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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

ESTABILIZACAO DE EMULSOES CONCENTRADAS DE OLEO DE LARANJA COM
ISOLADO PROTEICO DE ERVILHA

Thiago Monteiro Machado

Setembro/2019

Orientadores: Helen Conceicao Ferraz
Marcio Nele de Souza

Programa: Engenharia Quimica

O estudo de emulsbes (O/A) concentradas para bebidas, correlacionando
estabilidade com propriedades fisico-quimicas, é de suma importancia para reduzir o
carater empirico predominante na industria. O objetivo dessa pesquisa é o estudo de
diversas formulacbes de emulsfes, testando dois agentes emulsificantes de origem
vegetal, o isolado proteico de ervilha (PPl) e a nanocelulose, relacionando suas
propriedades com a estabilidade alcangada, assim como realizar o encapsulamento de
um nutriente (a-tocoferol), tornando o produto uma bebida funcional. A nanocelulose
nao apresentou boas caracteristicas emulsificantes e foi posteriormente descartada do
estudo. Foram realizadas andlises de formacgé&o de filmes interfaciais, tenséo superficial
e interfacial, potencial eletrocinético, diametro de gotas, propriedades reolbgicas e
reologia interfacial. Elaborou-se um planejamento de experimentos fatorial completo do
tipo 23+3 pontos centrais no qual se variaram a concentracdo de PPl na emulsédo (5% a
10%), a fracéo de 6leo de laranja na emulséo (20% a 40%) e o pH do sistema (2,5 a 7).
Foram obtidas emulsdes estaveis por mais de 60 dias com niveis altos de proteina e de
Oleo. Foi observada formag&do de uma microestrutura com propriedades viscoelasticas
em emulsGes com alta viscosidade e uma alta correlacdo da estabilidade com o valor
absoluto de potencial zeta das emulsdes. O encapsulamento do nutriente foi alcancado

com sucesso (>95%), sem alterar a estabilidade da emulséo.
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ESTABILIZATION OF A CONCENTRATE SWEET ORANGE OIL BEVERAGE
EMULSION WITH PEA PROTEIN ISOLATE.

Thiago Monteiro Machado

September/2019

Advisors: Helen Conceicao Ferraz
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Department: Chemical Engineering

The study of concentrated beverage emulsions (O/W) correlating their stability with
their physicochemical properties is of great importance to reduce the empiric aspect that
runs in the industry. The aim of this study is to evaluate several emulsion formulations
analyzing two natural emulsifying agents, a pea protein isolate (PPI) and a nanocelulose,
relating their properties with the achieved stabilities, as well as to perform the
encapsulation of a vitamin (a-tocopherol), making the product a functional beverage. The
nanocelulose showed poor emulsifying properties, being discarded later on the project.
Analyses of interfacial film formation, surface and interfacial tension, electrokinetic
potential, droplets diameter, rheological bulk properties and interfacial rheology were
performed. A 23full factorial design with 3 central points was carried out, in which the
concentration of PPI in the emulsion (5% to 10%), the concentration of orange oil in the
emulsion (20% to 40%) and the pH of the system (2.5 to 7) were varied. Emulsions with
stability superior to 60 days were obtained with high levels of protein and oil. It was
observed the formation of a viscoelastic tridimensional network in high viscosity
emulsions and a high correlation between the stability and the zeta potential module.
The encapsulation was successfully performed (>95%), without loss of the emulsion
stability.
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1 INTRODUCAO

1.1 Introducao

As industrias de alimentos e bebidas sdo setores com grande participacdo no
Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil, representando cerca de 10% do total, com receita
anual superior a 614 bilhdes de reais em 2016, sendo cerca de 19% relativo a industria
de bebidas. (ABIA, 2017; FLAVORS & BOTANICALS, 2018)

Devido ao momento de crise econémica vivido no pais, nos anos de 2015, 2016 e
2017 o mercado de bebidas ndo alcoolicas exibiu quedas de 1,6%, 4,5% e 13%,
respectivamente, na sua producdo. Essa tendéncia também é forte na industria de
refrigerantes, com quedas de 6,1%, 6,0% e 11% no mesmo periodo. No entanto, a
Associacdo Brasileira das Industrias da Alimentagdo (ABIA) demonstra otimismo na
retomada do crescimento de producdo e faturamento para os proximos anos. (ABIA,
2017; ABIR, 2019; FLAVORS&BOTANICALS, 2018)

Devido a esses desafios, aumenta-se a necessidade das empresas de se manter
na vanguarda do desenvolvimento de novos produtos e atender as exigéncias dos
consumidores por produtos com maior valor agregado de nutrientes, além da continua

otimizac&@o de processos, qualidade e custos.

De modo geral, as bebidas industrializadas sédo emulsGes altamente diluidas do
tipo 6leo em agua, que para serem consideradas de qualidade comercial devem
permanecer estaveis por no minimo 6 meses. No caso de refrigerantes, é produzida
inicialmente uma emulsdo base concentrada, que é transportada para instalacdes de
envase e distribuicao, onde é diluida e carbonatada, devendo manter a estabilidade por

todo esse processo.

A qualidade final do produto é indicada por suas propriedades nutricionais e
organolépticas; e depende de um certo entendimento da influéncia de suas
propriedades fisico-quimicas e dos fendmenos interfaciais envolvidos. Algumas das

variaveis determinantes para a qualidade e o tempo de vida Gtil de uma emulséo séo: a
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fracdo de Oleo, a natureza e concentracdo de agentes emulsificantes e estabilizantes, e
a diferenca de densidade entre as fases. (ALMEIDA, 2012; GASPAR, 2015)

Recentemente, tem sido bastante estudado o uso de agentes emulsificantes
naturais, como polissacarideos e proteinas, como forma de agregar valor nutritivo aos
produtos além de conferir estabilidade. Uma forma adicional de se aumentar o valor

nutricional consiste no encapsulamento de nutrientes pelo préprio agente emulsificante.

Este trabalho d4 continuidade a linha de pesquisa sobre estabilidade de emulsbes
no Laboratério de Engenharia de Fendmenos Interfaciais (LABEFIT) do Programa de
Engenharia Quimica. Almeida (ALMEIDA, 2012) avaliou o0 uso dos estabilizantes goma
ardbica, amido e amido modificado. Gaspar (GASPAR, 2015) avaliou o uso de proteina
isolada do soro do leite como emulsificante, assim como o encapsulamento de dois

compostos bioativos.

Esta Dissertacdo de Mestrado tem como objetivo principal avaliar o uso de novos
agentes emulsificantes naturais para a estabilizacdo de emulsdes concentradas de 6leo
de laranja em 4gua como base para o preparo de bebidas. Como estabilizantes, serdo
investigados dois agentes, um que estabiliza pela combinacado de forcas eletrostaticas
e estéricas e outro pelo fendbmeno de “Pickering”. No primeiro caso, foi selecionada o
isolado proteico de ervilha, um material de origem vegetal, composto por uma mistura
de proteinas. O outro agente escolhido foi a nanocelulose, um rejeito em varias
indUstrias e cujo aproveitamento pode trazer vantagens econémicas e técnicas. Ambos
0s agentes sdo alternativas interessantes aos estabilizantes convencionais pela alta
disponibilidade e preco relativamente baixo, além de resultados promissores relatados

na literatura.

Proteinas de leguminosas, como o isolado proteico de ervilha, adicionam valor
nutricional ao produto sem as restrigcdes resultantes da utilizagdo de proteinas animais,

além de possuirem boas propriedades funcionais e antioxidantes. (SHARIF et al., 2018)

Nanocelulose € um nanomaterial resultante da clivagem de paredes celulares,
sendo portanto uma fonte de fibras. E um material com caracteristicas interessantes
para a estabilizacdo de emulsbes, como grande area especifica e razdo de aspecto.
(GOMEZ H. et al., 2016)



O encapsulamento de nutrientes em emulsdes pode ser utilizado para evitar
degradacdo de ingredientes ativos, fazer sua liberacdo controlada, ou melhorar
propriedades sensoriais de um produto. Nas industrias de alimentos e bebidas, as
vitaminas (por exemplo: A&cido ascoérbico e a-tocoferol) e corantes naturais
(carotenoides) sao bastante utilizadas sob encapsulamento por serem compostos que
degradam com facilidade. (SHARIF et al., 2018)

De modo a monitorar as propriedades importantes para a manutencdo da
estabilidade de uma emulsdo, algumas técnicas serdo utilizadas: inspecdo visual,
determinagdo do potencial zeta (ou potencial eletrocinético), analise do tamanho de
gotas, medidas de tensdo superficial e interfacial e analises da reologia interfacial e das

emulsodes.

1.2 Objetivos

Este estudo tem como obijetivo principal determinar a viabilidade técnica de dois
agentes emulsificantes naturais, a hanocelulose e o isolado proteico de ervilha, para a
estabilizacdo de emulsdes concentradas do tipo 6leo em agua (o/a) como base para o

preparo de bebidas.

Para avaliar o uso desses agentes, serdo utilizadas técnicas de planejamento

experimental e monitoramento de propriedades fisico-quimicas.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Obter emulsbes estaveis produzidas pelo uso de nanocelulose e/ou isolado

proteico de ervilha;

- Investigar a correlacao entre propriedades fisico-quimicas e a estabilidade de

emulsodes;

- Realizar o encapsulamento de um nutriente utilizando o sistema que apresentar

melhor estabilidade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Emulsoes

Coloides sédo misturas heterogéneas compostas de ao menos duas fases
imisciveis entre si, com uma delas se encontrando finamente dividida, chamada de fase
dispersa, distribuida na fase continua. Emulsdo é o nome dado ao coloide resultante da
mistura entre duas fases liquidas imisciveis, geralmente constituidas por uma fase

aguosa (polar) e outra fase oleosa ou organica (apolar). (MCCLEMENTS, 2016)

A ciéncia de emulsdes integra conhecimentos de fisica, quimica, biologia e
engenharia e tem aplicacdo em diversos setores industriais importantes para a
sociedade, como alimentos, cosméticos, petréleo, farmacéuticos, tintas, entre outros.
(TADROS, 2009)

Os estudos recentes nessa area, em especial para a industria de alimentos, tem
se dividido em duas frentes principais: o desenvolvimento de novas técnicas analiticas
de caracterizacdo de propriedades e a utilizacdo de uma abordagem cientifica mais
rigorosa para melhor entendimento das propriedades de emulsdes. (MCCLEMENTS,
2016)

Os tipos de emulsédo sdo normalmente classificados como: 6leo em agua (O/A),
quando gotas de 6leo se encontram dispersas na fase aquosa; e agua em 6leo (A/O),
qguando a fase continua é a fase oleosa. Existem também as emuls6es mdultiplas de agua
em 6leo em agua (A2/O/A;) e de 6leo em agua em 6leo (O2/A/O,), que consistem em
duas etapas de emulsificacdo. Para emulsdes A,/O/A1, por exemplo, uma fase aquosa
(A2) esta dispersa na fase oleosa (O), e essa emulsao (A./O), por sua vez, esta dispersa

na outra fase aquosa (A1), como se pode observar na Figura 2.1. (TADROS, 2009)
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Figura 2.1 — Tipos de emuls@es: (a) O/A; (b) A/O; (c) Ax/O/Az; (d) O/AIO;

Em alimentos, as emulsGes costumam apresentar gotas com diametro entre
100nm e 100um. Recentemente tem-se aumentado o interesse em nanoemulsdes,
emulsbes com gotas muito pequenas (d < 100 nm), e em emulsdes multiplas, devido as
suas propriedades particulares. (MCCLEMENTS, 2016)

2.1.1 Formagé&o de Emulsdes

O processo de formar uma emulsdo a partir de dois liquidos imisciveis ou de
reduzir a tamanhos das gotas existentes em uma emulséo ja existente é chamado de
homogeneizagéo. Por definicdo, a diferenca de energia livre de superficie entre os
estados das fases separadas e em uma emulséo é equivalente ao produto do aumento
da area de contato entre essas duas fases e a tensao interfacial entre elas. Dessa forma,
pode-se dizer que a diferenca de energia livre de Gibbs para a formacdo de uma
emulsdo € descrita pela Eq. 1: (MCCLEMENTS, 2016)

AGjormagso = YAA — TAS Eq. 1

Em que AGromaczo € @ diferenca na energia livre para formacdo de uma emulséo,
y € a tensao interfacial entre as duas fases, AA é o aumento na area interfacial, T é a
temperatura absoluta do sistema e AS é a diferenga na entropia das gotas no sistema e

do estado inicial.



Apesar do termo relacionado a entropia ser sempre negativo, favorecendo a
formacdo da emulsdo — o nimero de configuracbes possiveis para as moléculas no
sistema € muito maior na forma de emulsédo — ele €, em geral, muito menor do que o
termo referente a energia livre de superficie. Logo, pode-se dizer que emulsbes séo
sistemas inerentemente instaveis. (MCCLEMENTS, 2016)

O processo de homogeneizacdo geralmente envolve o uso de métodos mecanicos
com alto consumo de energia, pois consiste em um grande aumento na area interfacial
entre as duas fases. A quantidade minima de energia necessaria para se aumentar essa
area interfacial, normalmente fornecida na forma de trabalho, pode ser calculado pelo
préprio conceito de energia livre de superficie. Esse calculo é dado pela Eq. 2:
(ALMEIDA, 2012; HARTLAND, 2004)

W =y % AA Eq. 2

Em que W é o trabalho minimo a ser adicionado ao sistema para que se forme a

emulsao.

Com base nisso, pode-se perceber a importancia de se adicionar estabilizantes,
para reduzir a tensdo interfacial, ajudando a promover a formagéo e favorecer a
estabilidade dessas emuls@es. Dependendo da forma como atuam, esses estabilizantes
podem ser chamados de: agentes emulsificantes, espessantes, gelificantes ou agentes
de peso. Além disso, outros fatores que podem afetar os atributos de uma emulsdo sao
o tipo de dleo e a presenca de aditivos. (MCCLEMENTS, 2016)

Emulsificantes séo moléculas, geralmente com propriedades tensoativas, que se
concentram na superficie das gotas formadas. Esses compostos podem ajudar na
formacgdo das emulsbes pela reducéo da tensdo interfacial entre as duas fases, assim
como ajudam a estabilizar o sistema formado, podendo formar uma camada fisica que
impede a coalescéncia das gotas por impedimento estérico; ou pela presenca de cargas
nessas moléculas, formando uma camada de impedimento eletrostatico.
(MCCLEMENTS, 2016)

Existem diversos tipos de emulsificantes (Figura 2.2), os mais comuns sendo:
surfactantes (ex: Tween 80); proteinas (ex: whey, uma mistura de proteinas do soro do

leite); hidrocoloides (ex: goma arabica); polissacarideos (ex: amido) e fosfolipidios (ex:
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lecitinas). Dependendo do tipo de agente emulsificante utilizado, a emulsdo pode ser
estabilizada por diferentes mecanismos. Com proteinas, por exemplo, além do carater
tensoativo, € comum haver uma contribuicdo de impedimentos estérico (devido ao
tamanho das moléculas) e eletrostatico (por conta da carga efetiva das moléculas, que

depende do pH do meio).

Uma grande quantidade das pesquisas sobre matérias-primas para emulsdes se
concentram no estudo de novos emulsificantes, como por exemplo: hidrolisados de
glaten (JOYE; MCCLEMENTS, 2014), quillaja saponina (WEIGEL et al., 2018), albumina
bovina (MATSUMIYA et al., 2014), goma de A. homolocarpum (KOOCHEKI et al., 2009),

entre outros.

AR TYYSs

Fosfolipidios  Surfactantes

Polissacarideos Proteinas

Figura 2.2 — Tipos de emulsificantes tensoativos em interfaces (Adaptado de
MCCLEMENTS, 2016)
Espessantes sdo utilizados para aumentar a viscosidade da fase continua,
enquanto gelificantes a transformam em gel, em ambos o0s casos retardando o
movimento das gotas. (MCCLEMENTS, 2016)

O aumento da viscosidade resulta em uma emulsdo mais estavel, como mostrado,
por exemplo, no estudo de Taherian, Fustier e Ramaswamy, 2006. Os principais
espessantes e gelificantes séo proteinas, polissacarideos ou cristais de gordura.
(TAHERIAN; FUSTIER; RAMASWAMY, 2006)

Agentes de peso sdo normalmente adicionados a fase dispersa com o intuito de
se reduzir a diferenca de densidade entre as gotas e a fase continua, principal

responsavel pela separacdo gravitacional de uma emulsédo. (MCCLEMENTS, 2016)

Para fazer este ajuste, costuma-se utilizar a Regra de Pearson, Eg. 3, em que P

¢é a fracdo massica de agente de peso na fase oleosa, G é a densidade do agente de
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peso, E é a densidade do 6leo e A é a densidade desejada (usualmente 1,02).
(TAHERIAN et al., 2008)

G (A-E

p=_<_) Eqg. 3

A\G-E

O tipo de 6leo utilizado depende muito da finalidade da emulséo, podendo variar
de O6leos relativamente simples, como decano, até misturas de moléculas, como em
Oleos essenciais. Uma imensa variedade de 6leos ja foram utilizados na literatura em
estudos sobre emulsdes, por exemplo: 6leos de diversas sementes (NIU et al., 2018;
SZTERK; ROSZKO; GORNICKA, 2013); triglicerideos de cadeia mediana, MCT
(KHARAT; ZHANG; MCCLEMENTS, 2018); o6leo de milho (SOLEIMANPOUR;
KOOCHEKI; KADKHODAEE, 2013), 6leos de frutas citricas (BUFFO; REINECCIUS;
OEHLERT, 2001; ZHAO et al., 2018), entre outros.

Além dos fatores citados até aqui, como o tipo de emulsédo e os ingredientes
utilizados, outros fatores, como as condi¢des de processamento, também podem afetar
as caracteristicas de uma emulséo. Diversos estudos ja foram feitos de modo a tentar
compreender melhor como cada variavel influencia no processo e no resultado final de
uma emulsdo. Para ilustrar a grande diversidade de agentes emulsificantes, 6leos e
aditivos sendo analisados para formacao e estabilizacdo de emulsées do tipo 6leo em

agua, alguns estudos estao resumidos na Tabela 2.1.



Tabela 2.1 — Exemplos de estudos de emulsbes

Referéncia gr'npl?lsdaeo Emulsificantes Fase Oleosa Aditivos Comentarios
- Aumento da concentracéo de PPI:
i) aumentou capacidade emulsificante,
estabilidade das emulsfes e concentracdo
PP (1- ) interfacial de proteinas adsorvidas
(CHEN et al., Oleo de Soja Azido de i) Reduziu porcentagem de proteinas
O/A 30mg/mL)
2018a) 9 (10%) s6dio (0,02%) ~adsorvidas
- Ponto de saturagdo da adsorgéo
interfacial em PPI = 10 mg/mL
- Na adsorcéo saturada: vicilina > legumina
> agregados > convicilina
i) Goma arabica
0,
(KHARAT: i(;OQ/S?”aja , - Carga superficial: (i) >>> (i) > (iii) > (iv)
! . Oleo MCT? (9%) , - Degradacgédo do curcuma maior em pH 7
ZHANG; Saponina (0,8%) , Azido de o o
O/A + Curcuma L que em pH 3 e a 55°C que a 37°C
MCCLEMENTS i) Tween 80 sodio (0,02%) ~ . L ,
2018) (0,6%) (Img/g) - Degradacéo apdés 15 dias: (i) >> (i) ~ (iii)
iv) Caseinato de ~ ()
sodio (0,5%)
50% - PPI é um biosurfactante termicamente
i) n-heptano estavel (4-80°C)
(l\/;IIENEOElg)et O/A PPI (0,3-1g/L) i) tolueno - - Emulsdes estaveis com (i) e (ii)

iii) Oleo de
linhaca

- Sem reducdo de tensdo interfacial com

(iii) e (iv)



Tipo de

Referéncia Emulsio Emulsificantes Fase Oleosa Aditivos Comentérios
iv) 6leo de ricino
Antioxidantes:
i) Quillaja E\g;ﬁ‘ - (i) Maior estabilidade ap6s 10 dias a 45°C
Saponina s y - Estabilidade fisica independe do
I 5%: Oleo de Ascorbico .
(WEIGEL et al., OIA ii) Tween 80 milho + Luteina | -Catequina antioxidante
2018) i) Whey d - Estabilidade quimica: acido ascorbico foi
. : (250mg/L) - a-tocoferol o n ~
iv) Caseinato de - Palmitato 0 Unico que ndo promoveu degradacgédo da
sodio i luteina
Acido
) Ascorbico
Oleos citricos
(ZHAO et al Emulsao 5%: - (i) Menos estavel
2018) v espontanea Tween 80 (4%) i) Mandarina - - (if) Mais estavel: mais hidrofobico e gotas
(O/A) i) Bergamota menores
i) Laranja
- Cultivos apresentaram:
i) razdo Lg/Vn3, solubilidade e capacidade
) de formacado de espuma significativamente
(LAM et al., OIA PPl — 6 culturas | Oleo de canola i diferentes entre si
2017) diferentes (0,5%) (50%) i) sem grandes diferengas de estabilidade
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carga superficial e capacidade de retengéo
de 6leo



Tipo de

Referéncia Emulsio Emulsificantes Fase Oleosa Aditivos Comentérios
. - Melhor efeito de redugé&o no tamanho de
. i) Tween 80 (1%) o . -
(RAIKOS, i) Caseinato de gota§. (|)>(||)__>(||) ) o
DUTHIE; IA 5dio (10% Sleo de | . - Maior estabilidade apés 4 semanas: (i) >
RANAWANA o Sédio (10%) ~ Oleo de laranja y (i) > (ii)
’ iii) Goma Arabica . : :
2017) (10%) - (i) tem maior capacidade de controlar
) processos oxidativos
(CARRILLO; NECH ?2)5_O7I5e§/)0)de Soja (I;/Iéstura 1:1:% - NFC aumentou viscosidade e reduziu
= . tamanho de gotas
NYPELO; A/O/A a) 0,5-3,0% b) Limoneno  surfactantes +  ~ :
ROJAS, 2015) b)ec)1,0%  (50%) n-pentanol (a()b) € (¢) produziram gotas menores que
c¢) Octano (50%) @ (3%)
a) - Controlar liberacdo de nutrientes no
a) (i) Decano trato intestinal
a) a) - Tween 80 (i)Myritol 318 - Aumento na estabilidade
(GARREC et  Nanoemuls&o F tatodialicerol (i) Oleo de b) Azido de aMg'Sf SUSCF%.'F'(?ISOSM?M: ST ©/E0S
al, 2012)  OJA ostatodiglicerol o sodio (0,1%)  4€ Paixa solubilidade em agua .
’ b) Ad/OIA b) Silica (1%) b) Oleo de ' b) - Particulas na 22 interface: filme mais
1 Amido (2%) ossol espesso e rigido
9 - Estabilizacdo por Pickering
- Protecéo contra coalescéncia
) Terpenes de Bebidas: - Desestabilizacdo mais rapida a 35°C que
(REINER; a) 3 Gomas . a 25°C
REINECCIUS; OIA acacias (7-16%) :f)lrall\;;ijal ol 812 — ° Sacarose | - Bebidas com (i) geram gotas menores
PEPPARD, b) Goma acécia i Iicgr¥deos de (10%) gue com (ii)
2010) modificada (16%) glie 5 - Acido citrico - Estabilidade com (b) aumenta ao usar
cadeia média . -
(0,3%) acima do indicado
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Tipo de

Referéncia Emulsio Emulsificantes Fase Oleosa Aditivos Comentarios
c) 3 Amidos - Goma éster em - Benzoato de - Bebidas com (b) e (a) mais estaveis que
modificados 1:1 com dleos sédio (0,1%) com (c)
(12% (Goma + Oleo: - Emulséo
10%) (0,5-2%)
Legenda:

1PPI - Isolado proteico de ervilha (em inglés, Pea Protein Isolate)

2MCT - Triglicerideos de cadeia média (em inglés, Medium-Chain Triglyceride)
3Razéo Lg/Vn —razéo entre Legumina e Vicilina, principais proteinas presentes no PP
“NFC — Nanofibras de Celulose
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2.1.2 Emulsdes de Bebidas

A industria de bebidas tem a necessidade de aumentar seu entendimento dos
fatores determinantes para as propriedades de seus produtos, de modo a conseguir
lancar novos produtos com caracteristicas atraentes para o publico, como bebidas com
novos sabores e bebidas funcionais, fortificadas com vitaminas, minerais e outros
compostos benéficos para a saude. (MCCLEMENTS, 2016)

Emulsdes de bebidas sdo quaisquer emulsées O/A consumidas na fase liquida,
contudo, nesse trabalho, o termo sera utilizado para se referir principalmente a bebidas

de frutas e refrigerantes, devido as suas similaridades fisico-quimicas.

O produto final normalmente consiste em uma emulsao altamente diluida, abaixo
de 0,5% em massa de 6leo. Entretanto, essas bebidas costumam ser previamente
preparadas em instalactes separadas em uma forma muito mais concentrada, na faixa
de 10 a 30% m/m de 6leo, reduzindo custos de transporte e estocagem. Devido a alta
concentracao de hidrocoloides na emulsé@o concentrada, esta costuma apresentar uma
viscosidade elevada, sendo portanto mais facil de se manter estavel do que na forma
diluida. (MCCLEMENTS, 2016; TAHERIAN et al., 2008)

Por conta disso, é de grande interesse que se obtenham formas de se produzir
emulsdes cada vez mais concentradas, mas que permanegam estaveis tanto na forma

concentrada quanto na forma diluida.

