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“Sempre é preciso saber quando uma etapa chega ao final. Se insistirmos em permanecer nela
mais do que o tempo necessdrio, perdemos a alegria e o sentido das outras etapas que

precisamos viver.

Encerrando ciclos, fechando portas, terminando capitulos. Ndo importa o nome que damos, o
que importa é deixar no passado os momentos da vida que jd se acabaram. Foi despedida do
trabalho? Terminou uma relagdo? Deixou a casa dos pais? Partiu para viver em outro pais? A
amizade tdao longamente cultivada desapareceu sem explicacoes? Vocé pode passar muito tempo
se perguntando por que isso aconteceu. Pode dizer para si mesmo que ndo dard mais um passo
enquanto ndo entender as razoes que levaram certas coisas, que eram tdo importantes e solidas
em sua vida, serem subitamente transformadas em po. Mas tal atitude serd um desgaste imenso
para todos: seus pais, seus amigos, seus filhos, seus irmdos, todos estardo encerrando capitulos,
virando a folha, seguindo adiante, e todos sofrerdo ao ver que vocé estd parado. Ninguém pode
estar ao mesmo tempo no presente e no passado, nem mesmo quando tentamos entender as

coisas que acontecem conosco.

O que passou ndo voltard: ndo podemos ser eternamente meninos, adolescentes tardios, filhos
que se sentem culpados ou rancorosos com os pais, amantes que revivem noite e dia uma ligacdo

com quem jd foi embora e ndo tem a menor inten¢do de voltar.

As coisas passam, e o melhor que fazemos é deixar que elas realmente possam ir embora. Por
isso é tdo importante (por mais doloroso que seja!) destruir recordacédes, mudar de casa, dar

muitas coisas para orfanatos, vender ou doar os livros que tem.

Tudo neste mundo visivel é uma manifestacdo do mundo invisivel, do que estd acontecendo em
nosso coragdo.e o desfazer-se de certas lembrancgas significa também abrir espaco para que
outras tomem o seu lugar. Deixar ir embora. Soltar. Desprender-se. Ninguém estd jogando nesta
vida com cartas marcadas, portanto as vezes ganhamos, e as vezes perdemos. Ndo espere que
devolvam algo, ndo espere que reconhecam seu esforco, que descubram seu génio, que entendam
seu amor. Pare de ligar sua televisdo emocional e assistir sempre ao mesmo programa, que
mostra como vocé sofreu com determinada perda: isso o estard apenas envenenando, e nada

mais.



Ndo hd nada mais perigoso que rompimentos amorosos que ndo sdo aceitos, promessas de
emprego que ndo tém data marcada para comecgar, decisoes que sempre sdo adiadas em nome do
"momento ideal". Antes de comecar um capitulo novo, é preciso terminar o antigo: diga a si
mesmo que o que passou, jamais voltard! Lembre-se de que houve uma época em que podia viver
sem aquilo, sem aquela pessoa - nada é insubstituivel, um hdbito ndo é uma necessidade. Pode

parecer 6bvio, pode mesmo ser dificil, mas é muito importante.

Encerrando ciclos. Nao por causa do orgulho, por incapacidade, ou por soberba, mas porque
simplesmente aquilo jd ndo se encaixa mais na sua vida. Feche a porta, mude o disco, limpe a

casa, sacuda a poeira. Deixe de ser quem era e se transforme em quem é.”

(Fernando Pessoa)
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"Aprender é a tinica coisa de que a mente nunca se cansa,

nunca tem medo e nunca se arrepende."

(Leonardo da Vinci)

Aos meus pais, por sempre me guiarem e acreditarem em mim.

A quem devo tudo o que sou.
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RESUMO GERAL

Proteinas sdo os biopolimeros mais amplamente utilizados nas formulagdes de emulsdes
alimenticias como agentes emulsificantes, por serem um aditivo seguro. Com o intuito de
entender e melhorar as propriedades emulsificantes das proteinas, inicialmente foram estudadas
as macroemulsdes Oleo-dgua (O/A) estabilizadas por caseinato de s6dio (CN-Na), obtidas em um
sistema rotor-estator, sob diferentes concentracdes de proteina e condi¢des de pH. Todas as
macroemulsdes apresentaram separacdo de fases, devido ao mecanismo de cremeacdo. Este
processo de desestabilizacdo foi reduzido quando existiu o aumento da viscosidade dos sistemas,
obtido pela adi¢dao de maiores concentragdes de proteina e pela redugcdo do pH em direcdo ao
ponto isoelétrico da proteina. Ja a utilizagdo da homogeneizacdo a altas pressdes promoveu a
formacdo de emulsdes cineticamente estaveis, ndo sendo observada separacdo de fases com 4%
de CN-Na em nenhuma das condi¢cdes de pH. De modo geral, as emulsdes apresentaram
comportamento pseudopléstico, com excecao das emulsdes estabilizadas com 1% de proteina em
pH 5, que se comportaram como fluido dilatante, e em pH 7, como fluido Newtoniano. A redugao
do pH para os sistemas com 1% de CN-Na levou a desestabilizacdo das emulsdes, devido a
menor concentragdo de protefnas adsorvidas ndo permitirem uma estabilizacdo eletrostdtica. Foi
realizado um tratamento enzimatico para melhorar a estabilizacdo das emulsdes que separaram de
fases em pH &cido. Assim, géis de caseinato de sédio foram reticulados com lacase e &cido
feridlico e as propriedades mecanicas desses géis foram avaliadas. A adicao de lacase mediada por
acido fertlico resultou em géis mais rigidos, firmes e menos deformdveis. As melhores
combinacdes foram selecionadas para o preparo de emulsdes O/A estabilizadas com CN-Na com
o objetivo de aumentar a estabilidade em pH 4cido. O uso desse tratamento enzimadtico levou a
modificagdes na estrutura da proteina e, com isso, mudancas nas suas propriedades funcionais, o
que permitiu o aumento na estabilidade das emulsdes. Em geral, essas emulsdes tratadas
enzimaticamente apresentaram-se mais estaveis, com distribuicao de gotas menos polidispersa e
com comportamento mais estruturado, apesar do aumento no didmetro médio das gotas, variando
entre 11,79 e 20,17 um para emulsdes em pH 3 contra 6,14 pum medido na emulsdo controle (sem
tratamento enzimatico). Assim, o aumento na estabilidade dessas emulsdes deve estar associado
ao aumento da viscosidade, que promoveram estabilidade estérica aos sistemas. Portanto, os
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resultados mostram que foi possivel a producdo de emulsdes dcidas com maior estabilidade a
partir do caseinato de soédio, através do tratamento enzimadtico, originando emulsdes com

estruturas e propriedades reoldgicas diferenciadas em comparacdo com a proteina nao reticulada.

Palavras-chave: caseinato de sédio, lacase, dcido ferilico, reticulacdo, emulsdes, estabilidade,

reologia, microestrutura.
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ABSTRACT

Proteins are biopolymers widely used as a safe additive in the formulation of food emulsions as
emulsifying agents. To understand and improve the emulsifying properties of sodium caseinate,
initially oil-in-water macroemulsions (O/W) were studied. The emulsions were stabilized by
sodium caseinate prepared using a rotor-stator device at different concentrations of protein and
pH. All macroemulsions showed phase separation due to the creaming mechanism. This
mechanism of destabilization was reduced with the increase of system viscosity, either due to the
increase on the concentrations of protein and by the reduction of pH towards to the protein’s
isoelectric point. The use of high-pressure homogenization promoted the formation of stable
microemulsions, with no phase separation observed in emulsions with 4% CN-Na. In general, the
emulsions exhibited a shear-thinning behavior, except the emulsion containing 1% protein at pH
7, which exhibited Newtonian behavior, and at pH 5, which tended to show a shear-thickening
behavior. The reduction of pH in emulsions with 1% CN-Na led to phase separated emulsions,
which was attributed to the amount of adsorbed protein, which was insufficient to promote a
strong electrostatic repulsion. In order to improve the stabilization of phase separated emulsions
at acidic pH, an enzymatic treatment was carried out. Thus, sodium caseinate gels were cross-
linked with laccase and ferulic acid and the mechanical properties of these gels were evaluated.
The addition of laccase and ferulic acid resulted in gels with increased hardness, firmness and
less deformable. The best treatments were selected for the preparation of O/W emulsions
stabilized with CN-Na, in order to increase in their stability in acidic pH. The enzymatic
treatment caused modifications in the protein structure, resulting in changes of functional
properties, which led to an increase in the emulsion stability. In general, these enzymatically
treated emulsions were more stable, composed by droplets with lower size distribution and more
structured behavior, despite the increased mean droplet diameters (between 11.79 and 20.17 pm
for emulsions at pH 3). Thus, the stability increase of these emulsions could be associated to the
increase in viscosity, which resulted in steric stability. Results showed that it was possible to
produce more stable emulsions containing sodium caseinate in acidic pH using enzymatic
treatment, resulting in emulsions with different structures and rheological properties when

compared with the non-cross-linked protein.
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1.1. Introducao

Uma ampla variedade de produtos alimenticios é constituida de pequenas gotas dispersas
em uma fase continua, o que caracteriza uma emulsdo. Leite, maionese, sorvete, molhos e sopas
sdo exemplos de emulsdes encontradas na industria de alimentos. Contudo, as emulsdes sdo
sistemas termodinamicamente instiveis que tendem a se desestabilizar com o tempo
(MCCLEMENTS, 2005), resultando em duas fases separadas. A estabilidade cinética das
emulsdes pode ser conseguida com o uso de agentes emulsificantes e/ou estabilizantes, como por
exemplo, as proteinas e polissacarideos. Estes compostos sdo considerados aditivos seguros e
constituem uma alternativa aos emulsificantes artificiais, que vem encontrando extrema rejeicao

ao uso nas legislagdes dos principais mercados mundiais (CHEN et al., 2006).

As proteinas sdo emulsificantes de cardter anfifilico, que promovem a formacdo da
emulsdo e estabilizacdo por acdo interfacial (DICKINSON, 2003). As caseinas sdo proteinas
desordenadas e flexiveis, além de estaveis ao calor (PARKINSON & DICKINSON, 2004), sendo
o caseinato de sédio um sal derivado da caseina bastante utilizado como emulsificante. No
entanto, a utilizagdo de proteinas como agente emulsificante € limitada pela sua alta sensibilidade
as mudancas de pH e forga idnica, o que afeta sua funcionalidade, tornando as emulsdes simples

mais susceptiveis a instabilidade.

Assim, uma nova estratégia para melhorar a funcionalidade das proteinas € o uso do
processo de reticulacdo, formando ligacdes cruzadas covalentes entre suas moléculas. Este
processo pode ser obtido através de modificagdes quimicas e/ou enzimatica (BUCHERT et al.,
2010). Contudo, modifica¢des quimicas podem levar a formagdo de produtos téxicos, o que pode
ser evitado com uso de enzimas. Assim, as propriedades funcionais das proteinas para uso em

emulsodes alimenticias podem ser melhoradas com a reticulag@o através de enzimas.

A lacase é uma enzima oxidase contendo cobre, que catalisa a formacgdo de radicais fen6xi
e dgua pela oxidagdo de um elétron da hidroxila do grupo fendlico, utilizando a molécula de
oxigénio como o aceptor de elétron (CURA et al., 2009; STEFFENSEN et al., 2008). Ela atua em
uma ampla variedade de substratos como monofendis, polifendis, aminas, entre outros, através da

remog¢do de um elétron com consequente formacdo de radicais livres. O dcido ferdlico é um
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composto fendlico bastante utilizado nas industrias de alimentos e de cosméticos devido a sua
baixa toxicidade (OU & KWOK, 2004). Este composto pode ser empregado como mediador da
reacdo de oxidacdo pela lacase, aumentando a acessibilidade aos aminoécidos reativos, tirosina e

triptofano, presentes no caseinato de sédio, e assim facilitando o processo de reticulagao.

