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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Comportamento reoldgico de sistemas pécticos de polpas de frutas vermelhas

Rheological behavior of pectic systems of red fruit pulps

Charles Windson Isidoro HAMINIUK™, Maria-Rita SIERAKOWSKI?, Dayane Rosalyn IZIDORO?,
Giselle Maria MACIEL*, Agnes de Paula SCHEER®, Maria Lucia MASSON?

Resumo

Neste trabalho, o comportamento reolégico de sistemas pécticos formulados com as pectinas extraidas das polpas de morango, amora-preta e
framboesa foi investigado através de testes reologicos oscilatérios. Adicionalmente, as propriedades quimicas dessas pectinas foram estudadas.
Os sistemas pécticos das polpas de frutas vermelhas apresentaram um cardter de gel forte de acordo com os testes reolégicos, sendo o gel
de morango caracterizado como o mais forte. Os testes reoldgicos foram confirmados pelo experimento de Cox-Merz, grau de esterificagao
e peso molecular médio. O 4cido galacturdnico esta diretamente relacionado com a formagio da rede de pectina. Além disso, a diferenca
entre a forca dos trés géis pécticos pode ser atribuida aos valores do grau de esterificagio e peso molecular médio desses biopolimeros. As
pectinas extraidas das frutas vermelhas estudadas neste trabalho podem ser classificadas como pectinas de alta metoxilagdo, apresentado
o grau de esterificagdo maior que 50%. Os trés géis pécticos apresentaram uma boa estabilidade ao aumento da temperatura e ao tempo de
cisalhamento oscilatério constante.

Palavras-chave: polpa de frutas vermelhas; pectina; reologia.

Abstract

In this work, the rheological behavior of pectic systems formulated with pectins extracted from strawberry, blackberry, and raspberry pulps
was investigated by means of oscillatory rheological tests. In addition, the chemical properties of these pectins were studied. The pectic systems
from those red fruit pulps showed a strong gel character according to the rheological tests showing that the strawberry pectin presented the
strongest gel character, which was confirmed by the Cox-Merz experiment, degree of esterification, and average molecular weight data. The
galacturonic acid is directly related to the formation of the pectin network. Besides, the difference between the strength of the three pectic
gels can be attributed to the esterification degree values and the average molecular weight of these biopolymers. The pectins extracted from
the red fruits studied in this work can be classified as high methoxy pectins with a degree of esterification higher than 50%. The pectic gels
exhibit good stability with an increase in temperature and in the shear-oscillatory constant time.

Keywords: red fruit pulps; pectin, reology.

1 Introdugao
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Morango, amora-preta e framboesa pertencem a familia
Rosaceae. De acordo com Brown (2002), a familia Rosaceae ¢é
ampla e diversa, incluindo em torno de 75 géneros e mais de
1200 espécies. Os membros desta familia sdo valiosos por seus
frutos e produtos derivados. As frutas vermelhas, como sdo
geralmente conhecidas, tém sido usadas frequentemente pela
industria de alimentos. Os produtos manufaturados, tais como
sucos, néctares, sorvetes e geléias utilizam a polpa de fruta como
matéria-prima. O comportamento reolégico e as propriedades
de fluxo de polpas de frutas desempenham um importante papel
no desenvolvimento e avaliagdo de equipamentos de processos
tais como bombas, tubulagdes, trocadores de calor, evapora-
dores, esterilizadores e agitadores (AHMED; RAMASWAMY;
NGADI, 2005). As pectinas influenciam o comportamento

reoldgico das polpas de frutas devido as suas propriedades gei-
lificantes. E um polissacarideo natural, frequentemente usado
como aditivo alimentar, sendo constituido, em grande parte,
por unidades de acido-a-(1-4)-D-Galacturénico com alguns
grupos carboxilicos presentes na forma metil éster (SAULNIER;
BRILLOUET; JOSELEAU, 1998). A maioria dos trabalhos com
morango, amora-preta e framboesa apresenta, principalmente,
estudos sobre os compostos fenolicos destas frutas, bem como
sua capacidade antioxidante. Os objetivos desta pesquisa foram:
a) estudar a reologia em regime oscilatério das pectinas extraidas
das polpas de frutas vermelhas e sua estabilidade em relagio a
temperatura e tempo de cisalhamento constante; b) caracteri-
zar as pectinas de acordo com seu grau de esterificagdo, peso
molecular médio e contetido de acido galacturénico.
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Reologia de polpas de frutas vermelhas

