este pico
corresponde ao sinal da gordura e é denominado Taa.
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superficies hidrofilicas (menores tempos de relaxagfo), e a agua ligada as
superficies hidrofébicas das macromoléculas do sistema. Os tempos de
relaxacdo de T2y sd0 semelhantes aos tempos de Tx» em temperaturas
abaixo de -10°C, indicando a grande imobilizagio da agua no peixe Pintado

abaixo desta temperatura.
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-T2 22 - T24

Figura 11. Efeito da variagdo da temperatura sobre a relaxagio
spin-spin (T2) do peixe Pintado liofilizado e reidratado a umidade

original. {(picos de maxima amplitude)

A curva de relaxagdo Tx também apresenta uma diviséo entre s
temperaturas de 50 e 60°C. Esta divisao refere-se a uma fragdo da agua que
esta muito distante da matriz, na regido das multicamadas e seu tempo e
relaxacdo passa a ser cada vez mais longo, tendo em vista que o valor do
tempo de relaxagdo da agua nio ligada é da ordem de 3 a 4 segundos.



s, RESLLTADDS E DIBCUBSAD 33

Uma visualizag&o mais clara da influéncia da variag&o da temperatura
r relaxagdo spin-spin (T») no peixe Pintado liofilizado e reidratado a
umidade original pode ser analisada na figura 12 O aumento da temperatura
provoca um aumento exponencial do tempo de relaxagdo T até a
temperatura de 20°C quando o se estabiliza em 34,9ms. A inflex&o da curva
de T mostrou-se na temperatura de —7°C, que apresentou um ten > de
relaxacdo de 4,3ms.
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Figura 12. Influéncia da variagdo da temper ura na rela D

spin-spin (Tz) no peixe Pintado liofilizado e reidratado a umidade

original {detalhe).













5. REBULTADOSRS E DIScusBAO Ly

5.3. Estudo por RMN da influéncia da variagdo de
umidade sobre a relaxagdo spin-spin (T,) do peixe Pintado

nas temperaturas de 10, 25 e 40°C.

Para se entender a dindmica da sor¢do de agua nas amostras de peixe
Pintado as figuras 15 a 23 devem ser observadas como compiementares.
Nas figuras,15, 18 e 21 podemos visualizar a influéncia da variagdc da
umidade na distribuicdo do tempo de relaxagdo spin-spin (T2) pelo método
CPMG, nas temperaturas de 10, 25 e 40°C. As figuras 16, 19 e 22 foram
obtidas com os pontos de maxima amplitude dos espectros das curvas de
distribui¢dc e mostra que as amostras de peixe com teores de umidade
muito baixos apresentam apenas um pequeno pico denominado Tzs, que
corresponde ao pico de relaxagdo T, da gordura. Com o aumento da
umidade, alguns picos comegam a sobressair. Um segundo pico,
denominado Tz, come¢a a aumentar e passa a ser dominante a partir de
8% de umidade. Ele é importante, pois representa a agua fortemente ligada
4 matriz do produto liofilizado. Em umidades aitas, apresenta um tempo de
relaxagdo longo, indicando que esta agua esta mais disponivel no sistema. A
importdncia desta disponibilidade esta ligada a velecidade de secagem,
crescimentc de microrganismos, degradagio de materiais biologicos e

atividade enzimatica.
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Figura 16. Efeito da variagdo da umidade sobre a relaxagao spin-

spin (T.) do peixe Pintado a 10°C (picos de maxima ampilitude).
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Figura 22, Efeito da variagdo da umidade sobre a relaxagéo spin-

spin (T;) do peixe Pintado a 40°C (picos de amplitude méaxima).
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A influéncia da variagdo de umidade, nas temperaturas de 10, 25 e
40°C, sabre a relaxagdo spin-spin (Tz) do peixe Pintado liofilizado é
mostrada na figura 24. As curvas de T apresentam um deslocamento,
indicando que nas temperaturas mais altas, a relaxagdo é maior e a
estabilizagéo ocorreu nos tempos de relaxagéo T, de 350 ps para 40°C e de

220us para as temperaturas de 10 e 25°C.