1.2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia da lacase e do 4cido ferdlico na

estabilidade de emulsdes O/A estabilizadas por caseinato de sédio.
Com este intuito, os objetivos especificos da pesquisa foram:

* Estudo de macroemulsdes estabilizadas por caseinato de sodio e verificagdao da influéncia
da concentracdo de proteina e variacdo do pH na estabilidade a separacdo de fases e

comportamento reoldgico desses sistemas;

* Avaliacdo dos efeitos da homogeneizacdo a altas pressdes, concentracdo de proteina e
variacdo do pH na estabilidade a separacdo de fases, tamanho de gotas, estrutura e propriedades

reoldgicas dessas emulsdes;

* Avaliacdo dos efeitos de dcido ferulico e lacase nas propriedades mecénicas e capacidade

de retencdo de dgua em géis de caseinato de sddio;

* Producgdo de emulsdes tratadas com dcido ferdlico e lacase e avaliagdo da estabilidade a

separacdo de fases, tamanho de gotas, estrutura e propriedades reoldgicas desses sistemas.
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2.1. Emulsoes

Uma emulsdo consiste em dois liquidos imisciveis (geralmente 6leo e d4gua), com um dos
liquidos disperso no outro na forma de pequenas gotas esféricas. A substancia que compde as
gotas de uma emulsdo é chamada de fase dispersa, descontinua, ou interna, enquanto a substancia
que compde o liquido circundante é chamada de fase continua ou externa. As emulsdes podem
ser classificadas de acordo com a distribuicdo espacial relativa das fases aquosa e oleosa: um
sistema que consiste de gotas de 6leo dispersas em uma fase aquosa € chamado emulsao 6leo em
agua (O/A), como € o caso do leite, maionese, sopas e molhos; enquanto que, quando as gotas de
dgua estdo dispersas em uma fase oleosa, o sistema € chamado emulsdo dgua em 6leo (A/O),
tendo como exemplos a margarina e a manteiga (MCCLEMENTS, 2005). Em geral, o processo
de conversao de dois liquidos imisciveis em uma emulsdo € feito em duas etapas: a formacdo de
uma pré-emulsdao ou macroemulsao e posterior redu¢do do tamanho das gotas desta emulsao pré-

existente através do processo de homogeneizacgdo a altas pressdes (MCCLEMENTS, 2005).

Quando consideramos a estabilidade de uma emulsdo, € extremamente importante
distinguir entre a sua estabilidade termodindmica e cinética (DICKINSON, 1992), pois a primeira
indica se o processo ird ou nao ocorrer, enquanto que a segunda fornece em que taxa o processo
ocorrerd (ATKINS, 1994 apud PERRECHIL, 2008). Quase todas as emulsdes sdo
termodinamicamente instdveis e tendem a se desestabilizar com o tempo (MCCLEMENTS,
2005). Contudo, é possivel obter emulsdes cineticamente estdveis, isto €, estiveis por um
determinado periodo, com o uso de estabilizantes e emulsificantes (MCCLEMENTS et al., 2009).
O agente estabilizante atua na modificacdo da viscosidade ou gelificacdo da fase continua,
enquanto o emulsificante promove a estabilizacdo da emulsdo via agdo interfacial (DICKINSON,
2003). Apdés o periodo de estabilidade cinética, as emulsdes podem se desestabilizar por
diferentes mecanismos, como a cremeagdo gravitacional, sedimentacdo, floculacdo, e
coalescéncia das gotas (Figura 2.1). A cremeacdo ocorre quando a densidade das gotas € menor
do que a da fase continua. J4 na sedimentacdo, a densidade das gotas € maior do que da fase
continua, ocorrendo a sua deposicdo. A floculagdo consiste na associacdo das gotas em flocos,
mantendo a integridade individual das gotas. A coalescéncia € o processo pelo qual duas ou mais

gotas se fundem para formar uma tnica gota maior (MCCLEMENTS, 2005).
7
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Figura 2.1. Esquema dos mecanismos de instabilidade em emulsdes. Fonte: MCCLEMENTS (2005).

Emulsificantes s@do moléculas anfifilicas com propriedades de atividade superficial
capazes de se adsorver em uma interface 6leo-dgua, promovendo a formagdo da emulsdo e
estabilizacdo por acdo interfacial (DICKINSON, 1992; MCCLEMENTS, 2005). Existem duas
grandes classes de agentes emulsificantes usadas no processamento de alimentos: surfactantes de
baixa massa molecular (monoglicerideos, polisorbatos, lecitina, etc.) e emulsificantes

macromoleculares (geralmente proteinas, como as do leite e do ovo) (DICKINSON, 2003).

Atualmente, grande parte dos emulsificantes utilizados sdo sintéticos e sua aceitabilidade
frente ao mercado consumidor é cada vez menor, visto que os consumidores estdo buscando
produtos associados a qualidade de vida. Neste contexto, estd inserido o uso de ingredientes
naturais como estabilizantes/emulsificantes em alimentos processados, como, por exemplo, as

proteinas e os polissacarideos.

As propriedades funcionais das proteinas sdo determinadas pelas suas caracteristicas
moleculares como massa molecular, conformacao, flexibilidade, polaridade e hidrofobicidade
(MCCLEMENTS et al., 2009). As condi¢des da solu¢cdo, como pH e forca idnica, além da

interacdo desses biopolimeros com outros componentes presentes nos alimentos, também afetam
8
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a sua funcionalidade (DICKINSON, 2003). Como consequéncia das altera¢des na funcionalidade
destes biopolimeros, estas emulsdes sdo bastante susceptiveis a instabilidade quando expostas a
determinadas condi¢cdes. Assim, uma nova estratégia para aumentar a estabilidade das emulsdes
estabilizadas com biopolimeros € fazer uso de enzimas capazes de formarem ligacdes cruzadas

covalentes.

2.2. Caseinas e caseinato de sodio

Existem dois principais tipos de proteinas do leite que podem ser separados com base na
sua solubilidade em pH 4,6 a 20°C. Sob estas condicdes, algumas das proteinas precipitam; essas
sdo chamadas caseinas. As proteinas que permanecem soliiveis em pH 4,6 sdao conhecidas como
proteinas do soro (FOX & KELLY, 2004). As caseinas sdo constituidas de quatro fracodes
principais: og1., Og., P- e k-caseina (WONG et al., 1996). Estas proteinas compostas por
aminodcidos unidos por amidas substituidas, ou ligacdes peptidicas. A natureza e tipo desses
aminodcidos definem as estruturas primdrias, secunddrias e tercidrias das moléculas proteicas,
determinando suas interagdes com outros biopolimeros (CHEFTEL et al, 1996). A estrutura
primdria é uma sequéncia de aminodcidos unidos por ligacdes covalentes (ligacdes peptidicas e
dissulfeto) formando uma cadeia polipeptidica (LEHNINGER, 2006). A anélise elementar das
caseinas (complexo a, B, k) revela a seguinte composicdo: 53% C; 7,05% H; 16,65% N; 0,76% S;
0,85% P, sendo que a presenca de grupos fosfato nas caseinas permite classifica-las como
fosfoproteinas (SGARBIERI, 1996). A Tabela 2.1 apresenta a composicao dos aminodcidos que

constituem as caseinas.
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Tabela 2.1. Composicao aminoacidica das caseinas do leite (g/100g proteina).

Constituintes Caseinas

pH4,6 ag p K Y

Glicina 2,0 29 1,6 12 15
Alanina 3,2 34 20 54 23
Valina 7,2 55 10,2 6,3 10,5
Leucina 9,2 94 11,6 6,1 12,0
Isoleucina 6,1 6,1 55 7,1 44
Prolina 10,6 83 15,1 11,0 17,0
Fenilalanina 5,0 56 58 39 58
Tirosina 6,3 77 32 7,6 3,7
Triptofano 1,7 1,7 083 1,0 1,2
Serina 6,3 71 68 50 55
Treonina 4,9 25 51 6,7 44
Cistina+ Cisteina 0,34 00 00 1,2 0,0
Metionina 2,8 32 34 1,7 41
Arginina 4,1 44 34 40 19
Histidina 3,1 32 31 24 37
Lisina 8,2 87 65 65 62

Acido aspartico 7,1 85 49 77 40
Acido glutdmico 22,4 24,3 232 19,8 229
N amidico L1 13 16 19 16

Fonte: SGARBIERI, 1996.

A grande quantidade de 4cido glutdmico e aspdrtico na cadeia peptidica confere
caracteristica 4cida as caseinas. Além disso, devido a sua composi¢cdo de aminodcidos, as
caseinas apresentam hidrofobicidade média, ligeiramente superior a maioria das proteinas
globulares, possibilitando que essa proteina se associe mais facilmente a complexos de alta massa

molecular (CHEFTEL et al, 1996).
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As duas maiores fracdes de caseina, a e [, compreendem cerca de 75% do total das
caseifnas do leite. O predominio de residuos de prolina, e a auséncia completa de residuos de
cisteina, significam que ambas as proteinas em solu¢do adotam configura¢des desordenadas e
flexiveis, inibindo a formacgdo de estruturas secundérias ordenadas (DICKINSON, 1999). Além
disso, a auséncia de estrutura tercidria contribui para a estabilidade das caseinas a desnaturacdo
térmica e a exposicao dos residuos hidrofébicos, além de contribuir para sua alta atividade de
superficie (estrutura aberta). Esta dltima propriedade confere boas propriedades espumantes e
emulsificantes (FOX & KELLY, 2004). As caseinas sdao estdveis ao calor, mas se agregam
fortemente com a reducdo do pH (PARKINSON & DICKINSON, 2004). Sdo proteinas de
pequena massa molecular (variando de 20-25 kDa), o que provavelmente também contribui para
sua alta estabilidade. O ponto isoelétrico e massa molecular das quatro fracdes de caseina estdo

apresentados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Ponto isoelétrico e massa molecular das principais fragdes da caseina.

Massa Molecular

Fracao Protéica Ponto Isoelétrico
(Da)
Ol 4,9 23.612
Ols2 53 25.228
B 4,5 24.000
K 4,1 21.000

Fonte: SGARBIERYI, (2005); CHEFTEL et al, (1996).

O caseinato de s6dio € um sal derivado da caseina, também composto pela mistura
multicomponente das fracdes os1, 0, B e k-caseina. O caseinato de s6dio € um importante
ingrediente utilizado na industria de alimentos devido a sua boa propriedade emulsificante
quando comparado com outras proteinas, sua elevada solubilidade e estrutura dissociada e

desdobrada. Além disso, essa proteina apresenta elevada hidrofobicidade, com uma nitida
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separacdo entre as zonas muito hidrofilicas e muito hidrofébicas das cadeias polipeptidicas

(CHEFTEL et al, 1996).

A estabilidade e reologia das emulsdes produzidas com caseinato de s6dio dependem de
dois fatores principais: a estrutura e composicdo da camada de proteina adsorvida na interface
O/A, e o estado de desdobramento e agregacdo das proteinas na fase aquosa (DICKINSON,
1999). Como a acidificagdo a valores de pH préximos ao ponto isoelétrico do caseinato (= 4,6)
leva ao aumento das forgas atrativas (interacdes eletrostaticas, hidrofébicas e de van der Waals)
entre as particulas de proteina, nestas condicdes ocorre a auto-associacdo dos componentes
proteicos adsorvidos e ndo-adsorvidos (ALLEN et al., 2006) o que pode alterar as suas
propriedades estabilizantes em uma emulsdo. Assim, este ingrediente apresenta uma limitada
aplicabilidade para o uso em emulsdes acidificadas e a formacdo de uma estrutura na interface
que nao fosse susceptivel a alteragdes de pH e forca idnica seria necessdria para a aplicagdao da

caseina na estabilidade de emulsoes.

2.3. Tratamento enzimatico e reticulacao

Inimeros estudos t€m investigado métodos para melhorar a capacidade emulsificante das
proteinas. A modificacdo quimica é um método de promover a reticulagdo em proteinas, como
por exemplo, a reacdo de Maillard (BUCHERT et al., 2010). Neste sentido, a promocio de
ligacOes covalentes entre as cadeias de proteina seria uma alternativa para o aumento da
estabilidade de emulsdes na presenca de proteina, melhorando a resisténcia a protedlise
(BUCHERT et al.,, 2010). Contudo, o uso de modificagdes quimicas para melhorar as
propriedades funcionais das proteinas pode levar a formagdo de produtos téxicos
(FERGEMAND et al., 1998), o que limita a sua utilizacdo na indudstria de alimentos. Assim,

além de reagcdes quimicas as ligacdes cruzadas covalentes podem ser formadas na matriz

alimentar através de tratamentos fisicos ou enzimaticos (BUCHERT et al., 2010).

A utilizacdo de enzimas na industria de alimentos € muito promissora devido a sua alta
especificidade com o substrato, condi¢des brandas de reacdo e por serem catalisadores

biodegradaveis (COUTO & HERRERA, 2006). As propriedades funcionais das proteinas podem
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ser melhoradas com a reticulagdo através de enzimas como a tirosinase, transglutaminase e a
lacase. A reticulacdo enzimatica pode influenciar na estabilidade de emulsdes O/A estabilizadas
por proteina, através de mudangas na estrutura do emulsificante na interface e/ou na fase continua

(MA etal., 2011).

