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Resumo

Um dos métodos mais tradicionais na conservação de alimentos, o 
congelamento também pode alterar de forma significativa as características do 
produto. Grandes cristais de gelo provocam alteração na textura e/ou danos 
a membranas e componentes celulares. As técnicas de congelamento rápido 
formam cristais de gelo menores do que o processo lento, porém as flutuações de 
temperatura durante a distribuição e transporte podem promover o crescimento 
dos cristais. Esse processo é conhecido como recristalização e é uma barreira na 
utilização do congelamento como método de conservação em muitos casos. O uso 
de crioprotetores tradicionais, como a sacarose, é uma alternativa limitada, uma 
vez que concentrações elevadas são requeridas. Na década de 1970, foi descrita 
em peixes de águas frias uma classe de proteínas que, em baixa concentração, 
pode interagir e influenciar o crescimento do cristal de gelo. Elas foram chamadas 
de proteínas anticongelantes (PACs), sendo encontradas também em plantas, 
animais e micro-organismos ambientados a baixas temperaturas. Essas proteínas 
podem intervir no processo de formação do núcleo inicial do gelo, reduzir o ponto 
de congelamento da água, ou, ainda, inibir a recristalização, principalmente 
para PACs de vegetais. Há diversos trabalhos publicados e algumas patentes 
registradas para o uso de PACs em diversos alimentos, como lácteos, carnes, 
massas, frutas e hortaliças, conservando de melhor forma as características 
originais do alimento. Atualmente, o custo ainda é uma barreira para utilização 
comercial das PACs. Contudo, a descoberta de novas fontes pode reduzir seu 
custo e tornar essas proteínas uma ferramenta efetiva na manutenção da textura 
de alimentos congelados. Baseada em trabalhos que avaliaram aspectos químicos 
das PACs e exemplos de sua aplicação, esta revisão tem como objetivo principal 
apresentar as características gerais das PACs e discutir sobre sua utilização.

Palavras-chave: Proteínas anticongelantes; Gelo; Congelamento; 
Recristalização.

Summary

Although freezing is one of the traditional methods of food preservation, 
it can also significantly change the product characteristics. Large ice crystals 
cause changes in the texture and damage cell membranes and components. 
The quick freezing techniques form smaller ice crystals than the slow process, 
but temperature fluctuations during transport and distribution can promote 
crystal growth. This process is known as recrystallization and is a barrier to the 
use of freezing as a preservation method in many cases. The use of traditional 
cryoprotectants such as sucrose is a limited alternative since high concentrations 
are required. In the 70’s a cold water fish class of proteins was described that could 
interact and influence ice crystal growth even at low concentrations. They were 
denominated antifreeze proteins (AFPs) and are also found in plants, animals and 
microorganisms acclimatized to low temperatures. These proteins can interfere in 
the formation of the initial stable ice crystal nucleus, reduce the freezing point of 
water, or even inhibit the recrystallization process, especially in the case of plant 
AFPs. Several papers have been published and some patents registered on the 
use of antifreeze proteins in several foods such as dairy and meat products, pasta, 
fruits and vegetables, preserving the original characteristics of the products in a 
better way. Currently the cost is still a barrier to the commercial use of AFPs but 
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1 Introdução

O congelamento é um dos métodos mais antigos 
e tradicionais utilizado pelo homem para conservação 
de alimentos. Atualmente, mesmo com uma cadeia 
logística que torna seu custo mais elevado frente a outros 
métodos de conservação, os alimentos congelados ainda 
possuem um amplo mercado, principalmente devido à 
sua praticidade de consumo.

Contudo, se, por um lado, as baixas temperaturas 
e a formação dos cristais de gelo reduzem o crescimento 
de micro-organismos e a atividade enzimática, por outro, 
quando grandes cristais de gelo são formados, pode 
ocorrer danos à integridade de componentes celulares, 
alterando de forma significativa as características 
originais do alimento. Sem dúvida, a taxa ou velocidade 
de congelamento é um aspecto importante, uma vez 
que leva à formação de cristais de gelo menores 
e, consequentemente, menores os impactos sobre 
a qualidade do produto. Ainda assim, é preciso 
considerar que o crescimento dos cristais de gelo é um 
processo dinâmico, que se mantém mesmo durante o 
armazenamento em baixas temperaturas.

A possibilidade de exercer um controle sobre o 
comportamento do gelo após a sua formação sempre 
foi um desafio para pesquisadores de diversas áreas. 
O uso de aditivos crioprotetores é facilmente encontrado 
na literatura, porém normalmente é necessário que 
essas substâncias estejam presentes em concentrações 
elevadas, o que inviabiliza seu emprego na maior parte 
dos alimentos.

Efetivas mesmo em baixas concentrações, uma 
classe de proteínas descritas, inicialmente, em peixes 
de águas frias surgiu como uma alternativa para a área 
de Ciência e Tecnologia de Alimentos, demonstrando a 
propriedade de influenciar o crescimento do cristal de 
gelo e o seu crescimento em alimentos congelados. Essas 
proteínas foram chamadas de proteínas anticongelantes 
(PACs) e, posteriormente, descritas também em plantas, 
animais, fungos e bactérias que vivem em ambientes de 
baixas temperaturas. Embora ainda em pequeno número, 
já existem alguns trabalhos envolvendo o uso das PACs 
em produtos lácteos, carnes, massas e vegetais, com 
resultados promissores, conforme será apresentado no 
decorrer deste trabalho. Também já foram registradas 
patentes com esse mesmo prospecto.