Tz(microssagundoes)
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Teor de umideds (g/100g bass seca)

o

Figura 24. Comparagdo da influéncia da variagdo de umidade, nas
temperaturas de 10, 25 e 40°C, sobre a relaxagdo spin-spin (Tz) do

peixe Pintado liofilizado.
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As isotermas de sorgdo de umidade (figuras 29 - 32) sdo
tradicionalmente utilizadas como ferramentas para o projeto de processos
tecnolégicos na conservagio de alimentos. A partir dos anos 90 novas
técnicas, entre elas a ressonancia magnética nuclear, vém sendo propostas
para substituir © uso das isotermas de sorgdo, no entanto, ndc se
estabeleceu ainda uma forma clara, objetiva e pratica de como os
aficcionados por estas técnicas possam substituir com sucesso as isotermas
de sorgic de umidade.

Na tentativa de tornar as informagdes teéricas, com os dados obtidos
por RMN da dinamica da hidratagdc do peixe Pintado liofilizado, foram
construidas as figuras 25, 26 e 27, as quais exemplificam a aplicagao direta
da relagdo do tempo de relaxagdo spin-spin {(Tx), conteldo de agua e a
atividade de agua do peixe Pintado liofilizado. Observa-se que a curva de T,
apresenta inflexdo e um crescimento exponencial acima de um certo teor de
umidade, mostrando uma fase de estagnacao anterior a este ponto. Este
teor de umidade é o limite da transicao de fases do sistema, sendo que a
partir deste ponto, a Agua passa a estar menos ligada a matriz liofilizada.
Extrapolando-se para a curva da isoterma de sorc;éo de agua, pode-se
estimar a atividade de agua para a amostra que contém esta umidade. Na
figura 25 este ponto @ o de 8% e a atividade de agua é de 0,45. Na figura 26
o ponto de inflexdo da curva de T € de 6,4% de umidade, corespondendo
a atividade de agua de 0,37. Seguindo a mesma tendéncia observada, os
valores de umidade e atividade de agua foram menores na figura 27, com
6,0% e 0,42, respectivamente. Note-se que o valor da monocamada GAB
para as temperaturas estudadas se encontram na 2zona de maior
estabilidade da curva de Tx.
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Figura 27. Tempo de relaxagdo spin-spin (Tz) em fun(_o da
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Figura 30. Isoterma de sorgdo de umidade do peixe Pintado a 35°C.
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Figura 31. Isoterma de sorgdo de umidade do peixe ‘intado



5. REEULTADOS E Diac! 3A0 3
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Figura 32. Isotermas de sorgio de umidade do peixe Pintado
liofilizado.

A metodologia utilizada foi certificada pela determinagéo da isoterma
de sorgdo de agua a 25°C empregando-se a celulose microcristalina
(AVICEL PH101), material de referéncia de acordo com o projeto COST-80
(Europen Coorporation in Technnical Research).

As isotermas obtidas s8o de tipo Il, apresenta a forma sigmodide, a
mais comum em alimentos. Estas isotermas podem ser fracionadas em trés
partes. Uma inicial, cdncava em relagao as abscissas, onde a sorgdo é
devida principalmente & hidratagdo das proteinas do peixe. Na faixa
intermediaria de atividade de agua , entre 0,3 e 0,6 a sorgéo & devida
efeitos capilares

As isotermas de sorgdo de umidade do peixe Pintado liofilizado « >
mostradas nas figuras de 28 a 31. Observa-se que as isotermas obtidas « _>
do tipo ll, apresentando-se na forma sigmoide, comum a alimentos ricos em

proteina.
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Observou-se variagdes no posicionamentio das isotermas
influenciados pela temperatura, conforme a figura 32, em temgeraturas mais
baixas, para um mesmo teor de umidade, o sistema apresenta uma menor
atividade de agua.

A variagao no posicionamento das isotermas a 10 e 25°C, bem como
a 35 e 40°C, foram semelhantes, mas se compararmos com as isotermas a
10 e 25°C e 35 ou 40°C, podemos observar um grande deslocamento.