2.4. Lacase

A lacase (benzenodiol oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2) é uma oxidase que catalisa a
formacao de radicais livres fendxi e dgua pela oxidacao da hidroxila do grupo fendlico utilizando
a molécula de oxigénio como o aceptor de elétrons (Figura 2.2) (CURA et al., 2009;
STEFFENSEN et al., 2008). Estes radicais livres sdo susceptiveis a reacdes quimicas como a
polimerizacdo, hidratacdo e fragmentagdo (THURSTON, 1994; CLAUS, 2003). A lacase é capaz
de catalisar a oxidagdo de proteinas e polissacarideos formando conjugados heterogéneos, através
de ligacdes cruzadas (SELINHELMO et al., 2008). As modifica¢cdes causadas na estrutura dos
biopolimeros, como proteinas e/ou carboidratos, devido a formacao de ligacdes cruzadas, podem
melhorar sua capacidade estabilizante em emulsdes. O aumento da estabilidade estd associado a
formacdo de uma espessa camada em torno das gotas de 6leo, que aumenta a repulsdo estérica e

reduz as interagdes atrativas (LITTOZ & MCCLEMENTS, 2008).

Muitas lacases fungicas tém pH 6timo de atuagdo em condi¢des dcidas, embora algumas
também apresentem em pH neutro e alcalino (KIISKINEN et al. 2002, MARTINS et al. 2002). O
pH 6timo da lacase ndo € apenas afetado pela procedéncia da enzima mas também pelo substrato.
O aumento do pH diminui o potencial redox do substrato fendlico, tornando-o mais susceptivel a
oxidacgdo. A estabilidade a temperatura varia com a fonte de onde € isolada a lacase, mas em geral

as lacases flingicas sao estaveis entre 30 e 60°C (BUCHERT et al., 2010).
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OH o 0 o) 0 o |
" H+ _e.
CHo CHa CHz CH2 CH: ChH
| I | | | |
R R | R R 1 R R |
R = cadeia carbonica Formacéo ligactes cruzadas
LACASE
4 Substratos (reduzidos) + O2 P 4 Substratos (oxidados) + 2 H:0

Figura 2.2. Reacdo de oxidagdo de cadeia lateral de tirosina em proteinas catalisada pela lacase. Fonte:

BURCHERT et al. (2010).

A lacase pode oxidar diversos substratos incluindo monofendis, polifendis, diferentes
substitutos de fendis, diaminas, aminas aromaticas e tidis (THURSTON, 1994; MAYER &
STAPLES, 2002). As ligacdes cruzadas podem ocorrer em grupos aromaticos presentes em
protefnas/carboidratos ou em certos aminodcidos presentes nas proteinas, como residuos de

glutamina, lisina, tirosina e cisteina (BUCHERT et al., 2007).

A presenca e a acessibilidade aos aminodcidos alvo dependem da conformacdo do
substrato, sendo estes os principais fatores que afetam a formacdo de liga¢des cruzadas inter e
intramoleculares em proteinas (BUCHERT et al., 2010). A caseina é uma proteina que nao
apresenta estrutura secunddria e tercidria ordenada, o que a torna um 6timo substrato para atuacao
da lacase, devido a sua estrutura flexivel. Segundo Mattinen et al. (2006), dentre 15 aminodacidos
estudados somente a tirosina, cisteina e triptofano foram oxidados pela lacase, sendo que a

utilizacdo de 4cido ferilico aumentou a acessibilidade a estes aminodacidos.
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2.4.1. Acido ferlico

O éacido ferilico (4cido 4-hidroxi-3-metoxicinidmico) € uma substancia naturalmente
presente no reino vegetal. Ele € um 4cido fendlico de baixa toxicidade, podendo ser adsorvido e
facilmente metabolizado pelo corpo humano. O 4cido fertlico tem muitas funcgdes fisiologicas
como agente antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatério, antitrombose e anticancerigeno.
Devido a todas estas propriedades, o dcido fertlico passou a ser usado nas industrias de alimentos

e de cosméticos (OU & KWOK, 2004). A Figura 2.3 apresenta a estrutura do 4cido fertlico.

OCH,3

i

8¢

OH

Figura 2.3. Estrutura do acido feridlico. Fonte: MATTINEN et al., (2005).

A adi¢do de acido ferulico, um mediador de baixa massa molecular facilmente oxidado
pela lacase, na mistura de reagdo enzima-proteina aumenta a acessibilidade aos aminoécidos
reativos para a formagdo de radicais, resultando em extensivas ligacdes cruzadas entre os
substratos (MATTINEN et al., 2005). Além disso, quando proteinas sdo utilizadas como
substrato, a acessibilidade a tirosina pode ser limitada devido a sua elevada massa molecular e,
consequentemente, a formacgao de ligacdes cruzadas pode ser melhorada na presenca de um &cido
fendlico (MATTINEN et al., 2005). Assim, a conformacdo da proteina, ou seja, a acessibilidade
dos aminodcidos reativos, € um dos principais fatores que determina a extensdo das ligacdes
cruzadas das proteinas (MATTINEN et al., 2006), além da presenca de algum componente

fendlico de baixa massa molecular.

Estudos sobre a adi¢ao de dcido ferdlico na reacdo de caseinato de s6dio com lacase
mostraram que ocorreu um aumento das interacdes proteina-proteina e levou a formagao de géis
mais firmes, com valores de médulos de armazenamento mais altos e microestrutura mais fina,

quando comparados a géis de caseinato tratados somente com lacase (CURA et al., 2009). A
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utilizacdo da lacase também promoveu a formacdo de ligacdes covalentes em emulsdes
multicamadas compostas por pectina de beterraba, que contem 4cido fertlico em sua composi¢ao,
e B-lactoglobulina. As emulsdes que foram reticuladas pela lacase foram mais estdveis ao NaCl

que as emulsdes contendo somente B-lactoglobulina (LITTOZ & MCCLEMENTS, 2008).

2.5. Emulsoes estabilizadas com caseinato de sodio

Estudos avaliaram a capacidade emulsificante do caseinato de s6dio em emulsdes do tipo
Oleo-dgua. Foram verificadas a influéncia do pH e da aplicacdo de forcas mecénicas na obten¢dao
das emulsdes, o efeito da concentragao de proteina no processo de estabilidade a cremeacgao, o
processo de gelificacio em emulsdes e comportamento reolégico (PERRECHIL & CUNHA,
2010; DICKINSON, 1999; ELIOT & DICKINSON, 2003; DICKINSON & GOLDING, 1997).

A concentracdo de proteina, pH e for¢ca idnica modificam o tamanho das gotas e a
viscosidade da fase continua, com consequente efeito na estabilidade cinética das emulsdes. O
aumento na concentracdo de caseinato leva a formacdo de emulsdes mais estdveis, devido ao
aumento da viscosidade (PERRECHIL & CUNHA, 2010). Porém, uma concentracdo muito
elevada de proteina pode ocasionar a separacdo de fases da emulsdo, sendo essa associada a
floculagdo por deplecao, que ocorre quando ha proteinas ndo adsorvidas na superficie das gotas

(DICKINSON, GOLDING & POVEY, 1997).

Além da concentracdo de biopolimero, o processo de formagdo das emulsdes afeta a
estabilidade das emulsdes, sendo que o uso de homogeneizacao a altas pressoes leva a formacao
de emulsdes mais estdveis devido a redugcdo do tamanho das gotas de 6leo (PERRECHIL &
CUNHA, 2010). O pH das emulsdes tem grande influéncia na estabilidade, sendo que a
estabilidade das macroemulsdes é maior em condi¢des proximas ao ponto isoelétrico (pI) do
caseinato de s6dio e menor em pH dcido (PERRECHIL & CUNHA, 2010). Assim, a obten¢do de
emulsdes cineticamente estdveis utilizando o caseinato de sédio como emulsificante € limitada

em pH &cido.
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CAPITULO 3. MATERIAL E METODOS

17



Capitulo 3

18



Capitulo 3

3.1. Material

A caseina, a lacase proveniente do Trametes versicolor e o dacido ferdlico foram
adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St Louis - USA). De acordo com o fabricante, a lacase tinha
uma atividade enzimatica de 0,51 U/mg utilizando o catecol como substrato a 25°C em pH 6. O
6leo de soja (6leo de soja Soya, Bunge Alimentos S.A, Brasil) foi obtido em supermercado local.
A azida sédica adquirida da Sigma Aldrich Co. (St Louis - USA) foi adicionada as emulsdes para
evitar o crescimento microbiano. Os demais reagentes foram de grau analitico e também obtidos

da Sigma Aldrich Co. (St Louis - USA).

3.2. Preparo das solucoes-estoque

3.2.1. Caseinato de sodio

A solucgdo-estoque com 6 % (m/v) de caseinato de s6dio (CN-Na) foi preparada pela
dispersdo da caseina em 4gua deionizada sob agitacdo magnética por 3 h em uma temperatura

méxima de 50°C. O pH foi ajustado para 7,0 com o uso de NaOH 10 M.

3.2.2. Solugoes de lacase e acido feriilico

As solucdes enzimdticas foram obtidas pela dispersio do p6é de lacase em d&gua
deionizada, com concentracdo de 1, 5 e 10 mg/mL. As solugdes de 4cido ferdlico foram
preparadas pela dissolucdo do composto fendlico em dgua deionizada, com concentragdo de 1, 5
e 10 mM. Ambas as solu¢des foram agitadas utilizando um agitador magnético até completa
dissolucdo dos ingredientes. Estas concentra¢des foram obtidas a partir de ensaios preliminares

para a formacgdo de géis de caseinato de sddio.
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3.3. Géis de caseinato de sodio

3.3.1. Preparo dos géis

A capacidade da lacase de promover ligacdes covalentes nas moléculas de proteina foi
verificada a partir da formagao de géis de caseinato de sédio com diferentes concentragdes de
enzima (1, 5 e 10 mg/mL) e de 4cido ferdlico (1, 5 e 10 mM). As combinagdes das concentracdes
das solugdes nos géis estdo apresentadas na Tabela 3.1. Estes sistemas foram preparados pela
mistura das solucdes de caseinato de s6dio (4% m/v) com as solucdes de lacase e 4cido fertlico
por 2 horas a temperatura ambiente (CURA et al., 2009). Depois deste tratamento enzimético,
esses sistemas foram incubados com adicdo de glucona-6-lactona (GDL) sendo a razdo
GDL/proteina de 0,115 (CAVALLIERI & CUNHA, 2008) de forma que o pH final das amostras
fosse 5,0 a 25°C por 22 horas. As amostras foram acondicionadas em formas cilindricas de 22
mm de didmetro e com altura de 22 — 25 mm para a formagao e estabilizacdo da rede dos géis a

25°C.

Tabela 3.1. Composicao dos géis de caseinato de sédio formados com adi¢do de lacase (LAC) e

acido ferulico (AF).

Sistema AF (mM) Lac Volume AF Volume

(mg/mL) (mL) LAC (mL)
0 0 0 0 0
1 1 0 15 0
2 1 1 6 9
3 1 5 6 9
4 1 10 6 9
5 5 0 15 0
6 5 6 9
7 5 5 6 9
8 5 10 6 9
9 10 0 15 0
10 10 6 9
11 10 5 6 9
12 10 10 6 9
13 0 15 0
14 0 5 15 0
15 0 10 15 0
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3.3.2. Analises

3.3.2.1. Compressao uniaxial

As propriedades mecanicas dos géis de caseinato de so6dio foram analisadas em um
texturdmetro TA-XT Plus Texture Analyser (Stable MicroSystems Ltd., Surrey, Inglaterra), a
temperatura ambiente. Para esta andlise foi utilizada uma placa de acrilico de 60 mm a uma
velocidade de compressdo de 5 mm.s™ até 80 % de deformagdo em relagdo 2 altura inicial do gel.
A partir do diagrama de tensdao-deformagdo foram determinadas as seguintes propriedades:
modulo de elasticidade (E), tensdo de ruptura (6,,p) € deformagdo na ruptura (€qp). O médulo de
elasticidade estd relacionado com a firmeza do gel e é uma propriedade obtida dentro da zona
eléstica, sendo que a deformacdo até = 5% foi considerada reversivel. A tensdo de ruptura refere-
se a dureza do gel, correspondendo a tens@o maxima aplicada a que o gel resiste antes da fratura,
e a deformacdo associada a este ponto € denominada &.,,. Todas as medidas foram realizadas em

quintuplicata.

3.3.2.2. Capacidade de retencao de agua (CRA)

A capacidade de reten¢do de dgua foi determinada por diferenca de massa dos géis de
caseinato de sodio antes e apds serem centrifugados a 4000 g por 10 minutos a 15°C (KOCHER
& FOEGEDING, 1993) em uma centrifuga refrigerada Jouan BR4i (Jouan S/A, Saint Herblain,
Franca). Para isto, cerca de 1,0 g de gel foi envolvido por papel manteiga e papel filtro Whatman
1 (Whatman, Brentford, Inglaterra) antes de ser colocado em um tubo de centrifuga de 50 mL. O
valor de retencdo de dgua foi expresso como o porcentual de dgua remanescente em relagdo a
quantidade de dgua presente inicialmente no gel (BRAGA et al., 2006). Todas as medidas foram

realizadas em quadruplicata.