2 Material e métodos

2.1 Polpas de frutas vermelhas

As polpas de morango (Fragaria vesca), amora-preta
(Rubus spp.) e framboesa (Rubus idaeus) foram compradas da
marca Mais Fruta. O objetivo de se utilizar as polpas comerciais
foi obter uma matéria-prima padronizada e diminuir possiveis
interferentes relacionados ao tamanho das particulas das polpas
produzidas em escala-piloto.

Andlises fisico-quimicas das polpas de frutas vermelhas

Os solidos soluiveis totais (°Brix) e pH foram determinados
usando-se um refratdmetro (WY1A; ABBE, USA) e pHmetro
(model 710 A; Orion Research, Boston, USA) a 20 °C, respecti-
vamente. A acidez titulavel e a umidade das polpas foram medi-
das de acordo com a metodologia descrita na AOAC (2000).

2.2 Extragdo das pectinas

Uma amostra de cada polpa de fruta vermelha (100 g) es-
tudada neste trabalho foi colocada em refluxo em etanol quente
(95 °C) por 30 minutos. Subsequentemente, a amostra foi res-
friada a temperatura ambiente (25 °C), lavada com etanol 80%
(v/v) efiltrada com filtro Whatman n° 1. O residuo insoldvel em
alcool, denominado (RIA) foi seco em estufa a temperatura de
40 °C por 24 horas, pesado e armazenado em dessecador.

Contetido de dcido galacturénico das pectinas extraidas

O contetdo de acido galacturdnico das pectinas extraidas
das trés polpas de frutas foi determinado através do uso de
Espectrofotometro na faixa de onda de 520 nm pelo método
alcalino do m-hidroxibifenil, de acordo com a metodologia
classica de Blumenkrantz e Asboe-Hansen (1973), utilizando o
acido D-Galacturdnico mono-hidratado (Voigt Global, Kansas
City, USA) como padrio.

Grau de esterificagdo das pectinas

A determinacao do grau de esterificacdo (DE) das amostras
de pectinas foi conduzida de acordo com a metodologia pro-
posta por Monsoor etal. (2001). Foi utilizado um Espectrofoto-
metro Bomen Infravermelho Transformada de Fourier (FT-IR),
(Bomen Inc., Canadd), com um disco de KBr. Os espectros
FT-IR foram obtidos por coadicionar 32 varreduras (“scans”)
utilizando uma resolucgdo de 4.0 cm™'. Os espectros foram cole-
tados usando um disco branco, o qual foi subtraido do espectro
de cada amostra de pectina para compensar a absor¢do do CO,
e umidade do ar. A Equagdo 1 foi usada para calcular o grau de
esterificagdo (GE) das amostras de pectinas:

_ [ APGCE

AR X100 )
(APGE + APGCNE)

onde, APGCE ¢ a area dos picos dos grupos carboxilicos este-
rificados e APGCNE é a drea dos picos dos grupos carboxilicos
nao-esterificados. Picos na faixa de 1760-1745 cm™ indicam
os grupos éster-carboxilicos (COO-R) e aqueles na faixa de
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1640-1620 indicam os grupos nao-éster-carboxilicos (COO-).
Trés replicatas da analise de FTIR foram realizadas.

Determinagdo do peso molecular médio (M, )

O peso molecular médio das pectinas extraidas das polpas
de frutas vermelhas foi estimada aplicando a Equagédo 2 de
Mark Houwink-Sakurada, relacionando [n] com M (ARSLAN,
1995).

Mml=kM, 1 2)

onde, K e a sdo constantes e [1] é a viscosidade intrinseca de-
finida de acordo com a Equagao 3:

_(m, -1
[m=%ﬂ{“c ) 3
onde, N ¢ a viscosidade relativa (solugdo para solvente) e C é a
concentrag¢do de pectina. Ambas as constantes K e a dependem
da temperatura e das caracteristicas do solvente e do soluto.
No caso de solugdo de pectina em tampéo fosfato de sodio
(0,1 mol. L; pH 7,0), pode-se assumir o valor de K como 0,3 e
odeacomo 0,613 (ARSLAN, 1995). A determinacio foi feita na
faixa de concentragio de pectina de 1,0 29,0 g.L-! em triplicata.
A medigdo das viscosidades foi realizada a 25 °C, utilizando um
redmetro Haake Reostress 600 (Haake, Karlsruhe, Alemanha),
utilizando um sistema cone-placa (C-60/2° Ti).