5.5 Isdsteres do peixe Pintado

Aos dados experimentais obtidos para as isotermas aplicou-se a
equagao de Clausius-Clapeyron:

— AHw
RT 6)

In Aw =

Onde:
Aw = Atividade de agua
AHw =Calor de sorgéo da agua (Kcal/mol)
R = Constante dos gases (1,987 cal/mol)
T = Temperatura (K)

A fungdo termodindmica usada para expressar a dependéncia da
temperatura, pela pressdo de vapor é a equagdo de Clausius-Clapeyron.
Esta equagdo, além de permitir o conhecimento do valor da energia de
ligacao das moléculas de agua ligadas aos sitios de sorcdo permite prever
os valores em outras temperaturas.

Fixando-se niveis de umidade, pela equagdo das isotermas obtém-se
os valores correspondentes de Aw, para as trés temperaturas. Tragcam-se
entdo, as isosteres correspondentes mostradas na figura 33, que relacionam
o efeito da temperatura absoluta sobre a atividade de agua, em diferentes
niveis de umidade de equilibrio.

Para se determinar AHw, a isoterma de sor¢gdo deve ser feita no
minimo em duas temperaturas. Porém para uma melhor estimativa, um
maior numero de temperaturas deve ser empregado.
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Tabela 2. — Calor Isotérico de sorgdo de agua do peixe Pintado

fiofilizado.
Teor de Umidade Calor Isotérico
(g/100g base seca) (Kcal/mol)
7,00 1.30
10,00 1.06
13,00 0.82
16,00 0.66
20,00 0.57
1Ldb
11,56 \
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AH, = calor latente de vaporiza¢do da agua

Figura 34. Calor total de sorgdo em fungéo do teor de umjdade do peixe

Pintado liofilizado.
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Os valores do calor isotérico caiculados para o peixe Pintado
liofilizado diminuiram a medida que aumentava o teor de umidade.

0 conhecimento do calor de sor¢ao € Gtil ao se projetar equipamento
de secagem para o produto. indica a energia de ligagio entre as moléculas
de vapor de agua e a superficie absorvente. Este parametro termodinamico
aproxima-se de zero quando o conteldo de umidade é elevado, e torna-se
bastante alto em contetidos de umidade préximos ao valor monomolecular.
A comprovacdo pratica deste fato estd na grande dificuldade encontrada
para remover os Ultimos vestigios de agua durante a desidratagdo de

alimentos, exigindo consideravel fornecimento de energia.

5.6 Valores da equagdao BET, obtidos para as

temperaturas de 10 e 25°C.

Tabela 3 - Parametros da equagdo B.E.T., obtidos com os dados de
sorcdo de umidade do peixe Pintado liofilizado a 10°C.

BET10°C

Numero .
de Aw Wi AWwWi'(1-Aw) Wi* y =0,1622x + 0,0321
pontos

4 0,123 2,80 0,0802 2,48 Rz=0,9907
0,234 4,21 0,0724 3,87
0,335 575 0,0875 5,08 aifa beta
0,431 7,55 0,1005 6,41 0,1622 0,0321
RMS% C

17439 72248
T wm
A3

A




s. REBULTADOE E DIECUBBAQ 58

Tabela 4 - Parametros da equagdo B.E.T., obtidos com os dados de
sorgdo de umidade do peixe Pintado a 25°C.

BET25°C

Numero
de Aw Wi Aw/Wi*(1-Aw) Wi* y=0,1716x + 0,0234
pontos

4 0,082 2,41 0,0372 2,20 R2=0,9801
0225 484 0,0601 409
0,327 5,74 0,0849 5,25 alfa beta
0,431 8,02 0,0947 6,61 0,1716 0,0234
RMS% C
18490 10,0596
________ pra

Onde: A, = Atividade de 4gua.

Wi = Teor de umidade no equilibrio (g de agua/100g de sélidos)

Wi* = Teor de umidade calculado pela equagio

Wm = Teor de umidade comespondente a uma ¢camada monomolecular de
agua, adsorvida na superficie do produto em g de &gua por 100 g de
sdlidos,

C = Constante relacionada com o calor de sor-;,a_o

Os resultados obtidos no célculo do valor monomolecular para a
equagdo BET mostraram uma pequena variagdo de Wm para as duas
temperaturas consideradas.
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5.7 Valores da equagdo GAB, obtidos para as

temperaturas de 10, 25, 35 e 40°C

Tabela 5 - Pardmetros da equagdo G.A.B., obtidos com os dados de
sorgdo de umidade do peixe Pintado a 10°C.