3.4. Preparo das emulsoes 6leo-agua (O/A)

3.4.1. Tratamento enzimatico

A solucdo estoque de caseinato de sodio (6% m/v) foi diluida de forma que estivesse na
concentracdo de 1 e 4% (m/v) nas emulsdes O/A. As solu¢des aquosas foram preparadas pela
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agitacdo magnética das solugdes de caseinato de sddio com as solugdes de lacase (LAC) e dcido
ferdlico (AF) por 2 horas a temperatura ambiente. Para as emulsdes que ndo foram tratadas
enzimaticamente, a solucdo estoque foi diluida para as concentracdes mencionadas

anteriormente, usando dgua deionizada.

3.4.2. Producao das emulsoes

As emulsdes foram preparadas em pH 7 (acima do pl), 5 (préximo ao pl) e 3 (abaixo do
pl), sendo o pH das solugdes de caseinato ajustado com dcido citrico 1M. A azida sédica (0,02 %,
m/v) foi adicionada como agente antimicrobiano. O 6leo de soja (30% v/v) foi adicionado e
misturado a solu¢do de CN-Na utilizando-se um sistema rotor-estator ULTRA TURRAX IKA
modelo T18 (Staufen, Alemanha) a 18000 rpm por 4 minutos para a formagdo das
macroemulsdes. Para obter emulsdes com tamanho de gota reduzido, as macroemulsdes foram
submetidas a homogeneizacdo a altas pressdes em um homogeneizador de dois estigios
NS1001L2K-PANDAZ2K, Niro Soave S.p.A. (Parma, Itdlia), com a pressd@o no primeiro estagio
de 600 bar e no segundo estdgio de 50 bar (PERRECHIL, 2008). Os seguintes sistemas foram
avaliados: (i) emulsdes estabilizadas por caseinato de sddio, (ii) emulsdes estabilizadas por
caseinato de s6dio com adicdo de 4cido ferulico, (iii) emulsdes estabilizadas por caseinato de
s6dio com adi¢do de &cido ferdlico e lacase. As Tabelas 3.2 e 3.3 descrevem as emulsdes
produzidas, as varidveis de processo, o processo de homogeneizacdo, bem como as andlises

realizadas para a sua caracterizagao.
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Tabela 3.2. Representacdo esquemdtica das andlises realizadas nas emulsdes estabilizadas por

caseinato de sodio sem tratamento enzimatico e sem adi¢do de 4cido ferulico.

Tipo de emulsdo Varidveis de processo Andlises realizadas para caracterizagao

» Estabilidade a separacdo de fases (Secdo
e Concentragdo de

3.5.1)
Macroemulsdes proteina
* Composicao de fases (Se¢ao 3.5.2)
. pH
* Reologia (estado estaciondrio) (Se¢do 3.5.5)
* Estabilidade a separacdo de fases (Secdo
3.5.1)
Emulsoes e Concentragdo de

. * Composicao de fases (Se¢ao 3.5.2)
Homogeneizadas a  proteina

_ * Microscopia / tamanho de gota (Secdo 3.5.3)
alta pressao * pH

* Reologia (escoamento e oscilatério) (Secao

3.5.5)

Tabela 3.3. Representacdo esquemdtica das andlises realizadas nas emulsdes estabilizadas por

caseinato de sédio com adicao de dcido fertlico e/ou adi¢do de lacase.

Tipo de emulsio Varidveis de processo Andlises realizadas para caracterizagdo

* Estabilidade a separacdo de fases (Secdo

3.5.1)
* Concentracdo de proteina
* Microscopia / tamanho de gota (Secao

Emulsoes * Concentragdo de lacase
3.5.3)

Homogeneizadas e+ Concentracdo de &cido C
* Eletroforese em gel de poliacrilamida

(Secdo 3.5.4)

a alta pressao ferdlico

* pH . o
* Reologia (estado estaciondrio e

oscilatério) (Se¢do 3.5.5)
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3.5. Analises das emulsoes
3.5.1. Estabilidade das emulsdes a separacio de fases

Imediatamente apds a formacdo das emulsdes, aliquotas de 25 mL de amostra foram
transferidas para tubos cilindricos graduados (didmetro interno = 15,5 mm, altura = 65 mm) e
armazenadas por 7 dias a temperatura ambiente, sendo o volume da fase aquosa quantificado
diariamente. Os resultados de estabilidade foram reportados como indice de separacdo de fases

(ISF) descrito pela Equacao 1:
ISF (%) = H/H, x 100 (1)

onde H representa a altura da fase inferior com o tempo de estocagem e Hy a altura inicial.

3.5.2. Composicao quimica das fases

Apés 7 dias de estocagem, as emulsdes que apresentaram separacdo de fases com a
formacdo de uma fase superior creme (oleosa) e uma inferior aquosa foram caracterizadas
quimicamente. A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC,
1992) com fator de correcdao proteina-nitrogénio de 6,38. A umidade foi determinada
gravimetricamente a 105°C (AOAC, 1992), enquanto a concentragdo de 6leo foi obtida por
diferenga, a partir da concentragdo dos outros componentes. Todas as medidas foram realizadas

em quadruplicata.

3.5.3. Microscopia éptica e distribuicao de tamanho de gotas

A microestrutura das emulsdes foi avaliada apds 7 dias de estocagem em microscopio
Carl Zeiss modelo MF-AKS 24 x 36 EXPOMET (Zeiss, Jena, Alemanha). As amostras foram
colocadas em laminas, cobertas com laminulas e visualizadas com aumento de 40 e 100 x, sendo
obtidas aproximadamente 10 imagens de cada lamina. As imagens obtidas foram avaliadas no

software AxioVision Rel. 4.8.
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O tamanho das gotas foi analisado através de técnica de espalhamento de luz utilizando-se
o equipamento Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra). Esta andlise
foi realizada apds 7 dias de estocagem das emulsdes estabilizadas com caseinato de sédio,
permitindo a obtencdo da curva de distribuicdo de tamanho de particulas, sendo que o tamanho
médio das gotas foi caracterizado em termos do didmetro médio superficial, ds,, obtido pela
Equacido 2. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e em sextuplicata.

_ In;d}

d =
32 Zni diz

2)

onde n; é o numero de particulas com diametro d;.

3.5.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida permitiu verificar a atuagdo da lacase através da
determinacdo das massas moleculares dos agregados proteicos. Eletroforese em géis de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo o método de Laemmli (1970). Para a
constru¢do do gel foram utilizadas 1aminas verticais de vidro (Bio-Rad, Hercules-CA), nas quais
a poliacrilamida ainda ndo polimerizada foi adicionada. Os ensaios foram realizados em gel de
poliacrilamida com concentracdes de 12 % para o gel de resolucdo e de 5 % para o gel de
empacotamento. As emulsdes contendo 1 e 4% (m/v) de proteina em pH 7 foram diluidas em
dgua deionizada e 30 pg de amostra foi aplicada nos compartimentos formados no topo do gel de
empacotamento de poliacrilamida. A amostra foi diluida na razdo de 1:2 em um tampdo de
amostra pH 6,8 (50 mM de Tris-HCI, 2% de SDS, 10 % de glicerol (v/v) e 0,1 % (m/v) de
Comassie Brilliant Blue). O tampao de corrida (pH 8,3) continha 25 mM de Tris-HCI e 250mM
de glicina. O gel de resolucdo e o gel de empacotamento foram compostos por tampao com 0,1 %
de SDS e Tris-HCI, em pH 8,8 e 6,8, respectivamente. Apds as corridas, todos os géis foram
corados com 0,25 % (p/v) de Comassie Brilliant Blue em metanol/dcido acético glacial/dgua
(4,5:1:4,5) e para o contraste estes foram descorados em solucdo de 1% (m/v) de metanol e 2,5%
(m/v) de acido acético. Foi utilizado como padrao um marcador comercial de massa molecular
entre 19 — 180 kDa (prestained InvitrogenTM Bench Marker protein leader, Byoagency

International, Jacksonville, USA).
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3.5.5. Ensaios reologicos

As propriedades reoldgicas em baixas e altas deformagdes das emulsdes foram
determinadas utilizando-se um redmetro de tensdo controlada Physica MCR301 (Anton Paar,
Graz, Austria). As medidas foram realizadas apés 7 dias de estocagem para garantir a
estabilidade cinética das emulsdes, em triplicata e a 25°C. Para a fase superior utilizou-se uma
geometria de placa rugosa de 50 mm de didmetro para evitar o escorregamento, enquanto que a
geometria de placa paralela de aco inoxiddvel de 75 mm de didmetro foi utilizada para a fase
inferior aquosa da emulsdo. Para as emulsdes que ndo apresentaram separacao de fases, também

foi utilizada a geometria de placa rugosa de 50 mm de didmetro.

As curvas de escoamento foram obtidas através de um programa de passos multiplos
usando um intervalo de taxa de deformacdo entre 0-300 s, avaliando-se a relacdo entre
viscosidade () e taxa de deformacdo (3). Os modelos para fluidos Newtonianos (3), Lei da
Poténcia (4) e de Herschel-Bulkley (5) foram utilizados para ajustar as curvas de escoamento aos

dados:

o=1n.% 3)
o= k.()" “4)
c=0y+k.()" (5)

onde o € a tensdo de cisalhamento (Pa), o, € a tensdo residual (Pa), ¥ é a taxa de

deformacao (s'l), n € a viscosidade (Pa.s), n € o indice de comportamento e k o indice de

consisténcia (Pa.s").

Para realizacdo dos ensaios oscilatérios, um teste de varredura de frequéncia (0,01 - 10
Hz) foi realizado a 25°C com uma deformacao fixa de no maximo 1 % para que estivesse dentro
do intervalo de viscoelasticidade linear, sendo avaliados os médulos de armazenamento (G’) e de

dissipagdo (G”).
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3.6. Analise Estatistica

A avaliagdo dos dados foi realizada com auxilio do programa STATISTICA® 7.0,
através da andlise de variancia (ANOVA) em que diferengas estatisticas significativas (p < 0,05)

foram determinadas pela comparacao de médias entre os dados por meio do teste de Tukey.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Parte 1. Macroemulsoes estabilizadas por caseinato de sédio
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4.1. Macroemulsoes

A avaliagdo das propriedades das macroemulsdes O/A preparadas com concentracdo de
6leo fixa (30% v/v), variando-se a concentracdo de caseinato de sédio (1% e 4% m/v) e pH (3, 5

e 7) estdo apresentadas abaixo.

4.1.1. Estabilidade a separacao de fases

Em todas as condi¢bes estudadas, as macroemulsdes foram instdveis, mostrando
separacdo de fases com a formac¢do de uma fase superior creme e uma inferior aquosa. Contudo,
o volume final das fases dependeu do pH e da concentracdo de proteina utilizada. A Figura 4.1
apresenta o aspecto visual destes sistemas apds 7 dias de estocagem. Foi observada a formagao de
uma rede de gel nas amostras preparadas em pH 3 e 5, sendo esta mais pronunciada com 4% de
proteina. Além disso, a macroemulsdo com 4% de proteina (m/v) em pH 3 apresentou formacgdo
de uma terceira fase depositada no fundo da proveta, que pode estar associada ao excesso de
proteina nesta fase. J4 a macroemulsdo com 1% de caseinato de s6dio em pH 3 apresentou
particulas insoldveis na fase aquosa que podem ser resultantes da agregacdo de proteinas na fase

inferior (Figura 4.1A).

A Tabela 4.1 apresenta o indice de separacdo de fases (ISF), calculado a partir da Equacao
1, das macroemulsdes estabilizadas com 1% e 4% de caseinato de sddio em diferentes valores de
pH (3, 5 e 7). Através desses resultados (Tabela 4.1), pode-se verificar que o aumento da
concentracdo de proteina levou a diminui¢do do volume da fase inferior (aquosa), ou seja, a
menores indices de separacdo de fases indicando que as macroemulsdes foram mais estdveis
(maior volume da fase superior), exceto em pH 3 onde ocorreu o aparecimento de uma terceira
fase. A partir dos indices de separagdo de fases, também pode-se observar que o processo de
separacdo de fases das macroemulsdes também foi fortemente influenciado pelos valores do pH,
ou seja, pela carga superficial da proteina. Para valores de pH 3, abaixo do ponto isoelétrico (pl)
do caseinato de sédio, a proteina apresenta carga liquida positiva; enquanto que em pH 7, acima
do pl, ocorre predominio de carga negativa. Ja para valores de pH préximos ao pl (pH 5) a carga

liquida € neutra, podendo ocorrer interagdes atrativas (interagdes eletrostaticas, hidrofébicas e de
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van der Waals) entre as moléculas de proteina. Caso essas interacOes atrativas sejam

suficientemente fortes, as particulas se agregardo e poderdo formar uma rede de gel

tridimensional (CHEN et al, 1999). A formacgdo desta rede foi observada em valores de pH 5,

sendo mais evidente na concentracdo de 4% de CN-Na. Resultados similares também foram

observados por Perrechil (2008).