Sendo assim, considerando a relevância do tema 
e o caráter de inovação dessa emergente tecnologia, 
este trabalho tem como objetivo apresentar diferentes 
aspectos das PACs, como estrutura, fontes e mecanismo 
de ação, bem como discutir a sua aplicabilidade como 
aditivo da indústria alimentícia.

2 Água e gelo

Uma das substâncias mais abundantes do nosso 
planeta, a água apresenta uma importância primordial 
para qualquer forma de vida, participando ou servindo 
como meio para diversas reações químicas que ocorrem 
em nível celular. Sua molécula não possui diretamente 
uma carga positiva ou negativa, contudo as ligações 
entre seus hidrogênios e o átomo de oxigênio conferem a 
ela um caráter essencialmente polar. Essa característica 
possibilita o alinhamento espontâneo de diversas 
moléculas de água, por meio de interações do tipo ligação 
de hidrogênio, refletindo na coesão da água no estado 
líquido (WHATEN e JIA, 2005).

Em um sistema com energia reduzida, cada 
molécula de água forma quatro ligações de hidrogênio 
com moléculas mais próximas, em um arranjo de 
conformação tetraédrica. Sem energia para romper 
essas ligações, a água assume sua forma sólida. A forma 
hexagonal do cristal de gelo é a única estável a pressão 
atmosférica normal e temperaturas entre 0 e –60 °C. 
Nessa forma, os cristais de gelo possuem três eixos a, 
crescendo em um plano basal, e outro eixo c, crescendo 
em um plano prismático, perpendicular ao plano basal 
(Figura 1) (GRIFFITH e EWART, 1995).

Os dois planos possuem taxas de crescimento 
distintas, sendo que as do plano prismático acontece 
de forma muito mais rápida do que as do plano basal. 
A temperatura é um fator chave na velocidade e na 
forma de crescimento dos cristais de gelo. Tanto que, em 
temperaturas logo abaixo de 0 °C, os cristais têm uma 
morfologia circular, como discos, e, em temperaturas 
ainda menores, como –10 °C, eles possuem uma forma 
mais irregular, como agulhas (HASSAS ROUDSARI e 
GOFF, 2012).

É interessante observar que, embora se considere 
0 °C como o ponto de congelamento da água, isso não 
quer dizer que ao atingir essa temperatura a água, 
necessariamente, iniciará o processo de solidificação. 

the discovery of alternative sources could reduce the costs and make them an 
effective tool in the maintenance of the texture of frozen foods. Based on studies 
that evaluated the chemical aspects of antifreeze proteins and examples of their 
application, this review aims to present the general characteristics of AFPs and 
discuss their use.

Key words: Freezing proteins; Ice; Freezing; Recrystallization.
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Quando a água ou qualquer outro líquido é resfriado, 
os movimentos das moléculas diminuem, mas a 
solução pode permanecer na fase líquida mesmo com 
a temperatura inferior ao ponto de congelamento. 
Esse estado é conhecido como sobrearrefecimento ou, 
no termo utilizado na língua inglesa, supercooling state 
(GOFF, 2005). Isso é possível porque a formação do gelo, 
ou cristalização, ocorre em duas etapas.

A etapa inicial é a nucleação, na qual ocorre a 
formação de um pequeno cristal de gelo inicial que, 
como o nome da etapa já sugere, servirá como um 
núcleo para a propagação do cristal, que é a segunda 
etapa do processo. Como a nucleação não é uma etapa 
energeticamente favorável, o processo não se inicia de 
modo espontâneo na faixa de temperatura logo abaixo a 
0 °C. O mais comum é a ocorrência de uma nucleação 
heterogênea, com a presença de uma molécula externa 
servindo como núcleo. A nucleação homogênea, de forma 
espontânea, ocorre somente em baixas temperaturas, 
como no caso da água ultrapura. Após a formação do 
núcleo inicial, o crescimento do cristal de gelo ocorre 
espontaneamente em temperaturas pouco abaixo de 0 °C 
(WHATEN e JIA, 2005).

Se o calor for removido de uma forma mais rápida, 
há formação de um maior número de núcleos, mais 
estáveis, o que reflete em um número maior de cristais, 
com tamanho reduzido. Uma taxa mais lenta de retirada 
de calor leva à formação de um menor número de cristais, 
mas com maior tamanho (GOFF, 2005).

Em uma fase posterior, após a formação dos 
cristais, é possível ainda a ocorrência do processo de 
recristalização, que corresponde à reestruturação dos 
cristais de gelo nas variações de temperatura na faixa 
abaixo de zero, levando sempre à formação de cristais 
maiores (GRIFFITH e EWART, 1995; CRUZ et al., 2009). 