Preparagdo dos sistemas pécticos

A pectina extraida de cada polpa foi incorporada em agua
destilada sob agitagdo magnética a 25 °C por 24 horas em uma
concentra¢do de 5% (p/v) com o objetivo de obter os sistemas
pécticos.

Andlises reoldgicas dos sistemas pécticos

As andlises reoldgicas em regime oscilatdrio foram reali-
zadas em redmetro Haake Rheostress 600 (Haake, Karlsruhe,
Alemanha), acoplado a um sensor cone-placa (C-60/2° Ti, com
abertura de 100 pm) a 20 °C. Segundo Scharamm (2000), quanto
menor o tamanho da abertura entre o cone e a placa, mais con-
fidveis serdo os valores obtidos. Antes de realizar as andlises dos
espectros mecanicos (modulos Ge G” em funcéo da frequéncia)
foi realizada uma varredura de tensdo na faixa de 0 a 100 Pa em
diferentes valores de frequéncia (0,05 Hz, 0,1 Hz e 1 Hz) com
o objetivo de determinar a regido viscoelastica de cada sistema
péctico. Neste estudo, apds a varredura de tensio, os valores
de tensdo determinados para a varredura de frequéncia foram
10 Pa, para o sistema péctico de morango (SPM), e 1 Pa, para
os sistemas pécticos de amora-preta (SPA) e framboesa (SPF).
A varredura de frequéncia nas amostras dos sistemas pécticos
foi feita em deformacéo oscilatéria de baixa amplitude, na faixa
de 0,01 a 10 Hz na temperatura de 20 °C. Os testes de reologia
oscilatoria foram realizados em duplicata.

Andlises reoldgicas dos sistemas pécticos — regime
oscilatorio (varredura de temperatura e tempo)

Com o objetivo de melhor caracterizar os sistemas pécticos,
foi avaliada a estabilidade destes em fun¢do da temperatura e
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do tempo. Para a varredura de temperatura, utilizou-se uma
frequéncia de 1 Hz e uma deformagdo de 5%, com a tempe-
ratura variando de 20 a 60 °C com uma taxa de aquecimento
de 0,017 °C/s. Em relagdo ao estudo dos sistemas pécticos em
fun¢io do tempo de deformagio oscilatoria, utilizou-se uma
frequéncia de 1Hz e uma deformacgio de 5% em um intervalo
de tempo de 30 minutos (1800s).

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
e a diferenca entre as médias foi analisada através do teste de
Tukey ao nivel de significincia de 5%.

3 Resultados e discussao

3.1 Caracterizagdo da matéria-prima

A Tabela 1 apresenta as andlises fisico-quimicas realizadas
nas polpas integrais das polpas de frutas vermelhas. Para as
pectinas extraidas, determinou-se o grau de esterificagdo, peso
molecular médio, viscosidade intrinseca e conteudo de dcido
galacturonico, sendo que estes valores podem ser encontrados
na Tabela 2. Relacionado as caracteristicas fisico-quimicas,
pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica para os
valores de pH e umidade das trés polpas de frutas vermelhas.
No entanto, em relacdo aos solidos solaveis e acidez titulavel,
houve diferenca significativa (p < 0,05).

Através da andlise da Tabela 2, fica evidente a diferenca entre
os valores obtidos para os quatro pardmetros determinados para
as trés polpas estudadas. Em relagdo ao contetido de acido ga-
lacturénico, o qual corresponde a 70% da estrutura primaria das
pectinas, houve diferenca significativa entre os valores obtidos,
sendo que a pectina extraida da polpa de morango apresentou a
maior quantidade de dcido galacturonico em comparagao com
as outras pectinas extraidas. Este comportamento se repete em

Tabela 1. Caracterizagao fisico-quimica das polpas integrais de frutas
vermelhas.