Em bebidas, existem dois tipos diferentes de emulsdes, para 0s quais sdo
utilizados 6leos diferentes. As emulsdes de sabor utilizam principalmente 6leo
essenciais de frutas citricas (como limao, laranja e bergamota), que sdo 6leos que
misturam diversas moléculas diferentes. Por vezes, esses Oleos contém alguns
componentes com alguma solubilidade em &gua, tornando-os mais susceptiveis ao
amadurecimento de Ostwald do que 6leos convencionais. O outro tipo de emulsdo séo
as emulsdes de “nuvem”, utilizadas para tornar a bebida mais turva, com maior
aparéncia de um suco natural, e para isso sao utilizados 6leo vegetais sem sabor.
(AMEH; OBODOZIE-OFOEGBU, 2016; MCCLEMENTS, 2016; REINER; REINECCIUS;
PEPPARD, 2010; TAHERIAN; FUSTIER; RAMASWAMY, 2006)
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Oleo essenciais sdo misturas de substancias lipofilicas obtidas a partir de partes
de plantas, como folhas, flores, casca ou sumo de frutas. Devido a presenca de
compostos volateis, esses 6leos apresentam sabores e odores caracteristicos da planta
da qual foram extraidos. De maneira geral, sdo instdveis na presenca de luz, calor,
umidade, oxigénio e metais. SAo muito utilizados em emulsdes para dar sabor ao
produto final, principalmente 6leos de frutas citricas. Alguns estudos ja analisaram o
efeito de diferentes 6leos citricos na estabilidade de uma emulsao, como o trabalho de
Zhao et al, 2018, que concluiu que, em emulsdes com Tween 80, o 6leo de bergamota
produz emulsdes mais estaveis e com menores gotas que os 6leos de mandarina e
laranja doce, devido a maior presenca de componentes relativamente polares (ex.:
acetato de linalila), favorecendo a adsorcéo do surfactante; e de compostos insoluveis
em agua (ex.: y—terpineno), reduzindo os efeitos do amadurecimento de Ostwald.
(AMEH; OBODOZIE-OFOEGBU, 2016; GASPAR, 2015; ZHAO et al., 2018)

Agentes de peso sao muito utilizados nas emulsdes de bebidas para aumentar a
densidade dos 6leos essenciais, reduzindo sua cremeacao. Os agentes mais utilizados
nessa industria sdo o 6leo vegetal bromado (BVA) e o isobutirato acetato de sacarose
(SAIB), com densidades de 1240-1330kg.m™2 e 1150 kg.m? respectivamente. No
entanto, devido a riscos de salude, em alguns paises seu uso é altamente controlado,
sendo permitido o uso de no maximo 300 ppm de SAIB e 15 ppm de BVA nos produtos
finais, sendo de grande importancia para a industria de bebidas que se encontrem
mecanismos de estabilizacdo sem a necessidade da utilizacdo destes agentes. Além
disso, principalmente em emulsdes mais concentradas, essas quantidades sédo
relativamente pequenas, podendo ndo ser suficientes para igualar as densidades das
duas fases, apenas para aproxima-las (TAHERIAN et al., 2008; TAHERIAN; FUSTIER,;
RAMASWAMY, 2006).

A formulagédo padrdo de uma emulsédo de bebida costuma envolver, além dos
componentes basicos ja citados (agua, 6leos, emulsificante e agentes de peso), alguns
outros aditivos. De modo geral, é desejavel que as bebidas sejam relativamente acidas
(pH 2,5-4,5), por conta disso € necesséria a adicdo de acidulantes para levar a fase
aquosa ao pH desejado, sendo que o mais utilizado é o acido citrico. Esses acidulantes
auxiliam também a retardar a oxidacdo e o crescimento microbiano. Corantes e
adocantes (naturais ou artificiais) sdo utilizados para se obter a aparéncia e sabor
desejados. Outros aditivos utilizados como antioxidantes e/ou bactericidas sdo o
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benzoato de sodio, sorbato de potéssio (0,1-0,4%), acido benzoico e até mesmo EDTA.
(AMEH; OBODOZIE-OFOEGBU, 2016; BUFFO; REINECCIUS, 2001; GASPAR; NELE;
FERRAZ, 2017; MCCLEMENTS, 2016; REZVANI; SCHLEINING; TAHERIAN, 2012)

2.2 Agentes Emulsificantes

Como ja foi dito, existem diversos agentes emulsificantes ja utilizados pela
indastria, além de incontaveis opc¢des sendo estudadas a todo momento. Esta se¢éo
expandird um pouco sobre o emulsificante mais utilizado pela inddstria de bebidas na
atualidade, a goma ardbica; assim como sobre outros dois potenciais emulsificantes, os

objetos de estudo deste trabalho, a nanocelulose e o isolado proteico de ervilha.

2.2.1 Goma Arabica

A goma arabica, também chamada de goma acécia, € o agente emulsificante mais
utilizado nas industrias de alimentos e bebidas na atualidade. Ele consiste de trés
fracbes biopoliméricas: complexo de proteinas arabinogalactanas de alta massa
molecular (AGP); glicoproteina (Gl); e polissacarideo arabinogalactana de baixa massa
molecular (AG). (RAIKOS; DUTHIE; RANAWANA, 2017)

Hidrocoloides como a goma ardbica, devido a presenca de dominios hidrofilicos
e hidrofobicos, agem como gomas tensoativas em emulsdes com capacidade de formar
um filme ao redor das gotas promovendo um impedimento estérico, com alguma
contribuicdo de repulséo eletrostatica. De modo geral, as gomas acacias conseguem
formar emulsGes concentradas estaveis, pouco afetadas pela temperatura e com
distribuicdo estreita de tamanho de gotas. (RAIKOS; DUTHIE; RANAWANA, 2017
REINER; REINECCIUS; PEPPARD, 2010; TAHERIAN; FUSTIER; RAMASWAMY,
2007)

No entanto, esse tipo de composto geralmente necessita de grandes quantidades
para recobrimento de gotas e estabilizacdo de emulsdes (por volta de 10-20%), como
demonstrado por Kharat, Zhang e McClements, em 2018, pela analise do carregamento

superficial (massa de emulsificante por area interfacial) de emulsées com diversos
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emulsificantes. Nesse estudo, foi observado que a carga de goma arabica (55,3mg/m?)
necessaria para estabilizar uma emulsdo de 6leo MCT € até 30 vezes maior que de
outros emulsificantes, como Tween 80 (1,6 mg/m?) ou caseinato de sédio (1,5mg/m?).
(KHARAT; ZHANG; MCCLEMENTS, 2018; RAIKOS; DUTHIE; RANAWANA, 2017)

Outro desafio relacionado ao uso da goma arabica é sua variabilidade de
capacidade emulsificante devido a fatores como localizacdo geografica, estacdo de
cultivo e processamento, além de apresentar diferenca significante entre as duas
espécies plantas de onde é extraida, a Acacia Senegal (maior capacidade emulsificante)
e Acacia seyal. (BUFFO; REINECCIUS; OEHLERT, 2001; REINER; REINECCIUS;
PEPPARD, 2010)

Além disso, por conta do grande aumento em sua demanda, em especial da A.
Senegal, junto ao fato de grandes quantidades serem necessarias, o custo relacionado
ao uso da goma acacia tem aumentado nos Ultimos anos, explicando o grande interesse
das industrias em se obter alternativas a essa matéria prima. (REINER; REINECCIUS;
PEPPARD, 2010)

2.2.2 Nanocelulose

Nanocelulose é um nanomaterial resultante da clivagem de fibras de paredes
celulares, podendo ser extraida de madeira, algodao, fibras naturais e materiais
lignocelulésicos. (GOMEZ H. et al., 2016; SALAS et al., 2014)

A nanocelulose demonstra um grande potencial para desenvolvimento de
aplicacdes, principalmente no campo de alimentos e farmacos (devido a sua
estabilidade e biocompatibilidade), mas também na area de cosmeéticos, tintas,
embalagens de alimentos e biomedicina. (FUJISAWA; TOGAWA; KURODA, 2017)

Dependendo da sua composicdo quimica superficial, raz8o de aspecto (razéo
entre o comprimento e o diametro) e cristalinidade as nanoceluloses podem controlar a
reologia e a estabilidade de dispersdes, assim como melhorar as propriedades
mecanicas de compdsitos. A quimica de superficie das nanoceluloses depende do
método utilizado para seu isolamento, sendo que a maioria destes geram cargas

negativas na superficie. (TARDY et al., 2017)
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As nanoceluloses possuem grandes &reas e razées de aspecto, com propriedades
que as tornam um material versatii com varias possiveis aplicagcbes como aditivo
alimentar. Algumas propriedades interessantes sdo: dimensdes em escala nanométrica,
baixa densidade, biodegradabilidade, anfifilicidade, estabilidade quimica e
biocompatibilidade. (FUJISAWA; TOGAWA; KURODA, 2017; GOMEZ H. et al., 2016)

Além disso, comparado a outras particulas utilizadas na estabilizacdo de
emulsdes, nanoceluloses sdo abundantes, sustentaveis e faceis de fazer modificacGes
na superficie. (CAPRON; ROJAS; BORDES, 2017)

Em geral, as nanoceluloses apresentam abundancia de grupos hidroxila na
superficie, devido a estrutura da celulose (Figura 2.3), favorecendo a adesao dessas

particulas através de ligacdes de hidrogénio. (SALAS et al., 2014)

H
| O OH
O HO o)

HO 0o o)
OH
L OH “n

Figura 2.3 — Estrutura da celulose (NASCIMENTO et al., 2014)

Um dos métodos para realizar a clivagem das fibras € a hidrélise acida. As
propriedades do material resultante sdo funcbes do tempo que se deixa a reacdo
ocorrendo, de modo que, com o aumento desse tempo de hidrélise, tem-se: mais
nanoparticulas adsorvidas por area interfacial de 6leo, maior angulo de molhamento das
goticulas de agua ligadas a filmes de celulose, menores diametros médios de particulas,
camada interfacial mais grossa (reducdo no amadurecimento de Ostwald), potencial

zeta mais negativo e maior estabilidade ao armazenamento. (NIU et al., 2018)

Existem dois tipos principais de nanoceluloses: nanofibras (NFC) e nanocristais
(NCC). NFC sé@o mais longas e semicristalinas, podendo ter varios micrometros de
comprimento e espessura na escala nanométrica, e quando dispersas em agua tendem
a formar uma rede de nanofibras entrelagadas. NCC s&o apenas o dominio cristalino,
menor “bloco” isolado da estrutura das fibras de celulose, com comprimento entre 70nm

e alguns microbmetros. NCC normalmente é carregado negativamente, devido a
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introducéo de grupos carboxila ou éster sulfato nos processos de extracdo. (CAPRON;
ROJAS; BORDES, 2017; CARRILLO; NYPELO; ROJAS, 2015)

As nanoceluloses estabilizam emulsdes pelo mecanismo conhecido como
Pickering. Esse mecanismo consiste em particulas soélidas finas, que adsorvem
irreversivelmente na interface liquido/liquido, reduzindo a tensdo interfacial e/ou
formando impedimento estérico, evitando a coalescéncia e, consequentemente,
estabilizando a emulséo. (FUJISAWA; TOGAWA; KURODA, 2017; GOMEZ H. et al.,
2016)

Essas particulas seriam eficientes na estabilizacdo de emulsfes devido a alta
energia requerida para dessorver uma particula nanométrica, sendo superior até mesmo
aquela necessaria para dessorver uma molécula de surfactante, sendo a forma da
particula de grande importancia para isto acontecer. Em alguns casos, para particulas
anisotropicas (ndo-esféricas), a camada de particulas adsorvidas na gota chega a ser
mais densa que para particulas esféricas. (CAPRON; ROJAS; BORDES, 2017)

As expressoes utilizadas para calcular a energia de adsor¢do dessas patrticulas,
diretamente relacionada a area coberta por elas, sdo a Eq. 4, para esferas, e Eq. 5, para
particulas em forma de bastdo: (CAPRON; ROJAS; BORDES, 2017)

AGesferq = —T[RZ]/(l - |6059|)2 Eg. 4
Em que R é o raio, y € a tensdo interfacial e 8 € o angulo de contato.

AGpgstao = —lby (1 — |cosb)) Eq. 5

Em que | é o comprimento e b a largura dos bastdes.

Como a energia livre para bastdes é muito maior do que para esferas, sdo
necessarias menos particulas anisotrépicas do que esféricas para estabilizar a interface.
(CAPRON; ROJAS; BORDES, 2017)

A revisdo de Gomez et al., 2016, comenta sobre diversos trabalhos, como a
patente de Turbak, Snyder e Sandberg, 1982, que estabilizaram emuls6es com até
71.5% 6leo de soja com 0.94% nanocelulose; Strom, (")hgren e Ankerfors, 2013, que

obtiveram emuls6es muito firmes utilizando 1% nanocelulose, devido & incorporac¢éo do

18



6leo em uma rede de fibras de nanocelulose; e Winuprasith e Suphantharika, 2013 e
2015, que obtiveram comportamento similar na estabilizacdo de 10% 6leo de soja com
0.05 a 0.7% de microcelulose. (GOMEZ H. et al., 2016; STROM; OHGREN;
ANKERFORS, 2013; TURBAK; SNYDER; SANDBERG, 1982; WINUPRASITH;
SUPHANTHARIKA, 2013, 2015)

Além disso, Kalashnikova et al., 2011, 2012 e 2013 demonstraram a estabilizacédo
de emulsdes O/A de hexadecano, com nanocristais de celulose bacteriana, por varios
meses, com manutencdo da estabilidade sob aquecimento numa ampla faixa de
temperatura e de forga idnica do meio. Utilizando celulose microcristalina carregada
negativamente (obtida por hidrélise acida), Kargar et al., 2012, estudaram o efeito do pH
na estabilidade de emulsdes O/A com Oleo de girassol, obtendo uma grande
estabilidade em pH acima de 4. Com o aumento na concentragdo do emulsificante, foi
observado também um aumento na resisténcia a cremeacdo devido a densa rede
formada. (KALASHNIKOVA et al., 2011, 2012, 2013; KARGAR et al., 2012)

NFC j& foi utilizado por Salas et al., 2014, como estabilizante de emulsGes na
forma de fibras dispersas ou formando agregados na interface O/A, reduzindo o colapso
das emulsbes em pH baixos e com alta concentracdo de sais. Carrilo et al, 2015,
estudaram a utilizacdo de diferentes concentragfes de NFC (variando de 0.5 a 3%)
formando emulsées O/A ou A/O/A com 6leo de soja (50%) e 3% de solucéo surfactante
(mistura 1:1 de Span 80 e Triton X-100), observando dependéncia da razao entre agua,
Oleo e surfactante (SOW) e da concentragdo de NFC na fase aquosa. Obteve-se
formacéo de emuls&o dupla com 6leo de soja, mas ndo com outros tipos de 6leo (octano
e limoneno). Nesse estudo também se propSe a adicdo de n-pentanol como
cossurfactante para prevenir a formacédo de gel. (CARRILLO; NYPELO; ROJAS, 2015;
SALAS et al., 2014)

A aplicagdo de NCC, como estabilizante de emulsdo O/A, pode levar a uma
cobertura de 60% das gotas, obtendo emulsées com comportamento de gel. Ao
controlar a densidade de cargas na superficie de nanocristais de celulose por processos
de sulfatacdo/dessulfatacdo, Kalashnikova et al., 2012, concluiram que essa densidade
deve ser abaixo de 0.03 e/nm?, para obtencdo de emulsdes estaveis. (KALASHNIKOVA
et al,, 2011, 2012; SALAS et al., 2014)
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Poucos estudos foram feitos sobre seguranca e regulamentagdo do uso de
nanocelulose como componente de produtos alimenticio e farmacolégicos. Alguns

desses foram reunidos por Gémez et al., 2016:

e in vitro: testes toxicoldgicos ndo indicaram propriedades cito/genotoxicas.
(PITKANEN et al., 2010)

e in vitro: estudo de toxicidade sem efeito citotoxico ou inflamatério em
macrofagos. (VARTIAINEN et al., 2011)

e in vivo: dieta com até 21% de nanocelulose sem efeitos danosos no
metabolismo do animal (rato). (ANDRADE et al., 2015)

2.2.3 Isolado Proteico de Ervilha

Por conta das suas propriedades tensoativas, diversas proteinas séo utilizadas
para a formacdo e estabilizacdo de emulsbes de bebidas. Na adsor¢éo, proteinas
passam por mudanca estrutural de modo a maximizar a interagdo entre seus segmentos
hidrofébicos e a fase hidrofébica, formando uma fina membrana eletricamente
carregada na interface das gotas, que estabiliza as emulsbes principalmente por
repulsdo eletrostatica entre as particulas. Por conta disso, essas emulsfes sao
particularmente sensiveis a alteracbes no pH e forca ibnica do meio, tendendo a
desestabilizar em pH préoximo ao ponto isoelétrico (pl) da proteina e em altas
concentracdes de sal. Algumas propriedades que indicam que uma proteina € uma boa
opcdo para ser utilizada como emulsificante em bebidas séo alta solubilidade e alta
flexibilidade. (LAM et al., 2016; MCCLEMENTS, 2004; SHARIF et al., 2018)

A maioria das proteinas utilizadas industrialmente sdo de origem animal,
derivadas do leite (whey), colageno (gelatina) ou ovo. No entanto, recentemente tem-se
aumentado o interesse no uso de proteinas extraidas de plantas para substituir essas
proteinas animais, em busca de uma maior sustentabilidade. Além disso, proteinas
animais podem ter seu uso restringido pelas suspeitas de seus papeis em doencas e
por crencgas religiosas ou morais, além de muitas ndo serem bons encapsulantes, devido
a alta hidrofilicidade de grande parte delas. (KARACA; LOW; NICKERSON, 2011;
SHARIF et al., 2018)
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Entre as proteinas de origem vegetal, as proteinas de leguminosas tém se
destacado, pois possuem boas propriedades nutricionais e antioxidantes, sendo
geralmente reconhecidas como seguras para consumo. Proteinas de leguminosas sao
formadas principalmente por globulinas, seguido por albuminas. Elas também sé&o
renovaveis, anfifilicas e de baixo custo. Por conta disso tem sido estudadas para
utilizacdo em preparo de emulsdes e no encapsulamento de compostos bioativos. (LAM
et al., 2016; SHARIF et al., 2018)

No entanto, geralmente as propriedades dessas proteinas, em solucéo, sdo piores
do que a de produtos lacteos, pois elas costumam ser pouco solliveis em agua e pouco
tensoativas em pH’s neutros. Para solucionar essas limitagbes, também se tem
estudado fazer modificacdes na estrutura dessas proteinas ou entdo utilizd-las em
conjunto com outros emulsificantes.(JI et al., 2015; LIANG et al., 2016; SHARIF et al.,
2018; YERRAMILLI; LONGMORE; GHOSH, 2017)

A ervilha é uma leguminosa rica em proteinas e carboidratos, tem diversas
vitaminas e minerais, além de pouca gordura. O isolado proteico de ervilha (pea protein
isolate - PPI) tem tido aumento de aceitagdo no mercado devido ao seu alto valor
nutritivo, com perfil balanceado de aminoéacidos e rico em lisina, boas propriedades,
carater ndo alergénico, alta disponibilidade e custo relativamente baixo. Devido ao seu
uso como suplemento proteico, atingindo o nicho de mercado de usuério veganos, seu
preco tem aumentado, entretanto o custo de matérias-primas permanece relativamente
baixo. Em um estudo de Aluko, Mofolasayo e Watts, 2009, o PPI foi considerado um
emulsificante melhor que o isolado proteico de soja, apresentando menores tamanhos
de gota e melhor capacidade espumante. (ALUKO; MOFOLASAYO; WATTS, 2009;
LAM et al., 2016)

O perfil de proteinas no isolado de ervilhas é composto em grande parte por
globulinas das classes 7S e 11S, principalmente a legumina (Lg) e a vicilina (Vn), ambas
proteinas com propriedades emulsificantes significativas. A legumina apresenta
estrutura quaternaria hexamérica, de massa molecular na faixa de 320 kDa, com
subunidades alfa e beta ligadas por ligacédo bissulfeto, com subunidades acidas (a-
legumina) de massa molecular em torno de 40 kDa e subunidades bésicas (B-legumina)
de massa molecular em torno de 20 kDa. A vicilina € um trimero de massa molecular na

faixa de 170 kDa, com subunidades alfa, beta e gama ligadas por interacao hidrofobica,
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apresentando subunidades maiores de massa molecular na faixa de 47-50 kDa e
subunidades menores com massa molecular de aproximadamente 25, 30 e 34 kDa. No
PPI, ainda costumam estar presentes a convicilina, proteina com massa molecular na
faixa de 70-75 kDa; e, em menores quantidades, lipogenase e inibidores de protease,
com massas moleculares em torno de 93 kDa e 11,5 kDa, respectivamente. As
estruturas da vicilina e da legumina podem ser observadas na Figura 2.4. (BARAC et
al., 2010; GRIGA; HORACEK; KLENOTICOVA, 2007)

Figura 2.4 — Estrutura das proteinas: (a) vicilina de pinho coreano; (b) prolegumina de
ervilha (JIN; WANG; ZHANG, 2013; TANDANG-SILVAS et al., 2009)

O gendtipo e fatores ambientais ja& demonstraram afetar o contedido e composicao
do PPI, de modo que a razéo entre essas proteinas (Vn/Lg) é considerado um fator que
impacta as propriedades do produto. Entretanto, Lam et al, 2017, sugerem que, apesar
da diferenca de solubilidade, formacdo de espuma e na razéo Vn/Lg, as diferencas de
cultura e ambiente ndo causam diferencas de carga superficial, adsor¢cdo ao 6leo e
estabilidade de espuma e emulséo, portanto ndo sendo necessaria sua especifica¢ao.
(CHEN et al., 2018a; LAM et al., 2016, 2017)

N&o existe um consenso entre qual destas proteinas apresenta melhores
propriedades como emulsificante. Chen et al, 2018, afirmam que por ser menor e mais
flexivel, a legumina teria melhores efeitos emulsificantes. Barac et al, 2010, alegam que
enquanto a legumina contém mais aminoacidos ricos em enxofre e é mais acessivel de
um ponto de vista nutricional, a vicilina ainda demonstra melhores propriedades
emulsificantes. Porém, concluem que o gendtipo com menor razdo Vn/Lg mostrou a
melhor estabilidade, pelo fato da legumina ter maior superficie hidrofébica exposta que

a vicilina, levando a uma maior adsor¢éo na interface. Lam et al, 2016, ponderam que a
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legumina possui uma conformag&o mais rigida e demonstra ser melhor na formacao das
emulsdes enquanto a vicilina, devido a maior flexibilidade estrutural, apresenta
propriedades melhores, formando emulsdes mais estaveis. Comentam ainda que uma
maior razdo Vn/Lg demonstra maiores propriedades tensoativas na interface O/A.
Yerramilli, Longmore e Ghosh, 2017, afirmam que usadas separadamente, ambas
demonstram melhor estabilidade contra cremeacdo que o PPIl. (BARAC et al., 2010;
CHEN et al., 2018a; LAM et al., 2016; YERRAMILLI; LONGMORE; GHOSH, 2017)

Tanto a legumina quanto a vicilina séo globulinas, de modo que sao relativamente
pouco flexiveis e as emulsdes formadas por elas sdo sensiveis a tratamento térmicos.
Acima de uma temperatura critica essas proteinas se desdobram, expondo grupos
reativos que aumentam a tendéncia a floculagdo e coalescéncia.(LAM et al., 2016;
MCCLEMENTS, 2004)

Contudo, alguns trabalhos afirmam que a dissociacdo e desdobramento das
proteinas, por aumentar a superficie hidrofobica, pode melhorar a estabilidade de
emulsdes. (GHARSALLAOUI et al., 2009; LAM et al., 2016)

Como ja4 comentado, proteinas apresentam propriedades diferentes de
emulsificagdo em diferentes pH’s. O ponto isoelétrico do PPI é em torno de 4,3, de modo
que nesse pH tem-se as piores propriedades possiveis para estabilizacdo de uma
emulsdo. Gharsallaoui et al, 2009, observaram que em pH neutro (pH 7) as proteinas
de ervilha adsorvem mais rapido na interface, porém formam um filme mais fino e ndo
homogéneo; j& em pH &cido (pH 2,4) tem-se uma distribuicdo de tamanhos mais
homogénea e maior estabilidade contra cremeagéo. Eles propde que em pH &acido as
globulinas dissociadas formam redes viscoelasticas mais densas e fortes ao adsorver
na interface O/A. Aluko, Mofolasayo e Watts, 2009, observaram que em pH 3 um
aumento na concentracao de PPI levava a um menor tamanho de gota, comportamento
gue ndo se repetia no pl e em pH neutro. Chao e Aluko, 2018, constataram que em pH
3 a proteina atinge o maior nivel de desnaturacdo. (ALUKO; MOFOLASAYO; WATTS,
2009; CHAO; ALUKO, 2018; GHARSALLAQUI et al., 2009)

Quanto a distribuicdo de tamanhos de gotas na emulséo, o PPl pode levar a um
perfil bimodal, como apresentado no trabalho de Yerramilli, Longmore e Ghosh, 2017.