Diversos mecanismos são propostos para o processo de 
recristalização, como a conversão de cristais de superfície 
irregular nos de superfície lisa, mais estáveis; ou a fusão 
entre dois cristais vizinhos, resultando em outros maiores; 
ou, ainda, um processo de migração de moléculas de 
água entre cristais, formando-os em tamanho maior às 
custas da redução ou desaparecimento dos menores. 
Nesse caso, a variação de temperatura leva à fusão 
parcial de cristais pequenos, mais instáveis devido à sua 
alta energia de superfície, e as moléculas de água livres 
tendem a se depositar nos cristais grandes, aumentando 
seu tamanho. Todos esses mecanismos acontecem de 
forma simultânea e em diferentes graus no sistema, 
diminuindo o número de cristais, mas aumentando o 
tamanho médio (HASSAS ROUDSARI e GOFF, 2012).

Levando esse cenário para a água presente em 
organelas, células ou tecidos, quanto maior o cristal 
de gelo formado, maior a possibilidade de dano físico 
a membranas biológicas. Por isso o processo de 
recristalização é sempre uma preocupação, em áreas 
que veem no congelamento uma alternativa de método 
de conservação, como é o caso da criopreservação de 
órgãos e tecidos na área médica, do congelamento de 
sementes e espécies vegetais na agricultura e também 
no congelamento de produtos alimentícios na área de 
Ciência e Tecnologia de Alimentos.

3 Proteínas anticongelantes (PACs)

Apesar do cenário desfavorável que a formação 
de gelo dentro da célula pode causar a qualquer forma 
de vida, existem inúmeros exemplos de seres vivos 
que têm seu habitat em ambientes de frio intenso, com 
temperaturas inferiores ao ponto de congelamento 
da água. Os peixes e os outros seres marinhos que 
habitam as águas dos oceanos Ártico e Antártico, por 
exemplo, convivem com temperaturas que chegam a 
–2 °C. Também existem diversas espécies de insetos 
e de vegetais que sobrevivem a invernos rigorosos em 
diferentes partes do planeta.

Esses seres desenvolveram ao longo de sua 
evolução uma série de mecanismos que permitem 
sua  sobrev i vênc ia  a  esse  t ipo  de  amb ien te . 
Uma das estratégias possíveis envolvendo a tolerância ao 
congelamento, adotada por alguns desses organismos, 
é a liberação ativa de nucleadores para o espaço 
extracelular, promovendo o congelamento fora da célula. 
A pressão osmótica resultante atrai a água também 
para o meio extracelular, o que leva a uma redução do 
ponto de congelamento dentro da célula. Isso é possível 
para algumas espécies que possuem elevados níveis 
de crioprotetores, como glicerol ou glicose (WHATEN e 
JIA, 2005).

Há ainda organismos que conseguem manter seus 
fluidos corporais em um estado de sobrearrefecimento, 

Figura 1. Morfologia de um cristal de gelo: três eixos a, 
crescendo em um plano basal, e um eixo c, crescendo em um 
plano prismático. Fonte: Adaptado de Griffith e Ewart (1995).
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por meio de mecanismos que impedem o processo 
de nucleação. Em baixas temperaturas, eles cessam 
a produção de potenciais substâncias nucleadoras 
e eliminam aquelas ingeridas durante a alimentação. 
Além disso, protegem a abertura de poros que serviriam 
de entrada para nucleadores (WHATEN e JIA, 2005; 
BILDANOVA et al., 2013).

Em muitos casos, contudo, essas estratégias 
por si só não seriam suficientes para garantir a 
sobrevivência desses seres em ambientes de frio tão 
intenso. Em meados da década de 1970, foi descoberta 
em peixes de águas frias uma classe de proteínas com 
a capacidade de influenciar o crescimento de cristais 
de gelo por meio da interação com a sua superfície. 
Devido a essa propriedade, foram denominadas proteínas 
anticongelantes (PACs). Posteriormente, proteínas de 
tamanhos e estrutura variadas, mas com a mesma 
propriedade, também foram encontradas e descritas 
em vegetais, insetos, fungos e bactérias, sempre em 
espécies e variedades expostas a baixas temperaturas 
(EWART et al., 1999; CAI et al., 2011).

Há basicamente três formas de interação entre 
as PACs e os cristais de gelo. A primeira é por meio da 
interferência no processo de nucleação, que ocorre pela 
ligação de algumas PACs a substâncias nucleadoras, 
impedindo o início do processo de formação do gelo 
(GRIFFITH e EWART, 1995; HASSAS ROUDSARI e GOFF, 
2012). A segunda forma é por intermédio da redução da 
temperatura de congelamento de líquidos corporais por 
uma via não coligativa, sem alterar significativamente o 
ponto de fusão, em uma propriedade conhecida como 
histerese térmica (PUDNEY et al., 2003; QIU et al., 2013). 
Algumas PACs, por exemplo, provocaram a redução do 
ponto de congelamento da água em até 3 °C. Esse efeito 
normalmente está ligado a uma maior concentração 
dessas substâncias (GRIFFITH e YAISH, 2004).

Outro grupo de PACs, entretanto, possui a 
interessante capacidade de inibir o processo de 
recristalização. Essa propriedade não depende de 
elevadas concentrações de proteínas na matriz, com 
efetiva inibição da recristalização em concentrações 
menores do que 100 µg/L. É interessante destacar que 
as PACs de plantas se mostram ainda mais efetivas na 
inibição da recristalização do que proteínas de insetos e de 
peixes, com ação a partir de 25 µg/L (ZHANG et al., 2004).