GAB10°C
Ndmero . -
de Aw Wi Awwi MW ¥S O2OTHL g 107X
pontos !

8 0,123 2,80 0,0440 04562 2,67 Rz=0,9768
0,234 421 0,0555 0,7531 4,41
0335 575 00582 1,0106 5,92 alfa beta gama
043t 7,55 00571 12806 7,50 -0,1267 0,1071 0,0349
0607 11,94 00508 19463 1140
0,757 17,16 00441 29776 17,44: Wm K C
0,868 27,33 00318 45677 2675 586 10,8120 53649
0,915 32,89 0,0278 58256 34,12
RMS%
0,2514
Tabela 6 - Parametros da equagdo G.A.B., obtidos com os dados de

sorgdo de umidade do peixe Pintado a 25°C.

GAB25°C
Nu:lneem Aw Wi AwWi WWm Wi+ Y~ -0,1311x2 + 0,1202x +
pontos 0,027

6 0,082 241 00342 0386 229 R;=09214
0,328 5,74 0,0571 1,058 6,27
0,676 11,34 00508 1,8460 10,91 aifa beta gama
0644 13,33 0,0483 21769 12,87 -0,1311 0,1202 0,0270
0,843 2557 0,0330 4,0615 24,01 R
0,903 28,53 0,0316 53326 3153 Wm : K C
i 581 m 0,8062 6,9126

RMS%
0,1840
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Tabela 7 - Parametros da equag3o G.A.B., obtidos com os dados de
sorgdo de umidade do peixe Pintado a 35°C.

G A B 35°C
Nuamero -
de Aw Wi AwWI WWm wir Y= 0'223‘:1:1‘”2304" +
pontos !
7 0670 2,50 0,0270 06048 2,36 R, = 0,966
0320 463 00692 12756 497
0545 801 00681 19473 758 alfa beta gama
0652 949 00687 24874 969 -02280 02304 0,0141
0' 749 1 3,27 0’0564 312701 1 2’73 B T L N A W
0829 17,09 00485 44068 1716)  Wm ¢ K c
0895 22,77 00393 61005 23,76; 389 09360 19,4583
RMS%
0,2963

Tabela 8 - Parametros da equagdo G.A.B., obtidos com os dados de
sorgdo de umidade do peixe Pintado a 40°C.

G A B 40°C
Nuamero _
de Aw Wi AwWi WWm wir Y= 01714x2+0,1639x +
0,0303
~pontos
7 e 16174 00387 03425 15694 R,=0,975
0316 46533 00679 10614 48633
0,532 7.6438 00696 16821 77069  alfa  beta gama
0,616 95429 00645 20278 92910 -01714 0,1639 0,0303
0,
0,747 136318 5,0~ 28541 13,0768
0,823 16,8059 0,0490 36614 167754, Wm | K  C
2. 0
0,891 21,0263 00424 48299 , , 0. | 45817 gq78,0303
RMS%

0,3058
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Onde: A, = Atividade de agua.
Wi = Teor de umidade no equilibrio (g de agua/100g de
solidos)
Wi* = Teor de umidade calculado pela equagéao
Wm = Teor de umidade correspondente a uma camada
monomolecular de agua, adsorvida na superficie do
produto em g de agua por 100 g de sélidos.
C = Constante relacionada com o calor de sor¢ao
Os valores monomoleculares diminuiram com © aumento da
temperatura, apesar do valor encontrado para a isoterma de 35°C ser
pouco maior que 0 da isoterma a 40°C, pois as duas curvas se cruzam.

Esta tendéncia a um menor valor de monocamada esta de acordoc com a
literatura (IGLESIAS & CHIRIFE, 1976d).
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Nos experimentos anteriores, o0 primeiro segmento, com marcas
azuis, corresponde a parte anterior do peixe, j4 as partes com marcas
verdes e amarelas correspondem as partes central e caudal,
respectivamente. As amostras com as iniciais “fr" correspondem as
amostras do peixe que foram testadas frescas, sem nenhum tratamento
prévio. As amostras que apresentam as iniciais “li", correspondem as

amostras do peixe que foram testadas com a prévia liofilizagdo e posterior
reidratagao a umidade original.