Tabela 4.1. Indice de separagio de fases (%) das macroemulsdes estabilizadas por caseinato de

sodio apds 7 dias de estocagem.

pH
CN-Na 3 S 7
1% 48 96 61
4% 60 22 57
A) (B)

150 4783

Figura 4.1. Separacgao de fases das macroemulsdes apds 7 dias de estocagem estabilizadas com (A) 1% de

CN-Na e (B) 4% de CN-Na.
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4.1.2. Composicao quimica das fases

A Tabela 4.2 apresenta a composicdo quimica das fases separadas apds 7 dias de
estocagem das macroemulsdes, de forma que elas se encontrassem em equilibrio (indice de
separacdo de fases constante). A fase superior das emulsdes é formada na sua maior parte por
0leo enquanto que a fase inferior possui como componente majoritirio a dgua, permitindo a

classificacdo de fase creme e aquosa, respectivamente.

O aumento na concentracdo de proteina levou a uma elevacao na razdo proteina/dgua na
fase inferior e na razao proteina/6leo na fase superior, sendo que a dltima parece estar associada a
maior estabilidade da emulsdo. Assim, o aumento do teor de proteina promoveu a diminui¢do da
mobilidade das gotas, resultando no aumento da estabilidade cinética (PERRECHIL & CUNHA,
2010). A macroemulsdo estabilizada por 4% de caseinato de s6dio em pH 5 apresentou a maior
razdo proteina/dleo na fase superior, coerente com o indice de separacdo de fases, indicando que
nestas condi¢Oes a proteina foi capaz de recobrir maior parte da superficie das gotas de dleo

presentes na fase creme e melhorar a estabilidade.
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Tabela 4.2. Composi¢do quimica das fases separadas apds 7 dias de estocagem das macroemulsdes estabilizadas por CN-Na em pH 3,
SeT.

Compqsigﬁo Fase Superior Fase Inferior
Inicial

Prot Proteina Agua Oleo Razio Razio Proteina Agua Oleo Razdo Razdo
(%) (%) (%) (%) prot/Gleo 0leo/dgua (%) (%) (%)  prot/dgua  Oleo/dgua

3 1,04 £0,16 28,25+0,95 70,71+0,96 0,015 2,50 0,73 £015 97,34 +£0,74 1,93+0,76 0,007 0,0198

1 5 1,65+0,20 38,42+545 5993+545 0,028 1,56 0,65+0,13 9831+0,16 1,04 £0,21 0,007 0,0106

7 1,26 £0,27 26,80+0,43 71,94+0,51 0,018 2,68 1,01 £0,16 98,68 £0,20 0,31 +0,26 0,010 0,0031

3(%) 1,13£0,19 30,11+1,17 68,76 +1,18 0,016 2,28 0,87 £0,09 97,48+£0,99 1,65+0,99 0,009 0,0039

4 5 4,60+048 5045+1,39 4495+147 0,102 0,89 0,70 +0,07 98,50+0,19 0,8+0,20 0,007 0,0081

7 4,10+£0,27 25,73+0,11 70,19+£0,29 0,058 2,73 1,73 +£0,36 95,66 £0,08 2,61 £0,37 0,018 0,0273

(*) Composigao terceira fase, desconsiderando a presenca de dleo: proteina (%) = 2,17 +0,2; dgua (%) = 96,09.
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4.1.3. Reologia

Medidas reoldgicas para obtencdo das curvas de escoamento foram realizadas para as
fases separadas das macroemulsdes. A Figura 4.2 apresenta as curvas de escoamento da fase
superior das macroemulsdes com diferentes concentracdes de proteina e pH obtidas a 25°C. Com
o intuito de verificar a existéncia de dependéncia do tempo de cisalhamento nos sistemas, as
macroemulsdes foram primeiramente submetidas a um aumento de tensdo de cisalhamento
(subida 1), seguido por uma reducdo na tensdo (descida) e, posteriormente, uma nova rampa
crescente (subida 2) de tensao de cisalhamento. As fases superiores dos sistemas em pH 3 e 5
com 1% CN-Na apresentaram ruptura estrutural com a aplica¢do do cisalhamento, resultando na
reducdo da viscosidade aparente entre a subida 1 e a descida, o que € indicativo da presenca de
tixotropia. Esse comportamento pode estar associado a ruptura do gel formado préximo ao pl. Ja
as demais amostras, com exce¢do da emulsio com 4% de proteina em pH 5, apresentaram
comportamento reopético, ou seja, apresentaram aumento da viscosidade aparente com o tempo
de cisalhamento, especialmente em pH 7. Uma explicacdo para este tipo de comportamento é que
a aplicag¢do de uma forca de cisalhamento em uma emulsdo aumenta tanto a frequéncia quanto a
eficiéncia das colisdes entre as gotas, o que pode levar a um aumento da agregagdo e,
consequentemente, a um aumento na viscosidade aparente com o tempo (MCCLEMENTS,

2005). A fase inferior ndo mostrou comportamento dependente do tempo de cisalhamento.

A Figura 4.3 mostra as curvas de escoamento em estado estaciondrio da fase superior
(subida 2) e inferior de todas as macroemulsdes estudadas. A fase superior das macroemulsdes
apresentou comportamento de fluido pseudoplastico (n < 1) com tensdo residual, sendo assim, o
modelo Herschel-Bulkley (HB) foi ajustado as curvas de escoamento, apresentando coeficiente
de determinacdo (R*) maior que 0,999 para todas as condi¢Oes estudadas. Os parametros de

ajustes estdo apresentados na Tabela 4.3, juntamente com a viscosidade aparente (1);00) a 100 s™.

A partir da Tabela 4.3 pode-se notar que o aumento na concentragao de proteina levou ao
aumento dos parametros reolégicos: tensdo residual (6,), indice de comportamento (n) e indice de
consisténcia (k), com excecdo do pH 5 para este dltimo pardmetro. Nesta condic¢do, as

macroemulsdes eram mais estruturadas, pois o pH estava mais préximo ao ponto isoelétrico do
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caseinato de sodio, levando a formagdo de uma rede de gel bastante viscosa. Como consequéncia,
a viscosidade aparente da fase superior foi consideravelmente maior do que em valores de pH 3 e
7. No entanto, como a emulsdo com 4% de proteina em pH 5 apresentou elevada tensao residual,
este valor pode ter mascarado o indice de comportamento e consisténcia, sendo mais confidvel
comparar a viscosidade aparente das emulsdes, ja que estes valores sdo independentes do ajuste
do modelo. Analisando njoo (Tabela 4.3), pode-se observar que o aumento na concentracdo de
proteina resultou em maiores valores de viscosidade na taxa de deformacgdo avaliada, o que foi
associado a formagdo de um sistema mais estruturado, melhorando a estabilidade das

macroemulsdes, e consequentes menores indices de separacdo de fases (Tabela 4.1).

30 & subidal w descida 1 50 * subidal = descida 1
asubida2 4 subida2
25 o 40 anasasitt
LA
7, M
= 20 s
£ g 30 v
.§ 15 4
g 2
& 10 g @
A
*1 A i B
n [
0 + 6
0 50 100 150 200 250 300
0 50 100 150 200 250 300
Taxa de deformgdo(s)
Taxa de deformagio (s7)
50 250
# subidal mdescidal 4 subida2 W #subidal mdescidal asubida2
Soassrsseeiersesstst i
a0 # M"“‘“‘A 200

k-
ahA
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{ C
n
1}
0 50 100 150 200 250 300 a 50 100 150 200 250 300
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50 100 #subidal m descida 1
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50 100 150 200 250 300

Taxa de deformagao (s?)

Taxa de deformagdo (s)

Figura 4.2. Curvas de escoamento da fase superior das macroemulsdes O/A (dependéncia do tempo de
cisalhamento) com (A) 1% de CN-Na em pH 3, (B) 4 % de CN-Na em pH 3, (C) 1% de CN-Na em pH 5,
(D) 4% de CN-Na em pH 5, (E) 1% de CN-Na em pH 7 e (F) 4% de CN-Na em pH 7.
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Figura 4.3. Curvas de escoamento em estado estaciondrio das macroemulsdes O/A. (A) Fase superior das
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1% simbolos abertos € 4% simbolos fechados.
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A fase inferior de todos os sistemas também apresentou pseudoplasticidade, sendo que o
modelo Lei da Poténcia foi o que melhor se ajustou as curvas de escoamento (Tabela 4.3). A
viscosidade aparente a 100 s™ da fase inferior de todas as condi¢des foi consideravelmente menor
que a da fase superior. Esse comportamento pode ser explicado pela composi¢do quimica das
fases (Tabela 4.2), em que a razdo 6leo/dgua da fase superior foi muito maior do que a razdo
Oleo/dgua da fase inferior, além da presenga das gotas de 6leo na fase superior, que levaram ao
comportamento altamente pseudoplastico desta fase. Além disso, deve-se considerar que como o
componente predominante na fase inferior (aquosa) € a dgua, o comportamento viscoso foi
semelhante ao da 4gua, com uma pequena pseudoplasticidade, o que pode ser atribuido a proteina

presente nesta fase.

Tabela 4.3. Efeito da concentragao de proteina e do pH nos parametros reoldgicos ajustados ao
modelo Herschel-Bulkley para fase superior e ao modelo Lei da Poténcia para fase inferior das

macroemulsdes estabilizadas por caseinato de sédio.

Fase superior Fase inferior

Proteina MN100 M100
pH c, (Pa) k (Pa.s") n k (Pa.s") n

(% m/v) (Pa.s) (mPa.s)

3 2,86™ 2,02 0,39™ 0,15  0,0028* 0,83" 1,29™

1 5 1,34 516" 042" 0,37*  0,0018*" 0,87*" 1,00*°

7 1,30%  1,70% 0,59 0,27%°  0,0020"® 0,90% 1,25"

3 9,60% 2,56 047 0,315 0,0037°* 0,80%* 1,42

4 5 27,618 1,72%  0,69%° 0,67%°  0,0034%* 0,80%* 1,35

7 4,71% 3588 0,56 0,52%  0,0032** 0,96 2,62"°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05). Letras maidsculas: diferencas entre as
concentracdes de proteina para um valor de pH fixo. Letras mindsculas: diferencas entre os valores de pH

para uma mesma concentracio de proteina.
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Parte 2. Emulsées estabilizadas por caseinato de sédio utilizando altas pressoes de

homogeneizaciao
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4.2. Emulsoes

As emulsdes O/A foram preparadas a partir das macroemulsdes analisadas anteriormente,
seguidas de um processo de homogeneizacao a altas pressdes (600/50 bar) mantendo as mesmas
concentracdes de 6leo (30% v/v) e de caseinato de sédio (1% e 4% m/v), bem como os valores de

pH (3,5¢ 7).

4.2.1. Estabilidade a separacao de fases

As emulsoes estabilizadas com 4% de caseinato de s6dio ndo apresentaram separacdo de
fases em nenhum dos pH estudados, ap6s 15 dias de estocagem. No entanto, nas emulsdes com
1% de caseinato de sdédio ocorreu formacdo de duas fases, com excecdao do pH 7,0 que
permaneceu estavel (Figura 4.4). Assim, o comportamento de separagdo de fases foi influenciado
pela concentragdo de proteina e pelo pH das emulsdes. Diferentemente das macroemulsoes, o
aumento da concentracdo de proteina resultou na formacdo de emulsdes estdveis, indicando que
com a aplicagdo de maior magnitude de forcas mecanicas e reducdo do tamanho de gotas, a
quantidade de proteina foi suficiente para recobrir a superficie das gotas e estabilizar as emulsoes
(DICKINSON et al., 1997). Como observado anteriormente nas macroemulsdes, também foi

observada a formacdo de uma rede de gel em condi¢des de pH 3 e 5 (Figura 4.4).

A influéncia do pH foi mais clara nas emulsdes com 1% de caseinato de sédio, em que
houve separacdo de fases quando o pH estava proximo (pH 5) e abaixo (pH 3) do pl. Em
condi¢des préximas ao pl da proteina, as emulsdes encontraram-se mais floculadas, com
formacdo de uma rede de gel. Além disso, apresentaram gotas com baixa densidade de carga, e
insuficiente repulsdo eletrostdtica capaz de evitar a agregacdo das gotas (SURH et al., 2006;
MCCLEMENTS, 2005). A floculacao, geralmente, leva a reducdo da estabilidade a cremeacdo,
exceto em emulsdes concentradas em que a formagdo de uma rede de gel influencia
positivamente na estabilidade (DICKINSON, 1998), fenomeno observado com a emulsao

estabilizada com 4% de proteina em pH 5.