Nele, uma emulséo (5% O/A) com 5% de PPI apresenta um primeiro pico pequeno ha
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faixa de 0,1-1 ym, relativo ao real tamanho das gotas, e um segundo pico maior (em
relacdo ao volume total da emulséo), na faixa de 10-100 um devido a ocorréncia de
floculacdo e presenca de agregados de PPl ndo adsorvida. Esse resultado indicou que
foi utilizado uma quantidade muito grande de proteina, levando a agregacéao de gotas e
proteina em excesso. (YERRAMILLI; LONGMORE; GHOSH, 2017)

O PPI também vem sendo bastante estudado como um encapsulante de
ingredientes como acido ascorbico, a-tocoferol, 6leo de linhaca, 6leo de girassol e
Miglyol; de modo geral se mostrando uma opc¢ao vidvel para este processo. (BAJAJ,
TANG; SABLANI, 2015; DONSI et al., 2010; GHARSALLAOUI et al., 2012; PIERUCCI
et al., 2006, 2007)

Como ja comentado, um dos fatores que afeta a estabilidade em uma emulséo
que utiliza o isolado proteico de ervilha € a relacdo entre as quantidades de cada tipo
de proteina presente neste produto, em especial a relacao entre legumina e vicilina, as
duas em maiores quantidades. Diversas técnicas podem ser utilizadas para determinar
essa composicao a partir das diferencas em massa molecular e propriedades quimicas,
como ultracentrifugacao, calorimetria e, a mais comum de ser utilizada, eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). (LAM et al., 2016)

2.3 Estabilidade e Mecanismos de Desestabilizacdo de

Emulsdes

Como ja apresentado, emulsfes séo sistemas naturalmente instaveis, gragas a
tendéncia termodindmica a separagdo de fases. Por conta disso, considera-se uma
emulsdo estavel aquela que cuja velocidade da desestabilizagdo for pequena o
suficiente para garantir um tempo de prateleira razoavel para o produto, a chamada
estabilidade cinética. (MIRHOSSEINI et al., 2009)

7

Essa estabilidade cinética é determinada pela natureza dindmica e pelas
interacdes das gotas contidas em uma emulsdo. Por conta do movimento Browniano,
gravidade e outras forgas externas, as gotas se encontram em movimento constante,
sofrendo colisbes frequentes. Dependendo da natureza das interacdes entre elas, isto

€, da magnitude relativa das forcas de atracéo (van der Waals) e de repulsao (estérica
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e eletrostatica), elas podem se afastar, permanecer em contato ou se fundir apés uma
colisdo. (MCCLEMENTS, 2016)

Os principais mecanismos fisicos de desestabilizacdo sdo sedimentacéo,
cremeacdo, floculagéo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald (Figura 2.5). Na
pratica, dois ou mais desses mecanismos costumam atuar em conjunto, influenciando
um ao outro. (MIRHOSSEINI et al., 2009)
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Figura 2.5 — Principais mecanismos de desestabilizagdo de emulsdes.

2.3.1 Separacgéao Gravitacional: Cremeacao e Sedimentagéo

De modo geral, as duas fases presentes em uma emulsdo possuem massas
especificas diferentes, resultando em uma forca gravitacional que atua sobre as gotas.
Essa forca gravitacional é responsavel por duas das formas mais comuns de
desestabilizacdo de emulsdes: a cremeacdo e a sedimentacdo. Esse tipo de
desestabilizacdo € bastante ligado a perda de qualidade sensorial de emulsdes

alimenticias. (MCCLEMENTS, 2016)

Cremeacao é o nome dado a flotacdo das gotas dispersas de uma emulsao, se

acumulando no topo de recipiente. Ela ocorre quando a fase oleosa € menos densa do
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que a fase aquosa e é bastante comum nas emulsdes de bebidas, devido a densidade
relativamente baixa dos Oleos essenciais responsaveis pelo sabor desses produtos.
Sedimentacdo ocorre quando a densidade da fase oleosa é maior do que a da fase
aguosa, havendo a deposi¢ao das gotas no fundo do recipiente. Como a cremeacao é
um processo mais comum nas emulsdes de bebidas, serd dado maior destaque a esse
mecanismo. (MCCLEMENTS, 2016)

Inicialmente, essa suspensao ocorre sem a perda da identidade individual das
gotas, de modo que pode ser revertida sob aplicacdo de certa agitacdo. No entanto, o
aumento de tempo de contato entre essas gotas pode levar a intensificacdo de outros
processos de desestabilizagdo, como a coalescéncia e o amadurecimento de Ostwald.
(LAM et al., 2016; MCCLEMENTS, 2016)

Em um primeiro momento, a cinética de separacdo gravitacional — cremeacéao
(p1 < p2) ou sedimentacdo (p; > p,) — pode ser aproximada pela Lei de Stokes (Eq.
6): (TAHERIAN et al., 2008)
__2gr%(p1—-p2)

Ustokes = on, Eg. 6

Em que Uswkes € a velocidade de cremeacdo/sedimentacdo da gota, g € a
aceleracdo da gravidade, r € o raio da gota, p:1 € a densidade da fase dispersa, p2 é a

densidade da fase continua e 2 é a viscosidade da fase continua.

No entanto, essa equacgéo considera a gota uma particula esférica rigida e isolada,
suspensa em um liquido ideal, gerando desvios entre o calculado e o observado
experimentalmente. Alguns dos fatores que podem afetar a acuracia dessa equacao
séo: fluidez da gota, distribuicdo de tamanhos de gotas, ocorréncia de floculacéo, fase
aguosa ndo newtoniana, gotas com cargas elétricas e o movimento Browniano. Além
disso, de modo geral, a velocidade de cremeacéo das gotas em emulsdes concentradas
€ menor do que em emulsdes diluidas por conta das interacdes hidrodindmicas entre
elas. (MCCLEMENTS, 2016)

Além disso, Buffo e Reineccius, 2001, mostraram a dependéncia da velocidade
de suspensao de uma emulsao de bebida com 6leo de laranja e goma arabica com a

temperatura (devido a reducédo na viscosidade). Nesse estudo, a cremeacdo aumentou
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em 10 vezes entre a menor (T=4°C) e a maior (T=55°C) temperatura. (BUFFO,;
REINECCIUS, 2001)

Dessa forma, para se controlar a separacao gravitacional, deve-se: minimizar a
diferenca de densidades (agentes de peso); reducdo do tamanho das gotas (maior
homogeneizacao); modificar a reologia (aumento da viscosidade da fase aquosa); ou

aumento da concentracdo de gotas, quando possivel. (MCCLEMENTS, 2016)

2.3.2 Floculacgéo

Floculacdo é o processo de agregacao reversivel ou irreversivel de goticulas
dispersas, que ocorre quando as forgas atrativas de van der Waals excedem as forcas
repulsivas do sistema, sem a perda de integridade individual das gotas. A taxa de
floculagdo depende, principalmente, da frequéncia e efetividade de colisbes entre as
gotas. (LAM et al., 2016; MCCLEMENTS, 2016)

A floculagéo acelera a taxa de cremeacéo, principalmente em emulsdes diluidas,
devido ao aumento no raio efetivo do aglomerado ser maior que das gotas individuais.
Por outro lado, a floculacdo tende a aumentar a viscosidade do sistema, algo que
quando controlado pode ser positivo para a estabilidade, exceto em casos em que a
baixa viscosidade é um fator sensorial importante. Além disso, devido ao aumento de
tempo de contato entre as gotas, a floculagdo costuma anteceder a coalescéncia e
ruptura do sistema. (MCCLEMENTS, 2016)

Em bebidas refrigerantes finalizadas, a concentracdo de goticulas de 6leo é tdo
baixa que a floculagéo costuma ser reversivel, de modo que os agregados podem ser
redispersos com o fornecimento de uma quantidade pequena de energia, em relacéo a
necessaria para homogeneizagéo. (BUFFO; REINECCIUS, 2001)

2.3.3 Coalescéncia

Coalescéncia ocorre qguando duas ou mais gotas se aproximam a ponto do filme

separando a fase continua da fase dispersa ser rompido, resultando na fuséo irreversivel
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dessas gotas em gostas maiores. Dessa forma, os fatores determinantes para que este
mecanismo aconteca sao: fendmenos responsaveis pelo encontro das gotas
(movimento Browniano, turbuléncia e gravidade); a natureza das interacdes entre elas;
e a resisténcia desse filme interfacial a ruptura (altamente dependente do emulsificante
utilizado). (LAM et al., 2016; MCCLEMENTS, 2016)

Por conta desse Ultimo ponto, as gotas em muitas emulsdes ndo conseguem
agregar-se pela utilizacdo de emulsificantes ibnicos, como proteinas, que adsorvem na
superficie da gota, evitando a coalescéncia por repulsdo eletrostatica. (DICKINSON,
1994; MCCLEMENTS, 2004)

Esse mecanismo é o principal responsavel por levar uma emulsdo para o seu
estado termodinamico mais estavel (isto €, a sua ruptura), devido a reducéo da area de
contato entre as fase aquosa e oleosa. Além disso, devido ao aumento no tamanho das
gotas, a coalescéncia também aumenta a velocidade de separacdo gravitacional.
(BUFFO; REINECCIUS, 2001; MCCLEMENTS, 2016)

A reviséo de Taherian et al, 2008, traz duas formas de se calcular a taxa de
coalescéncia (kc). A Eq. 7 parte de uma cinética de 12 ordem, onde No € N;s&o o niUmero
de gotas por unidade de volume no inicio e em um instante t, respectivamente. A Eq. 8
a determina pela mudanca no diametro médio das gotas no sistema no inicio (Do) € em
um instante t (Dy): (TAHERIAN et al., 2008)

N; = Nyexp(—k.t) Eq. 7

n(°/p,) = 5 Eq. 8

2.3.4 Amadurecimento de Ostwald

O amadurecimento de Ostwald é um processo de transferéncia de massa das
gotas menores para as gotas maiores, atraves da difuséo pela fase continua, resultando
no aumento do tamanho médio das gotas do sistema. Para esse processo ocorrer é
necessario que a fase dispersa tenha uma certa solubilidade na fase continua, sendo

portanto significativo em emulsfes de bebidas que utilizam 6leos essenciais de sabor,
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com solubilidade relativamente alta (comparado por exemplo a triglicerideos de cadeias
longas). (BUFFO; REINECCIUS, 2001; MCCLEMENTS, 2016)

De modo similar ao efeito da reducdo do tamanho de uma gota no aumento da
sua pressao de vapor — fendbmeno descrito pela equacédo de Kevin (Eg. 9) — quanto
menor for uma gota, maior sera a solubilidade da fase dispersa na fase continua. Dessa
forma, em um sistema polidisperso, ao redor das gotas menores ha uma maior
concentracdo de moléculas da fase dispersa dissolvidas do que ao redor das gotas
maiores. Por conta desse gradiente de concentracdo, ocorre a difusdo de moléculas da
fase dispersa das gotas menores para as maiores, aumentando assim o tamanho médio
da distribuicdo. (ALMEIDA, 2012; WEISS; HERRMANN; MCCLEMENTS, 1999)

k

RTIn (Sﬁ) = 2vm Eq. 9
S12 T

Em que R é a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta, Si.* é

solubilidade da fase 1, em forma de gota, na fase 2, Si» € a solubilidade da fase 1 na

fase 2 em uma superficie plana, Vm é o volume molar, y é a tenséo interfacial er é o

raio da gota.

O trabalho de Buffo e Reineccius, 2001, demonstrou que em emulsdes de bebidas
o amadurecimento de Ostwald € altamente significativo, podendo ser até mais
importante do que a coalescéncia sobre a estabilidade da emulsdo. (BUFFO;
REINECCIUS, 2001)

Os métodos de controle deste mecanismo séo a reducéo largura da distribuicdo
de tamanhos, a reducgéo da tenséo interfacial e 0 aumento da espessura da camada de
emulsificante. Devido ao efeito da diluicdo das emulsdes de bebidas, o estreitamento da
distribuicdo de tamanhos é o método mais efetivo. (BUFFO; REINECCIUS, 2001)

2.3.5 Estabilidade Quimica

Além dos mecanismos de instabilidade fisica descritos acima, também existem

reacOes quimicas que podem afetar a qualidade de uma emulsédo, em especial a perda
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de cor, perda de sabor e oxidagéo de lipidios, resultando em sabores desagradaveis.
(MCCLEMENTS, 2016)

Quanto menor a concentracao do 6leo utilizado, maior sua propenséo a oxidacao.
Carotenoides (muito utilizados como corantes em alimentos) sdo bastante susceptiveis
a oxidacdo, mas esta pode ser minimizada pela utilizacdo de um éleo com maior
resisténcia a esse tipo de degradacdo. A degradacdo de lipidios e carotenoides em
emulsdes dependem do nivel de dispersdo da fase oleosa, concentracdo e tipo de
lipidio, temperatura, luz e pH. (SZTERK; ROSZKO; GORNICKA, 2013)

Weigel et al, 2018, testaram a utilizacdo de diversos antioxidantes (EDTA, a-
tocoferol, catechina, acido ascorbico) para tentar reduzir a oxidacdo da luteina, no
entanto apenas o acido ascoérbico apresentou alguma capacidade de inibir a oxidacao,
enquanto os demais acabaram favorecendo essa degradacdo. (WEIGEL et al., 2018)

2.4 Encapsulamento

Encapsulamento é o processo em que substancias ativas ou sensiveis sdo
envolvidas em uma cobertura (que pode ser tanto homo quanto heterogénea) para obter
uma estrutura especifica. Os materiais utilizados como encapsulantes (também
chamados de “paredes”) devem ser de qualidade alimentar, biodegradaveis,
compativeis com a substancia ativa, e providenciar estabilidade maxima durante e apés
0 processamento, com boas propriedades funcionais e reolédgicas. Além disso, ndo
podem afetar negativamente aparéncia, estabilidade, textura e sabor dos produtos.
(SHARIF et al., 2018; YANG; MCCLEMENTS, 2013)

Carboidratos sdo normalmente preferidos para uso como parede devido a baixa
viscosidade em altas concentracbes e boas propriedades de formacdo de filmes
(BAJAJ; TANG; SABLANI, 2015).

No entanto, ha também diversos estudos com proteinas (PPI, whey, gelatina);
surfactantes (Tween 80); ou saponinas (Quillaja saponina). (FUSTIER et al., 2015;
PIERUCCI et al., 2007; YANG; MCCLEMENTS, 2013)
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Um dos principais objetivos de se fazer o encapsulamento de ingredientes ativos
€ para impedir a degradacao destes. Alguns ativos séo instaveis durante a producao,
transporte ou armazenamento dos produtos comerciais, enquanto outros séo altamente
susceptiveis a degradacado devido a reacdo com outros compostos na formulacdo do
alimento ou bebida. Outra razdo pode ser para mascarar um sabor desagradavel do
ingrediente. (MCCLEMENTS, 2016)

Alguns dos mais importantes tipos de compostos passiveis de encapsulamento
sdo: vitaminas, minerais, fArmacos, sabores, cores e preservantes; cada um com
propriedades e necessidades funcionais especificos, exigindo sistemas especificos para
estabilizacdo. Para a industria de alimentos e bebidas, encontraram-se trabalhos com
vitaminas (&cido ascorbico e a-tocoferol), corantes (B-caroteno) e compostos com
beneficios a saude (6leo de linhaca, curcumd). (BAJAJ; TANG; SABLANI, 2015;
GASPAR, 2015; KHARAT; ZHANG; MCCLEMENTS, 2018; MCCLEMENTS, 2016;
PIERUCCI et al., 2006, 2007; YANG; MCCLEMENTS, 2013)

Emulsdes O/A séo o tipo de emulséo mais utilizado atualmente para encapsular
ingredientes lipofilicos, apesar de certas desvantagens como a possibilidade de quebra
da emulsdo com o tempo ou quando exposta a estresses na producdo, transporte,
armazenamento ou utilizacdo. Por conta disso, tem-se aumentado bastante o interesse
em tipos alternativos de emulsdes como emulsdes multicamadas, nanoemulsdes,
emulsdes multiplas, entre outros. Cada tipo de emulsao apresenta suas vantagens e
suas desvantagens, contudo, esses métodos alternativos sdo geralmente mais
complexos, mais dificeis de preparar e as vezes até mesmo mais instaveis. (CHEN et
al., 2018b; DONSI et al., 2010; FUSTIER et al., 2015; MCCLEMENTS, 2016)

A eficiéncia de encapsulamento (EE) pode ser medida diretamente pela
determinagéo da quantidade de composto encapsulado, ou calculada pela mensuragéo
da fracdo de composto ativo que permanece livre (Aive) apos a formacdo da emulséo,
Eq. 10: (CHEN et al., 2018b)

EE = 100 % A total~Alivre Eq 10

Atotal

Além disso, Bajaj, Tang e Sablani, 2015, concluiram que o aumento da quantidade

de composto ativo por quantidade de encapsulante reduz a EE; e Fustier et al, 2015,
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afirmam que as propriedades e funcionalidades das microparticulas formadas (EE,
liberacdo, protecdo contra oxidacdo) podem ser modeladas ao variar a espessura e
composicao da parede. (BAJAJ; TANG; SABLANI, 2015; FUSTIER et al., 2015)

Alguns possiveis beneficios de se fazer o encapsulamento de compostos ativos

em emulsdes sdo resumidos na Tabela 2.2:

Tabela 2.2 — Beneficios do Encapsulamento (SHARIF et al., 2018)

Beneficios do encapsulamento

Liberacdo controlada (em um alvo especifico)
Maior tempo de reten¢&o no organismo

Melhora de bioacessibilidade

Ferramenta para enriquecimento e fortificacdo de
alimentos

Desenvolvimento de novas formulagfes de alimentos

Melhor estabilidade (contra condi¢cdes severas de
ambiente e processamento)

Melhor estabilidade ao manuseio

Economia (menor uso da substancia ativa)

Melhora em caracteristicas sensoriais

2.5 Propriedades que afetam a estabilidade das emulsdes

2.5.1 Tens&o Superficial e Angulo de Contato

O fenbmeno da tenséo superficial, ou interfacial, € explicado em termos das forcas
de interacdo intermoleculares presentes. Em média, as moléculas presentes nas
interfaces de um liquido estao sujeitas a um desequilibrio de forcas atrativas, enquanto
no interior do liquido (“bulk”) s&do sujeitas a forgas equivalentes em todas as direcoes,
como representado na Figura 2.6. Devido a esse desequilibrio de for¢cas, as moléculas
na superficie se encontram em um estado energético superior ao das moléculas no bulk
e a resultante dessa forcas, no sentido do interior do liquido, tende a minimizar a

superficie liquida. Isso faz com que a superficie se contraia e explica a tendéncia de
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gotas e bolhas adotarem a forma esférica. (ADAMSON; GAST, 1997; ALMEIDA, 2012;
SHAW, 1992)

Ar

oo ‘;?\"’_‘;??'_‘P‘f?_
R 3

Figura 2.6 — Forcas atrativas entre moléculas na superficie e no bulk

Uma de suas principais definicbes é que tensado superficial, também chamada de
energia livre de superficie, € o trabalho requerido para se aumentar reversivel e
isotermicamente a area de uma superficie em uma unidade de medida, podendo entédo
ser representada em unidades de energia por area (ergs/cm? ou J/m?) ou em unidade
de forca por comprimento (mN/m). Ela também pode ser definida como a forca
necessaria para se levar uma molécula do bulk para a superficie. (ADAMSON; GAST,
1997; SHAW, 1992)

Vale ressaltar que ndo ha uma diferenga conceitual entre os termos superficie e
interface, de modo que seu uso é intercambidvel. Entretanto, costuma-se adotar
superficie quando uma das fases presentes é gasosa e interface quando a fronteira é

entre duas fases ndo-gasosas. (SHAW, 1992)

Devido a forca das ligages de hidrogénio, liquidos polares, como a agua, estdo
sujeitos a fortes interacdes intermoleculares e, consequentemente, apresentam
elevadas tens@es superficiais. A utilizagdo de moléculas organicas com caréter anfifilico,
como surfactantes ou proteinas, tira proveito da tendéncia destes materiais de se
concentrarem nas interfaces, resultando na diminuicdo da energia livre do sistema e
favorecimento da formacéao de emulsbes. (ALMEIDA, 2012; GASPAR, 2015)
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A tenséo interfacial influencia no tamanho e estabilidade das gotas formadas em
emulsdes, estando relacionada com diversas caracteristicas como a taxa de adsorcao,

reologia interfacial e concentracdo superficial em excesso. (MCCLEMENTS, 2016)

Uma propriedade interessante relacionada a tensdo superficial € a chamada

molhabilidade, que pode ser avaliada pelo teste do angulo de contato.

O comportamento de uma gota ou uma bolha sobre uma superficie sélida pode
ser descrito pelo perfil obtido pelo equilibrio das forcas resultantes das trés tensdes
interfaciais presentes, entre as fases soélida, liquida e gasosa, como demonstrado pela
equacao de Young (Eg. 11). (HARTLAND, 2004; LAW; ZHAO, 2016)

Ys¢ — VsL = Y1 * cos 60 Eg. 11

Em que yse, YsL € Yie S80 as tensdes interfaciais solido-gas, solido-liquido e
liguido-gas, respectivamente, e 8 é o angulo de contato, angulo entre a superficie solida

e a interface liquido-gas, como pode-se observar na Figura 2.7.

T 4
as
Liguido
Tse s

il .

Solido

Figura 2.7 — Representacéo do angulo de contato observado pelo método de gota
séssil.

Devido a dificuldade de se determinar individualmente as tensdes superficiais
relativas a fase sélida (lado esquerdo da equacéo de Young), costuma-se discutir o
comportamento do molhamento utilizando apenas o angulo de contato, a tensao
interfacial liquido-gés e a diferenca entre essas outras tensdes. Desse modo, tem-se
gue quando a diferenca entre as tensdes no solido é grande o suficiente para que o
angulo de contato seja pequeno (8 < 90°), pode-se dizer que o solido é molhado pelo
liquido. (HARTLAND, 2004)
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Quando o liquido escolhido para esse teste € a 4gua, a realizagdo desse teste
leva a conclusao sobre a hidrofilicidade (6 < 90°) ou hidrofobicidade (6 > 90°) do material

estudado.

2.5.2 Natureza do filme estabilizando a interface

Uma monocamada de Langmuir € um filme superficial formado por uma Unica
camada de moléculas, resultante da orientacdo de moléculas anfifilicas para minimizar

a energia livre de superficie do sistema. (PETTY, 1996)

A tenséo superficial de um liquido é afetada pela presenca de uma monocamada
na superficie deste. Esta variagdo costuma ser medida na forma de pressao superficial,
um analogo bidimensional da pressdo, que corresponde a diferenca entre a tensao
superficial do liquido puro e da superficie coberta (Eq. 12). (GIRARD-EGROT; GODOY;
BLUM, 2005; PETTY, 1996)

m=y,—y Eq. 12

Em que 1 é a presséo superficial, yo € a tensao superficial do liquido puroey é a

tenséo superficial na presenca do surfactante.

Quando a distancia entre as moléculas é grande, elas apresentam pouca
interacdo entre si, tendo pouco efeito sobre a tensédo superficial (IM~0). Esse estado
costuma ser associado a uma fase gasosa bidimensional. Com a redugdo da area
disponivel para essa monocamada, por exemplo por uma barreira mével, essas
moléculas comecam a exercer um efeito repulsivo entre si, aumentando a pressao
superficial e se organizando cada vez mais, de modo andlogo ao que ocorre
tridimensionalmente com o aumento da pressdo em mudancas de fase gas-liquido-
sélido, como pode ser visto na Figura 2.8. (GIRARD-EGROT; GODOQY; BLUM, 2005;
PETTY, 1996)
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Gas Liquido Sélido

Figura 2.8 — Orientacao das moléculas nas fases: (a) gas, (b) liquido, (c) sélido.
(Adaptado de HANN, 1990)

A presséao superficial aumenta continuamente com a reducgéo da area disponivel
até atingir o ponto de colapso da monocamada, em que as moléculas sdo expulsas da
monocamada, sobrepondo-se umas as outras de forma desordenada e causando a
reducdo da presséao superficial. (ALMEIDA, 2012; PETTY, 1996)

E utilizada a Balanca de Langmuir para acompanhar a variacio da presséo de
superficie a medida em que se manipula a area molecular disponivel, possibilitando
assim a obtencao de uma isoterma de compresséo (Figura 2.9). A analise de isotermas
de compresséo fornece informacdes sobre a existéncia de fases de transicdo, a
estabilidade da monocamada na interface agua-ar e a ocorréncia das reorientacdes das
moléculas. (GIRARD-EGROT; GODOY; BLUM, 2005)
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Figura 2.9 — Isoterma de compresséo de um fosfolipidio. (Adaptado de GIRARD-
EGROT; GODOY; BLUM, 2005)
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A elasticidade do filme formado pode ser calculada pela Eq. 13: (LANGEVIN,
2000)

dr
e=—A Eq. 13

Em que ¢ é a elasticidade de um filme formado na interface, 1 € a pressao

superficial e A é a area interfacial.

2.5.3 Tamanhos de Gotas

A distribuicdo dos tamanhos de gotas influencia diretamente em diversas
propriedades das emulsdes, como textura, perfil sensorial e caracteristicas de liberagéo
no organismo, assim como na reologia, propriedades Opticas e, principalmente, na
estabilidade dessas emulsdes. EmulsBes com gotas maiores tendem a ter menor
estabilidade, com maior ocorréncia de floculacéo e coalescéncia, do que aquelas com
gotas menores, como exemplificado pelo estudo de Rezvani, Schleining e Taherian em
2012. De acordo com a lei de Stokes (Eq. 6), a velocidade de cremeacéo de uma gota
€ proporcional ao quadrado do seu raio, de modo que a estabilidade da emulsédo sera
maior quando a maioria das gotas for menor. (MCCLEMENTS, 2016; REZVANI;
SCHLEINING; TAHERIAN, 2012; TAHERIAN et al., 2008)

Quando todas as gotas em uma emulsdo apresentam o mesmo tamanho, refere-
se a ela como monodispersa. No entanto, de modo geral, emulsées apresentam uma
distribuicdo de tamanhos, sendo assim polidispersas. As emulsdes polidispersas podem
ainda ser caracterizadas como monomodais, bimodais ou multimodais, de acordo com
a quantidade de picos na distribuicdo. (MCCLEMENTS, 2007)

Tamanhos médios de gotas séo geralmente calculados pelo produto de um fator
de ponderacgéo pelo parametro de dimenséo da gota (ex: diametro), sendo os didmetros
ponderados pelo numero (dio), pela superficie (dsz2) ou pelo volume (dass), EQ. 14, 15 e
16, respectivamente; os trés mais comuns utilizados. De modo geral, o d4z € mais Gtil do
que os demais para detectar pequenas quantidades de floculacdo e coalescéncia em

uma emulsdo. Técnicas diferentes de caracterizacdo determinam valores diferentes
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para o tamanho, por exemplo técnicas de espalhamento de luz de laser retornam o valor
de d.s, enquanto microscopia retorna de dio. (MCCLEMENTS, 2016)

idi
dyg = _Zznni Eq. 14
d., = Znid Eq. 15
32 = Y n.a? g.
d,, = Znid Eq. 16
83 = Sha qg.