Embora ainda não tenham sido completamente 
elucidadas as bases químicas para o mecanismo de 
ação das PACs na inibição da recristalização, é certo 
que seus efeitos ocorrem devido à adsorção dessas 
proteínas a diferentes partes da superfície do cristal de 
gelo, em locais específicos, por uma ou mais forma de 
interações, como ligações de hidrogênio ou forças de Van 
der Waals (CRUZ et al., 2009). O crescimento do cristal 
continua em menor grau nas regiões sem proteínas. Mas, 

em um segundo momento, a alteração na curvatura da 
superfície do cristal, provocada por esse crescimento 
irregular, leva à relação área superficial/volume muito 
além do ponto em que seria termodinamicamente 
favorável para o crescimento do gelo, o que o faz cessar. 
Esse mecanismo é conhecido como Efeito de Kelvin 
(Gibbs-Thomson), sendo o mais utilizado para explicar o 
mecanismo geral de ação das PACs, embora apresente 
limitações em alguns casos (FEENEY e YEH, 1998; 
KONTOGIORGOS et al., 2008).

Assim, enquanto que na ausência dessas proteínas 
o crescimento do cristal de gelo ao longo do eixo a 
resulta em uma expansão do plano basal, na presença 
das PACs o crescimento ocorre predominantemente ao 
longo do eixo c, dando origem a um prisma de faces 
perpendiculares. A morfologia do cristal resultante é 
similar a pirâmides hexagonais ou agulhas (Figura 2).

Não é consenso se as ligações entre as PACs e os 
cristais são reversíveis ou não. Alguns autores defendem 
a ideia de que a ligação precisaria ser irreversível 
para que a inibição pudesse ocorrer, enquanto outros 
pesquisadores alegam que uma ligação irreversível 
causaria um estado de “superaquecimento”, e, assim, 
os cristais de gelo seriam estáveis durante horas em 
temperaturas acima do seu ponto de fusão, o que não é 
observado (HASSAS ROUDSARI e GOFF, 2012).

É certo apenas que ainda restam muitos detalhes 
sobre os mecanismos de ação das PACs a serem 
desvendados. Vários estudos foram realizados com a 
finalidade de esclarecer melhor a estrutura, o mecanismo 

Figura 2. Morfologia do cristal de gelo em uma solução contendo 
proteínas anticongelantes: crescimento preferencial ao longo do 
eixo c, assumindo uma forma bipiramidal. Fonte: Adaptado de 
Griffith e Ewart (1995) e Hassas Roudsari e Goff (2012).
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de ação e a relação desses mecanismos nas PACs de 
peixes, insetos e plantas (BAARDSNES  et  al., 1999; 
MADURA e WIERZBICKI, 1999; ANTSON  et  al., 2001; 
TSVETKOVA et al., 2002; PUDNEY et al., 2003; LIU et al., 
2005; SALVAY  et  al., 2010; MIDDLETON  et  al., 2012). 
Porém essa não é uma tarefa simples, ainda mais 
considerando a quantidade de estruturas diferentes 
encontradas nas diversas espécies e variedades 
estudadas, criando inúmeras e complexas interações. 
Uma abordagem mais detalhada sobre o mecanismo de 
ação das PACs, relacionando estrutura da proteína com 
os diferentes tipos de atividade anticongelantes, pode 
ser encontrada na revisão realizada por Davies (2014).

As diferentes PACs glicosiladas, l igadas a 
uma molécula de açúcar, encontradas em peixes 
possuem tamanho semelhante e têm como característica 
as várias repetições do tr ipeptídeo Ala-Ala-Thr, 
além da presença de moléculas do dissacarídeo 
galactose‑N‑acetilgalactosamina. Já as PACs não 
glicosiladas dessas espécies são subdivididas em 
quatro grupos, sequencialmente numeradas na ordem 
que foram descobertas (I, II, III, IV), variando em relação 
ao tamanho, composição e fonte (BAARDSNES  et  al., 
1999). A PAC tipo I é mais frequentemente encontrada 
em linguados e são ricas em alanina (Ala). A PAC tipo II 
também tem sua composição majoritária de Ala, mas 
possui uma quantidade de cisteína (Cys) e alguns 
aminoácidos aromáticos (Phe, Trp e Tir). No tipo III, 
descrita em peixe‑carneiro, não há predominância de 
aminoácidos, tendo uma estrutura mais balanceada. A 
última PAC descoberta, tipo IV, em peixe-escorpião tem a 
estrutura altamente helicoidal e bem diferente das outras, 
com predominância de glutamina (Gln) e ácido glutâmico 
(Glu) (LILLFORD e HOLT, 1994; VIEIRA, 2011).