No experimento de compresséo simples, a parte 3 (parte posterior) foi
a que apresentou maior diferenga estatistica entre os experimentos. Os
resultados podem ser explicados mais peia diferenga entre as amostras da
parte 3 em relagdo as outras partes do teste que pela influéncia da
liofilizagdo no teste. Com relag@o as outras duas partes (anterior e central),
excetuando-se aiguns pontos erraticos devido a propria heterogeneidade da
musculatura do peixe, pode-se considerar que nao houve diferengas
significativas entre as amostras frescas e liofilizadas.

No experimento de resisténcia ao cisalhamento, verificou-se uma
diferenga significativa na parte 3 (parte posterior), que pode ser explicada
também pelas considera¢bes anteriores. A parte 2 (parte central) apresentou
dois peixes com diferencas significativas. Estas diférengas podem ser
explicadas pela presenca de fibras muito resistentes que impediam o corte
das amostras. Os outros dois peixes da parte 2 ndo apresentavam estas
fibras, ou sua interferéncia foi reduzida devido as diferengas no ordenamento
das fibras nos peixes. As fibras dos peixes, apesar de serem mais
ordenadas que dos mamiferos, por vezes apresentam desordem nas fibras
musculares além de serem menos espessas quanto mais proximas das
extremidades. A parte 1 (parte anterior) foi a que apresentou mais
homogeneidade nos resuitados, podendo-se afimar que ndo sofreu
alteragbes significativas entre as amostras, com relagdo ao processamento
por liofilizagao.
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No parametro de dureza foi observada uma diferenga significativa a
5% entre as amostras da parte 1 e 2, mas entre as amostras da mesma
parte ndo houve diferen¢a significativa, provando que a liofilizagdo néo
alterou a dureza dos filés de peixe. Apesar de serem peixes de diferentes
lotes, pode-se fazer uma comparagdo entre os resultados obtidos no
experimento de resisténcia ao cisalhamento e a dureza no TPA. Os mesmos
apresentam a diferenga significativa entre as amostras da parte 1 e a parte
2.

Quanto a elasticidade, todas as amostras apresentaram diferencas
significativas, sendo as amostras da parte 1 mais elasticas que as amostras
da parte 2.

A adesividade foi alterada pela licfilizagdo na parte 1. A parte 2 n3o
sofreu alteragdes.

A coesividade ndo apresentou diferengas significativas quanto ao
processo de liofilizagao, apresentando, porém, uma diferenga significativa
entre as amostras da parte 1 e 2.

A mastigabilidade foi alterada pela liofilizagao apenas na parte 1, nao
se alterando nas amostras da parte 2.

De um modo geral, as observa¢des mostraram que os parametros de
textura mais influenciados pela liofilizagao, neste experimento, sao os de
elasticidade e de adesividade, apesar das amostras da parte 2 nao
apresentarem diferen¢as significativas quanto a adesividade. Estes dois
parametros estdo diretamente relacionados com o teor de umidade e,
durante a liofilizagdo ou com a reidratagdo das amostras liofilizadas, pode
haver algumas alteragdes na forma com que a agua passa a ser ligada ao
sistema. Sabendo-se que a agua pode agir como agente plasticizante
quando fortemente ligada as macromoléculas (biopolimeros) em sistemas
alimentares, pode ter promovido uma maciez do material analisado, visto
que numericamente, a média de todas as amostras liofilizadas, para os
parametros de dureza, elasticidade e coesividade, sac menores que as
frescas.
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5.9 Composigao quimica do peixe Pintado

Tabela 12 ~Teores de umidade, proteina e lipides do peixe Pintado

Teor de Tf::;r;::;ﬁ: ® Teor Protéico L:;:;: :a
Umidade secae na matéria matéria
Amostra original aten
{g/100g base desengordura original
seca) da(gioog (1009 0ase (1060 base
b seca) 9
ase seca) seca)
Pintado fresco
parte 01 65,23 81,03 27,79 2,70
Pintado fresco
parte 02 64,76 83,74 26,28 3,62
Pintado
Liofilizado e
reconstituido 65,08 81,08 26,26 2,61
parte 01
Pintado
Liofilizado e
reconstituida 64,89 81,02 25,31 3,76
parte 02