Em alguns casos saber o tamanho médio das particulas é o suficiente, contudo,
guando for necessério saber a distribuicdo completa de tamanhos, a melhor forma de
se representar essa distribuicdo € através de um histograma. Um histograma é
construido se dividindo a distribuicdo em classes de tamanhos e contabilizando a
concentracao de gotas de cada classe. A concentracdo de gotas em uma emulséo pode
ser expressa em raz&o volumétrica ou em razdo numérica. Essa distincdo pode ser
importante em casos em que uma quantidade numericamente inexpressiva de gotas
grandes pode representar um volume expressivo da emulsédo, como mostrado na Figura
2.10. (MCCLEMENTS, 2007, 2016)
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Figura 2.10 — Distribuicdo de tamanho de particulas de uma emulsao - (a) -
representada como percentual numérico ou volumétrico versus didmetro de particula
(b). (Adaptado de MCCLEMENTS, 2007)
Para a formacao de gotas menores, Yang e McClements, em 2013, concluiram

que devem-se utilizar uma fase aquosa com maior viscosidade possivel em conjunto
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com uma fase oleosa de baixa viscosidade. Soleimanpour, Koocheki e Kadkhodaee,
também em 2013, constataram que, para 0 mesmo objetivo, deve-se utilizar menores
concentracdes de 6leo e maiores concentracdes de emulsificante. (SOLEIMANPOUR,;
KOOCHEKI; KADKHODAEE, 2013; YANG; MCCLEMENTS, 2013)

Como ja comentado, pode-se utilizar diversas técnicas para medicdo do tamanho
de particulas, em especial a microscopia 6ptica e o espalhamento dindmico de luz
(DLS). De modo geral, para que essas técnicas sejam devidamente realizadas, pode
ser necessario fazer a diluicdo da emulséo, principalmente no caso do DLS que requer
uma baixa interacao entre particulas, pela utilizacdo da equacgéo de Stokes-Einstein (Eq.
17)

kT
r =
6mn,D

Eq. 17

Em que k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta, D é o

coeficiente de difusao translacional das particulas e n: é a viscosidade da fase continua.

2.5.4 Potencial Zeta

Ao se dispersar um nanomaterial em um meio liquido, pode-se obter uma
suspensédo do tipo coloidal capaz de adquirir carga por diversos mecanismos. Quanto
maior for a magnitude dessa carga, maior sera a intensidade das forcas de repulsédo
eletrostética entre as particulas. (BUTT; GRAF; KAPPL, 2003)

E possivel caracterizar as propriedades elétricas desse sistema de particulas
dispersas através do seu potencial zeta. O sistema formado pelas particulas carregadas
mais os contra-ions em solucéo se chama dupla camada elétrica, onde a camada mais
interna constitui a camada de Stern e a camada externa constitui a camada difusa. O
potencial zeta () ou potencial eletrocinético é o potencial no plano de cisalhamento, isto
€, naregido em que termina a camada de Stern e comeca a camada difusa, como pode-
se observar na Figura 2.11. O potencial zeta € uma medida da diferenca do potencial
elétrico das particulas em suspensédo e o meio em que estdo suspensas. (BUTT; GRAF;
KAPPL, 2003; MCCLEMENTS, 2007, 2016; MIRHOSSEINI et al., 2007)

39



A caracteristica elétrica na superficie da particula depende do tipo e concentracéo
das espécies carregadas presentes, assim como das propriedades fisicas e da

composicao ibnica do liquido circundante. (ALMEIDA, 2012)

Dupla Camada Elétrica

Plano de

cisalhamento

Particula carregada

negativamente

Camada difusa

Figura 2.11 - Representacédo esquematica do potencial zeta

A determinacao do potencial zeta pode ser feita a partir do fenbmeno eletrocinético

da eletroforese. O célculo pode ser feito a partir da equacao de Smoluchowski (Eqg. 18):

(= Eq. 18

€d€o

onde n é a viscosidade do meio, v é a mobilidade eletroforética, €; é a constante

dielétrica e ¢, é a permissividade do ar.

Sistemas contendo emulsdes podem apresentar cargas elétricas devido a
adsorcdo de moléculas ionizadas ou ionizaveis na superficie das gotas. As
caracteristicas elétricas da superficie das gotas dependem do tipo e concentracao das
espécies adsorvidas, assim como da composicao idnica e propriedades fisicas da fase
dispersa. Esta carga elétrica é importante, pois pode determinar a natureza de sua
interacdo com outras espécies carregadas ou seu comportamento na presenca de um

campo elétrico. (GASPAR, 2015)
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A interacdo entre as gotas € afetada pela magnitude do potencial zeta, portanto,
para que haja a estabilidade de emulsdes por repulséo eletrostética, as gotas devem ter
potencial zeta superiores a 30 mV, em médulo. (MIRHOSSEINI et al., 2007)

No caso de uso de proteinas como estabilizantes para emulsdes, o potencial zeta
representa uma 6tima ferramenta de andlise, pois dependendo do pH em que se
encontram, as proteinas possuem carga. O pH em que o potencial zeta é zero (¢ =0) é

chamado de ponto isoelétrico (pl).

2.5.5 indice de Estabilidade

O método mais simples para se acompanhar a separacéo de fases em emulsdes
€ pela observacao visual. Para isso, deixa-se uma amostra da emulsdo em repouso por
uma certa quantidade de dias, em um recipiente transparente, de modo que se possa
observar a formacdo de camadas. Ao se demarcar as alturas das camadas formadas,
pode-se determinar a extensao de separacgéo de acordo com indice de estabilidade, Eq.
19. Dessa forma, quanto maior esse indice, maior a estabilidade da emulsé&o.
(ALMEIDA, 2012; MCCLEMENTS, 2007)

IE = 100 * £ Eq. 19
vr
Em que IE é o indice de estabilidade, Ve é 0 volume da camada composta pela

emulsao e Vr é volume total presente no recipiente.

2.5.6 Reologia

Reologia é o nome dado ao estudo das propriedades dos materiais em relacdo ao
modo como estes fluem e se deformam ao serem submetidos a forgas externas. Os
principais testes realizados para se caracterizar a reologia sdo de cisalhamento
estacionario (velocidade angular constante), oscilatério e rotacional, que sao usados
para estudar, respectivamente, a curva de escoamento, as propriedades viscoelasticas

da amostra, e o comportamento de escoamento do produto. (SCHRAMM, 2000)
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Dessa forma, € possivel separar 0s materiais em dois tipos: sélidos ideais e fluidos
ideais. Sélidos ideais sdo aqueles que se deformam elasticamente ao serem submetidos
a uma tensdao, retornando ao estado inicial e recuperando a energia requerida para
deformacdo quando essa tensdo € retirada. Fluidos ideais sdo liquidos e gases que
fluem devido a aplicacéo de tenséo, se deformando irreversivelmente de modo que a
energia utilizada para a deformacdo é dissipada na forma de calor, ndo sendo
recuperada com a retirada da tensédo. (SCHRAMM, 2000)

Todavia, de modo geral corpos reais nhao apresentam comportamento
completamente elastico de sélidos ideais ou viscoso de fluidos ideias, e sim algo entre
essas duas categorias, podendo entdo ser chamados de viscoelasticos.
(MCCLEMENTS, 2016)

Viscosidade

Viscosidade é uma propriedade de escoamento de um fluido que depende
intrinsecamente da natureza do material, e esta relacionada a resisténcia a fluir imposta
pelo atrito de suas camadas internas, de modo que quanto maior for a viscosidade de
um fluido, maior a for¢ca necessaria para mové-lo. Essa propriedade foi definida
inicialmente por Isaac Newton, para liquidos ideais, como uma constante relacionando
a taxa de cisalhamento (gradiente de deformacdo do material) com a tensdo de
cisalhamento (for¢a aplicada tangencialmente em uma area, causando uma deformacao
na camada liquida), de acordo com a Eq. 20. (SCHRAMM, 2000; STEFFE, 1996)

T=nN*Yy Eg. 20

Em que 7 é a tensdo de cisalhamento (Pa); y é a taxa de cisalhamento (s)en é

a viscosidade (Pa.s).

Além da natureza fisico-quimica do material, a viscosidade também depende de
outros fatores, como temperatura (geralmente inversamente proporcional) e pressao
(diretamente proporcional); tempo de atuacdo da deformacdo, chamados de fluidos
tixotrépicos (quando a viscosidade diminui com o tempo) ou reopéticos (quando

viscosidade aumenta com o tempo); e taxa de cisalhamento, classificados com fluidos
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newtonianos (viscosidade é independente da taxa de cisalhamento) e nao-newtonianos
(viscosidade varia com a taxa). (SCHRAMM, 2000)

Pode-se ainda subdividir os fluidos nao-newtonianos em: pseudoplasticos,
gquando a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento (ex.: concentrado
de suco de laranja, molhos para saladas); dilatantes, quando a viscosidade aumenta
com aumento da taxa (ex.. solu¢cbes concentradas de amido, lama, argila); e
viscoplasticos, ou fluidos de Bingham (ex.: pasta de dente, tintas, pasta de tomate),
fluidos que formam uma rede intermolecular quando em repouso, elevando a
viscosidade de modo que o fluxo s6 inicia quando a tenséo aplicada supera as forgas
de reticulagéo, colapsando a estrutura. Esses comportamentos podem ser observados
na Figura 2.12. (SCHRAMM, 2000; STEFFE, 1996)

A

Viscosidade (cP)
7
L ]
b
\.

Taxa de Cisalhamento (1/s)

Figura 2.12 — Possiveis comportamentos de fluidos: (1) Newtoniano, (2)

Pseudoplastico, (3) Dilatante, (4) Bingham (Adaptado de SCHRAMM, 2000)

A maioria das emulsdes apresenta comportamento pseudoplastico. Esse tipo de
fluido permanece em estado desordenado quando em repouso, passando a se orientar
na diregcdo do escoamento ao ser submetido a uma tenséo de cisalhamento. Com o
aumento da tensdo aplicada, ocorre um maior ordenamento, consequentemente
reduzindo a viscosidade aparente, como visto na Figura 2.13. Isso ocorre, pois as
interacbes hidrodindmicas sdo de maior alcance que as interacdes coloidais.
(SCHRAMM, 2000; TADROS, 2009)
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Figura 2.13 — Representacdo do ordenamento de um liquido submetido a
cisalhamento (Adaptado de SCHRAMM, 2000)

Moédulo Elastico e Médulo Viscoso

Além da andlise da variacdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento, outro
tipo de ensaio pode ser feito para complementar o estudo da reologia: os testes

dinamicos.

Nesse tipo de teste, aplica-se uma tensao oscilatéria nas amostras, normalmente
seguindo uma funcdo senoidal (Eq. 21), relacionando a frequéncia (w) dessas

oscilacdes a viscosidade e elasticidade das amostras. (SCHRAMM, 2000)
T = 1psen(w * t) Eq. 21

Uma varredura de frequéncias proporciona dados do médulo complexo G*, a
resisténcia total de uma substéncia ao stress aplicado, e do &ngulo de mudanca de fase
0, que representa a proximidade da substancia a um material viscoso (6=90°) ou elastico
(6=0°). De modo geral, géis apresentam angulos de fase menores que 45°.
(MCCLEMENTS, 2016; SCHRAMM, 2000)

Com esses dados, o modulo complexo pode ser dividido em dois: 0 médulo
elastico, ou médulo de armazenamento, G’ (Eqg. 22); e 0 modulo viscoso, ou médulo de
perda, G” (Eq. 23).
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G' = G*cos(9) Eq. 22
G" = G*sen(6) Eq. 23

Tipicamente para liquidos viscoelasticos, os moddulos viscoso e elasticos
aumentam com o0 aumento da frequéncia, sendo que em baixas frequéncias o
componente viscoso € maior do que o componente elastico, e em altas frequéncias esse
comportamento € invertido. A partir de uma determinada frequéncia, o0 modulo viscoso
atinge um valor maximo, a partir do qual o subsequente aumento na frequéncia resulta
na reducdo desse médulo. (TADROS, 2009)

De modo geral, os resultados de testes dindmicos avaliados sdo a frequéncia em
que as curvas se interceptam e suas inclina¢cdes. O comportamento das curvas também
pode ser utilizado para se avaliar a formacao de reticulacdo de cadeias poliméricas.
(SCHRAMM, 2000)

Reologia Interfacial

O estudo das propriedades reoldgicas de interfaces ajuda a compreender melhor
as interacdes de moléculas tensoativas na camada interfacial de emulsdes, existindo
um correlacdo entre as propriedades viscoelasticas dos filmes na interface e a

estabilidade das gotas contra a coalescéncia. (TADROS, 2009)

Existem duas formas principais de se estudar o comportamento reolégico de
interfaces. Uma forma é observar como diferentes regides da interface se comportam
entre si sob tensdo, sem alteragédo da area interfacial, podendo-se medir a deformacgéo
interfacial cisalhante, bastante semelhante a medicdo do comportamento do bulk.
Alternativamente, pode-se observar o comportamento da area de uma gota sujeita a
expansdes e contragdes, e determinar a resisténcia do filme a essa dilatacdo, chamada
de deformacéo interfacial dilatacional. No caso da deformacgéo dilatacional costuma
estudar a reologia por meio da elasticidade interfacial dilatacional (€*), que, assim como
0 médulo complexo G*, pode ser separada em um moddulo elastico (€’) e um modulo
viscoso (€”). (MCCLEMENTS, 2016)

45



7

A reologia dilatacional é determinada pela concentragcdo de emulsificante,
estrutura molecular e condi¢cdes do meio, e depende da relacdo da taxa com que as
moléculas tensoativas adsorvem na interface com a mudanca na area interfacial. Ao se
dilatar a gota, uma maior quantidade de emulsificante pode adsorver, de modo que
guanto mais rapida for essa adsorcao, menor € o médulo de dilatacdo dessa interface.
(MCCLEMENTS, 2016)

Emulsificantes como proteinas e polissacarideos, que tendem a reticular ou se
emaranhar, costumam formar camadas interfaciais com maior viscosidade e moédulo
elastico, sendo bastante influenciados pela temperatura, pH e for¢a ibnica, responsaveis
pelas forcas de interacdo das moléculas adsorvidas nas interfaces. (MCCLEMENTS,
2016)

Reologia de Emulsdes de Alimentos

A reologia é importante para emulsdes por diversos fatores. O tempo de prateleira
(devido a relacao entre cremeacao e viscosidade) de diversas emulsfes de alimentos,
e até mesmo fatores organolépticos (cremosidade, textura, etc), sdo dependentes de
suas propriedades reolégicas. Além disso, medidas dessa propriedades podem fornecer
informacg0des sobre a forga das interacdes coloidais entre componentes, a organizagao
estrutural, ou serem usadas para os projetos de processamento desse tipo de produto.
(MCCLEMENTS, 2016; MIRHOSSEINI et al., 2007)

Em emulsBes concentradas, dependendo da natureza das interagfes coloidais, 0
comportamento reoldgico pode variar significativamente. Em sistemas com grande
interagcdo repulsiva (estérica ou eletrostatica), a fracdo volumétrica efetiva de gotas €
maior, levando a uma maior viscosidade. (MCCLEMENTS, 2016)

Em emulsdes com comportamento pseudoplastico, pode-se inferir sobre a
formagdo de flocos pela medida da viscosidade com o aumento da tensdo de
cisalhamento. A quantidade de gotas envolvidas na formagé&o dos flocos, assim como o
tamanho e empacotamento destes flocos, estdo diretamente relacionados com o

aumento da viscosidade do sistema. A medida que as forcas de atracéo relacionadas a
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ocorréncia de floculagdo aumentam, maior o valor da tenséo de cisalhamento na qual a

viscosidade da emulsdo comeca a diminuir abruptamente. (MCCLEMENTS, 2007)

Tadros, 2004, afirma que o acompanhamento da viscosidade pode ser (til para
verificar a ocorréncia de coalescéncia das gotas, uma vez que, em emulsdes
concentradas e na auséncia de floculacao, o aumento do tamanho de gotas resulta em
uma reducdo na viscosidade. O acompanhamento peridédico dos parametros
viscoelasticos dinamicos também podem ser feito para avaliar mudancas estruturais e
a ocorréncia de coalescéncia, como mostrado no trabalho de Zapata, Rodriguez-Barona
e Gomez, 2015. (TADROS, 2004; ZAPATA; RODRIGUEZ-BARONA; GOMEZ, 2015)

No entanto, Tesch, Gerhards e Schubert, 2002, demonstraram que o aumento da
viscosidade na fase continua ndo é decisivo para a estabilizagcdo de uma emulsao de
Oleo de canola, ao utilizar pequenas quantidades de amido modificado para estabilizar
essa emulséo de baixa viscosidade. (TESCH; GERHARDS; SCHUBERT, 2002)

Franco et al., 2000, estudam a influéncia do pH (3,5-7,0) e do tratamento térmico
(25-90°C) na reologia de uma emulsdo concentrada de Oleo de girassol (65%)
estabilizada com 6% de isolado proteico de ervilha. Eles reportam que o aumento do pH
leva ao aumento da viscosidade da emulsdo. O aumento da temperatura também levou
ao aumento na viscosidade. Para os testes dindmicos, eles relatam que para esse tipo
de emulséo as funcgbes viscoelasticas permanecem lineares até atingirem uma tensao
critica de 2-15 Pa. Essas emulsdes apresentam uma resposta predominantemente
elastica (G’ > G”, por todo o intervalo de frequéncias analisado), devido a formacgéo de
uma rede tridimensional de segmentos de proteinas adsorvidas nas interfaces O/A, que
resultam em um processo extensivo de floculagcdo tipico de emulsdes muito
concentradas. (FRANCO et al., 2000)

Os trabalhos de Riscardo, Franco e Gallegos, 2003, e de Martinez, Riscardo e
Franco, 2007, estudam as propriedades reoldgicas de emulsdes de 6leo de girassol
(35%) com 8% de diferentes misturas de gema de ovo com outros estabilizantes (PPI,
Tween 20, caseinato de sédio e diestearato de sacarose) e o efeito da adigdo de sal.
Todas essas emulsdes apresentaram comportamento pseudoplastico e resposta
predominantemente eléstica, relacionando mais uma vez a uma microestrutura

extremamente floculada. Nas emulsdes com mistura de gema de ovo com PPI,
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observou-se que a viscosidade é minima quando esses componentes sao utilizados em
mesmas quantidades e que uma maior concentracdo de PPl levou a maiores
viscosidades, possivelmente devido a quantidades de proteina de ervilha néo
adsorvidas. Quanto ao efeito do sal (0-2,3%), foi observado que os valores da
viscosidade e das funcdes viscoelasticas aumentaram significativamente com o
aumento da concentracdo de sais, em especial nas misturas envolvendo proteinas,
aumentando também a estabilidade contra cremeacdo. (MARTINEZ; RISCARDO;
FRANCO, 2007; RISCARDO; FRANCO; GALLEGOS, 2003)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo de grau analitico (PA) e estdo
detalhados na Tabela 3.1. As solucbes foram preparadas em &gua ultrapura,

proveniente de uma unidade de purificacdo Milli-Q (Millipore Corporation).

Tabela 3.1 — Relacdo de reagentes utilizados

Reagente Fc')r,mgla Procedéncia Pureza ou
Quimica Concentragao
Acido acético ~ CHsCOOH Vetec Glacial
Acido citrico CeHsO- Vetec 96-100%
Acido cloridrico | HCI Vetec 99%
Benzoato de sodio C7HsNaO: Vetec 99.5%
Cloreto de potassio | KCI Vetec 99%
Coomassie Brilliant Blue CasHasN3NaO7S; Vetec G-250
Diclorometano | CH.Cl, Merck 99,8%
Dodecil sulfato de sodio NaCi2H25S04 Vetec 99%
Hidrocloreto de
Tris(hidroximetil)aminometano CaH12CINOs VEIEE SRR
Hidréxido de sodio NaOH Vetec 99%
Isolado proteico de ervilha - Pisane 88-90%
Metanol CHsOH Merck 99,5%
Nanocelulose | - Suzano Suspenséo 3%
Oleo essencial de laranja - Ferquima -
Sorbato de potassio | CsH7/KO2 Vetec 98-101%
a-tocoferol C20H5002 Sigma-Aldrich 96%
B-mercaptoetanol | C2HsOS Sigma-Aldrich 99%

A nanocelulose utilizada foi cedida pela Suzano, e consiste de um rejeito industrial

sobre o qual ndo se tem muitas informacgoes.

O o6leo essencial de laranja doce foi adquirido na Ferquima, extraido por
prensagem a frio da casca dos frutos. Este 6leo é composto principalmente por limoneno
(95%), contendo também, em valores aproximados, mirceno (1,8%), a-pineno (0,5%),

sabineno (0,3%) e linalol (0,3%), além de tragcos de outras moléculas néo identificadas.
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O isolado proteico de ervilha amarela, C9 Pea Protein da marca Pisane®, foi
gentilmente fornecido pela professora Ana Paola Pierucci, do Instituto de Nutricdo da
UFRJ. Esse produto contém de 88 a 90% de proteinas e quantidades maximas de 3,0%

carboidratos, 6,0% cinzas e 1,5% gorduras.

3.2 Caracterizacao da nanocelulose

A nanocelulose foi submetida as seguintes analises: potencial zeta, DRX, MEV,
FTIR, tensdo superficial e angulo de contato. Mais detalhes sobre algumas dessas

técnicas de caracterizacdo podem ser encontradas no Anexo A.

3.2.1 Potencial Zeta

As medidas do potencial zeta foram realizadas em equipamento Zeta Plus
Analyser Brookhaven Instruments Corporation, sendo determinado pela média de 5
ciclos por ensaio em cubetas de plastico (10 mm de percurso). Neste estudo foi utilizado
o modelo de Smoluchowski, com aproximacéo de Debye-Huckel. Medidas do potencial
zeta tiveram o objetivo de caracterizar o tipo de carga superficial e 0 comportamento

com variagao de pH.

As amostras de nanocelulose foram analisadas numa concentragéo de 0,1% m/m
em agua ultra pura e em solugcdo 10 mM de KCI. Os experimentos foram conduzidos a

temperatura ambiente com os valores de pH ajustados com solu¢des de HCl e NaOH.

3.2.2 Difracdo de Raios-X (DRX)

As andlises em DRX foram realizadas em um difratbmetro de raios X
PANanalytical X'pert-PRO com radiac&o de cobre (Cu Kq = 1,5406 Ang). Os valores de
20 variaram de 10° a 120°, com passo de 0,00836°, e os picos foram identificados pelo
auxilio do software Xpert Highscore. Para sua realizacdo, foi feita a secagem da
suspensdo de nanocelulose em uma estufa a 60°C por 18 horas, o filme formado foi em
seguida triturado e peneirado, obtendo um pé com granulometria < 450 pm.
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Através dos difratogramas, foi possivel determinar o grau de cristalinidade da
nanocelulose, assim como o tamanho do cristalito. O grau de cristalinidade é calculado
por deconvolugdo de picos, i.e. pela relacdo entre a area sob a curva dos picos
caracteristicos da estrutura analisada sobre a area total do difratograma. O calculo do
tamanho do cristalito é uma forma de se dimensionar o didmetro médio das
nanoparticulas, onde o diametro calculado (D) é menor ou igual ao diametro médio da
largura da particula e pode ser determinado pela equacao de Scherrer (Eq. 24): (MA et
al., 2014)

kA
b= Bcos(6)

Eq. 24

Em que k é uma constante igual a 0,89, A € o comprimento de onda da radiagédo
utilizada (Cu Kq = 1,5406 Ang), B € a largura na meia altura do pico de maior intensidade

e 6 é metade do angulo 20 relativo ao pico utilizado para calcular B.

3.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A técnica de microscopia eletronica de varredura foi realizada no microscépio
Quanta FEG, utilizando aumentos de 40.000 a 100.000 vezes. A partir das imagens
obtidas por essa técnica, é possivel verificar a morfologia das particulas e determinar

suas dimensodes.

Foi utilizada a amostra de nanocelulose seca pelo mesmo processo descrito

anteriormente, e o filme obtido foi entdo metalizado com particulas de ouro.

3.2.4 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

A andlise de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourrier (FTIR, do inglés Fourrier Transformed Infrared Spectroscopy) possibilitou
determinar os grupos funcionais presentes na amostra de nanocelulose utilizada. Esta
andlise foi feita em equipamento de FTIR com reflex&o total atenuada (Atenuated Total
Reflectance — ATR), pelo Instituto de Macromoléculas (IMA) da UFRJ, utilizando o p6
de nanocelulose com granulometria < 450 um.
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3.2.5 Tens&o Superficial e Angulo de Contato

Neste estudo utilizou-se o gonibmetro DataPhysics OCA, que determina a tensao
superficial pelo método da gota pendente e o angulo de contato de avanco pelo método

da gota séssil.

A tensdo superficial da suspensdo de nanocelulose foi calculada em 3

concentracdes: 0,1%, 0,5% e 1% m/m em agua Milli-Q.