As PACs também já foram descritas em vários 
artrópodes, como aranhas, ácaros, gafanhotos e 
mais de 50 espécies de insetos (DUMAN  et  al., 2004; 
BILDANOVA et al., 2013). As PACs encontradas em insetos 
são de 10 a 100 vezes mais ativas do que as proteínas 
de peixes, provavelmente devido às temperaturas mais 
extremas enfrentadas no meio terrestre. Além disso, 
elas possuem menos açúcares e um percentual mais 
alto de aminoácidos hidrofílicos (GRIFFITH e EWART, 
1995; WHARTON et al., 2009). Qiu et al. (2013) relataram 
que, curiosamente, proteínas com propriedades 
ant icongelantes também foram encontradas em 
situações de calor acentuado, como no besouro do 
deserto (Microdera punctipennis), possivelmente como 
mecanismo da espécie para conservação da água nessas 
condições.

Ao projetar a aplicação prática das PACs, é 
preciso, porém, pensar em uma fonte abundante dessas 
moléculas, para que o custo de obtenção não seja 
elevado e inviabilize sua utilização. Nesse sentido, as 

PACs de vegetais têm merecido grande atenção, uma vez 
que sua presença já foi relatada em diversas espécies 
de inverno, expostas e tolerantes a baixas temperaturas, 
além de apresentarem uma capacidade de inibir o 
processo de recristalização superior às proteínas de 
peixes e de insetos.

3.1 PACs em vegetais

No início da década de 1990, Griffith  et  al. 
(1992) descreveram de forma pioneira a presença 
de PACs em vegetais, em um trabalho com folhas de 
centeio (Secale  cereale) de variedade de inverno. 
Atualmente, já foi relatada a presença de PACs em 
diversas espécies vegetais, como trigo, centeio, cenoura, 
azevém, canola, entre tantas outras, abrangendo 
gimnospermas e angiospermas, mono e dicotiledôneas 
(Tabela 1) (GRIFFITH e EWART, 1995; GRIFFITH e 
YAISH, 2004). As PACs foram descritas em diferentes 
partes desses vegetais, como sementes, talos, nós, 
córtex, pecíolos, folhas, flores, frutos, raízes, rizomas e 
tubérculos (BILDANOVA et al., 2013), sendo localizadas, 
principalmente, nos espaços intercelulares, conhecidos 
como apoplasto (JARZABEK et al., 2009).

De um modo geral, as PACs em vegetais são 
peptídeos de tamanho pequeno, com baixo peso 
molecular. Em estudos com extratos de variedades de 
centeio de inverno, Hon et al. (1994) encontraram cinco 
PACs em uma faixa entre 19 a 36 kDa. Smallwood et al. 
(1999) relataram a presença predominante de uma PAC de 
peso molecular de 36 kDa em cenouras (Daucus carota). 
Huang e Duman (2002) isolaram três PACs das folhas 
da espécie Solanum dulcamara com pesos moleculares 
de 67, 47 e 29 kDa. Hassas Roudsari (2011) descreveu 
a presença de PACs de tamanhos entre 14 a 43 kDa 
em extratos de folhas de trigo de variedade de inverno 
(Triticum aestivum cv. Vienna). Ding et al. (2015) relataram 
uma maior concentração de proteínas entre 31 e 43 
kDa em amostras de cevada. Sidebottom et  al. (2000) 
analisaram a principal PAC presente em amostras de 
azevém (Lolium perenne), chegando a um peptídeo de 
aproximadamente 12 kD, composto por 118 aminoácidos, 
rico em aspargina (25%), valina (16%), serina (15%) e 
treonina (10%).

Um ponto interessante é que diversas dessas PACs 
descritas foram identificadas como isoformas de classes 
de proteínas relacionadas a respostas da planta contra 
patogenias vegetais, como quitinases, β-1,3-glucanase 
e taumatina. Apesar da composição semelhante, nem 
sempre elas apresentaram a mesma atividade presente 
nas proteínas de defesa (ATICI e NALBANTOGLU, 2003; 
GRIFFITH e YAISH, 2004).

As PACs são encontradas somente em variedades 
vegetais de inverno, expostas e tolerantes às baixas 
temperaturas. O estado de frio, ou, ainda, a desidratação 
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causada por ele, constitui um sinal que induz a expressão 
dessas proteínas (ATICI e NALBANTOGLU, 2003; 
HASSAS ROUDSARI e GOFF, 2012). Assim, é necessário 
um período de aclimatação ao frio para que essas 
proteínas sejam expressas (BILDANOVA  et  al., 2013). 
Esse processo ocorre durante o outono ou nas primeiras 
semanas de inverno. Com a chegada da primavera, 
ocorre a desaclimatação, ou seja, sua tolerância ao 
frio volta a cair (JARZABEK  et  al., 2009). Embora 
existam outras condições ambientais que influenciem 

a aclimatação, como iluminação, quantidade de água, 
nutrição e presença de doenças, a temperatura é sem 
dúvida o principal fator na indução da resposta vegetal 
e expressão das PACs (GÓMEZ GALINDO et al., 2005).

Ainda não são conhecidos todos os detalhes 
de como ocorre essa transmissão de sinais, entre a 
percepção do frio pela planta até a expressão das 
proteínas. É certo que o cátion Ca2+ desempenha um 
importante papel entre a percepção da temperatura e 
a transdução do sinal; além disso, também é provável 

Tabela 1. Trabalhos envolvendo a presença de proteínas anticongelantes em plantas.