Parametros Polpa de Polpa de Polpa de
morango amora-preta framboesa
Polpas integrais
Solidos soldveis (°Brix) 6,10° 5,75° 6,95°
pH 3,60° 3,60° 3,30°
Acidez titulavel (g.100 mL™") 0,69° 0,572 1,09°
Umidade (%) 92,48* 93,15 92,10*

* Médias com letras iguais ndo sdo estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Tabela 2. Caracteriza¢do quimica e fisica das pectinas extraidas das
polpas de morango, amora-preta e framboesa.

Parametros Pectinade Pectinade Pectinade
morango amora-preta framboesa
Acido galacturénico (pug.mL™) 56,50° 27,87¢ 43,77°
Peso molecular médio (g.mol™')  101.434° 62.865¢ 78.332°
Viscosidade intrinseca (mL.g™') ~ 351,49° 262,15¢ 299,99°
Grau de esterificacdo (%) 67,28% 56,61¢ 61,82°

* Médias com letras iguais ndo sio estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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relagdo aos dados obtidos para o peso molecular médio, visco-
sidade intrinseca e grau de esterificacdo, apresentando a pectina
de morango os maiores valores. A trés pectinas extraidas podem
ser consideradas como pectinas com alto grau de metoxilacio,
por apresentarem mais de 50% das carbonilas esterificadas com
grupos metil (-COOCH,).

3.2 Comportamento reologico

Para a determinagdo do comportamento dos sistemas péc-
ticos, foi realizada uma varredura de tensdo em cada sistema
obtido, com o objetivo de se determinar a regido viscoeldstica. A
regido viscoeldstica é conhecida por ser a regido onde a estrutura
do gel é preservada, ou seja, os mddulos de armazenamento (G’)
e de perda (G”) sdo independentes da frequéncia. E de funda-
mental importincia a analise em regime oscilatério ser realizada
nesta regido, pois, de forma diferente, os valores dos médulos
serdo muito menores devido ao cisalhamento e a destruicdo
da rede péctica. As Figuras 1 a 3 apresentam a relagdo entre
os modulos (G’ e G”) e a tensdo nas trés frequéncias estudadas
para os sistemas pécticos.

Pela interpretacdo das Figuras de 1 a 3, determinou-se a
regido viscoeldstica para os trés sistemas pécticos em fungido
da tensdo. Para o sistema péctico de morango (SPM), a tensido
escolhida foi 10 Pa, pois acima deste valor os modulos eldstico e
viscoso comegaram a apresentar dependéncia da tensdo. Para os
sistemas pécticos de amora-preta (SPA) e de framboesa (SPF),
a tensdo escolhida foi 1 Pa.

De acordo com os dados obtidos na regiao viscoelastica,
a deformacdo do Sistema Péctico de Morango (SPM) sob
uma tensdo de 10 Pa foi menor do que 3%, enquanto que para
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Figura 1. Regido viscoeldstica para o sistema péctico de morango
(10 Pa) na temperatura de 20 °C, sensor de medida C-60/2° Ti, com
abertura de 100 pum.
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o Sistema Péctico de Amora-Preta (SPA) e Sistema Péctico
de Framboesa (SPF) sob uma tensdo de 1 Pa, as deformagdes
foram 0,46 e 0,38%, respectivamente. Para a caracterizagio da
forga dos sistemas pécticos das trés polpas de frutas vermelhas,
foi realizada uma varredura de frequéncia (baixa amplitude) na
faixa de 0,01 a 10 Hz, aplicando os valores das tensdes obtidos
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Figura 2. Regido viscoelastica para o sistema péctico de amora-preta
(1 Pa) na temperatura de 20 °C (1 Pa), sistema de medida C-60/2° Ti,
com abertura de 100 pum.
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Figura 3. Regido viscoelastica para o sistema péctico de framboesa
(1 Pa) na temperatura de 20 °C (1 Pa), sistema de medida C-60/2° Ti,
com abertura de 100 ym.
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na regido viscoeldstica pela relacdo entre os modulos x tensao. A
Figura 4 mostra a variagdo de G’ e G” (espectro mecanico) como
uma fung¢io da frequéncia na temperatura de 20 °C. Através deste
grafico, pode-se observar que os trés sistemas pécticos estudados
formam géis fortes, uma vez que G’(mddulo de armazenamento)
foi maior que G” (mddulo eléstico) em toda a faixa de frequéncia.
Com o aumento da frequéncia néo foi observado o “fendmeno de
crossover’, ou seja, a interse¢do entre os dois modulos.