J& o0 angulo de contato é determinado pelo angulo formado entre uma gota de
agua Milli-Q e um filme de nanocelulose obtido pela secagem em estufa a 60°C por 18
horas.

3.3 Caracterizacio do Oleo de Laranja

No laudo técnico enviado juntamente com o produto constam algumas
caracteristicas importantes, como a composicdo, a densidade (0,845 g/mL) e o indice
de refracdo do 6leo (1,472). Desse modo, para caracterizacdo do 6leo de laranja foram
medidas sua tensao superficial pelos métodos da gota pendente e da placa de Wilhelmy

e sua tensdao interfacial com agua ultrapura, pelo método da gota ascendente.

Para determinar a tensao interfacial, utilizou-se o goniémetro Teclis Instruments,
pelo método da gota ascendente. Assim como na medida de tenséo superficial, o 6leo
é colocado em uma seringa e a tensdo é determinada pela analise do formato da gota
formada. Entretanto, em vez de se estudar a gota formada no ar, essa seringa é

mergulhada em agua ultrapura, medindo assim a tensdo entre as duas fases.

3.4 Caracterizacao do Isolado Proteico de Ervilha

O isolado proteico de ervilha foi submetido a analise da balanca de Langmuir, foi
feita a determinacéo da razéo Vn/Lg por densitometria (SDS-PAGE) e foi medida sua
tensdo interfacial com o 6leo de laranja. As mucilagens foram analisadas quanto as suas

tensdes superficiais e reologia, cujas metodologias estdo descritas no item 3.8.
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3.4.1 Isoterma de Compressao

Como explicado na secao 2.5.7, a balanca de Langmuir € um instrumento que
permite manipular a area molecular média por compressdo ou expansao do filme,

enguanto se mede sua pressao superficial.

Foi utilizada a balanca de Langmuir MicroTrough — S (Kibron Inc.) para avaliar a
estabilidade mecéanica e resisténcia a compressdo dos filmes monomoleculares

formados pelo PPI.

Devido a natureza sensivel dessa analise, antes de ser realizada, deve-se fazer
um limpeza rigorosa na bandeja do equipamento, utilizando etanol e posteriormente

agua ultrapura.

Para andlise do filme de PPI, foi adicionada a subfase aquosa 50 uL de uma
solucéo de 50 mg/mL de PPl em &gua Milli-Q.

3.4.2 Razao Vn/Lg

Para determinar a razdo entre as proteinas do isolado de ervilha, foi realizada a
densitometria de um gel de poliacrilamida com adicdo de dodecil sulfato de sodio
(sodium dodecyl sufate - SDS), obtido por eletroforese do isolado proteico (SDS-PAGE).
Na técnica de SDS-PAGE, o isolado proteico é submetido a um campo elétrico, sob o
gual cada proteina se move em diferentes velocidades. Com a utilizagéo do SDS a forma
e cargas das proteinas & negada, de modo que a separagdo em seus diversos
componentes depende apenas da massa molecular de cada um deles. (LAM et al.,
2016)

Em preparacgéo para a eletroforese, o PPI foi diluido até a concentragéo de 1 g/L
em solucdo tampdo de 0,5M de hidrocloreto de Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris-
HCI), em pH 6.8. Em um eppendorf de 1,5mL, foram adicionados 75 yL da amostra, 25
ML de tampéo e 5 uL de B-mercaptoetanol. Esse eppendorf foi entdo encubado por 5

minutos a 99°C no Thermomixer Confort Eppendorf.
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Aliquotas de 30 pL foram depositadas em trés pogos do gel para se realizar a
analise em triplicata. Em outro poco, foi depositado o padrdo de massa molecular
comercial Precision Plus Protein Dual Color Standards, da Bio-Rad, que serve como
marcador para as seguintes massas moleculares: 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa,
50 kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa e 10 kDa. Em seguida deu-se inicio a
eletroforese na placa de gel utilizando equipamento Mini-PROTEAN Tetra System da
Bio-Rad, aplicando tensdo de 150 V e corrente de 30 mA até finalizar a corrida das

amostras pelo gel.

Apos finalizada a eletroforese, deve-se fazer a revelagdo do gel. Primeiramente
deixa-se o gel sob agitagdo por 30-60 minutos imerso em solucdo corante de Comassie
Blue (0,575 g/L Comassie Blue Brilhant G 250; 45% v/v metanol; 55% v/v acido acético).
Em seguida faz-se algumas etapas de descoloracdo, mantendo o gel sob agitacéo,
imerso em solucdo descorante (8,5% v/v metanol; 6% v/v acido acético; 85,5% v/v agua
Milli-Q), fazendo trocas periddicas dessa solucéo.

O gel é digitalizado e é entdo feita a analise da sua densitometria, com auxilio do

software Image J, permitindo a determinacdo das proteinas presentes nas amostras.

3.4.3 Tensao Interfacial PPI-Oleo

Para determinar a tensao interfacial, utilizou-se o gonibmetro Teclis Instruments,
pelo método da gota pendente. Uma das amostras é colocada em uma seringa e a
tensao interfacial é determinada pela andalise do formato da gota formada, quando

imersa no 6leo.

Nessa analise, mediu-se a tensao interfacial de gotas de suspensdes com 10%

de PPI, em pH éacido (~2,6) e em pH neutro (~7,5), imersas no 6leo de laranja.

3.5 Emulsdes Testes

Para a formulacdo das emulsdes, inicialmente foram preparadas emulsdes de
30% m/m de 6leo de laranja com 0,1-1% NFC, de 30% 6leo e 10% PPI e de 40% O6leo,

54



0,5% NFC e 5% PPI. Em seguida, foi realizado o planejamento experimental avaliando

apenas o comportamento do isolado proteico de ervilha.

3.6 Planejamento Experimental

O planejamento de experimentos encontra-se muito associado ao estudo de
estabilidade de emulsdes, uma vez que este ainda é muito empirico. (ALMEIDA, 2012;
GASPAR, 2015; MIRHOSSEINI et al., 2007; MIRHOSSEINI; TAN; TAHERIAN, 2008)

Nesse planejamento, decidiu-se adicionar o pH da emulsGes como uma das
variaveis, juntamente com as concentracdes de 6leo essencial de laranja e do isolado
proteico de ervilha (PPI), devido a importancia dessa propriedade em emulsbes

estabilizadas por proteinas.

O intuito desse trabalho é correlacionar as propriedades fisico-quimicas das
emulsdes formadas com a suas estabilidades. Para isso, elaborou-se um planejamento
experimental fatorial completo do tipo 22 + 3 pontos centrais (Tabela 3.2), para se avaliar
os efeitos mais significativos para as respostas do sistema. O teor de 6leo foi variado de
20 a 40% em relagdo a massa total da emulsao, a concentragéo de PPI foi de 5% a 10%
em relagdo a massa da emulséo e o pH foi estudado em niveis acidos (~2,5) a neutros

(~7), utilizando solucdes de acido citrico para acidificar as emulsées.

Tabela 3.2 — Niveis do planejamento de experimentos

. Niveis
Variaveis
-1 0 1
Oleo de Laranja (%m/m) 20 30 40
Isolado Proteico de Ervilha
(%m/m) 5 7,5 10
pH Acido (~2,5) ~4,75 Neutro (~7)

A partir dos resultados obtidos, foram feitas analises estatisticas utilizando o
software Statistica 8.0 para determinacao dos efeitos de cada variavel e suas interacdes,

com intervalo de confiangca de 90%. A significancia desses efeitos € representada pelo
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p-valor, uma medida da probabilidade dessa variavel ter efeito significativo sobre a

resposta observada.

3.7 Preparo das Emulsdes

O preparo das emulsdes consiste na preparacao das fases aguosas e oleosa, nas
composicbes de cada experimento, seguido da homogeneizacdo das misturas,
formando as emulsGes. As emulsdes foram preparadas e estocadas em temperatura
ambiente (em torno de 25°C) no Laboratério de Engenharia de Fenbmenos Interfaciais
(LABEFIT). As andlises para caracterizagdo das emulsdes foram realizadas no dia em

gue foram preparadas, com excecao as analises dependentes do tempo.

3.7.1 Fases aquosas

Em um primeiro momento, as fases aquosas, também chamadas de mucilagens,
consistiram apenas da mistura e homogeneizacao do PPl em agua Milli-Q ou solugéo
acida (acido citrico), de acordo com o pH desejado. Esses componentes sao misturados
e levados a um homogeneizador de alta velocidade Ultra-Turrax® T 25 digital (IKA®) a
6.000 rpm por volta de trés minutos, Figura 3.1.

Figura 3.1 — Homogeneizador de alta velocidade Ultra-Turrax T 25 digital (IKA, 2019)

Ap6s a finalizacdo do planejamento, foram escolhidos os 3 pontos do

planejamento com maiores estabilidades para avaliar a influéncia da utiliza¢cdo de outros
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conservantes na formagéo das emulsdes. Para isso, foram adicionadas na formulacéo
das fases aquosas concentracdes fixas de 1,6% de acido citrico (conservante), 0,4% de

benzoato de sédio (antioxidante) e 0,4% de sorbato de potassio (bactericida).

3.7.2 Fase oleosa

A fase oleosa consistiu exclusivamente do éleo de laranja a ser misturado com a

fase aquosa nas proporcdes definidas pelo planejamento de experimentos.

Estudos com 6leo essencial de laranja doce demonstraram que ele pode
apresentar potencial anticarcinogénico e atividade ansiolitica, e seu odor apresenta
propriedades que reduzem sintomas de ansiedade e melhoram o humor. (DOSOKY;
SETZER, 2018)

3.7.3 Formacao da emulséao

As fases aquosa e oleosa de cada experimento foram misturadas utilizando um
homogeneizador de alta velocidade (Ultra-Turrax®) a 10.000 rpm por 15 minutos. Esse

tipo de homogeneizador costuma resultar em gotas na faixa de 2 a 10 ym de didametro.

Os homogeneizadores de alta velocidade estdo entre os métodos mais utilizados
para a homogeneizacao direta da emulsdo na industria de alimentos. As fases aquosa
e oleosa de cada experimento sdo misturadas e entdo colocadas em um recipiente
adequado, onde passa por um agitador com laminas que promovem o cisalhamento. A
rotacdo da lamina em alta velocidade resulta em uma combinacdo de gradientes de
velocidade longitudinal, rotacional e radial nos liquidos, perturbando a interface entre o
Oleo e a 4gua, misturando-os e rompendo as gotas maiores em menores. (ALMEIDA,
2012)
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3.8 Caracterizacao das Emulsdes

A estabilidade fisica das emulses formadas sera avaliada pelas seguintes
analises: indice de estabilidade, tenséo superficial, tamanho de gota, potencial zeta e

reologia (viscosidade sob cisalhamento e modulos viscoso e elastico).

3.8.1 indice de estabilidade

Para se fazer a observacao visual da liberagéo de 6leo, foram coletadas amostras
das emulsdes recém formadas em provetas graduadas. Essas provetas séo seladas e
deixadas em repouso por 15 dias, para que os mecanismos de desestabilizacdo possam

ocorrer.

Ao término dos 15 dias, séo marcadas as alturas de cada fase formada, permitindo
calcular o IE de acordo com a Eq. 19.

3.8.2 Tenséao Superficial

As medidas de tensdo superficial das emulsbes e das mucilagens foram
realizadas com o tensiébmetro K100 (Kriss Scientific) pelo método da placa de Wilhelmy.
Esse método se baseia no registro da forca durante a passagem da placa pela
superficie. A forca maxima exercida logo antes da ruptura do filme de liquido aderido na
placa permite o calculo da tenséo superficial. Com essa analise, pode-se predizer se

havera separacéo de fases e avaliar as interacdes intermoleculares.

Para garantir a medicdo dessa propriedade no tempo zero, as medi¢cfes foram
feitas apds as amostras serem reemulsificadas em um Ultra-Turrax® por 5 minutos a
10.000 rpm. Apoés o intervalo de 15 dias, em que as amostras foram deixadas em
repouso para se avaliar a estabilidade, foram medidas novamente as tensdes de cada

amostra.
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3.8.3 Diametro de gotas

Os diametros médios e distribuicbes de tamanhos das gotas foram analisado nas
emulsdes recém formadas por microscopia Optica, em campo claro. As medidas de
tamanho de gota fornecem um indicativo dos possiveis mecanismos de

desestabilizacao.

Para realizar a analise por microscopia Optica, uma gota da amostra € colocada
em uma laminula, que por sua vez é colocada sob as lentes do microscopio com
aumentos de 20 a 100 vezes. Para obter uma boa imagem com boa visualizacdo da
microestrutura da emulsao, sdo necessario ajustes na luz, foco e lente de aumento. Para
medi¢do dos tamanhos, foi feita a analise das fotos com o software AxioVision 4.8, a

partir da medicdo do didmetro de ao menos 200 gotas.

3.8.4 Potencial zeta

As medidas do potencial zeta das emulsGes e mucilagens foram realizadas no
equipamento Zeta Plus Analyser Brookhaven Instruments Corporation, utilizando o

modelo de Smoluchowski, com aproximacéo de Debye-Huckel.

Para possibilitar a analise, as amostras foram diluidas 400x em agua Milli-Q ou
em solugdes &cidas (4cido citrico) de acordo com o pH analisado. A partir das analises
do potencial zeta, pode-se predizer se as gotas estdo carregadas e se sao essas cargas

as responsaveis pela estabilidade do sistema devido a repulsdes eletrostaticas.

3.8.5 Reologia

Com o rebmetro rotativo AR-G2 (TA Instruments), foi analisada a reologia das
mucilagens e emulsdes produzidas. Foram feitas duas andlises: a variacdo da
viscosidade com a taxa de cisalhamento e variacao dos médulos viscoso e elastico com

a frequéncia angular.
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Para a maioria das amostras foi utilizada uma geometria cone-placa 2° de aco, de
60 mm de didmetro, com gap de 57um. Apenas para as mucilagens 4 e 8 foi necessario
utilizar geometria placa-placa, 40mm, com gap de 1000um, devido a alta concentracéo

de proteinas nessas amostras.

Os testes de viscosidade pela taxa de cisalhamento foram feitos em rampa
continua, variando a taxa de cisalhamento entre 0,02 e 1000 1/s, em um intervalo de 5
minutos. Os testes oscilatérios foram feitos variando a frequéncia angular de 1 a 100

rad/s, sob tensdo de 0,1 Pa.

Algumas possiveis fontes de erro nesse tipo de experimento séo: efeitos do gap
do redmetro (deve ser grande o suficiente para a emulsdo ser homogénea, mas
pequeno o suficiente para uma distribuicdo uniforme da tensdo de cisalhamento); efeito
de escorregamento da parede (se assume que o liquido em contato com as superficies
da geometria se movem em conjunto com ela, na mesma velocidade); separagéo
gravitacional (se houver cremeacgéo ou sedimentagéo ocorrendo durante o experimento
a distribuicdo de gotas se torna ndo-homogénea). (MCCLEMENTS, 2016)

3.9 Reologia Dilatacional Interfacial

O método da gota oscilatéria pode ser usado para caracterizar simultaneamente

a tensdo interfacial e a reologia dilatacional de uma interface liquido-liquido.

Para determinar a reologia dilatacional, aplica-se uma pressdo controlada na
seringa, variando o volume da gota. Com isso observa-se como a tensao interfacial (y)
se comporta com a variacdo da area interfacial (A), como descrito na Eq. 25. Ao se
utilizar uma frequéncia senoidal para essa variacao de volume, € possivel destrinchar a
elasticidade dilatacional (¢*) em médulos elastico (€’) e viscoso (€”). (MCCLEMENTS,
2016)

«_ _dy
€ = Jina Eq. 25

Para o estudo da reologia interfacial entre a fase aquosa com PPl e o Oleo de
laranja, utilizou-se o goniémetro Teclis Instruments e observou-se como uma gota da

fase aquosa se comportava imersa em 6leo. Foram utilizadas duas fases aquosas com
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0,01% de PPI, uma em pH neutro e outra em pH acido (2,5), acidificada com &cido
citrico. Como a tensao interfacial é pequena, € necessario fazer o teste em uma gota de
pequeno volume. Deste modo, os testes foram feitos com gotas de 2 uL, amplitude de
dilatacdo de 0,2 uL e frequéncia de 0,2 Hz. Este tamanho reduzido de gotas, assim
como a baixa concentracdo de PPI na fase aquosa, foram necessarios para se obter
gotas que suportassem a analise sem desprender da agulha. Devido a baixa tensao
interfacial, em conjunto com uma solubilidade das proteinas relativamente baixa, uma

pequena diferenca no peso das gotas impedia a realizacao da analise.

3.10 Encapsulamento de Vitamina E

Foi escolhido o a-tocoferol, conhecido popularmente como vitamina E, como

composto ativo a ser encapsulado nesse trabalho.

A vitamina E apresenta alto carater antioxidante e contribui para a prevencao de
diversas doencas degenerativas, como Alzheimer, cancer e doencgas cardiovasculares,
e para melhora da resisténcia a infec¢des. Seu uso sob encapsulamento é interessante
pela sensibilidade dessa vitamina a luz, calor, oxigénio, congelamento e meios alcalinos.
(GONZALES, 2019)

3.10.1 Preparo

Para o teste de encapsulamento, foi utilizado o sistema determinado como mais
estavel. A quantidade indicada para consumo (DRI) de a-tocoferol (vitamina E) por
adultos de ambos os sexos é de 15mg por dia. (PADOVANI et al., 2006; RIZVI et al.,
2014)

Dessa forma, o composto ativo foi misturado junto a fase oleosa da emulsédo na
concentracdo de 0,5% m/m em relagéo a quantidade de 6leo. Com essa quantidade, se
0 composto ativo for satisfatoriamente encapsulado, em um produto final com 0,5% 06leo,
seria possivel consumir até 2,5mg de vitamina E por 100g de produto, i.e., com o
consumo de uma embalagem de 600g de produto seria possivel alcancar o valor diario

indicado para consumo deste composto.
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3.10.2 Quantificacdo de compostos encapsulados

O grau de encapsulamento foi calculado pela quantificacdo do composto ativo
apés a emulsificacdo, através da técnica de espectrofotometria no UV/Vis, no
espectrofotbmetro Alpha Asw 002 UV-Vis Analyst 1803. Para isso, é feita a extragédo
liquido-liquido desse composto.

Para extracdo do nutriente, a-tocoferol, a quantificacéo foi feita seguindo o método
utilizado por Gaspar, 2015. Desse modo, uma aliquota de 1 g de emulséo foi extraida
com 10 mL de diclorometano. Para agilizar a extracdo e separacdo de fases, colocou-
se a amostra em uma centrifuga a 6000G por 3 minutos. ApOs a extracdo, a fase
contendo diclorometano foi diluida 24 vezes para a analise espectrofotométrica, com
comprimento de onda igual a 296 nm. Nessas mesmas condi¢fes foi construida uma
curva de calibragdo, possibilitando a obtencdo da concentracdo de a-tocoferol na

amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secao serdao apresentados os resultados do trabalho. Primeiramente seréo
apresentados os resultados para a caracterizacdo e producao de emulsdes teste com a
nanocelulose. Em seguida serédo apresentados os resultados para caracterizacdo do
PPI e 6leo de laranja, seguidos dos resultados do planejamento, reologia interfacial e

encapsulamento da vitamina E.
4.1 Nanocelulose

4.1.1 Potencial Zeta

O potencial zeta da nanocelulose foi determinando em uma suspenséo em agua
ultrapura, na concentragdo de 0,1% m/m, retornando o valor de -33,39 mV com desvio
de 1,84 mV.

Foi feita a andlise do comportamento do potencial zeta da suspensdo de
nanocelulose com a variagdo de pH em uma solu¢cdo com 0,01M de KCI, obtendo-se o

gréafico da Figura 4.1.

-10

Potencial Zeta

-15

Figura 4.1 — Comportamento do potencial zeta (em mV) em funcdo do pH de uma
suspensédo 0,1% m/m nanocelulose em solucdo 0,01M KCI

63



Observa-se que as nanoparticulas de celulose apresentam um potencial zeta
negativo em toda extensdo do pH. Este comportamento pode ser explicado pela
presenca dos grupos hidroxila em sua superficie, como mostrado na Figura 2.3, de
modo que, a medida que o pH aumenta, a densidade de cargas negativas na superficie

da particula aumenta, em funcao da adsorcéo dos grupos hidroxilicos.

Um comportamento relativamente semelhante da curva de potencial zeta versus
pH foi obtido por Prathapan et al., 2016, com nanocristais de celulose, e por Kargar et
al.,, 2012, com celulose microcristalina, ambos extraidos por hidrélise acida.
Kalashnikova et al., 2012, demonstram como o potencial zeta de uma solugdo, com
nanocristais de celulose bacteriana, diminui, em modulo, com o aumento na
concentracdo de ions no meio, justificando a diferenca encontrada para os valores de
potencial zeta em agua e na presenca de ions KCIl. (KALASHNIKOVA et al., 2012;
KARGAR et al., 2012; PRATHAPAN et al., 2016)

Esse resultado demonstra que, assim como nesses trabalhos da literatura, a
nanocelulose utilizada apresenta cargas negativas em sua superficie, que tendem a ser

neutralizadas em pH muito acido.

4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura resultou em imagens do filme de

nanocelulose metalizado (Figura 4.2).

A partir das fotos, foi possivel demarcar diversas fibras, de modo a se calcular as
médias do diametro e do comprimento das fibras de nanocelulose, assim como se
construir histogramas para as duas dimensdes (Figura 4.3). Dessa forma, a partir da
medida de 200 fibras em cada dimenséo, temos um comprimento médio de 652,4 nm
com desvio padréo de 371,8 nm; e um didmetro médio de 61,1 nm com desvio padrao
de 26,5 nm. Os histogramas foram produzidos a partir da ferramenta de andlise de
dados do programa Microsoft Excel, e pode-se afirmar que a distribuicdo de tamanhos

€ monomodal.
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Figura 4.2 — Micrografias da nanocelulose obtidas por microscopia eletrénica de
varredura
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Figura 4.3 — Histogramas da distribuicdo de tamanhos dos comprimentos e diametros
das nanofibras de celulose

4.1.3 Difrag&o de Raios-X (DRX)

A técnica de DRX retornou o difratograma abaixo (Figura 4.4), a partir do qual
pode-se extrair a informacgdo do grau de cristalinidade da amostra de nanocelulose,

assim como calcular o tamanho do cristalito.

No difratograma, pode-se observar a presenca de trés picos, em 20 de
aproximadamente 17°, 22° e 35°, caracteristicos da nanocelulose, como podemos ver
pela comparagdo com os difratogramas encontrados para este material nos trabalhos
de Ma et al, 2014 e Nobuta et al, 2016. (MA et al., 2014; NOBUTA et al., 2016)

A amostra de nanocelulose apresentou grau de cristalinidade de
aproximadamente 72% e tamanho de cristalito de aproximadamente 2,4 nm, menor do

gue o diametro encontrado pela analise do MEV. Esse valor de grau de cristalinidade

66



confirma a presenca de regides amorfas na amostra, corroborando a andlise de que a

nanocelulose utilizada é composta por nanofibras, e ndo por nanocristais.

Intensidade
(e}
(]
bS]
|

T
0 20 40 &0 80 100 120
oteta (°)

Figura 4.4 — Difratograma da nanocelulose

4.1.4 Tensao superficial

Para a determinacédo das propriedades de superficie da nanocelulose, foi medida
a tensao superficial de suspensdes com diferentes concentragbes desse material pelo
método da gota pendente. As concentracdes escolhidas foram de 0,1%, 0,5% e 1%

m/m, sendo as duas Ultimas as que serdo utilizadas para formulacdo das emulsdes.

Foram feitas ao menos trés medidas de cada concentragdo. Quanto maior a
concentracdo da amostra, mais medidas foram feitas por conta do aumento na

variabilidade dos resultados encontrados.

Deste modo, a Tabela 4.1 a seguir apresenta o numero de medidas, valor médio

e desvio padrdo da tenséo superficial das amostras:
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Tabela 4.1 — Medidas de tens&o superficial das amostras de nanocelulose em
diferentes concentracdes

Concentragéo Numero de Tensao Superficial (mN/m)
(Y%om/m) Medidas Média Desvio
0,1 3 76,53 0,07
0,5 5 75,45 0,87
1,0 7 70,43 1,81

Com base nesses resultados, pode-se observar que em suspensdes mais diluidas
as tensodes superficiais se mostraram maiores que da agua pura (72mN/m). Isso é um
indicativo da presenca de impurezas na amostra de nanocelulose. Com o aumento de
concentracdo, observa-se uma reducdo na tenséo superficial da suspenséo, atingindo

valores proximos ao da 4gua pura na suspensado com 1% de NFC.

Pode-se notar também o aumento na variacdo das medidas com o aumento da
concentracdo. Essa variagdo pode se dar pelo aumento da turbidez das amostras,
dificultando a passagem da luz e reduzindo a preciséo da medida.

Por si s0, esse comportamento ndo seria determinante, uma vez que 0 mecanismo
de estabilizacédo da nanocelulose se baseia principalmente no impedimento estérico das
gotas de Oleo por Pickering. No entanto, € um indicativo da presenca de impurezas na

amostra.

4.1.5 Angulo de Contato

O angulo de contato da agua sobre a nanocelulose foi determinado pelo método
de gota séssil. Foram feitas quatro medidas, cujos resultados da média e desvio podem

ser observados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Média e desvio padréo do angulo de contato do filme de nanocelulose
preparado a partir da secagem da suspenséo 3%

Angulo de Contato (°)

Média Desvio Padrao
56,6° 3,4°
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O valor encontrado (56,6°C) é condizente com uma superficie moderadamente
hidrofilica, o que é indicado para adsor¢ao na interface 6leo-agua, ja que uma afinidade

muito grande por uma das fases tornaria a particula menos adequada para estabilizar a
emulséo.