O mecanismo de desestabilizacdo por floculagdo também ocorreu quando a emulsdo com
1% de caseinato de sédio estava abaixo do pl. Apesar das gotas estarem carregadas positivamente
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em pH 3, a repulsdo eletrostatica ndo foi suficientemente forte para superar as forcas atrativas,
ocorrendo a floculacdo e o aparecimento de uma fase inferior. Nesse pH também foi observada
uma rede de gel, similar ao pH 5, porém menos pronunciada e que afetou menos o indice de

cremeacao.

Ja as emulsdes em pH 7 ndo se desestabilizaram, permanecendo estdveis por 15 dias de
estocagem. A maior estabilidade cinética dessas emulsdes estd associada a carga liquida negativa
(pH acima do pl) que promoveu uma maior repulsdo eletrostitica, evitando a agregacdo das

gotas, e assim a separacao de fases.

Tabela 4.4. Indice de separacio de fases (%) das emulsdes estabilizadas por CN-Na ap6s 15 dias

de estocagem.

pH
CN-Na 3 3 7
1% 23,2 36,0 0
4% 0 0 0

1% de CN-Na 4% de CN-Na
Figura 4.4. Separacio de fases das emulsdes O/A ap6s 15 dias de estocagem.

42



Capitulo 4

4.2.2. Composicao quimica das fases

A Tabela 4.5 apresenta a composi¢cdo quimica das fases separadas apds 15 dias de
estocagem das emulsdes, condi¢do em que estavam em equilibrio (indice de separacdo de fases
constante). Em pH 5, a fase superior apresentou maior razio proteina/6leo e 6leo/dgua, assim
como a fase inferior teve uma maior razdo proteina/dgua. Contudo, ndo foi possivel associar a
estabilidade das emulsdes com a razdo emulsificante/componente predominante na fase como
concluido por Perrechil (2008), ja que para este caso o aumento das razdes ocorreu em emulsoes
com o maior indice de cremeacdo, apesar da separagdo de fase em algumas destas emulsdes

terem ocorrido de forma mais lenta, como observado por Santana (2009).

Tabela 4.5. Composi¢do quimica das fases separadas apos 15 dias de estocagem das emulsdes

estabilizadas por 1% de CN-Naem pH 3 e 5.

pH Fase Superior
Proteina . £ Razado Razdo
A 1
(%) gua (%) Oleo (%) proteina/éleo Oleo/dgua
3 0,83 +0,1 60,20+0,86 38,97 +0,87 0,02 0,65
5 1,3+£0,2 53,85+0,70 44,83 +0,73 0,03 0,83
Fase Inferior
Proteina . . 10* * Razdo 10* * Razdo
(%) Agua (%) Oleo (%) proteina/dgua Oleo/dgua
3 0,47+0,04 96,88+1,29 2,65+1,29 4,85 27,35
5 0,69 £0,07 97,68 +£0,99 1,63+0,99 7,06 16,69

4.2.3. Distribuicao de tamanho de gotas e microscopia

A distribuicdo de tamanho de gotas é um parametro muito importante para diversas
propriedades das emulsdes como, por exemplo, vida de prateleira, aparéncia, textura e aroma.
Consequentemente, ¢ fundamental que se possa controlar e medir com precisdo o tamanho das
gotas em emulsdoes (MCCLEMENTS, 2005). As microscopias (Figura 4.5) mostraram que as
microestruturas das emulsdes eram polidispersas, ou seja, apresentaram diferentes tamanhos de

gotas e/ou agregados. A polidispersdo foi mais pronunciada em pH 3 e 5 (Figura 4.5) condi¢des
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em que essas emulsdes apresentaram estrutura bastante diferenciadas, com a formacgdo de uma
rede tipica de gel, principalmente em pH 5, condicao que a amostra encontra-se proxima ao pl da
proteina. Assim, vale ressaltar que o didametro médio superficial das gotas, nessas condi¢cdes de
pH, pode estar mascarado devido aos clusters de proteina que poderiam se sobrepor as gotas de

oleo.

A Figura 4.6 mostra a polidispersdo das gotas de todas as emulsdes formadas. As
emulsdes em pH 3 apresentaram um volume elevado de gotas com diametro entre 10 - 60 pm e
30 - 200 um para as emulsdes com 1 e 4% caseinato de sodio, respectivamente. Além disso, a
emulsdo estabilizada com 1% de proteina ndo apresentou uma distribuicdo monomodal, com a
formacdo de quatro picos, sendo os dois primeiros com diametro menor do que 5 um € o quarto
pico com diametro de gotas maior do que 200 um. Esse resultado indica a formacao de agregados
de gotas, que ocasiona a desestabilizacao por floculacdo das emulsdes, conforme observado nos
resultados de indice de cremeacgdo, composi¢do de fases e microscopia. O aparecimento desses
picos com menor didametro pode estar associado a proteinas ndo adsorvidas que se agregaram,

ocorrendo a floculacdo por deplecao (DICKINSON, 2006).

Ja em pH 5 as emulsdes apresentaram um volume elevado de gotas com diametro entre 40
- 300 pm e 40 - 500 um para as emulsdes com 1 e 4% caseinato de sddio, respectivamente. Os
maiores tamanhos de gotas em relagdo aos outros valores de pH podem estar associados a
agregacdo das proteinas. A maior concentragdo de proteina levou a uma maior largura (span) ou
polidispersdo na curva de distribui¢cdo de tamanho, o que pode indicar a ocorréncia de floculagao

por deplecdo devido ao excesso de caseinato de sédio.

Ja as emulsdes em pH 7 apresentaram distribui¢do bimodal, com volume elevado de gotas
entre 0,4 - 2 um e 0,2 - 0,8 um para 1 e 4% caseinato de sddio, respectivamente, sendo que o
aparecimento de outros picos pode estar associado a agregacao das gotas ou de particulas de
proteinas nao adsorvidas. Contudo, esses diametros médios foram inferiores quando comparados
aos valores em pH 3 e 5. O reduzido tamanho de gotas provoca redu¢do na for¢ca de gravidade, o
que inibe o processo de cremeacdo ou sedimentacdo e pode prevenir o processo de floculacgdo,

evitando a separagdo de fases (TADROS et al, 2004).
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1% de CN-Na 4% de CN-Na

Figura 4.5. Microestruturas das emulsdes com 4% de CN-Na e da fase superior das emulsdes com 1% de

CN-Na ap6s 7 dias de estocagem.
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Perrechil (2008) verificou que macroemulsdes contendo 30% de 6leo (m/v) estabilizadas
com 1% e 4% (m/m) de caseinato de s6dio em pH neutro (pH 7) apresentaram didmetro médio
superficial de gotas de 14,41 e 10,74 pum, respectivamente. A producdo de emulsdes estabilizadas
com proteina utilizando-se o sistema rotor-estator, usado no trabalho de Perrechil (2008), nao
viabiliza a formacdo de gotas com menores diametros, o que pode ser obtido com o uso de
homogeneizacdo a altas pressdes. A Tabela 4.6 apresenta o tamanho médio superficial das gotas
das emulsdes obtidas através de homogeneizacdo a alta pressdo (600/50 bar). Os elevados
diametros médios de gotas a pH 3 e 5 confirmam o observado nas micrografias da Figura 4.5.
Comparando os valores de d3; obtidos por Perrechil (2008) com os do presente trabalho, pode-se
verificar que houve uma considerdvel redu¢do do tamanho médio das gotas das emulsdes com o
uso de alta pressao a pH 7. Como boa parte da energia adicionada no processo é dissipada na
forma de calor, a menor energia usada no sistema rotor-estator comparada a alta pressdo nao
fornece a energia livre necessaria para criar uma grande area interfacial (ANTON et al., 2008)
que seja capaz de reduzir o tamanho das gotas e consequentemente obter-se a estabilidade

cinética da emulsao.

Tabela 4.6. Tamanho médio superficial das gotas ds; (um) das emulsdes estabilizadas por

caseinato de sodio.

% proteina pH
(m/m) 3 5 7
1 6,14+0,72 34,17+£295 1,10£0,05
4 19,93 + 1,27 106,93 £9,54 0,44 £0,04

4.2.4. Reologia

Medidas reoldgicas para obtencdo das curvas de escoamento foram realizadas para as
emulsdes que permaneceram estdveis e para a fase superior daquelas que apresentaram separagao

de fases (Figura 4.7). Como descrito anteriormente para as macroemulsdes (item 4.1.3), as
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emulsdes homogeneizadas a altas pressdes foram submetidas a diferentes ciclos de tensdo de
cisalhamento (subida 1, descida e subida 2) para verificar comportamento dependente do tempo
de cisalhamento. As emulsdes em pH 3 e 5 apresentaram uma ruptura estrutural com a aplicacao
do cisalhamento, resultando na redugdo da viscosidade aparente entre a subida 1 e a descida, o
que indica a presenca de tixotropia. Essa quebra estd associada a destruicdo da rede de gel
formada nesses dois valores de pH. Emulsdes que exibem esse tipo de comportamento muitas
vezes contém particulas que estdo agregadas por interacdes fracas (MCCLEMENTS, 2005).
Quando essas interagdes entre as particulas sdo rompidas pelo cisalhamento, ocorre a diminui¢ao
da resisténcia ao escoamento e assim a reducdo da viscosidade aparente (NORDE, 2003;
MCCLEMENTS, 2005). Ja as emulsdes em pH 7 ndo apresentaram dependéncia em relacdo ao
tempo de cisalhamento, ou seja, a viscosidade variou somente com a taxa de deformacdo e as trés
rampas mostraram sobreposi¢do, diferentemente das macroemulsdes tratadas nas mesmas
condic¢des. Esse comportamento independente do tempo de cisalhamento pode estar associado ao
menor diametro superficial das gotas das emulsdes submetidas a alta pressdo de homogeneizagao

em pH 7.

Eliminando a dependéncia do tempo, foram obtidas as curvas de escoamento em regime
estaciondrio. Pela Figura 4.8 pode-se observar que, dentro do intervalo de taxa de cisalhamento
estudado, a maior parte das emulsdes apresentou comportamento de fluido pseudopléstico (n <
1). No entanto, as emulsdes com 1% de proteina em pH 7 comportaram-se como fluido
Newtoniano e em pH 5 como fluido dilatante (n > 1), como observado na microscopia (Figura
4.5) pela estrutura diferenciada. As emulsdes com comportamento pseudopldstico foram
ajustadas ao modelo Lei da Poténcia (Equacgdo 4) apresentando coeficiente de determinacdo (R?)
maior que 0,99, sendo os parametros apresentados na Tabela 4.7, juntamente com a viscosidade

aparente (1n;00) a 100 s,

Esse tipo de comportamento pseudoplastico € o mais comum para a maioria das emulsoes
alimenticias. A pseudoplasticidade pode ocorrer por uma variedade de razdes como, por exemplo,
alteracdo da distribuicdo espacial das gotas devido a aplicacdo de cisalhamento, alinhamento de

gotas nao esféricas, remocdo de moléculas de solventes ligados as gotas ou deformacdo e
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rompimento dos flocos (HUNTER, 1993; MEWIS & MACOSKO, 1994; NEWSTEIN et al.,

1999).

Ja em pH 5, préoximo ao ponto isoelétrico do caseinato de sédio, a emulsdo estabilizada

com 4% de proteina apresentou comportamento reoldgico de fluido complexo com tensao

residual (PERRECHIL & CUNHA, 2010), ndo sendo possivel o ajuste a um modelo reoldgico,

devido a formacgdo de uma rede de gel.
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Figura 4.7. Curvas de escoamento das emulsdes O/A para avaliacio da dependéncia do tempo de
cisalhamento. Emulsdes com (A)1% de CN-Na em pH 3 (fase superior), (B) 4% de CN-Na em pH 3, (C)
1% de CN-Na em pH 5 (fase superior), (D) 4% de CN-Na em pH 5, (E) 1% de CN-Na em pH 7 e (F) 4%

de CN-Na em pH 7.
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estd apresentado o comportamento da fase superior.

As emulsdes homogeneizadas a alta pressdao (600 bar), que apresentaram comportamento
pseudopldstico, tiveram uma reducdo no indice de consisténcia (k) e na viscosidade aparente a
100 s quando comparadas as macroemulsdes estudadas anteriormente. Este comportamento é
explicado pela estrutura das emulsdes, que passaram a apresentar menores didmetros de gota com

o uso da homogeneizacao ou elevada energia mecanica (SANTANA et al., 2011).