Uma vez determinado que os sistemas pécticos possuem
cardter de gel, a partir deste ponto passou-se a considera-los
como géis e ndo mais como um sistema. Neste trabalho, os
valores da tangente (3), que ¢ a razdo entre G'/G” (NAE, 1993),
foram utilizados para caracterizar a forca dos géis pécticos. Os
valores da tangente (8) foram considerados inversamente pro-
porcionais a forga dos géis. Comparando os trés tipos de géis
pécticos obtidos, 0 GPM (Gel Péctico de Morango) demonstrou
ser mais forte quando comparado com GPA (Gel Péctico de
Amora-Preta) e GPF (Gel Péctico de Framboesa). Por outro
lado, GPF mostrou ser um gel mais forte que GPA. Esses
resultados podem ser associados com a quantidade de acido
galacturonico encontrada durante as analises quimicas e fisicas
das pectinas (Tabela 2). O acido galacturdnico estd diretamente
relacionado com a formagio da rede de pectina. Além disso, a
diferenca entre a forca dos trés géis pécticos pode ser atribuida
aos valores do grau de esterificacdo e peso molecular médio des-
ses biopolimeros. As pectinas extraidas dessas frutas vermelhas
estudadas neste trabalho podem ser classificadas como pectinas
de alta metoxilagdo, apresentando o grau de esterificagdo maior
que 50%. A pectina de morango apresentou os maiores valores
de grau de esterificagdo e peso molecular médio (67,28% e
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Figura 4. Varredura de frequéncia a 20 °C dos sistemas pécti-
cos (5% m/v). G’ (m6dulo de armazenamento) e G” (mddulo
de perda). SPM - Sistema Péctico de Morango; SPA - Sistema
Péctico de Amora-Preta; SPF — Sistema Péctico de Framboesa. Sensor
de medida C-60/2° Ti, com abertura de 100 pm.
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101.434 g. mol™!, respectivamente) e esses dados explicam porque
o gel obtido com essa pectina foi mais forte do que aqueles obtidos
com as pectinas de amora-preta e framboesa.

Para melhor caracterizar as propriedades reoldgicas dos géis
pécticos de morango (GPM), amora-preta (GPA) e framboesa
(GPF), realizou-se o experimento de Cox-Merz. A relagido de
Cox-Merz esta apresentada na Equagéo 4:

N (@)=n, {)o=y @)

onde, N* é a viscosidade dinamica complexa (mPa.s), n,¢a
viscosidade aparente de cisalhamento (mPa.s), ® é a frequén-
cia de oscilagdo (rad/s) e y é a taxa de cisalhamento (s™). Se a
viscosidade dindmica complexa plotada em relagdo a frequén-
cia for consistentemente maior do que a viscosidade aparente
plotada em relagdo a taxa de cisalhamento, pode-se afirmar
que existe uma estrutura de gel (HAN et al. 2002, ROBERTS;
CAMERON, 2002).

Através do grafico de Cox-Merz (Figura 5), pode-se ob-
servar que, nas trés amostras de géis pécticos, a viscosidade
dindmica complexa foi muito maior que a viscosidade aparente
de cisalhamento, confirmando a natureza forte dos géis obti-
dos. E interessante observar que a dependéncia da viscosidade
dindmica complexa em relagdo a frequéncia comportou-se
diferentemente quando comparada com a viscosidade aparente
em similares faixas de frequéncia/taxa de cisalhamento para
os trés géis pécticos estudados. Esta diferenga é provavelmente
o resultado da interagdo entre particulas e a cadeia estrutural
complexa dos géis pécticos, a qual ndo ocorre em medidas, uti-
lizando pequenas oscilagdes. Em regime permanente de fluxo, a
deformacéo é maior e a cadeia estrutural rompe em altas taxas
de cisalhamento (AHMED, 2004).
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Adicionalmente, a dependéncia de G’ das trés amostras de
géis pécticos em func¢io da frequéncia angular foi modelada por
uma relagdo, utilizando um modelo de poténcia (Equagio 5).