4.1.6 Espectrofotometria de Infravermelho com Transformada de Fourrier
(FTIR)

A amostra de nanocelulose seca e triturada foi enviada para analise no Instituto

de Macromoléculas (IMA) — UFRJ. O resultado desta analise pode ser observado na
Figura 4.5 a seguir.
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Figura 4.5 — FTIR-ATR da nanocelulose

O espectro obtido é semelhante a outros reportados na literatura, porém com a
diferenca dos picos nas faixas de 3334 cm™ e 2860 cm?, reportados como sendo as
vibracbes de alongamento de O-H e C-H, respectivamente, terem sido
consideravelmente menos pronunciados. O pequeno pico em 1630 cm™ representa a
vibracédo de ligacGes O—H de Agua absorvida e os picos entre 1316-1340 cm™ estédo
relacionados as vibracdes de flexdo dos grupos C-H e C-O presentes nos aneéis
arométicos de polissacarideos, presentes na celulose. O maior pico, em 1023 cm?,

corresponde a vibragédo de flexdo do C—O—-C no anel de piranose. O pico em 1431 cm™?
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indica a presenga de lignina na amostra. (LANI et al., 2014; THEIVASANTHI et al., 2018;
WULANDARI; ROCHLIADI; ARCANA, 2016)

4.1.7 Emulsdes Teste

ApOs fazer as caracterizagfes, foram realizados alguns testes para verificar a
capacidade de emulsificagdo da nanocelulose (NFC) e em conjunto com o isolado
proteico de ervilha (PPI). Foram preparadas emulsdes com 30% m/m de 6leo de laranja

com 0,1-1% NFC e de 40% 6leo, 0,5% NFC e 5% PPI.

Como pode ser visto na Figura 4.6, em todos os testes realizados, néo foi possivel
dispersar eficientemente o 6leo na fase aquosa, ocorrendo a separacao de fases oleosa

e aquosa imediatamente apés a cessacdo da homogeneizacao.

Figura 4.6 — Fotografias das amostras do teste de emulsificagcdo com nanocelulose: a)
1% NFC e 30% 0leo; b) 0.1% NFC e 30% 0leo; c) 0,5% NFC, 40% Oleo e 5% PPI

Como comentado apds o teste de tensé@o superficial da nanocelulose, havia
indicios da presenca de impurezas na amostra fornecida. Possivelmente, essas
impurezas apresentam alguma propriedade que impediu a adsor¢do das fibras na
superficie das gotas, impossibilitando a formagéo da emulsdo. Por se tratar de uma
amostra proveniente de um rejeito industrial, ndo € possivel saber quais seriam essas

impurezas.
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Por conta deste resultado, em conjunto com o fato de a emulséo teste com apenas
PPI ter se mostrado estavel, foi decidido pelo abandono do uso da nanocelulose e

formulacao do planejamento de experimentos apenas com o isolado proteico.

4.2 Caracterizagdo do Isolado Proteico de Ervilha e Mucilagens

4.2.1 Razao Vn/Lg

Como descrito no item 2.2.3, o perfil de proteinas no isolado de ervilhas é
composto principalmente por: legumina (Lg), vicilina (Vn), convicilina, lipogenase e
inibidores de protease. Além das subunidades descritas nesse item, em meio redutor
(utilizacdo de 2-mercaptoetanol) a legumina ainda costuma apresentar bandas n&o
reduzidas na faixa de 60-65kDa. (BARAC et al., 2010)

Dessa forma, temos que o0s sinais presentes no gel de poliacrilamida nas

seguintes faixas de massa molecular representam as seguintes proteinas (Tabela 4.3):

Tabela 4.3 — Massas moleculares das fra¢des proteicas do PPI

Proteina Massa Molecular (kDa)
Vicilina 47-50 (subunidades maiores)
34; 30; 25 (subunidades menores)
60-65 (ndo reduzida)
Legumina ~40 (4cida)
~20 (basica)
Convicilina \ 70-75
Lipogenase 93-100
Inibidores de Protease \ 10-12

Uma corrida preliminar foi realizada para se determinar a melhor concentracéo

para se fazer a corrida em gel, obtendo-se assim a placa apresentada na Figura 4.7:
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Figura 4.7 — SDS-PAGE preliminar

A partir da analise densitométrica desse gel, pode-se confirmar a presenca de
grande parte dessas proteinas e escolher a concentracéo de 1 g/L de PPl em solucdo
tampéo para o teste seguinte, realizado em triplicata para maior confiabilidade na

determinacgdo das proteinas presentes, como pode ser visto na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — SDS-PAGE do PPI em triplicata

Desse modo, analisando todas as fragfes proteicas observadas no gel, pode-se
fazer a andlise densitométrica com auxilio do software Image J, obtendo-se uma razéo
Vn/Lg de 1,29 +- 0,11.

4.2.2 Isoterma de Compressao

A partir da andlise das isotermas de Langmuir do agente emulsionante, podem ser
obtidas informagBes quanto a natureza do filme formado. Foi avaliado o filme do isolado

proteico de ervilha, com visto na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Isoterma de Compresséao do PPI

O filme foi capaz de reduzir a tensao superficial da dgua, como pode-se observar
pelo grande aumento na pressao superficial, acima de 20 mN/m, durante a reducdo da
area disponivel entre as barreiras. O formato da isoterma é caracteristico de um liquido
condensado, indicando que o PPI deve formar filmes densos e elasticos, fornecendo
uma barreira mecanica a coalescéncia, o que resultaria em emulsdes estaveis. A
elasticidade desse filme, definida pela Eq. 13, foi calculada se utilizando dois pontos na

regido linear de aumento de presséao logo antes do colapso, e é de €=10,67mN/m.

A area ocupada por uma molécula na superficie pode ser estimada considerando-
se uma massa molar média do isolado proteico. Sabendo que a massa molecular da
vicilina é de aproximadamente 170 kDa e da legumina é de aproximadamente 320 kDa,
e com a informacéo do SDS-PAGE de que a amostra apresenta propor¢cdo Vn/Lg de
1,29, entdo pode-se estimar a massa molecular média do isolado proteico como sendo
aproximadamente 236 kDa. (BARAC et al., 2010)

Com isso, considerando que no ponto de maxima pressao superficial na isoterma
h& uma monocamada de moléculas de proteina, a area média ocupada por molécula é

de aproximadamente 53,9 nm2.
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4.3 Tens&o Superficial e Interfacial do Oleo de Laranja

4.3.1 Tensao superficial

Pelo método de gota pendente, apds calibracdo do aparelho, a tensao superficial
do dleo de laranja foi determinada pela média e desvio padrdo de trés medidas,
utilizando a densidade fornecida no laudo técnico (0,845 g/mL). Desse modo, o valor
encontrado foi de 28,6 mN/m com desvio padrdo da réplica de 0,1 mN/m.

Também foi feita a medida dessa propriedade pelo método de placa de Wilhelmy,

se obtendo uma tensao superficial de 28,2 mN/m.

4.3.2 Tensao interfacial do 6leo com a 4gua

Pelo método da gota ascendente, foi medida a tenséo interfacial entre esse 6leo
e agua ultrapura Milli-Q. Foi obtida uma tensao interfacial de 6,4 mN/m com desvio
padrao da réplica de 0,1 mN/m, proximo dos valores encontrados por Arneodo et. al. em
1988, de 6,6 a 8,2 mN/m. (ARNEODO et al., 1988)

Esse valor baixo de tensao interfacial pode ser explicado pela presenca, mesmo
que em pequenas quantidades, de linalol e outros tracos de compostos presentes no
Oleo essencial de laranja, que tendem a se concentrar na interface para reduzir a tensao

entre as fases.

4.3.3 Tensao interfacial do 6leo com as mucilagens

Pelo método de gota pendente, foram determinadas as tensdes interfaciais de

duas suspensdes de PPI (10%) em 6leo de laranja, com desvio padrao de trés medidas.

Desse modo, a tensé@o encontrada para a suspenséo em pH acido (2,5) foi de 2,9
mN/m com desvio padréo de 0,1 mN/m. Em pH neutro (7,0) essa tenséo foi de 3,4 mN/m

com desvio padrdo de 0,2 mN/m. Comparando com o valor obtido para a tenséo
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interfacial com &gua pura (6,3 mN/M), observa-se que o filme de proteina foi capaz de
reduzir pela metade a tenséao interfacial entre as fases aquosa e oleosa, demonstrando
a sua capacidade tensoativa, também observada pelo estudo com a balanca de
Langmuir. Vale ressaltar que em pH mais acido obteve-se uma tenséao interfacial menor
do que em pH neutro, possivelmente pela deshaturacdo e mudanca de conformacao
das proteinas, reduzindo sua solubilidade e, consequentemente, aumentando sua

adsorcao na interface agua-oleo.

4.4 Caracterizacao das Mucilagens

Para a determinacdo das propriedades de superficie das mucilagens, foram
realizadas medidas da tensdo superficial pelo método da placa de Wilhelmy e das
propriedades reoldgicas. As concentracbes de PPl variaram de 6,3% a 16,7%
Mppi/ Muucilagem, d€ Modo que ao serem misturadas com o 0leo, a concentracéo de PPI
da emulsdo formada seja a do planejamento. Foram analisadas as variacdes das
viscosidades com taxa de cisalhamento, tendo sido escolhida a taxa de 0,1 s para se
fazer a comparacéo das viscosidades entre as amostras, pois como as mucilagens séo
fluidos pseudoplasticos, a viscosidade em taxa menores € mais representativa. Os

resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Resultados das propriedades das mucilagens

Variaveis Tenséo . )
Viscosidade
Mucilagem %PPI pH Superficial
_ _ a0,1s*(cP)
mucilagem  mucilagem (mN/m)
1 6.3% 7,60 47,1 661
2 12,5% 7,31 52,7 47110
3 8,3% 7,46 47,1 903
4 16,7% 7.48 54,1 2027000
5 6,3% 2,49 48,1 53310
6 12,5% 2,51 49,6 245200
7 8,3% 2,65 48,8 71140
8 16,7% 2,54 47,5 220800
9 10,7% 4,80 47,7 66670
10 10,7% 4,80 48,0 50940
11 10,7% 4,69 48,5 33600
Média dos pontos centrais 47.9 50400
Desvio padrdo dos pontos 0.7 16540
Erro relativo dos pontos 1.4% 32.8%
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Dessa forma, pode-se observar que em quase todas as mucilagens com mais de
12% de PPI (isso é, aquelas correspondentes ao nivel superior de %PPlemusso NO
planejamento) apresentaram valores maiores de tensdo superficial do que as
mucilagens com menos PPI. Esse aumento pode se dar pela formacao de uma estrutura
tridimensional em altas concentragdes de proteina, o que ocasiona um aumento de
viscosidade nessas amostras. Esse valor elevado de viscosidade pode introduzir erros
na medida da tenséo superficial pelo método da placa, ja que este envolve a penetracao
da superficie pela placa e seu icamento através de uma solugéo com elevada resisténcia
ao deslizamento.

A maioria das formulacdes apresentam viscosidade bastante elevada (acima de
10* cP em baixas taxas de cisalhamento), evidenciada pela aspecto de gel observado.
Essa alta viscosidade da mucilagem € um indicativo de um possivel comportamento de
gel na emulsdo, que tende a ser benéfico para sua estabilidade. Entretanto, uma
mucilagem com alta viscosidade pode levar a desafios operacionais em um
processamento em larga escala, devido a maior dificuldade de transporte por
tubulacbes, além de afetar a medida de tensédo superficial. Como pode-se observar no
gréfico da variacao de viscosidades com a taxa de cisalhamento (Figura 4.10), as

mucilagens apresentam comportamento pseudoplastico.

. Viscosidade Mucilagens
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Figura 4.10 — Gréfico de viscosidades em funcéo das taxas de cisalhamento das
mucilagens
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Foi feita a andlise de efeitos das variaveis independentes do planejamento de
experimentos, utilizando intervalo de confianca de 90%. O software Statistica faz a
analise de efeitos com base no planejamento de experimentos das emulsdes, por conta
disso, o efeito da concentracdo de PPl e de 6leo na emulsdo atuam em conjunto para
definir o efeito da concentracdo de PPI ha mucilagem (quanto maior a concentracao de
O0leo a ser utilizada na emulsdo, maior a concentracdo de PPl na mucilagem
correspondente, pois a mesma quantidade de PPl sera diluida em uma menor

guantidade de fase aquosa).

Uma vez que os efeitos na tensao superficial sdo devido a problemas de medida
causados pela alta viscosidade, ndo faz sentido realizar a analise de efeitos

significativos para a tenséo superficial.

Pode-se verificar na Tabela 4.5 os efeitos significativos para a viscosidade da
mucilagem sob taxa de cisalhamento de 0,1 s Observa-se que o p-valor da curvatura
foi inferior a 0,10, indicando que a hipo6tese de linearidade teria sido confirmada. Dessa
forma, as interacbes que causam a formacdo da estrutura responsavel pelo
comportamento de gel séo intensificadas com o aumento da concentracdo de PPI na
mucilagem. No nivel de pH mais &cido, as proteinas mudam de conformacéo,
possivelmente reduzindo sua solubilidade. Desse modo, em pH neutro teria uma maior
quantidade de proteinas em solucéo, intensificando as forcas da rede viscoelastica

formada.

Tabela 4.5 — Efeitos das variaveis sobre a viscosidade das mucilagens

Viscosidade a 0,1 s

Efeito Estimado  Erro Padrdo  p-valor!

Média / Intersecédo 308425 5848 0,000

Curvatura -516044 22397 0,002

(1) % PPI emulséo? 553844 11697 0,000
(2) % Oleo emuls&o? 443710 11697 0,001
(3) pH 420986 11697 0,001

1x2 434675 11697 0,001

1x3 482429 11697 0,001

2x3 546356 11697 0,000

Valores de p < 0,10 indicam que a variavel é estatisticamente
significativa (em negrito)
2A relacéo entre %PPI e %0leo presentes na emulsdo determina a
concentracao de PPI presente na mucilagem
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Porém, ao se analisar o gréfico de valores previstos contra observados, Figura

4.11, pode-se notar uma concentracdo de dados no inicio da curva, com apenas um

ponto deslocando o0 modelo. Isso pode indicar que o modelo linear ndo seria 0 mais

indicado para essa propriedade.

Predicted Values

2E6

Observed vs. Predicted Values

2**(3-0) design; MS Pure Error=273622E3

DV: Visc Mucilagem [0.1/s] (cP)

1.5E6

1E6

SES |

-5E5
-5ES

1E6 1.5E6 2E6 2.5E6
Observed Values

Figura 4.11 — Grafico de valores preditos contra valores observados para a

viscosidade das mucilagens

4.5 Resultados do Planejamento de Experimentos

Para avaliar a estabilidade de emulsdes e suas propriedades fisico-quimicas, foi

realizado um planejamento fatorial completo com triplicata no ponto central, uma vez

gue este inclui todas as possiveis combinacdes entre os niveis dos fatores do

experimento. Desta forma foi possivel avaliar os efeitos das variaveis do sistema e suas

\

interacBes. Foram analisadas as respostas em relacdo a estabilidade, a tensao

superficial, ao potencial zeta, ao tamanho de gota e a reologia. Na Tabela 4.6, pode-se

observar todos os resultados do planejamento de experimentos.
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Tabela 4.6 — Resultados do planejamento experimental

o . Diametro Médulos a Tensao_
N variaveis Estabilidade 1! Medio de Viscosidade  lradis S‘Zrﬁ’]el\j;r'rf;a'
. ) apoés 15 dias (mV) Gotas a0,1s?(cP) G G’ ) 5
%PPlI %Oleo  pH (mm) (Pa) (Pa) t=0 t=15d
1 - - + 48,6% -36,30 6,7 151 0,009 0,035 29,4 38,8
2 + - + 92,4% -40,85 3,8 1393 0,129 0,150 39,1 50,6
3 - + + 87,5% -56,96 10,9 744 0,011 0,060 33,3 46,0
4 + + + 100% -49,73 6,8 97320 31,63 14,71 40,7 57,5
5 - - - 67,0% 48,51 10,8 306 0,008 0,023 31,0 46,9
6 + - - 100% 47,87 9,9 3562 1,025 0,383 36,9 59,5
7 - + - 92, 7% 52,95 10,4 1121 9,785 2,377 30,8 44,6
8 + + - 100% 65,60 54 22210 25,83 8,862 40,3 58,0
9 0 0 0 64,9% -14,34 20,1 4481 3,61 1,465 31,2 38,9
10 0 0 0 67,0% -15,39 19,9 3248 3,505 1,588 29,8 39,8
11 0 0 0 62,4% -13,58 21,2 15180 7,935 251 33,2 37,5
Média dos pontos centrais 64,8% -14,44 20,4 7640 5,017 1,854 31,4 37,6
Desvio padréo dos pontos 2.3% 0,91 07 6560 2528 0571 1,7 1,4
centrais
Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 6,3% 3,3% 85,9% 50,4% 30,8% 55% 3,6%
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Para se avaliar a relacao entre a estabilidade e as propriedades fisico-quimicas
das emuls@es, foi calculada a matriz de correlacdes entre as variaveis dependentes do
planejamento. A partir dessa matriz, que pode ser vista na integra no Anexo D, foram
consideradas como significativas as correlacbes com médulo acima de 0,60. Dessa
forma, é possivel perceber uma alta correlacdo da estabilidade com o médulo do
potencial zeta (0,69), assim como com a tensao superficial da emulsdo no tempo zero
(0,80) e da mucilagem (0,60). Sendo os efeitos das tensdes causados por problemas de
medida relacionados com a viscosidade, andlise reforcada pela alta correlacédo entre a
tensao superficial e as propriedades reolédgicas, ndo seria indicado utilizar esse dado
para correlacionar com a estabilidade. No entanto, isso indica que deve haver uma

relagé@o entre a reologia e estabilidade das emulsoes.

4.5.1 Estabilidade

Foram feitas as emulsées com as diferentes formulacdes, seguindo os niveis do
planejamento de experimentos, utilizando o isolado proteico de ervilha. A Tabela 4.7
mostra os resultados em relagédo a porcentagem de emulsao estavel apos 15 dias. Nela,
pode-se observar que as amostras 4, 6 e 8 foram as que apresentaram resultados
satisfatorios quanto estabilidade, ndo apresentando separagéo de fases apds 15 dias;

como pode se observar na Figura 4.12.

Tabela 4.7 — Resultados da estabilidade das emulsées com PPI

3 Variaveis (nivel) Estabilidade
Emulséo apo6s 15
%PPI  %Oleo  pH dias
1 - - + 48,6%
2 + - + 92,4%
3 - + + 87,5%
4 + + + 100%
5 - - - 67,0%
6 + - - 100%
7 - + - 92,7%
8 + + - 100%
9 0 0 0 64,9%
10 0 0 0 67,0%
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- Variaveis (nivel)
Emulséo

%PPI  %Oleo pH

Estabilidade
apo6s 15
dias

11 0 0 0

62,4%

Média dos pontos centrais

64,8%

Desvio padrdo dos pontos centrais

2,3%

Erro relativo dos pontos centrais

3,5%

Em uma primeira andlise, é possivel notar que as amostras com nivel superior de

emulsificante apresentaram maiores estabilidades, assim como as com nivel superior

de Oleo. Pode-se justificar esse comportamento, pois, quanto maior a quantidade de

6leo menor é a velocidade de cremeacgédo. (TADROS, 2004)

Figura 4.12 — Provetas com amostras de emulsdes apds 15 dias: amostras 1 a 11, da
esquerda para a direita

Na andlise visual é possivel observar que nas amostras que se mostraram

instaveis ha a separacdo em 3 fases: uma fase menos densa, composta pela emulsao;

uma fase intermediaria, chamada de clarificado, composta por fase aquosa em excesso;

e ao fundo, uma fase depositada, provavelmente composta por excesso de PPl ndo

adsorvido e nao solubilizado. Para verificar essa hipotese, foram deixadas amostras de

mucilagem em repouso e, ap6s algum tempo, foi possivel observar a decantagédo de

proteina insoluvel. As emulsdes que apresentam esse comportamento de separacao

podem ser reformadas por uma agitagdo branda, podendo ser consideradas mais

desejaveis do que se a fase oleosa se separasse do resto da emulséo.
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Pode-se notar também a diferenca de coloracdo entre as emulsdes do ponto
central, mais amareladas, das demais emulsfes, mais esbranquicadas, possivelmente
devido a menor quantidade de proteina dissolvida na fase aquosa. No pl a solubilidade
do PPI diminui, como pode ser observado pela diferenca de turbidez das fases
clarificadas entre as emulsdes do ponto central e as demais. Por conta dessa baixa
solubilidade, tem uma quantidade menor de proteinas livres na fase aquosa, reduzindo
assim a turbidez da emulséo e expondo as gotas (de coloragéo alaranjada) a uma maior

incidéncia de luz. Demais imagens das emulsdes podem ser observadas no Anexo B.

As amostras no ponto central (9-11), apesar de resultar em indices de Estabilidade
maiores do que da amostra 1 e na mesma faixa da amostra 5, demonstraram alta
instabilidade, ocorrendo a separacéo de fases em questdo de minutos (30-45 minutos),
enquanto as separagfes das outras amostras se prolongaram por algumas horas. Essa
alta instabilidade nos pontos centrais era esperada, considerando que nessas condi¢cdes
0 pH das emulsbes (~4,7) é relativamente préximo do ponto isoelétrico do PPI (~4,3),
em que devido a auséncia de forcas eletrostaticas, ocorre uma redugdo na repulséo

entre as gotas, levando a emulsdes menos estaveis.

Vale ressaltar que até o momento da redagcdo deste documento, as emulsdes
estaveis mantiveram-se sem separacgao de fases, apresentando assim uma estabilidade

de ao menos 2 meses.

Os efeitos de cada variavel na estabilidade, apresentados na Tabela 4.8, podem
ser identificados a partir de analises dos resultados do planejamento de experimentos,
utilizando o software Statistica.

Tabela 4.8 — Efeito das variaveis sobre a estabilidade das emulsdes.

indice de Estabilidade

Efeito Estimado Erro Padrao p-valor!

Média / Intersecao 85,9% 0,8 0.000
Curvatura -42,6% 2,9 0.005

(1) % PPI 24,3% 1,5% 0.004

(2) % Oleo 18,2% 1,5% 0.007

(3) pH -8,0% 1,5% 0.034

1x2 -14,4% 1,5% 0.011

1x3 4,2% 1,5% 0.110

2x3 5,4% 1,5% 0.071

Valores de p < 0,10 indicam que a variavel é estatisticamente significativa (em negrito)
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Desse modo, pode-se perceber que, a excecao do efeito da interacao entre a
porcentagem de PPl e o pH, todos os outros efeitos foram significativos para a obtencao
de altas estabilidades. Os efeitos da %PPI (1) e %0leo (2) apresentaram efeito positivo,
de modo que ao aumentar esses fatores do nivel -1 para o nivel 1 leva ao aumento da
estabilidade. Essas respostas estdo de acordo com a primeira andlise feita. O efeito da
interacéo entre %PPI e %0leo (1x2) é negativo, indicando que o efeito sinérgico entre

eles pode ser prejudicial a estabilidade.

Além disso, o efeito do pH (3) também é negativo, demonstrando que no nivel
inferior de pH as amostras tiveram um aumento na estabilidade. Gharsallaoui et al.,
2009, atribui esse comportamento ao fato de em pH acido as globulinas dissociadas
formarem redes viscoelasticas mais densas e fortes ao adsorver na interface O/A.
Entretanto, verificando os demais resultados apresentados no decorrer deste trabalho,
pode-se notar que a reducéo do pH resultou em uma diminuicdo na viscosidade e nos
médulos viscoso e elastico das emulsfes, indicando que, para este sistema, as redes
viscoelasticas formadas apresentam maior forca em pH neutro. Entrementes, a
utilizacdo do nivel inferior de pH foi positiva para o aumento do valor absoluto de
potencial zeta desse sistema. Sendo assim, propfe-se que o efeito do pH para o
aumento da estabilidade estda mais relacionado ao aumento de impedimento

eletrostéatico do que a reologia das emulsdes.

O p-valor da curvatura abaixo de 0,10 confirma a hipétese de linearidade
estabilidade em relagéo a esses fatores e a Figura 4.13 apresenta o gréfico de valores
preditos contra valores observados, demonstrando que o modelo descreve

relativamente bem a estabilidade das emulsdes.
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Observed vs. Predicted Values
2"*(3-0) design; MS Pure Error=.0004666
DV: Estabilidade
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Figura 4.13 — Grafico de valores preditos contra valores observados para a
estabilidade

4.5.2 Tensao Superficial

A Tabela 4.9 mostra os resultados em relacdo a tensao superficial das emulsdes

formadas no tempo zero e apés 15 dias.

Tabela 4.9 — Resultados de tenséo superficial das emulsbes com PPI

Tensao
Emulsio Variaveis Estabilidade Superficial
apé6s 15 dias (mN/m)
%PPlI  %Oleo pH t=0 t=15bd
1 - - + 48,6% 29,4 38,8
2 + - + 92,4% 39,1 50,6
3 = + + 87,5% 33,3 46,0
4 + + + 100% 40,7 57,5
5 - - - 67,0% 31,0 46,9
6 + - - 100% 36,9 59,5
7 o + - 92,7% 30,8 44,6
8 + + - 100% 40,3 58,0
9 0 0 0 64,9% 31,2 38,9
10 0 0 0 67,0% 29,8 39,8
11 0 0 0 62,4% 33,2 37,5
Média dos pontos centrais 64,8% 31,4 37,6
Desvio padrdo dos pontos centrais 2,3% 1,7 1,4
Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 55% 3,6%
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E possivel perceber que, de modo geral, as emulsées com maiores estabilidades
apresentaram também maiores tensdes superficiais. Aquelas com as menores
estabilidades apresentaram em um primeiro momento tensdes superficiais na faixa de
30 mN/m, bastante préximas da tensdo superficial do 6leo de laranja (~28 mN/m). Isso
pode demonstrar uma liberacéo de 6leo, invisivel a olho nu, mas representativa para a

estabilidade final das amostras.