Com o objetivo de analisar as mudangas estruturais ou fisiologicas
nos peixes, foram obtidos os valores de composigao centesimal dos peixes.
Os valores de % Proteina Bruta e % de lipides ndo variaram

significativamente entre as partes 1 e 2 do peixe Pintado fresco e liofilizado.
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5.10 Perfii de acidos graxos do peixe Pintado

Tabela 13 — Composigao de Acidos graxos do Peixe Pintado antes e
apos a liofilizagdo

Pintado Pintado Pintadoe Pintado Pintado Pintado  grENNER & ANDRADE

Acidos Fresco Fresco Fresco Liofilizado Liofilizado Liofilizado BERNASCONI etal

9raxo% arte 01 parte 02 parte 03  Parte 01 Parte 02  Parte 03 (1887)  (1097)
14:0 1,0845 1,293 0,7092 1,1138 1,345 1,1581 0.3 -
18:0 02141 0,2484 0,178 0,2193 - 0,2403 047 -
16:0 21,3260 24,206 22,2187 20,5346 243428 23,5821 26,18 3350
16:1 n-7 3,1398 33212 3,0383 28178 35518 3,0554 48 781
18:0 7,8083 8,6243 11,1617 77,6832 B, 7174 8,9433 7,76 999
18:1n8 | 326285 34,0846 36,4455 321512 35,7003 35,0822 27,86 26,78
18:1 n-7 0,1150 - 0,1498 0,1087 - - 228 457
18:2 n-8 17,301 18,1664 12,0682 17,8318 18,4669 16,8293 12,40 10,068
18:0 D,8314 0,7050 0,4465 0,7054 0,7693 057889 - -
18:3 n-3 1,3319 1,3841 0,6838 1,3866 1,4233 1,1094 1.84 -
20:3 nb 0,6813 0,5079 0,7434 0,5628 0,5643 27154 0,42 -
204n8 | 17934 | 12512 | 15576 | 1262 13377 1,0958 3,67 .
20:3n-3 1,1968 0,5875 1,5243 0,7137 0,7704 0,5503 - -
204 n3 0,1843 - - 0,1298 - - - -
20:8 n-3 051584 03728 0,3198 0,4228 - 0,2646 - 1,27 297
22:6n3 | 0,3200 - 0,3266 - - - 389 429
NA 93223 52675 08,4327 12,3553 20143 47919 - -

Os resultados obtidos identificam os principais acidos graxos
presentes no peixe Pintado. Verificou-se uma maior concentragdo de acidos
oleico (18:1 n-9) e linoleico (18:2 n-6) e quase auséncia dos acidos EPA
(20:5 n-3) e DHA (22:6 n-3) em relagéo as referéncias bibliogréficas e ndo
apresentaram diferengas significativas entre as amostras frescas e
liofilizadas.
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6. CONCLUSOES

e As isotermas de sorgdo de umidade apresentaram a forma
sigmoide, que é propria de alimentos ricos em proteinas. No trecho
inicial o peixe mostrou-se moderadamente higroscopico, na regiao
das muilticamadas, pouco higroscépico, e no final da curva
apresentou-se altamente hgroscopico.

¢ O modelo matematico de GAB ajustou-se bem aos dados das
isotermas de sor¢do de umidade nas temperaturas estudadas,

diminuindo o valor da monocamada em temperaturas mais
elevadas.

e O modelo matematico BET ajustou-se aos dados experimentais,
permitindo o calculo dos valores monomoleculares nas
temperaturas de 10 e 25°C. Os resultados obtidos no célculo do
vaior monomolecutar para a equagdo BET mostraram uma pequena
variagao de Wm para as duas temperaturas estudadas.

o Comparando-se os valores de Wm calculados pela equagdo de
BET com os valores calculados pela equacio de GAB observou-se
que o valor monomolecuiar calculado com a equagdo de BET foi

menaor.

« A temperatura exerceu influéncia no posicionamento da isoterma,
quanto maior a temperatura, menor a quantidade de agua
absorvida pelo peixe Pintado. O calor isotérico diminuiu a medida
que se aumentava o teor de umidade.

e A liofilizacdo nao alterou significativamente o perfil de textura dos
filés de peixe Pintado estudados.

¢ O peixe Pintado n3o apresentou diferengas significativas nos perfis

de acidos graxos quando submetido a liofilizag&o.
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