G=Aw’ (5)

onde, A e b sdo constantes empiricas. Uma regressdo linear de
log w versus log G resultou no ajuste de uma linha reta. Os
coeficientes de determinag¢do obtidos foram 0,97 para GPM,
0,98 para 0 GPA € 0,99 para o GPF, enquanto que o erro padrio
foi menor que 0,006 para os trés géis pécticos. Os coeficientes
angulares estimados foram de 0,10 para GPM, 0,16 para o GPA
e 0,13 para o GPE. Um gel verdadeiro é caracterizado por um
coeficiente angular (slope) de log de w versuslog G’ proximo de
zero (ROSS-MURPHY, 1984), enquanto que um gel fraco, solu-
¢des concentradas ou dispersdes terdo um valor do coeficiente
angular distantes positivamente de zero. Esta andlise mais uma
vez mostra o carater forte dos géis pécticos obtidos.

Buscando um melhor entendimento dos géis pécticos,
foi estudado o efeito da temperatura (faixa de 20 a 60 °C com
incremento de 1 °C/minuto) e do tempo de cisalhamento
(30 minutos). O objetivo desses dois testes foi avaliar a estabi-
lidade dos trés géis com o aumento progressivo da temperatura
e com um cisalhamento oscilatério constante. O derretimento
e o comportamento viscoelastico podem variar grandemente,
dependendo da origem do biopolimero e das condigdes de
geleificagdo (Tischer et al., 2006). Uma vez que a temperatura
pode influenciar grandemente os biopolimeros, apds observar a
variagdo dos mddulos em fungdo da frequéncia, nds examina-
mos a influéncia da temperatura em relagdo ao comportamento
viscoelastico dos géis pécticos.

A Figura 6 mostra o efeito da temperatura nos géis pécticos
extraidos de polpas de frutas vermelhas. Conforme ilustrado na
Figura 6a, com o aumento progressivo da temperatura, o gel
péctico de morango (GPM) apresentou uma boa estabilidade,
mantendo a caracteristica de um gel forte (G’ > G”). O gel péctico
de amora-preta, da mesma forma que o GPM, manteve a sua
estrutura de gel com o aumento da temperatura (Figura 6b).
Observa-se que houve uma tendéncia de aumento do médulo
G’ Ja o gel péctico de framboesa com o aumento progressivo de
calor, apresentou um distanciamento dos médulos G’ e G”. Este
comportamento pode ser atribuido a perda de dgua durante o
aquecimento, embora se tenha coberto com uma fina camada
de dleo os limites entre o sistema cone-placa e a amostra para
evitar a perda de umidade. Da mesma forma que GPM e GPA,
o GPF manteve as caracteristicas de um gel forte com a variagao
da temperatura (Figura 6c¢).

O efeito do tempo de cisalhamento em regime oscilatério
nos trés géis pécticos estudados esta apresentado na Figura 7.
De uma forma geral, o tempo teve pouca influéncia nos géis
pécticos. Pela analise dos mddulos de armazenamento e de
perda, verifica-se que num tempo de 1800 segundos, G’ apresen-
tou um distanciamento constante de G”. Esta analise confirma
os resultados obtidos pela analise dos mddulos em fungido da
frequéncia e pelo experimento de Cox.Merz, no qual as pectinas
extraidas das polpas vermelhas apresentam a capacidade de
formar um gel forte.
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Reologia de polpas de frutas vermelhas
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4 Conclusoes

Um comportamento reoldgico tipico de gel foi determi-
nado para os sistemas pécticos utilizando as pectinas extraidas
das polpas de frutas vermelhas, sendo isso confirmado pelos
experimentos de Cox-Merz e pelos valores da tangente (3). O
gel péctico de morango (GPM) foi considerado o mais forte, em
comparacgio com o gel géctico de amora-preta (GPA) e o gel péc-
tico de framboesa (GPF), sendo esta afirmagio confirmada pelos
valores do grau de esterificagdo das pectinas, peso molecular
médio e conteudo de acido galacturdnico. Os trés géis pécticos
apresentaram uma boa estabilidade ao aumento da temperatura
e ao tempo de cisalhamento oscilatorio constante. Investigagoes
futuras utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV)
poderao esclarecer os diferentes comportamentos observados
nos géis pécticos das frutas vermelhas estudadas.
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