Para as emulsdes que apresentaram separacdo de fases, também foram obtidas curvas de
escoamento em estado estaciondrio para a fase inferior (Tabela 4.7). As curvas de escoamento
também foram ajustadas ao modelo Lei da Poténcia assim como a fase inferior das
macroemulsdes, apresentando semelhangas com os parametros ajustados anteriormente (Tabela
4.3). A pseudoplasticidade é explicada pela quantidade de proteina na fase inferior que interage

com a agua (Tabela 4.5).

A Figura 4.9 ilustra o perfil de comportamento da viscosidade aparente com a taxa de
deformacdo aplicada. Pode-se observar que o aumento da concentragdo de proteina ocasionou no
aumento da viscosidade aparente, ocasionando no aumento da estabilidade das emulsdes por
efeito estérico. Para as condi¢cdes de pH préximo e abaixo do pl (pH 5 e 3), quando houve a

formacgao de uma emulsao tipo gel, a viscosidade aparente foi muito superior a das emulsdes em
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pH acima do pI (pH 7) (Tabela 4.7). O aumento da viscosidade estd associado ao mecanismo de
floculagdo, que € confirmado pelo maior didmetro das gotas e pelo comportamento
pseudopléstico das emulsdes. Eliot & Dickinson (2003) verificaram que a reducdo do pH de 7
para 5,8 em emulsdes estabilizadas por caseinato de sédio levou a redugdo da forca de interacao
(floculacao) entre as gotas e como consequéncia uma mudanga no comportamento reoldgico das
emulsdes, de pseudopldstico para Newtoniano. No entanto, a acidificacdo abaixo de pH 5,5 levou
a refloculacdo da emulsdo e a agregacdao das gotas. O mecanismo de desestabilizacdo por
floculagdao € induzido pela reducao do pH para o ponto isoelétrico, que leva a reducdo da
densidade de carga da superficie da gota e, assim, a perda da estabilizacdo eletrostética
(DICKINSON, 2006). Contudo, é importante ressaltar que para as emulsdes estabilizadas com

1% de caseinato de sédio, que apresentaram separagdo de fases, a viscosidade aparente em pH 3 e

5 foi obtida somente da fase creme superior.

Tabela 4.7. Efeito da concentracdo de proteina e do pH nos parametros reoldgicos ajustados ao

modelo Lei da Poténcia das emulsdes estabilizadas por caseinato de sddio.

Fase superior Fase inferior
Proteina N100 k N100
pH k (Pa.s") n n
(% m/m) (Pa.s) (Pa.s™) (mPa.s)
3 2,95 0,28™ 0,11  0,0021* 0,87% 1,14*
1 5 0,08" 1,28° 0,27%  0,0017* 0,89* 1,00
7 0,003 1 0,003 - - -
3 1,03%  0,68" 0,23 - - -
4 5 - - 0,63%° - - -
7 0,26" 0,69" 0,06° - - -

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras maidsculas: diferengas entre os
valores de pH para uma mesma concentracio de proteina. Letras mindsculas: diferencas entre

concentracdes de proteina para um valor de pH fixo.
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Figura 4.9. Efeito da concentracio de proteina e do pH na viscosidade aparente das emulsdes
homogeneizadas. pH: (¢) 3, (0) 5 e (©) 7. Concentracdo de proteina: 1% simbolos abertos e 4% simbolos

fechados. Com 1% de CN-Na e pH 3 ou 5 estd apresentado a viscosidade da fase superior.

As medidas reoldgicas dinamicas das emulsdes estdo apresentadas nas Figuras 4.10 e
4.11, sendo que o médulo de armazenamento ou eldstico (G’) foi maior que o moédulo de
dissipacdo ou viscoso (G”) em fun¢do da frequéncia para todas as condi¢des estudadas, indicando
um comportamento de um sistema mais estruturado. A Figura 4.10 apresenta o comportamento
da emulsdo estabilizada com 4% de caseinato de s6dio em pH 7, a qual representa o

comportamento tipico das outras emulsdes estudadas.

Em pH 7, o moédulo elastico (G’) e o mddulo viscoso (G”) se cruzaram em
aproximadamente 0,02 Hz, mas a partir desse ponto o G’ foi maior do que o G” . Santana et al.
(2011) verificaram que emulsdes estabilizadas com fibra de coldgeno a altas pressdes de
homogeneizacdo apresentaram comportamento de solucdo concentrada (gel) com o moédulo
eldstico maior do que o mddulo viscoso. Esse mesmo comportamento também foi observado nas
macroemulsdes estabilizadas por caseinato de sddio, estudadas por Perrechil & Cunha (2010). As

curvas de G’ e G” em funcdo da frequéncia referentes as outras amostras estdo apresentadas no
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Anexo 1, sendo que o mddulo elastico foi cerca de 10 vezes maior do que o mddulo viscoso,

indicando que as emulsdes apresentaram comportamento de solu¢do concentrada (gel).

Os valores de médulo complexo (G*) das emulsdes em pH 3 e 5 ndo apresentaram
dependéncia em relagdo a frequéncia (Figura 4.11), sendo que a maior concentracdo de proteina
levou a formacdo de uma estrutura mais rigida e mais estdvel, como observado no ensaio de
estabilidade e viscosidade. Perrechil & Cunha (2010) também concluiram que a reducio do pH
para valores proximos ao pl levou a formagao de macroemulsdes de caseinato de s6dio mais
estruturadas, comportando-se como uma rede de gel. J4 para as emulsdes com 1% de caseinato de
sédio, que apresentaram separacao de fases, os valores de G* tenderam a ser menores, apesar de

nao serem dependentes da frequéncia.

As emulsdes em pH 7 apresentaram valores de moddulo complexo dependentes da
frequéncia, sendo que o G* aumentou com o aumento da frequéncia aplicada (Figura 4.11). Esse
comportamento de solu¢do mais diluida estd associado a menor viscosidade e menor tamanho

médio de gotas das emulsdes.
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Figura 4.10. Propriedades reoldgicas dindmicas do comportamento de emulsdo estabilizada com 4% de

CN-Na em pH 7. Médulo elastico G’ (¢) e médulo viscoso G” ().
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Com 1% de CN-Na e pH 3 ou 5 estd apresentado o comportamento da fase superior.
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Parte 3. Emulsoes estabilizadas por caseinato de soédio: efeito do acido feriilico e da

lacase na estabilidade
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4.3. Determinacao da concentracdo de acido ferilico e lacase para aplicacdo nas

emulsoes

Foram realizados ensaios de gelificacdo do caseinato de sddio na presenga de &dcido
ferdlico e lacase, para verificar a capacidade desta enzima de promover liga¢des covalentes nas
moléculas de proteina. As propriedades dos géis obtidos em concentra¢do de caseinato de sodio
fixa (4% m/m), variando-se a concentragdo de 4cido ferdlico (1, 5 e 10 mM) e enzima (1, 5 e 10

mg/mL) sdo apresentadas abaixo.

4.3.1. Propriedades mecanicas

Todas as dispersdes estudadas apresentaram um pH em torno de 4,9 (préximo ao pl do
caseinato de sddio), depois de 24 horas de estocagem a temperatura ambiente com uma razao
GDL e caseinato de 0,115 (CAVALLIERI & CUNHA, 2008). Todas as dispersdes formaram géis
auto-sustentdveis porém apresentaram liberacdo de dgua (sinerese), conforme observado na
Figura 4.12. Além disso, a adi¢do de lacase tornou os géis mais particulados, ou seja, a rede de
gel foi menos homogénea. Através da avaliacdo da tensdo na ruptura, deformacdo na ruptura e
modulo de elasticidade dos géis pode-se entender a funcionalidade do 4cido fertlico e da lacase
na dureza, deformabilidade e firmeza dos géis formados. Tais propriedades podem ser
relacionadas as alteragdes na estrutura da rede de caseinato pela presenca de 4cido feridlico (AF)
e/ou lacase (LAC). Assim, a andlise de tensdo na ruptura foi usada como indicador de dureza, o
modulo de elasticidade como indicador da resisténcia e a deformacao de ruptura como fragilidade

(KOHYAMA & NISHINARI, 1993) dos géis de caseinato de sodio.

Figura 4.12. Aspecto visual da adi¢io de 4cido ferilico e lacase nos géis de caseinato de sédio.
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4.3.1.1. Efeito da concentracio de lacase

A adicdo de diferentes concentragdes de lacase nos géis de caseinato de sddio foi avaliada
através das propriedades mecanicas. Para todas as concentragdes de acido ferulico estudadas (1, 5
e 10 mM) houve uma tendéncia de diminui¢do da tensdo na ruptura (Grp) com o aumento da
concentracdo de lacase (1, 5 e 10 mg/mL), como pode ser observado na Figura 4.13. A adi¢do de
lacase em concentracdo maior do que 5 mg/mL afetou significativamente a tensdo de ruptura
quando comparado ao sistema formado apenas por caseinato de sédio (controle), tornando o gel
menos rigido. O aumento da fragilidade dos géis com o aumento na concentracdo da lacase pode
ser explicado pela intensificacdo da ruptura da proteina com maior teor de enzima (LANTTO et
al., 2005). Este efeito também foi observado em massa de pao de trigo que ficou mais macia a
altas concentracdes de lacase (SELINHEIMO et al., 2006). Além disso, através da Figura 4.12
observa-se que a presenca da lacase tornou os géis mais particulados, o que pode indicar uma
agregacdo desordenada. Por outro lado, a adi¢do de 1 mg/mL de lacase favoreceu a formagdo de
um gel mais rigido, apresentando maior tensdo de ruptura, desde que a concentragdo de dcido
ferdlico fosse maior ou igual que 5 mM de 4cido fertlico. A mudanga nas propriedades de textura
dos géis de caseinato de sédio estd associada a reticulagao promovida pela acao da lacase (CURA

et al., 2009).
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Figura 4.13. Tensdo na ruptura (c,,) de géis de caseinato de sddio. Letras diferentes indicam diferengas

significativas a 95% de confianca.

A Figura 4.14 apresenta o efeito da lacase na deformacdo de ruptura (gqp) dos géis. A
deformacdo na ruptura dos géis estd relacionada a variacdo de altura que a amostra suporta antes
de se romper, ou a deformabilidade dos géis. Para todas as concentragdes do composto fendlico
estudadas, a deformacdo na ruptura tendeu a diminuir com o aumento da concentrag¢do de lacase,
ou seja, os géis tornaram-se menos deformaveis, exceto com a concentracdo de 10 mM de 4cido
ferdlico. Porém, somente o uso da lacase afetou significativamente (p < 0,05) a deformacdo na

ruptura quando comparado ao gel controle (caseinato de s6dio).

Macedo et al. (2010) estudaram o efeito da enzima transglutaminase em géis acidos de

caseinato de sédio e verificaram que o uso dessa enzima resultou no aumento tanto da tensao
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quanto na deformacao de ruptura, o que nao foi constatado neste trabalho. Assim, o uso da lacase,
em maiores concentracdes, tornou o gel mais macio (menor tensio na ruptura) € menos
deformdvel (menor deformacdo na ruptura), comprovando a mudanca na estrutura causada pela
enzima. Isso pode estar relacionado a presenga de atividade proteolitica na lacase que altera a
estrutura do gel neutralizando o efeito de ligacdes covalentes formadas pela enzima (CURA et al.

2009).
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Figura 4.14. Deformacdo na ruptura (g,,) de géis de caseinato de sddio. Letras diferentes indicam
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Os mddulos de elasticidade (E) foram determinados a partir dos dados iniciais de tensdo e
deformacdo na ruptura, até 5 % de deformacdo, mostrados na Figura 4.15. De maneira geral, o
aumento na concentragdo de enzima tendeu a diminuir o moédulo de elasticidade dos géis na
presenca de 4cido ferulico, devido a formacdo de um gel mais particulado. Assim, o uso da
enzima deve estar associado ao 4cido ferdlico, visto que o uso deste mediador melhora as
propriedades mecanicas dos géis de caseinato de sodio. Desta forma, o efeito do 4cido ferulico e
da lacase na formacdo de géis foi estudado para determinar a melhor relacio de mediador e

enzima para a obtencao das emulsdes tratadas enzimaticamente.