Além disso, é notavel que apos serem deixadas em repouso por 15 dias, todas as
emulsdes sofreram aumentos em suas tensdes superficiais. Esse aumento pode ter
duas origens. Assim como foi comentado para a medida da tensdo superficial das
mucilagens, a formacdo de uma rede tridimensional pela presenca da proteina soluvel
eleva muito a viscosidade da emulsdo, o que pode interferir na medida da tenséo
superficial. Outro fator é a precipitacdo do excesso de proteina da fase continua, o que

também provocaria o aumento da tenséo superficial da emulsdo com o tempo.

Essa andlise é corroborada pela alta correlacdo obtida no planejamento entre a
tensao superficial e as variaveis relacionadas a reologia das emulsées (Anexo D). Como
essa correlacao é positiva, quanto maiores forem a viscosidade e os modulos viscoso e
elastico, maior tende a ser a tensdo superficial. Sendo assim, é esperado que as

amostras com maiores viscosidades apresentem também maiores estabilidades.

Também é possivel notar que as amostras com maiores tensdes superficiais
foram aquelas com maiores quantidades de proteina. Ressalta-se que o efeito
normalmente esperado seria que o aumento na quantidade de PPl (que tem
propriedades tensoativas), promovesse uma reducdo na tenséo superficial. No entanto,
em funcdo dessa interferéncia da viscosidade na medida, observa-se o aumento no

valor da tenséo.

Como os efeitos na tenséo superficial sdo causados por problemas de medida,

ndo faz sentido realizar a andlise de efeitos significativos para a tenséo superficial.

4 5.3 Potencial Zeta

A Tabela 4.10 mostra os resultados em relacdo ao potencial zeta das emulsfes

recém formadas.
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Tabela 4.10 — Resultados de potencial zeta das emulsdes com PPI

Estabilidade Potencial

Emulséo variaveis apo6s 15 Zeta
%PPI %0leo pH dias (mV)
1 - - + 48,6% -36,30
2 + - + 92,4% -40,85
3 - + + 87,5% -56,96
4 + + + 100% -49,73

5 - - - 67,0% 48,51

6 + - - 100% 47,87

7 - + - 92,7% 52,95

8 + + - 100% 65,60
9 0 0 0 64,9% -14,34
10 0 0 0 67,0% -15,39
11 0 0 0 62,4% -13,58
Média dos pontos centrais 64,8% -14,44
Desvio padréo dos pontos centrais 2,3% 0,91
Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 6,3%

Esses resultados demonstram que as amostras com valores absolutos elevados
de potencial zeta (>40mV) tendem a apresentar maiores estabilidades, indicando uma
contribuicdo consideravel de impedimento eletrostatico para a estabilizacdo das
emulsdes.

Vale ressaltar a inversédo de sinal do potencial zeta entre os niveis de pH do
planejamento, como esperado. Pelo fato das proteinas serem moléculas anfifilicas, suas
cargas efetivas variam de acordo com o pH do meio. Acima do ponto isoelétrico da
proteina (pl~4,3), no qual a carga efetiva é nula, ha uma maior quantidade de sitios
carregados negativamente na estrutura da proteina, de modo que o potencial zeta se
torna negativo. Em pH &cido, abaixo do pl, essa carga efetiva se torna positiva,
invertendo o sinal do potencial zeta, como visto pelo resultado do planejamento de

experimentos.

Os efeitos de cada variavel no valor absoluto do potencial zeta, apresentados na
Tabela 4.11, podem ser identificados a partir de analises dos resultados do

planejamento de experimentos, utilizando o software Statistica.
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Tabela 4.11 — Efeito das variaveis sobre o valor absoluto do potencial zeta das
emulsdes.

Moédulo do Potencial Zeta

Efeito Estimado Erro Padrao p-valor?

Média / Intersecéo 49,84 0,32 0,000
Curvatura -70,81 1,23 0,000

(1) % PPI 2,34 0,64 0,068

(2) % Oleo 12,92 0,64 0,002

(3) pH -7,78 0,64 0,007

1x2 0,39 0,64 0,610

1x3 -3,67 0,64 0,029

2X3 1,84 0,64 0,104

Valores de p < 0,10 indicam que a variavel é estatisticamente significativa (em negrito)

Desse modo, pode-se perceber que apenas os efeitos das interagbes entre as
concentracdes de proteina e de Oleo (1x2), e entre a concentragéo de 6leo e o pH (2x3)

ndo foram significativos para a obtencdo de potenciais zeta elevados em médulo.

O aumento da concentracdo de PPl resulta em maiores potenciais zeta,
provavelmente por uma maior adsor¢ao de proteinas carregadas nas interfaces. Com o
aumento da quantidade de 6leo, aumenta-se a area interfacial, possibilitando que parte
da quantidade de proteinas livres na fase aquosa tenham onde adsorver, aumentando

assim o efeito da repulséo eletrostatica.

Com efeito negativo para o pH, é possivel que no nivel inferior de pH (~2,5) as
proteinas mudem para uma conformagdo com maior adsorcdo as gotas ou maior
densidade de cargas do que no nivel superior (pH neutro), aumentando assim a carga
efetiva e, consequentemente, o potencial zeta. Essa relacao entre o pH e as proteinas
ainda ajudaria a explicar o efeito da interacdo entre pH e a concentracdo de PPI ser

significativo.

O p-valor da curvatura abaixo de 0,10 confirma a hipétese de linearidade das
propriedades em relacdo ao médulo do potencial zeta e a Figura 4.14 apresenta o
grafico de valores preditos contra valores observados, demonstrando que o modelo

descreve relativamente bem essa propriedade.
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Observed vs. Predicted Values
2"*(3-0) design; MS Pure Error=.8260333
DV: Potencial Zeta (mV) - Modulo
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Figura 4.14 — Gréfico de valores preditos contra valores observados para o
mdédulo do potencial zeta

4.5.4 Diametro de gotas

A Tabela 4.12 mostra os resultados em relacdo ao didmetro médio de gotas das

emulsdes formadas.

Tabela 4.12 — Resultados diametro médio de gotas das emulsées com PPI

Variaveis Estabilidade Diametro

Emulséao apés 15 de Gotas
%PPI  %Oleo pH dias (um)
1 - - + 48,6% 6,7
2 + - + 92,4% 3,8
3 - + + 87,5% 10,9
4 + + + 100% 6,8
5 - - 67,0% 10,8
6 + - - 100% 9,9
7 - + - 92,7% 10,4
8 + + - 100% 54
9 0 0 0 64,9% 20,1
10 0 0 0 67,0% 19,9
11 0 0 0 62,4% 21,2
Média dos pontos centrais 64,8% 20,4
Desvio padréo dos pontos centrais 2,3% 0,7
Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 3,3%
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E possivel notar que, como esperado, as emulsdes com menores didmetros
médios de gotas tendem a apresentar estabilidades relativamente maiores. Pode-se
ainda perceber a instabilidade das emulsdes no ponto central pelo aumento

consideravel do tamanho médio das gotas.

Na Figura 4.15, fica clara essa desestabilizacdo nos pontos centrais ao se

observar como o comportamento das gotas, grandes e com formas irregulares, é

diferente das demais amostras (Figura 4.16).

Figura 4.15 — Imagens de microscopia de amostras do ponto central (aumento 50x)

Nas micrografias das amostras mais estaveis (4, 6 e 8), Figura 4.16, é possivel
perceber uma grande concentracdo de gotas pequenas em contato proOximo, com 0S
filmes de proteinas nas interfaces impedindo que ocorra coalescéncia e formando uma

estrutura semelhante a um gel que restringe 0 movimento das gotas.

E possivel ainda observar que nas amostras 3 e 7 (Figura 4.16) ocorreu a
formacdo de algumas gotas com emulsdo multipla. Em ambos os casos as emulsdes
estdo em condicdo de alta concentragdo de Oleo e baixa concentracdo de proteinas.
Altas concentracdes da fase dispersa podem favorecer a inversdo da emulsédo, o que,
aliado a baixa concentracao de proteinas, pode justificar a formacdo de emulsdes

multiplas.
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Figura 4.16 — Imagens de microscopia das amostras 1 a 8 do planejamento de
experimentos (aumentos de 50x)
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Nota-se ainda, uma maior dispersdo de tamanhos (Anexo C) nas amostras 1 e 5,
sendo possivel ver nas micrografias (Figura 4.16) algumas gotas semelhantes as das

amostras no ponto central, indicando uma maior instabilidade nesses sistemas.

Vale ressaltar que todas as amostras apresentaram distribuicdo monomodal de

didametros de gotas, como pode ser verificado nos histogramas presentes no Anexo C.

Os efeitos de cada varidvel no diametro médio das gotas, apresentados na Tabela
4.13, podem ser identificados a partir de analises dos resultados do planejamento de

experimentos, utilizando o software Statistica.

Tabela 4.13 — Efeito das variaveis sobre o diametro médio de gotas das emulsdes.

Diametro Médio de Gotas

Efeito Estimado Erro Padrao p-valor!

Média / Intersecao 8,08 0,24 0,001
Curvatura 24,62 0,91 0,001

(1) % PPI -3,23 0,47 0,021

(2) % Oleo 0,58 0,47 0,344

(3) pH -2,08 0,47 0,048

1x2 -1,33 0,47 0,107

1x3 -0,25 0,47 0,652

2x3 3,04 0,47 0,023

Valores de p < 0,10 indicam que a variavel é estatisticamente significativa (em negrito)

Desse modo, pode-se perceber que os efeitos da concentracéo de PPI, do pH e
da interacdo entre o pH e a concentracdo de 6leo foram significativos para a obtencao

de diferentes tamanhos médios de gotas.

O aumento da concentragédo de PPI possibilita que uma maior area interfacial seja
coberta, favorecendo a formacao de gotas menores. Em pH mais acido, uma mudanca
de conformagédo, ou mesmo uma possivel desnaturacéo, das proteinas pode favorecer
uma cobertura de menores &reas de interface por proteina, gerando assim, gotas

maiores que em pH neutro.

Uma maior quantidade de 6leo, aliada a um pH mais elevado podem atuar em
conjunto para aumentar a area interfacial do sistema e a tenséo interfacial PPI/éleo,
justificando o efeito sinérgico positivo (gotas maiores) dessa interacdo, na tentativa de

contrabalancear essas alteragdes.
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O p-valor da curvatura abaixo de 0,10 confirma a hipétese de linearidade das
propriedades em relacéo ao diametro médio de gotas e a Figura 4.17 apresenta o grafico
de valores preditos contra valores observados, demonstrando que o modelo descreve

relativamente bem essa propriedade.

Observed vs. Predicted Values
2"*(3-0) design; MS Pure Error=.4491382
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Figura 4.17 — Gréfico de valores preditos contra valores observados para o
didmetro médio de gotas

4.5.5 Reologia

Viscosidade

A variacdo das viscosidades foram analisadas sob taxa de cisalhamento entre
0,03 e 1000 s?. Na Figura 4.18, fica possivel observar a reducéo da viscosidade com o
aumento da taxa de cisalhamento, comprovando o comportamento pseudoplastico das
emulsdes. Por conta disso, foi escolhida a taxa de 0,1 s para se fazer a comparagéo
das viscosidades entre as amostras, pois em emulsdes pseudoplasticas, menores taxas

seriam mais representativas. Os erros relativos elevados observados para todas as
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variaveis da reologia estéo relacionados com as fontes de erros experimentais citadas
no item 3.8.5. Além disso, em baixas taxas de cisalhamento, a viscosidade esta em uma

regido de queda exponencial, aumentando ainda mais essa incerteza de medida.

Viscosidades Emulsodes
1.E+06

m :
-

1.6+05

1.E404 =4

1.E+03

1.E+02

Viscosidade (cP)

1.E+01
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1-E+00 T T T T 1
0.01 0.1 1 10 100 1000
Taxa de Cisalhamento (s?)

Figura 4.18 — Grafico de viscosidades versus taxa de cisalhamento das emulsbes

A Tabela 4.14 mostra os resultados em relagdo a viscosidade das emulsfes recém

formadas, sob taxa de cisalhamento de 0,1 s™.

Tabela 4.14 — Resultados de viscosidade das emulsdes com PPI

Emulsio Varifélveis Estabilidade Viscosidade
%PPI %0leo pH apés 15dias a0,1s?(cP)
1 - - + 48,6% 151
2 + - + 92,4% 1393
3 - + + 87,5% 744
4 + + + 100% 97320
5 - - - 67,0% 306
6 + - - 100% 3562
7 - + - 92,7% 1121
8 + + - 100% 22210
9 0 0 0 64,9% 4481
10 0 0 0 67,0% 3248
11 0 0 0 62,4% 15180
Média dos pontos centrais 64,8% 7640
Desvio padrdo dos pontos centrais 2,3% 6560
Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 85,9%
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Esses resultados demonstram que as amostras com viscosidades mais elevadas
tendem a ser mais estaveis. As amostras 4 e 8, com niveis superiores de proteina e
6leo, demonstram um grande aumento na viscosidade quando comparadas as demais,
reforcando a ideia da formacdo de uma microestrutura semelhante a um gel, comentada
na discuss&o da tens&o superficial e observada nas micrografias. E notavel também que
a viscosidade tende a aumentar com aumento da concentracdo de PPI e de fracdo de
Oleo, pela intensificacdo das forcas de interagcdo entre as gotas e possivel aglomeracao
de proteinas entre elas. Vale ressaltar que a diferenga de consisténcia das emulsdes é

visualmente perceptivel.

Pode-se verificar na Tabela 4.15 os efeitos significativos para as viscosidades das
emulsdes sob taxa de cisalhamento de 0,1 s Contudo, observa-se que o p-valor da
curvatura foi superior a 0,10, indicando que a hipotese de linearidade nao foi confirmada.

Tabela 4.15 — Efeito das variaveis sobre a viscosidade das emulsées

Viscosidade a 0,1 s
Efeito Estimado Erro Padrdo  p-valor!

Média / Intersecédo 15851 2320 0,021
Curvatura -16429 8885 0,206

(1) % PPI 30541 4640 0,022

(2) % Oleo 28996 4640 0,025

(3) pH 18102 4640 0,060

1x2 28291 4640 0,026

1x3 18368 4640 0,058

2x3 19264 4640 0,053

Valores de p < 0,10 indicam gue a variavel é estatisticamente significativa (em negrito)

Ao se analisar o gréafico de valores previstos em fung&o dos valores observados,
Figura 4.19, pode-se notar uma concentracdo de dados no inicio da curva, com grande
espagcamento entre 0os pontos que deslocam a curva. Com isso, é possivel que para
essa propriedade haja uma contribuicdo ndo linear, ndo prevista pelo modelo. A
formacédo da estrutura organizada de gel em algumas das amostras, aumentando suas
viscosidades, pode ser responsavel por essa nédo linearidade, como pode-se ver pelas

grandes diferencas de intensidade dessa propriedade entre as formulagdes.

95



Observed vs. Predicted Values
2"*(3-0) design: MS Pure Error=430603E2
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Figura 4.19 — Grafico de valores preditos contra valores observados para a
viscosidade das emulsdes a 0,1 s™

Testes Oscilatérios

Os testes dindmicos, ou oscilatérios, foram realizados na faixa de frequéncias de
1 a 100 rad/s, para se observar o comportamento dos moédulos elastico (G’) e viscoso
(G”) das amostras. A Tabela 4.16 mostra os resultados em relagdo a G’ e G”, na
frequéncia angular de 1 rad/s, por ser uma situagdo com poucos disturbios. Os erros
relativos elevados observados para todas as variaveis da reologia estéo relacionados

com as fontes de erros experimentais citadas no item 3.8.5.

Tabela 4.16 — Resultados dos testes dinamicos das emulsdes com PPI

Emulso Variéyeis Est,abilida_de G a1 G” a1
%PPI  %Oleo  pH apoés 15 dias rad/s (Pa) rad/s (Pa)

1 - - + 48,6% 0,009 0,035

2 + - + 92,4% 0,129 0,150

3 - + + 87,5% 0,011 0,060

4 + + + 100% 31,63 14,71

5 - - - 67,0% 0,008 0,023

6 + - - 100% 1,025 0,383

7 = + - 92,7% 9,785 2,377

8 + + - 100% 25,83 8,862

9 0 0 0 64,9% 3,61 1,465

10 0 0 0 67,0% 3,505 1,588
11 0 0 0 62,4% 7,935 2,51
Média dos pontos centrais 64,8% 5,017 1,854
Desvio padrdo dos pontos centrais 2,3% 2,528 0,571

Erro relativo dos pontos centrais 3,5% 50,4% 30,8%

96



Analisando estes dados, € possivel perceber uma intensidade consideravelmente
maior em ambos os mdédulos nas amostras estaveis com niveis superiores de PPl e de
6leo (amostras 4 e 8), nas quais o0 mddulo elastico é consideravelmente maior do que o
modulo viscoso, reforcando a ideia da formacéo da rede viscoelastica que mantém a
estrutura da emulsdo estavel. Nas amostras instaveis de consisténcia mais liquida
(amostras 1 e 5) percebem-se médulos viscosos superiores aos elasticos, ambos com
baixissima intensidade. Dessa forma, pode-se dizer que a formacédo dessa estrutura

favorece a estabilizacdo das emulsées.

Foram construidos os graficos dos mdédulos elastico e viscoso em funcdo da
frequéncia angular, sendo possivel observar 4 comportamentos diferentes entre as
amostras (Figura 4.20 a Figura 4.23). Os graficos de todas as amostras podem ser vistos

no Anexo E.
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Figura 4.20 — Gréfico da variacdo dos médulos elastico e viscoso em funcao da
frequéncia angular para a amostra 8

Na Figura 4.20 esta representado o primeiro comportamento, observado nas
amostras 4, 7, 8, e nas amostras no ponto central. Nesse grafico, é visto que para estas
amostras a emulsdo apresenta um comportamento eldstico dominante desde
frequéncias mais baixas até frequéncias mais altas, estando relacionado a formacao da

microestrutura viscoelastica observada.

Esse comportamento é tipico de quando a rede de gotas ndo consegue se
reorganizar para acomodar o disturbio no intervalo de uma oscilacdo. Essa estrutura de

gel é estabelecida pelo aumento das interacbes entre as gotas em conjunto com a
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presenca de agregados proteicos entre elas. Tal comportamento se assemelha ao
encontrado em algumas condicdes de pré-tratamento dos emulsificantes por Diftis,
Biliaderis e Kiosseoglou, 2005, em emulsdes modelo de molhos para salada
estabilizadas com misturas de isolado proteico de soja com dextrano. (DIFTIS;
BILIADERIS; KIOSSEOGLOU, 2005)

Esse comportamento é tipico de emulgéis, emulsdes que podem formar géis,
como pode ser visto nos trabalhos de Santos et al., 2015, com a adi¢cdo de goma guar
em emulsdes de 6leo de girassol com isolado proteico de batata; e de Félix et al., 2019,
em emulsdes de 6leo de girassol com outras proteinas de leguminosas (fava e grao-de-
bico). As amostras mais destacadas deste trabalhos (amostras 4 e 8) apresentam
intensidade de moédulos na faixa de 10? Pa, em altas frequéncias, se aproximando do
comportamento reoldgico da emulsdo de Santos et.al, com adi¢do de 0,2% de goma
guar, mas abaixo das intensidades obtidas por Félix et al. para as melhores condi¢des
de suas emulsdes com fava e gréo-de-bico (G’ na faixa de 10 Pa). (FELIX et al., 2019;
SANTOS et al., 2015)

A grande diferenca de intensidade dos mdédulos das amostras 4 e 8 (na ordem de
10-100 Pa), as mais estaveis, para as demais (1-20 Pa), pode ser um fator que ajudaria
a explicar a diferenca de estabilidade.
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Figura 4.21 — Gréfico da variacdo dos médulos elastico e viscoso em funcao da
frequéncia angular para a amostra 6

Em frequéncias mais baixas, a amostra 6, Figura 4.21, apresenta comportamento

tipico de um sdlido viscoelastico, iniciando com o médulo elastico maior do que o médulo
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viscoso, mas, com o aumento da frequéncia, o mddulo viscoso aumenta mais
intensamente que o moédulo elastico, chegando a ultrapassa-lo, quando isso ocorre a
amostra deixa de ser um gel. Em frequéncias mais altas percebe-se uma queda

vertiginosa no modulo elastico, sugerindo a quebra dessa estrutura. (MALVERN, 2016)

Entrementes, pode-se notar que essa emulsdo demonstrou alto indice de
estabilidade, mesmo com modulos com menor intensidade (0,3-8 Pa) que as outras
amostras estaveis (4 e 8) e com a possivel instabilidade estrutural causada pelo
aumento da frequéncia, demonstrando que, mesmo a reologia tendo um papel na
estabilizagdo das emulsbes, o fator primordial ainda parece ser os impedimentos

estérico e eletrostéatico das proteinas adsorvidas nas interfaces.

As amostras 2, 3 e 5 apresentam o comportamento apresentado na Figura 4.22,
em que os modulos iniciam bastante proximos um do outro, com o médulo viscoso
tendendo a aumentar mais com o aumento da frequéncia angular. Isso indica que o gel
nao é formado nessas condic¢des, andlise corroborada pela observacéo da consisténcia
liquida dessas emulsdes.
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Figura 4.22 — Gréfico da variacdo dos médulos elastico e viscoso em funcao da
frequéncia angular para a amostra 2
Esse comportamento mais liquido pode estar associado a uma rede de gotas
agregadas fracamente, que facilmente se reorganiza em resposta a tensédo aplicada.
Esse tipo de comportamento € semelhante ao encontrado em uma das condi¢des de

pré-tratamento dos emulsificantes por Diftis, Biliaderis e Kiosseoglou, 2005, em
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emulsdes modelo de molhos para salada estabilizadas com misturas de isolado proteico
de soja com dextrano. (DIFTIS; BILIADERIS; KIOSSEOGLOU, 2005)
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Figura 4.23 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da
frequéncia angular para a amostra 1
Por fim, a amostra 1 apresenta o comportamento apresentado na Figura 4.23,
tipico de liquidos viscoelasticos, em que a baixas frequéncias o0 médulo viscoso é
superior ao elastico e a altas frequéncias o comportamento se inverte. (MALVERN,
2016)

Esse tipo de comportamento é semelhante ao obtido por Hao et al., 2018, em
amostras com menores quantidades do polissacarideo Sparassis crispa. Nas amostras

com maiores quantidades desse polissacarideo, o comportamento é o de gel,
semelhante ao da Figura 4.20. (HAO et al., 2018)

De qualquer forma, pode-se perceber que esses mddulos ndo se distanciam muito
e que, mesmo obtendo um carater mais elastico em frequéncias mais altas, esse

comportamento ndo é suficiente para estabilizar estas emulsées.

Os efeitos de cada variavel nos modulos, na frequéncia de 1 rad/s, apresentados
na Tabela 4.17, podem ser identificados a partir de andalises dos resultados do

planejamento de experimentos.
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Tabela 4.17 — Efeito das variaveis sobre os modulos elastico e viscoso das

emulsdes
G’a1rad/s G” a1rad/s
Efeito Erro p- Efeito Erro p-

Estimado Padrdo valor! Estimado Padrdo valor!
Méedia / 8,553 0,894 0011 3,325 0,202 0,004

Intersecao
Curvatura -7,731 3,423 0,175 -2,942 0,773 0,063
(1) % PPI 12,201 1,787 0,021 5,402 0,404 0,006
(2) % Oleo 16,521 1,787 0,012 6,355 0,404 0,004
(3) pH -1,217 1,787 0,566 0,828 0,404 0,177
1x2 11,632 1,787 0,023 5,165 0,404 0,006
1x3 3,669 1,787 0,177 1,980 0,404 0,039
2Xx3 -0,770 1,787 0,709 0,938 0,404 0,146

Valores de p < 0,10 indicam que a variavel é estatisticamente significativa (em negrito)

Assim como para a viscosidade, para o modulo elastico o p-valor da curvatura foi
superior a 0,10, indicando que a hipo6tese de linearidade n&o é correspondida. Para o
madulo viscoso essa hipotese foi confirmada, de modo que os efeitos da concentracéo
de PPI e fracao de 6leo sao significativos e quanto maiores forem essas variaveis, maior
esse moédulo para a emulsdo, como observado anteriormente. Contudo, ambos 0s
gréficos de valores preditos contra observados, Figura 4.24 e Figura 4.25, apresentam
certa concentracdo de pontos na regido inicial do grafico, dando indicios de uma
contribuicdo néo linear para essas propriedades.

e

2**(3-0) design; MS Pure Error=6.390258
DV: G [1 rad/s] (Pa)

Predicted Values
b

|
(1]

-10

-5 o S 10 15 20 25 30 35

Observed Values

Figura 4.24 — Gréfico de valores preditos contra valores observados para 0 médulo
elastico a 1 rad/s
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=.3262063
DV: G™ [1 rad/s] (Pa)
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Figura 4.25 — Grafico de valores preditos contra valores observados para o médulo
viscoso a 1 rad/s

A formacéo da estrutura organizada de gel mais pronunciada em algumas das
amostras pode ser responsavel por essa nao linearidade, como pode-se ver pela
variedade de comportamentos e pela diferenga de intensidades dos modulos entre as

formulacoes.