Espécie Nome comum Autor

Ammopiptanthus mongolicus -
Yong et al. (2000)

Wang e Wei (2003)
Avena sativa Aveia (folha) Antikainen e Griffith (1997)

Daucus carota Cenoura

Worrall et al. (1998)

Smallwood et al. (1999)

Meyer et al. (1999)

Wang et al. (2002)

Zhang et al. (2004)

Gomez Galindo et al. (2005)

Ding et al. (2014)
Forsythia suspensa Forsythia Simpson et al. (2005)

Hordeum vulgare Cevada (folha)
Antikainen e Griffith (1997)

Ding et al. (2015)

Lollium perene Azevém

Pudney et al. (2003)

Sidebottom et al. (2000)

Lauersen et al. (2011)

Middleton et al. (2012)

Picea abies e Picea pungens
Pícea europeia e Pícea 

azul
Jarzabek et al. (2009)

Prunus persica Pêssego (caules) Wisniewski et al. (1999)

Secale cereale Centeio (folha)

Griffith et al. (1992)

Marentes et al. (1993)

Hon et al. (1994)

Antikainen e Griffith (1997)

Griffith et al. (1997)

Vieira (2011)

Lim et al. (2013)

Solanum dulcamara Dulcamara (folha)

Urrutia et al. (1992)

Duman (1994)

Huang e Duman (2002)
Solanum tuberosum Batata (folha) Urrutia et al. (1992)

Triticum aestivum Trigo (folha)

Antikainen e Griffith (1997)

Zhang et al. (2007a)

Vieira (2011)
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a ação de substâncias como etileno e ácido abscísico 
(ABA). Em algumas espécies, os níveis máximos de PACs 
são atingidos após alguns dias de exposição ao frio, 
enquanto em outros podem chegar a um máximo após 
quatro ou cinco semanas (BILDANOVA et al., 2013).

Gómez Galindo  et  al. (2005) acompanharam 
o efeito da temperatura na concentração de PACs 
em cenouras  durante  o  cu l t i vo  em do is  anos 
diferentes. No primeiro ano, no qual foram registrados 
diversos dias com temperaturas inferiores a 6 °C, as 
concentrações de PACs foram superiores quando 
comparadas as cenouras cultivadas no segundo ano, no 
qual as temperaturas mínimas diárias foram mais altas, 
raramente ultrapassando 6 °C. Os autores ressaltam ainda 
que os vegetais do primeiro ano mantiveram, de forma 
mais satisfatória, sua qualidade durante o armazenamento 
em temperaturas de refrigeração do que as cenouras do 
segundo ano.

Em relação ao tipo de ação das PACs de vegetais, 
a atividade de histerese térmica observada nesse grupo 
normalmente é bastante baixa ou insignificante. Enquanto 
em PACs de insetos esse valor pode variar entre 3 a 5 °C, 
nas proteínas encontradas em plantas normalmente se 
encontram na faixa de 0,1 a 0,6 °C (GRIFFITH e YAISH, 
2004). Por exemplo, a histerese térmica observada em 
proteínas no extrato apoplástico de folhas de trigo da 
variedade de inverno variou de 0,4 a 0,6 °C (HASSAS 
ROUDSARI, 2011).

No entanto, as PACs de vegetais se destacam 
pela ação de inibição do processo de recristalização, 
mesmo em baixas concentrações (< 25 µg/L). Isso ocorre, 
possivelmente, porque essas proteínas interagem com os 
cristais de gelo em múltiplos locais (GRIFFITH e YAISH, 
2004). As PACs extraídas da espécie Lolium perenne, por 
exemplo, demonstraram uma forte inibição do crescimento 
de cristais de gelo em soluções de 30% de sacarose, em 
concentrações inferiores a 10 µg/mL, o que é cerca de 
200 vezes menor do que a concentração necessária 
para que a proteína tipo III encontrada em peixe-carneiro 
(Macrozoarces americanus) tenha o mesmo efeito 
(SIDEBOTTOM  et  al., 2000). Por serem concentrações 
normalmente insignificantes para provocar alterações 
sensoriais em produtos alimentícios, elas despontam 
como uma alternativa interessante para minimizar os 
impactos sobre a textura após o descongelamento e para 
expandir a vida de prateleira de produtos congelados.

4 Uso das PACs na área de Tecnologia de 
Alimentos

O congelamento é um método bem-sucedido para 
a preservação por longo tempo dos atributos naturais 
de qualidade de alimentos perecíveis. Entretanto, para 
produtos formados por células, como carnes e vegetais, os 
cristais de gelo que são formados podem também causar 

considerável perda por exsudação, perda de textura, 
cor e modificações sensoriais após descongelamento 
(TALENS et al., 2003; VELICKOVA et al., 2013).

Embora ainda em pequeno número, diversos 
estudos têm apontado a possibilidade da aplicação 
das PACs na preservação da qualidade sensorial e 
nutricional de alimentos durante o processamento e 
o armazenamento; isso considerando concentrações 
cerca de 300 a 500 vezes menores do que as de outras 
substâncias crioprotetoras, como a sacarose e o sorbitol 
(BILDANOVA et al., 2013).

Em alimentos consumidos ainda congelados, 
como sorvetes e sobremesas lácteas, o processo de 
recristalização durante o armazenamento pode provocar 
importante alteração sensorial, com crescimento dos 
cristais de gelo (WHATEN e JIA, 2005). Feeney e Yeh 
(1998) relataram o crescimento de cristais de gelo em 
amostras controle após 1 hora de armazenamento a –6 e 
–8 °C, enquanto que, em amostras contendo PACs, esse 
crescimento não existiu. Gaukel et al. (2014) utilizaram 
soluções de sacarose como modelo simplificado para 
sorvetes, relatando efeitos sinérgicos para inibição da 
recristalização nessas amostras com misturas de PACs 
diferentes, ou, ainda, de PACs com outros coloides, 
como alginato de sódio e k-carragena. Nesse tipo de 
produtos, inclusive já foram registradas patentes para a 
utilização de alguns tipos de PACs (CLEMMINGS et al., 
1997; UNILEVER, 2001).

Payne  et  al. (1994) verif icaram que baixas 
concentrações de PACs reduziram os danos causados 
pelo congelamento de carnes, conservando de melhor 
forma as características do produto original. A adição 
de PACs à carne de cordeiro também apresentou a 
formação de cristais de gelo menores, com consequente 
redução na perda de líquido no descongelamento 
(PAYNE e YOUNG, 1995). Amostras de carne congeladas 
tratadas com PAC produzida por Lactococcus lactis 
demonstraram menor gotejamento e perda de proteína 
no descongelamento, com consequente melhora na 
avaliação sensorial (YEH et al., 2009). Boonsupthip e Lee 
(2003) também relataram a funcionalidade do uso das 
PACs na conservação de géis formados com proteínas 
da carne em condições de congelamento, tendo um 
desempenho melhor do que o crioprotetor formado por 
uma mistura de sacarose e de sorbitol.

O congelamento também seria uma alternativa para 
aumentar a curta vida de prateleira de massas frescas, 
se isso não causasse diversos problemas tecnológicos. 
A adição de um extrato proteico concentrado obtido de 
cenouras aumentou significativamente a capacidade de 
fermentação de massas congeladas, bem como o volume 
do pão obtido ao final, sem nenhum prejuízo em relação 
à textura ou a outro aspecto da qualidade sensorial 
(ZHANG et al., 2007b; ZHANG et al., 2008).
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Ding et al. (2014) avaliaram o efeito da adição de 
PACs extraídas de cenouras sob diversas propriedades 
termofísicas, de textura, de cozimento e na microestrutura 
de noodles congelados. Os resultados obtidos após a 
análise de calorimetria exploratória diferencial (DSC) 
demonstraram que a presença das PACs reduziu o 
conteúdo de água congelável na amostra. Além disso, 
melhoraram as propriedades de textura e de cozimento 
dos noodles. As imagens obtidas por microscopia 
eletrônica sugerem que o efeito das proteínas sobre a 
formação dos cristais de gelo protege a rede do glúten 
de danos causados pelo congelamento e pela flutuação 
de temperatura durante a estocagem sob congelamento. 
A adição de 0,5% (m/m) de PACs em géis de amido de 
milho e trigo também aumentou a estabilidade durante o 
congelamento (LI et al., 2010).

As frutas e as hortaliças também teriam no 
congelamento uma opção interessante para sua 
conservação, sobretudo em pedaços prontos para o 
consumo, uma vez que o consumidor busca alimentos 
mais saudáveis e práticos, mas sem abdicar da qualidade 
sensorial. Nesse tipo de alimento, o congelamento 
normalmente provoca alterações importantes, como 
amolecimento do tecido vegetal e excessiva perda de 
líquido.

Velickova  et  al. (2013) avaliaram o efeito da 
infusão de crioprotetores, como a trealose, extrato de 
trigo‑grama (PACs) ou a mistura de ambos, na qualidade 
de morangos congelados. A perda de líquido em amostras 
tratadas com crioprotetores foi significativamente menor 
do que em amostras controle. Isso refletiu também em 
uma menor alteração na textura dos morangos após 
o descongelamento. Embora o uso conjunto seja uma 
possibilidade, é importante destacar que esse efeito 
foi observado para o extrato vegetal mesmo em baixas 
concentrações.

No trabalho realizado por Cruz et al. (2009), também 
foi observada uma menor alteração na textura de agriões 
congelados, tratados previamente com uma solução de 
PACs do tipo I (peixes), quando comparadas a amostras 
controle. A amostra tratada com a PAC apresentou também 
uma coloração mais uniforme após o descongelamento.

A avaliação do efeito das PACs em determinado 
alimento se inicia com a difícil tarefa da seleção da 
proteína a ser utilizada. Diversos tipos de proteínas estão 
disponíveis em peixes, insetos, plantas e bactérias. 
Algumas proteínas possuem características que podem 
beneficiar ou limitar seu uso em determinado tipo de 
alimento. A PAC tipo I, extraída de peixes, não é estável em 
temperaturas próximas a 20 °C; logo não pode ser utilizada 
em produtos que são aquecidos antes do congelamento. 
Já a PAC extraída de variedades de centeio de inverno é 
similar a taumatina, uma proteína com poder adoçante. 
Por isso o uso desse tipo de proteína está limitado a 

produtos que normalmente são adoçados durante a 
preparação (GRIFFITH e EWART, 1995).