4.5 Reologia Interfacial

Com as medidas da reologia dilatacional interfacial, foi possivel se obter a tensdo
interfacial (yao) de um gota de 2 uL de fase aquosa com 0,01% de PPl em 6leo de
laranja, assim como a elasticidade dilatacional (¢*) e os médulos elastico (¢) e viscoso
(€”). Os valores obtidos para as duas condi¢ées de pH, mais ou menos seus desvios

padrbées, podem ser observados na Tabela 4.18.

Tabela 4.18 — Resultados da reologia interfacial PPI/6leo de laranja

pH
Acido Neutro
Yao (MN/m) 1,975+0,551 2,143+0,610
e (mMN/m) | 3,160+0,295  3,5920,218
€ (mN/m) 2,782+0,257 3,199+0,182
£’ (MN/m) | 1,496:0,172  1,626+0,208
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Estes resultados mostram que a interface agua-6leo contendo uma pequena
gquantidade de proteina exibe um comportamento viscoelastico. O mddulo elastico esta
relacionado a resisténcia da interface ao aumento da area e o médulo viscoso traduz
quéo rapido o valor da tenséo interfacial é reestabelecido mediante uma deformacao.
Dessa forma, é possivel perceber que em ambos os pH’'s ha uma queda na tensao
interfacial em relacdo a tenséo entre a agua e o 6leo, e as interfaces apresentam um
comportamento mais elastico do que viscoso (¢’ > €”), seguindo a mesma tendéncia da
vista na reologia bulk das emulsdes mais estaveis. Os desvios das medidas séo
relativamente grandes devido ao volume pequeno das gotas estudadas, que se fez

necessario pela tensao interfacial ser pequena.

Nota-se que a tensao interfacial em pH &cido permanece menor do que em pH
neutro, demonstrando maior estabilidade. Entretanto, em pH neutro as propriedades
reolégicas sao maiores do que em pH &cido, de modo que as gotas formadas tendem a
apresentar maior resisténcia a deformacdes. Esse comportamento deve se dar por
mudancas de conformacédo das proteinas com alteracdo do pH e mesmo na reologia

bulk foram observados maiores viscosidades das emulsdes em pH neutro.

Os valores encontrados para a elasticidade interfacial s&o menores que o0s
apresentados por Amine et al., 2014, para proteinas de ervilha (0,01% em pH 7) em
6leo MCT (triglicerideo de cadeia média, ou medium chain triglyceride em inglés), com
e*~11mN/m, €~10mN/m, €’~4mN/m, indicando que também é possivel obter filmes

estaveis com essa proteina com outros tipos de 6leos. (AMINE et al., 2014)

4.6 Aditivos

A introducéo de aditivos na formulacdo pode causar alteracbes na estabilidade
das emulsdes. Por conta disso, foram escolhidas as trés amostras mais estaveis do
planejamento (amostras 4, 6 e 8), para verificar como a introdugéo de trés aditivos muito
utilizados na formulacao de emulsdes em alimentos — acido citrico (1,6%), benzoato de
sédio (0,4%) e sorbato de potéassio (0,4%) — afetam suas estabilidades. As emulsdes

preparadas com esses aditivos podem ser observadas na Figura 4.26.
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Figura 4.26 — Emulsfes com aditivos apés 15 dias: amostras 4, 6 e 8 (da
esquerda para a direita)

Mediu-se também o potencial zeta dessas emulsGes para ajudar a observar
possiveis alteracdes. Os resultados para as estabilidades ap6s 15 dias, assim como o

potencial zeta das emulsfes formadas, estdo presentes na Tabela 4.19.

Tabela 4.19 — Estabilidade e potencial zeta de emulsGes com aditivos

Amostra Variaveis Estabilidade Potencial Zeta (mV)
%PPI %Oleo pH Média  Desvio
4 10 40 4,08 84,3% 2,07 0,99
6 10 20 2,62 96,1% 56,17 3,90
8 10 40 2,66 100% 60,71 2,17

Dessa forma pode-se perceber um queda consideravel na estabilidade da amostra

4 e uma pequena queda na estabilidade da amostra 6.

Originalmente, a amostra 4 foi formulada com agua Milli-Q, apresentando pH
neutro, mas devido a adi¢cdo de &cido citrico, a nova emulsdo apresentou pH 4,08,
préximo ao pl do PPI, como pode ser evidenciado pela queda brusca no médulo do seu
potencial zeta, de 49,73 (carregado negativamente) para 2,07 (carregado
positivamente). Essa queda representa uma grande perda na capacidade de repulsédo
eletrostética entre as gotas, justificando a reducédo da estabilidade da amostra. Esse

potencial zeta proximo de zero em pH 4,08, indica que possivelmente o ponto isoelétrico
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dessa amostra de PPI deve estar localizado entre pH de 4,10 e 4,20, um pouco abaixo

do encontrado na literatura (4,3).

A amostra 6, por sua vez, ndo apenas nao mostrou indicios de perda de repulséo
eletrostatica, como apresentou um aumento no seu potencial zeta. Dessa forma, pode-
se dizer que essa pequena variacdo na estabilidade se deu somente por variabilidade
experimental, uma vez que essa diferenca é proxima do erro relativo do planejamento

experimental para a estabilidade.

A amostra 8 permaneceu com estabilidade maxima apdés a introducdo dos
aditivos, mesmo apresentando leve queda no seu potencial zeta, se mostrando,

portanto, a amostra com estabilidade mais robusta.

4.7 Encapsulamento de a-tocoferol

4.7.1 Estabilidade

A composicdo escolhida para se estudar a capacidade de encapsulamento da
vitamina E foi a da amostra 8, que se mostrou totalmente estavel tanto na auséncia

guanto na presenca de aditivos.

A composicéo da emulso 8, foi adicionada a quantidade de 0,5% Mvie/Msieo, N
fase oleosa. Foram medidos o indice de estabilidade apos 15 dias e o potencial zeta

das emulsdes produzidas. Os resultados estédo presentes na Tabela 4.20:

Tabela 4.20 — Estabilidade das emulsdes com a-tocoferol

Composicéo

Estabilidade ;gtt:r(‘rf]'\"’/‘;
%PPI %0leo %Vit E pH
10 398 02 250 100% 58,61 + 1,68
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Esse resultado demonstra que a adicdo do composto ativo ndo ocasionou
qualquer instabilidade no sistema, apesar de uma pequena diminui¢ao no potencial zeta
das emulsdes. Uma possibilidade para essa reducdo é que as moléculas do nutriente
interagem com as proteinas presentes na superficie da gota, alterando levemente sua

conformacéo e reduzindo a carga efetiva exposta para a fase aquosa.

4.7.1 Quantidade encapsulada

Para avaliar a quantidade devidamente encapsulada, primeiramente foi feita uma
curva de calibragdo para concentracdo de vitamina E pela absorcdo de UV com
comprimento de onda de 296nm, apresentada no Anexo F.

Dessa forma, a média e desvio das quantidades encapsuladas nas emulsfes séo
apresentadas na Tabela 4.21.

Tabela 4.21 — Quantidade encapsulada de a-tocoferol

a-tocoferol
Média Desvio
97,90% 1,21%

Sendo assim, pode-se notar que foi possivel realizar o encapsulamento de
praticamente todo o nutriente adicionado nas emulsdes. Portanto, é possivel afirmar que
a barreira mecéanica conferida pela presenca do PPI nas gostas da emulséo foi capaz
de reter o nutriente na fase 6leo, pois mesmo apés 15 dias ndo houve variagdo relevante

na quantidade encapsulada.

4.8 Consideracoes Finais

Com as analises da nanocelulose, foi possivel constatar que a utilizacdo desse
tipo de material proveniente de rejeitos industrias pode acarretar em dificuldades na
tentativa de prever seu comportamento e, por nao se ter informacgfes precisas da sua
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procedéncia, € dificil afirmar exatamente a origem de determinados empecilhos a sua
utilizacdo. Para o caso especifico da amostra utilizada, pode-se afirmar que ela nao é

adequada para a utilizacdo como estabilizante de emulsdes.

Com a analise da isoterma de compressao do isolado proteico de ervilha, pode-
se averiguar que este forma um filme denso e elastico na superficie, que consegue
acompanhar as deformacfes da gota e reduz a tensao superficial. Pelas analises das
propriedades interfaciais (tenséo e reologia), foi possivel confirmar a formacdo desse
filme tensoativo, com caracteristicas mais elasticas do que viscosas, dando indicios que
este composto seria um bom estabilizante para emulsdes, devido ao impedimento

estérico.

Estes indicios foram confirmados, uma vez que foram obtidas amostras
estabilizadas com sucesso utilizando este agente emulsificante. Mesmo com a diferenga
de densidades entre a fase aquosa e a fase oleosa, alcancou-se a estabilidade dessas
amostras sem a necessidade da utilizacdo de agentes de peso.

As respostas obtidas pela realizacdo do planejamento de experimentos revelam
uma correlacéo relativamente alta da estabilidade das emulsées com o modulo do
potencial zeta. Assim sendo, através de andlises dessa propriedade, que sé&o
relativamente rapidas, é possivel tentar prever a estabilidade de uma nova formulagéo

que utilize os componentes das emulsdes estudadas.

A andlise da tenséo superficial mostrou que tensdes superficiais mais elevadas
indicaram a formacdo de emulsdes mais estaveis e estdo diretamente associadas a
intensificacao das propriedades reolégicas das emulsfes. Nas emuls6es mais instaveis,
a tensao superficial se aproximava daquela da fase oleosa, indicando a ocorréncia de

uma separacao, mesmo que minima.

O potencial zeta demonstrou que com o uso do PPI os efeitos eletrostaticos sdo
determinantes para a estabilizacdo dessas emulsdes. Como esperado, foi possivel notar
que as emulsdes com maiores médulos de potencial zeta foram as que permaneceram
mais estaveis, e que nas amostras mais proximas ao ponto isoelétrico da proteina

(menores madulos de potencial zeta) ocorreram as maiores instabilidades.
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Quanto ao tamanho de gotas das emulsdes, foi observado que maiores
quantidades de proteina e em pH neutro é possivel formar gotas menores e com
distribuicAo mais estreita, desfavorecendo a ocorréncia de coalescéncia e
amadurecimento de Ostwald. Notou-se ainda a possibilidade de formacdo de emulsdes

multiplas em determinadas condi¢des.

O estudo das propriedades reoldgicas confirmou que as emulsGes apresentam
comportamento pseudoplastico. Além disso, essas propriedades indicaram a formacao
de uma rede viscoelastica de proteinas nas amostras com niveis elevados de PPI e 6leo
gue auxilia na estabilizagéo do sistema, de modo que o isolado proteico, além de ter se
mostrado um bom emulsificante, pode também ser utilizado como agente gelificante em
emulsdes concentradas. Além disso, foi possivel observar que os efeitos de reologia
nao sao lineares, sendo necessario um novo planejamento para obten¢cao de um modelo

gue incorpore tais efeitos.

Ao se realizar estudos com sistemas modelo, deve-se sempre levar em
consideracdo como a adigdo de outros componentes, como conservantes, pode afetar
a estabilidade do sistema. Ao se testar a introducdo de alguns aditivos nos sistemas
modelo mais estaveis se verificou que embora um deles tenha apresentado uma
desestabilizacdo consideravel, as demais se mostraram mais robustas e mantiveram

uma alta estabilidade.

O encapsulamento de vitamina E na fase oleosa da emulséo foi feito com sucesso
(>95%).
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusdes

O maior entendimento dos fendmenos interfaciais de emulsbes, a partir de
estudos que possibilitem gerar correlagbes entre suas estabilidades, propriedades
fisico-quimicas e formulacdes, € importantissimo para garantir maior qualidade e
seguranca do produto final, assim como para se reduzir o carater empirico que envolve

essa area do conhecimento no ambiente industrial.

A amostra de nanocelulose utilizada se mostrou inviavel para utilizagdo na
estabilizacdo do sistema analisado. O isolado proteico de ervilha se mostrou uma opgao
viavel de agente emulsificante, ao estabilizar completamente algumas amostras por

mais de 2 meses.

Foi possivel observar que o filme interfacial formada pelo PPI é denso e elastico,

contribuindo para o aumento do impedimento estérico entre as gotas.

Foi observada grande importancia do impedimento eletrostatico para a
estabilizacdo das emulsdes, inclusive pela obtengéo da alta correlagdo entre o0 modulo
do potencial zeta e o indice de estabilidade das amostras analisadas no planejamento

experimental.

Quanto ao encapsulamento, o objetivo foi satisfatoriamente alcancado, uma vez
que foram obtidas emulsdes estaveis com alto grau de encapsulamento de vitamina E
(>95%).

5.2 Sugestdes para trabalhos futuros

Algumas sugestbes para trabalhos futuros séo: analisar os mecanismos de
desestabilizacdo presentes no sistema em analise de turbidez utilizando um Turbiscan;

fazer analise periodicas da reologia para observar sua relacdo com mecanismos de
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desestabilizacdo; analisar se a medida da tensdo superficial pelo método de gota
pendente apresentaria alguma correlacdo com a estabilidade das emulsdes; fazer um
novo planejamento que incluia contribuicées néo lineares para andlise de propriedades
reoldgicas; utilizar a emulsdo concentrada para formulacdo de produto refrigerante
(emulsdo diluida) e analisar estabilidade caracteristicas sensoriais deste produto; e

testar o encapsulamento de outros compostos ativos.
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ANEXO A — Técnicas de Caracterizacéao

Difracéo de raios-X (DRX)

O DRX é uma ferramenta que fornece informacfes sobre espécies cristalinas
presentes em um material, sendo muito importante para a determinacdo de sua
microestrutura. Também pode ser utilizado em estudos de analise quimica, medidas de
tamanho de particula e estresse ou determinacdo da orientacdo de um cristal ou um
conjunto de cristais. (CULLITY, 1978)

Assim como em outras formas de radiagdo eletromagnética, quando um feixe de
raio-X passa pela superficie cristalina de uma amostra de material em um certo angulo
8, o vetor elétrico da radiagdo interage com os elétrons nos atomos desse material,
ocorrendo o espalhamento, ou difracdo de parte desse feixe de radiagéo. A parte que
néo espalhou penetra na segunda camada de atomos, onde novamente tem uma fragao
difratada e o restante passa para a terceira camada, como pode-se observar na Figura
A.1l. (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007)

Raios X

Figura A.1 - Difragéo de raios-X por um cristal (NICOLINI, 2013)

Em um material onde os a&tomos estejam arranjados periodicamente no espago e
0 espacamento entre camadas é aproximadamente da mesma ordem do comprimento

de onda da radiacéo, caracteristico de estruturas cristalinas, o fenbmeno de difracdo de
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raios-X ocorre nas direces de espalhamento que satisfazem a Lei de Bragg, conforme
a Eq. 26: (CULLITY, 1978; SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2007)

n A = 2dpy;senf Eqg. 26

Em que h, k, | sdo os indices de Miller do plano cristalografico (hkl) considerado,
dnu € a distancia entre dois planos adjacentes, 86 € o angulo entre o feixe incidente e o
plano considerado, A é o comprimento de onda caracteristico da radiacéo incidente e n

define a ordem de reflexao.

Dessa forma, pode-se observar por esta equacdo que as diregdes para as quais
ocorre a difragdo sdo determinadas pela geometria da estrutura cristalina. (CULLITY,
1978)

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O MEV € uma técnica para caracterizacdo de amostras solidas, que possibilita
uma rapida andlise da morfologia e de caracteristicas microestruturais destas. Uma de
suas caracteristicas € a grande profundidade de campo, resultando em imagens
tridimensionais das amostras. (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)

Diferente dos microscépios Opticos convencionais, o MEV utiliza um feixe de
elétrons, em vez de fotons, permitindo que se obtenha uma resolu¢cdo muito maior, na
ordem de nandmetros. Isso ocorre devido a relacdo entre o comprimento de onda de
um elétron e sua energia, de modo que pode-se obter um comprimento de onda
extremamente curto quando submetido a uma diferenga de potencial grande o
suficiente. Dessa forma, pode-se controlar a profundidade das imagens da amostra pela
variagdo da tensao elétrica empregada. (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007)

A imagem da amostra € obtida pelo escaneamento da superficie por um feixe fino
de elétrons, em uma série de linhas paralelas. Esses feixes interagem com a amostra

produzindo diversos sinais (por exemplo, a reflexdo de uma parcela dos feixes) que
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podem ser detectados e entdo fotografados. (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007;
SHAW, 1992)

Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Ao serem submetidas a uma fonte de radiacdo na regido do infravermelho em uma
certa faixa (100-10,000 cm?), moléculas organicas absorvem essa energia,
convertendo-a em energia de vibracdo molecular. A espectroscopia na regiao do
infravermelho se baseia na quantificagdo da frequéncia vibracional das moléculas
presentes na amostra, levando em conta que diferentes ligagées quimicas apresentam
frequéncias especificas, uma vez que cada uma absorve em um comprimento de onda
diferente. (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005)

As mudancas nos niveis de energia rotacional correspondem a mudanca do nivel
de energia vibracional, de modo que se obtém um espectro na forma de bandas. Essas
bandas séo caracteristicas de cada ligacao quimica, persistindo com pouca variagdo em
diversas moléculas diferentes. Isso permite que se obtenha informagfes estruturais de
moléculas desconhecidas pela comparagédo com as diversas colecdes de espectros de
frequéncias caracteristicas de grupos funcionais na literatura. (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005)

Microscopia Optica e DLS

Como ja comentado, pode-se utilizar diversas técnicas para medicdo do tamanho
de particulas, em especial a microscopia 6ptica e o espalhamento dinamico de luz
(DLS).

A microscopia Optica consiste na utilizagdo de lentes de aumento e incidéncia de
luz para que se consiga visualizar e entdo fotografar a microestrutura da emulsdo. Com
essa imagem pode-se medir o didmetro das gotas desse espago amostral e se obter o
didmetro médio e a distribuicdo. No entanto, por ser restrita pelo comprimento de onda

da luz utilizada, essa técnica ndo consegue mensurar confiavelmente o tamanho de
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gotas nanométricas, nesse caso sendo necessaria a utilizagdo de outras técnicas.
(MCCLEMENTS, 2016)

As técnicas de espalhamento dindmica de luz (DLS) utilizam a equacéo de Stokes-
Einstein (Eqg. 17) para calcular o tamanho das gotas a partir de medidas do coeficiente
de difus@o translacional das gotas, podendo analisar particulas com diametros entre
3nm e 3um. (MCCLEMENTS, 2016)

Essas técnicas se baseiam nas flutuagdes de intensidade da dispersao da luz
pelas particulas, que mudam de posigdo por conta do movimento Browniano. A
velocidade com que as particulas se movem dependem do seu tamanho, sendo que
guanto menor a particula, mais rapidas as flutuacdes. Os equipamentos contém um
software com um modelo matematico que os possibilitam a determinagé&o da distribuig&o
de tamanhos de gotas a partir da comparacdo do espalhamento medido contra aquele
previsto pelo modelo, de acordo com as caracteristicas das particulas presentes.
(MCCLEMENTS, 2007)
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ANEXO B - Imagens das Emulsdes

Emulsdes ap6s 15 dias

Nas Figuras B.1 a B.3, pode-se observar todas as amostras de emulsfes de 1 a

11 apds 15 dias de repouso.

Figura B.1 — Imagens de emulsdes apés 15 dias: amostras em pH neutro 1 a 4 (de
cima para baixo, da esquerda para a direita)
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Figura B.2 — Imagens de emulsdes apds 15 dias: amostras em pH acido 5 a 8 (de cima

para baixo, da esquerda para a direita)
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Figura B.3 — Imagens de emulsdes apés 15 dias: amostras do ponto central 9 a 11 (de
cima para baixo, da esquerda para a direita)
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ANEXO C - Histogramas dos diametros de

gotas das emulsodes

Nas Figura C.1 a Figura C.11, pode-se observar os histogramas das distribuictes

de didmetro de gotas das amostras de emulsbes 1 a 11.

Distribuicdao do diametro de gotas amostra 1

30% - 100%
-]
. 25% L ©
S 80% E
— 20%
R - 60% 3
£ 15% <
=R - 40% 8
g 10% o
L 5% I - 20% <§
()
0% I . | I - -L 0% I.IL.
A 00 N O O N & NN 1 O OO0 OO 0 ~N O v
O N < N N 1 O OO 0™~ O < N N +H O ©
R R EEEEE R,
Diametro (um)
Figura C.1 — Distribuicdo de diametros de gotas da amostra 1
Distribuicdao do diametro de gotas amostra 2
45% - 100%
40% <
— 35% - 80% ‘_:‘:
X
S s .-
S 25% - 60% &
c
< 0, ©
S 20% - 40% S
o 15% S
- 10% - 20% T
5% I fr
0% i - - = = _ -L 0%
S O VO DO AN N> DD e
\,v ’Lb‘ \e) <') (993 ‘ob ,\‘o q_;\ A \/'\ \"b O‘b \,/b‘b \?‘?) ®'b\

Diametro (um)

Figura C.2 — Distribuic&do de didmetros de gotas da amostra 2

126



Distribuicao do diametro de gotas amostra 3

50.0%
X 40.0%

30.0%
Y 20.0%

ncia (

Freq

10.0%
0.0%

2.38
6.36

10.34 ==

14.32 =

18.30 mmmm
2228 =

26.26 =

30.25 &
34.23 |

38.21 1
42.19 |

Diametro (um)

46.17 |

50.15 1
54.13

Mais 1

100.0%
80.0%
60.0%
40.0%
20.0%
0.0%

Frequéncia Acumulada
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Distribuicao do diametro de gotas amostra 4

40%

w
o
X

20%

10%

Frequéncia (%)

0%

1.53
4.32
7.10

12.67

1546 =

18.25 1

21.03 1

23

821

6.60 |
29.39

o~

Diametro (um)

32.18 |
34.96

37.75 |
40.53

Mais |

100%
80%
60%
40%
20%
0%

Frequéncia Acumulada

Figura C.4 — Distribuicdo de diametros de gotas da amostra 4
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Figura C.5 — Distribuicdo de diametros de gotas da amostra 5
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ANEXO D — Matriz Correlacao

Na Tabela D.1 pode-se ver a matriz correlagdo das variaveis do planejamento de experimentos:

Tabela D.1 — Matriz correlacdo das variaveis do planejamento de experimentos

. . Diametro Maodulo . . . " Visc
M @ @ |Eswabiidade| gl TGS medo Poendal ISRl 0T rads) raus MUcagem
(1)% PPI 1.000 0.000 0.000 0.582 0.843 0.036 -0.233  0.057 0.667  0.477 0.494 0518 0415
(2)% Oleo 0.000 1.000 0.000 0.436 0.225 -0.018 0.042  0.317 -0.084 0.453 0.669 0.609 0.332
(3)pH 0.000 0.000 1.000 -0.192 0.092 -0.971  -0.150 -0.191 0.239 0.283 -0.049 0.079 0.315
Estabilidade 0.582 0.436 -0.192 1.000 0.800 0.259 -0.522 0.691 0.600 0.400 0.515 0.485 0.394
Tens&o Superficial 0.843 0.225 0.092 0.800 1.000 0.009 -0.570 0.492 0.696 0.603 0.637 0.651  0.523
Potencial Zeta 0.036 -0.018 -0.971 0.259 0.009 1.000 -0.069 0.349 -0.194 -0.258 0.111 -0.028 -0.301
Didmetro médio de Gotas |-0.233 0.042 -0.150 -0.522 -0.570  -0.069 1.000 -0.812 -0.422 -0.218 -0.258 -0.260 -0.242
Moédulo Potencial Zeta | 0.057 0.317 -0.191 0.691 0.492 0.349 -0.812 1.000 0.181 0.182 0.348 0.301 0.178
Tens&o Mucilagem 0.667 -0.084 0.239 0.600 0.696 -0.194 -0.422 0.181 1.000 0.620 0.361 0.459 0.714
Visc [0,1/s] 0.477 0.453 0.283 0.400 0.603 -0.258 -0.218 0.182 0.620 1.000 0.847 0.931 0.960
G'[1 rad/s] 0.494 0.669 -0.049 0.515 0.637 0.111  -0.258 0.348 0.361 0.847 1.000 0.979 0.705
G" [1 rad/s] 0.518 0.609 0.079 0.485 0.651 -0.028 -0.260 0.301 0.459 0.931 0.979 1.000 0.822
Visc Mucilagem [0,1/s] | 0.415 0.332 0.315 0.394 0.523 -0.301 -0.242 0.178 0.714 0.960 0.705 0.822 1.000
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ANEXO E — Gréaficos dos modulos elastico

e viscoso em funcéo da frequéncia angular

As Figuras E.1 a E.11 apresentam os graficos dos médulos elastico e viscoso em

funcao da frequéncia angular dos testes oscilatorios da reologia.
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Figura E.1 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da
frequéncia angular para a amostra 1
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Figura E.2 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da
frequéncia angular para a amostra 2
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Figura E.3 — Grafico da variagdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 3
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Figura E.4 — Grafico da variagdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 4
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Figura E.5 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 5
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Figura E.6 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 6
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Figura E.7 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 7
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Figura E.8 — Grafico da variacdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 8
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Figura E.9 — Grafico da variagdo dos modulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 9
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Figura E.10 — Grafico da variacdo dos médulos elastico e viscoso em fungéo da

frequéncia angular para a amostra 10
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Figura E.11 — Grafico da variacdo dos médulos elastico e viscoso em funcéo da

frequéncia angular para a amostra 11
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ANEXO F - Curva de calibracdo do

encapsulamento

Na Figura F.1 a seguir estd representada a curva de calibracdo para o

encapsulamento de a-tocoferol extraido e diluido com diclorometano. Absor¢éo avaliada

por espectrofotometria no UV-Vis, em comprimento de onda de 296nm.
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Figura F.1 — Curva de calibragdo do encapsulamento
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