A elaboração de peptídeos com propriedade 
anticongelante, obtidos a partir da hidrólise de proteínas, 
também é uma opção emergente. Wang  et  al. (2014), 
por exemplo, avaliaram peptídeos obtidos a partir 
da hidrólise de colágeno de pele de tubarão como 
protetores ao congelamento de Lactobacillus bulgaricus, 
amplamente utilizado em produtos fermentados. A taxa de 
sobrevivência do L. bulgaricus na amostra controle, com 
água esterilizada, foi de apenas 0,44%, aumentando para 
12,4% para a hidrolisado bruto e para mais de 90% após 
as etapas de purificação desses peptídeos, sempre em 
concentrações de 250 µg/mL.

Ainda é possível a utilização de combinações de 
diferentes proteínas, com efeitos complementares, para 
se alcançar um melhor resultado na conservação.

O próximo ponto é a inserção da proteína à matriz 
alimentar. Para alimentos que produzem naturalmente 
essas proteínas, a questão se limita ao estímulo na sua 
produção. Para outros alimentos, a adição pode se dar 
por diferentes métodos físicos, como mistura, injeção, 
imersão, revestimento, pulverização ou impregnação a 
vácuo, dependendo do alimento em questão (HASSAS 
ROUDSARI e GOFF, 2012). Para proteger tecidos vegetais 
do congelamento, por exemplo, é crucial que as PACs 
alcancem o apoplasto, uma vez que o gelo se forma 
preferencialmente nesse local (CRUZ et al., 2009).

A modificação genética pela introdução de genes 
de expressão das PACs também é avaliada. Em modelos 
de plantas transgênicas de tabaco, a inserção do gene 
de uma PAC de 36 kD de cenouras aumentou a tolerância 
dessa espécie ao frio (WEN-LI et al., 2005). Naturalmente 
que essa não é uma tarefa das mais fáceis, pois envolve 
uma série de fatores no material transgênico obtido e há 
diversos pontos a serem ainda investigados para essa 
possibilidade (WHATEN e JIA, 2005). Uma revisão mais 
detalhada sobre o assunto, envolvendo a transformação 
com diferentes genes de peixes, insetos e plantas, pode 
ser encontrada no trabalho de Duman e Wisniewski (2014).

Em relação à toxicidade e à segurança de consumo 
das PACs em outras matrizes alimentares, vale lembrar 
que elas já são rotineiramente consumidas na dieta 
humana, uma vez que são encontradas em várias plantas 
e peixes de água fria (CREVEL  et  al., 2002). Estudos 
realizados in vitro demonstraram ausência de toxicidade 
em concentrações maiores que 5 µg/mL, superiores 
às necessárias para se obter o efeito de inibição da 
recristalização (WANG et al., 2002).

5 Conclusões e perspectivas futuras

As PACs podem, em um futuro não tão distante, 
representar uma ferramenta importante de controle 
sobre o crescimento do cristal de gelo, propriedade que 
interessa a diversas áreas científicas e tecnológicas. 
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Apesar de inúmeros estudos acerca de seus aspectos 
químicos, é certo que ainda restam muitos detalhes sobre 
os mecanismos de ação das PACs a serem desvendados. 
A maior dificuldade para obter uma explicação mais 
detalhada é a impossibilidade de se visualizar diretamente 
as interações moleculares entre as PACs e o gelo, uma vez 
que o complexo é instável até mesmo em técnicas como 
a cristalografia de raios X e a ressonância magnética 
nuclear (NMR). Pesquisas utilizando técnicas como a 
mutagênese e a modelagem computacional podem ser 
úteis nesse sentido, aumentando o conhecimento sobre 
os detalhes da relação entre a estrutura da proteína e seu 
mecanismo de ação.

A discussão sobre a aplicabilidade das PACs 
na área de Tecnologia de Alimento não é inédita, mas 
relativamente recente. Atualmente, o custo ainda é um 
dos maiores entraves para utilização dessas proteínas 
pela indústria de alimentos. O potencial mercado para 
as PACs, junto com a limitada disponibilidade em 
poucas espécies selvagens, criou a necessidade de se 
buscar fontes alternativas. Há uma grande diversidade 
de espécies de peixes, insetos, micro-organismos e, 
principalmente, plantas de clima frio que ainda não 
foi explorada e pode constituir em novas fontes desse 
material, reduzindo seu custo comercial.

O Brasil, em suas regiões serranas, como a de 
Santa Catarina e do Rio Grande do Sul, apresenta diversas 
espécies vegetais que resistem muito bem ao frio intenso 
e à geada, especialmente plantas nativas, mas que 
nunca foram avaliadas em relação à presença de PACs. 
As condições climáticas nessa região também limitam as 
oportunidades de cultivo de plantas tradicionais; portanto 
a valorização das espécies nativas pode representar 
importantes alternativas futuras para a agricultura local.

Uma vez disponíveis em abundância, seguras e 
com baixo custo, não há dúvidas em afirmar que essas 
proteínas podem representar uma nova ferramenta na 
conservação da qualidade de alimentos congelados.
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