4000 - 4000 -
3500 - 8 3500 -
3000 - A 3000 1 e
2500 - A 2500 - B
£ 2000 % £ 2000 -
= 1500 - \ = 1500 -
1000 \ 1000 -
500 \ 500
0 - 04
H Controle 1 mM AF

B Controle “ Img/mL LAC * Smg/mL LAC % 10mg/mL LAC
= 1mM AF+ Img/mL LAC 2 1 mM AF + 5Smg/mL LAC

= 1 mM AF + 10mg/mL LAC

4000 -
3500 - B . s 4000 7
000, S 3500 - BC
] A 3000 - A N
2500
£ 2000 \ = 22007 \
= | & 2000 - \
1500 = 1500 -
1000 1 \ 1000 - \
500 - \ 500 - \
0 - 0 -
B Controle 5mM AF ® Controle 10 mM AF
#5mM + | mg/mL LAC #5mM AF + Smg/mL LAC +10mM AF + Img/mL LAC & 10mM AF + Smg/mL LAC
#5mM AF + 10mg/mL LAC 2 10 mM AF + 10mg/mL LAC

Figura 4.15. Mddulo de elasticidade (E) de géis de caseinato de sddio. Letras diferentes indicam

diferencas significativas a 95% de confianca.
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4.3.1.2. Efeito da concentracio de acido feriilico

A adicdo de diferentes concentracdes de dcido ferdlico nos géis de caseinato de sédio
também foi avaliada através das propriedades mecanicas. O acréscimo somente do dcido fertlico
ndo afetou a tensdao de ruptura quando comparado ao gel formado apenas por caseinato (Figura
4.16). No entanto, o efeito do 4cido ferdlico € positivo na presenca da lacase, pois ocorre o
aumento da dureza dos géis. Alguns estudos tém mostrado que o uso de acido ferdlico como
mediador da reacdo de oxidacdo da lacase melhora a formacdo de ligagdes covalentes em

caseinas, B-lactoglobulina e tirosina (SELINHEIMO et al., 2008; STEFFENSEN et al., 2008;
MATTINEN et al., 2005).
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Figura 4.16. Tensdo na ruptura (c,,, ) de géis de caseinato de sodio. Letras diferentes indicam diferencas

significativas a 95% de confianca.
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O uso do acido ferdlico ndo afetou significativamente a deformacdo de ruptura quando
comparado ao gel formado apenas por caseinato de sédio (Figura 4.17). J4 para o médulo de
elasticidade (E) pode-se observar que, de maneira geral, a adicio de enzima promoveu a
formacao de géis com maior firmeza, com o aumento da concentra¢do de 4cido fertlico, exceto
para a condicdo de 1 mg/mL de lacase (Figura 4.18). Assim, o que se pode concluir sobre a
adicao de enzima em géis de caseinato de sodio € que o efeito da lacase € mais pronunciado e
positivo na presenca de dcido fertlico, mediador necessario na reacao de oxidacdo para formacao
de ligacdes cruzadas covalentes. Cura et al. (2009) concluiram que o aumento na concentracdo de
lacase e a presenca de 4cido ferdlico aumentaram a extensdo das ligacdes cruzadas em géis de

caseinato, levando a formacgao de géis mais firmes.
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Figura 4.17. Deformacdo na ruptura (e.,) de géis de caseinato de sddio. Letras diferentes indicam

diferencgas significativas a 95% de confianca.
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Figura 4.18. Mdédulo de elasticidade (E) de géis de caseinato de sdédio. Letras diferentes indicam

diferencas significativas a 95% de confianca.

Desta forma, foram escolhidas as condi¢des que formaram géis mais fortes e resistentes

com o objetivo de produzir, a partir das concentragdes escolhidas de dcido ferdlico e lacase,

emulsdes mais estaveis. Logo, a relacdo de 5 mM de acido fertdlico e 1 mg/mL de lacase e 10 mM

acido fertlico e 5 mg/mL de lacase foram estabelecidas.
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4.3.2. Capacidade de retencao de agua

A capacidade de reten¢do de dgua € uma propriedade relacionada a estrutura da rede dos
géis, sendo uma caracteristica que influencia na aceitacdo dos produtos pelos consumidores. Os
resultados de capacidade de retengcdo de dgua dos géis de caseinato de sddio, para verificar o

efeito do 4cido ferulico e da lacase, estdo apresentados nas Figuras 4.19 e 4.20.

A adicdo de 4cido ferilico ou lacase ndo afetou a capacidade de retencdo de dgua dos géis
formados (p < 0,05). No entanto, utilizacdo conjunta do composto fendlico e da enzima
promoveu um pequeno aumento da capacidade de retencdo de dgua, como observado nos
sistemas: 5 mM de 4cido ferulico e 1 mg/mL de lacase e 10 mM de acido fertdlico e 5 mg/mL de

lacase, que também apresentaram melhores propriedade mecanicas.
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Figura 4.19. Efeito do acido ferdlico na capacidade de retencdo de dgua de géis de caseinato de sédio.

Letras diferentes indicam diferencas significativas a 95% de confianca.
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Figura 4.20. Efeito da lacase na capacidade de retencdo de dgua de géis de caseinato de sodio. Letras

diferentes indicam diferencas significativas a 95% de confianca.
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4.4. Emulsoes homogeneizadas e tratadas enzimaticamente

Antes da formacdo das emulsdes, a solucdo de caseinato de sédio foi tratada
enzimaticamente com diferentes concentracoes de acido ferilico (AF) e de lacase (LAC). O pH
das solucdes de proteina foi ajustado para 3, 5 e 7. As propriedades das macroemulsdes (secdo
3.4.2) e emulsdes secunddrias obtidas apds processo de homogeneizacio a altas pressdes (se¢ao

3.4.2), com adicao de caseinato de sddio tratado enzimaticamente, sdo apresentados a seguir.

4.4.1. Estabilidade a separacao de fases

Inicialmente foi verificada a influéncia da lacase e do 4cido fertlico nas emulsdes,
homogeneizadas a alta pressdo, com 1% e 4% (m/v) de caseinato de s6dio em pH 7.
Independentemente da presenga de dcido ferdlico e lacase, nenhuma das condicdes estudadas
apresentou separagao de fases, permanecendo estaveis por 15 dias de estocagem como mostrado
nas Figuras 4.21 A e B. Assim, pode-se constatar que o tratamento enzimético ndo influenciou na
estabilidade das emulsdes a pH 7, pois estas também ndo mostraram separagdo de fases sem a
adicao de acido ferulico e lacase. Porém, a adi¢do de lacase alterou o aspecto visual das emulsdes
com 1% de proteina, tornando-as mais aglomeradas. A influéncia da lacase e acido ferulico na
estabilidade das emulsdes com caseinato de sodio, 1% de proteina em pH 3 e 5, também foi

avaliada.

Em pH 5, a presenca de lacase e acido ferulico ndo levou a estabilizacdo das emulsdes
(Figura 4.22A), ou seja, ocorreu separagao de fases assim como observado para a emulsdo
estabilizada somente com caseinato de sodio (secdo 4.2.1). O abaixamento do pH induz reagdes
de associacdo, devido a neutralizagdo parcial das cargas negativas da caseina e consequente
diminui¢do da repulsdo eletrostatica intermolecular (ROEFS & VAN VLIET, 1990), ocorrendo a
precipitacao do caseinato no ponto isoelétrico. Provavelmente essa mudanga na conformacao da
proteina (estrutura mais fechada) desfavorece a atuagao da enzima, e, portanto, o potencial efeito
no aumento da estabilidade da emulsdo. Assim como as emulsdes estabilizadas somente com
caseinato de sédio em pH 5 (controle), as emulsdes tratadas com dacido feridlico e lacase
apresentaram formagdo de gel, sendo que a presenga da enzima diminuiu a compactagdo dessa
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rede, sendo esta visualmente mais floculada. J4 a presenca somente do 4cido ferilico levou a

formac¢do de uma rede de gel semelhante a emulsao estabilizada apenas com proteina.

Figura 4.21. Estabilidade das emulsdes O/A em pH 7 apds 15 dias de estocagem. (A) 1% (m/v) de
proteina e (B) 4% de (m/v) proteina. (1) 10 mM AF, (2) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC, (3) 5 mM AF e (4)
5 mM AF + 1 mg/mL LAC.

68



Capitulo 4

Figura 4.22. Estabilidade das emulsdes O/A com 1% (m/v) de proteina apds 15 dias de estocagem. (A)
pH 5 e (B) pH 3. (1) 10 mM AF, (2) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC, (3) 5 mM AF e (4) 5 mM AF + 1
mg/mL LAC.
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A Tabela 4.8 apresenta o indice de separacdo de fases no equilibrio das emulsdes
estabilizadas com 1% de caseinato de s6dio em pH 3 e 5. A partir desses resultados, pode-se
observar que a adi¢cao de lacase aumentou o indice de separagao das emulsdes em pH 5, ou seja,
diminuiu a estabilidade. Isso pode estar associado a formag¢do de um gel mais particulado
(estrutura proteica) que levou a expulsdo de dgua (sinerese) e consequente formacao de uma fase
inferior com maior volume. Comparando esses valores com os calculados para as emulsdes
somente com caseinato, o acido fertdlico teve um efeito positivo na estabilidade, diminuindo o
indice de separacdo. Esse resultado pode estar associado a formagdo de extensivas ligacdes

covalentes que tornaram a emulsdo-gel formada mais ordenada.

Tabela 4.8. Indice de separacao de fases (%) das emulsdes estabilizadas com 1% (m/v) de CN-

Na com adig¢ao de 4cido ferulico e lacase.

Sistemas ey 3 >

Controle (somente CN-Na) 23,2 36,0
10 mM AF 4,0 26,4
10 mM AF + 5 mg/mL LAC 4,0 48,0
5 mM AF 4,0 < 25,6
5 mM AF + 1 mg/mL LAC 0 52,0

Em pH 3 (Figura 4.22B), apesar da separacdo de fases, a lacase e o dcido fertlico tiveram
efeito positivo na estabilidade das emulsdes, diminuindo consideravelmente o indice de
cremeacdo (Tabela 4.8). Apesar da formagdo de uma rede de gel causada pelo abaixamento do
pH, a lacase foi capaz de formar ligagdes covalentes na estrutura do caseinato usando o mediador
acido ferulico, que ocasionou o aumento da capacidade emulsificante da proteina e

consequentemente aumento da estabilidade cinética.
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Chen et al. (2010) estudaram a influéncia da lacase na estabilidade de suspensdes de gotas
de lipideos (0il body) encontradas em graos de soja, utilizando a pectina para recobrir a superficie
das gotas. Eles verificaram que a pectina que estava ligada covalentemente as gotas melhoraram a

estabilidade das suspensdes em pH &cido.

4.4.2. Distribuicao de tamanho de gotas

Visualmente, as imagens das emulsdes estabilizadas com 4% de proteina nio mostraram
diferencas significativas em relacdo ao tamanho das gotas, uma vez que apresentaram estruturas
bastante homogéneas (Figura 4.23). J4 as microscopias das emulsdes com 1% de CN-Na (Figura
4.24) mostraram que as microestruturas das emulsdes eram mais polidispersas, ou seja,
apresentaram diferentes tamanhos de gotas, com presenga de floculacio. Contudo, a
polidispersdao foi menos pronunciada que nas emulsdes estabilizadas apenas com caseinato de
sodio (Figura 4.7), apresentando curvas de distribuicdo de tamanho mais estreitas (Figura 4.24).
Ja as emulsdes em pH proximo ao pl (pH 5) apresentaram estruturas bastante diferenciadas,
indicando a formac¢ao de uma rede tipica de gel e com gotas visivelmente maiores (Figura 4.25).
Quando o pH foi decrescido para valores abaixo do pI (pH 3), foi possivel observar que as gotas
de dleo ainda formavam uma rede fraca, provavelmente porque a carga positiva predominante na
superficie das mesmas ndo foi suficiente para impedir a sua agregacdo, aumentando o diametro
médio das gotas (Figura 4.26). O didmetro médio superficial das gotas foi calculado através de
técnica de espalhamento de luz para todas as emulsdes estudadas, sendo apresentado na Tabela

4.9.

Na Figura 4.24 observa-se que em pH 7 para a concentragdao de 10 mM de écido fertlico e
5 mg/mL de lacase ocorreu agregacdo das gotas, o que pode ter levado ao maior didmetro médio
de gotas dessa emulsdo (Tabela 4.9) e ao pico de menor altura (4 — 20 um) na curva de
distribuicao de tamanho (Figura 4.27), indicando maior polidispersdo. Ja em pH 3, a presenca de
acido ferdlico e lacase levou a curvas de distribuicdo de tamanho semelhantes (Figura 4.27),
porém, com formacao de picos de menor altura quando comparados a emulsdo controle (Figura

4.6). Isso pode ser explicado pela modificacdo na estrutura do caseinato promovida pela acdo da
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enzima, que melhorou a capacidade emulsificante da proteina, sendo que 0s menores picos
podem estar associados a agregacdo das proteinas ou aos residuos de acido fertlico que ndo

foram ligados ao caseinato.

Para as emulsdes estabilizadas com 4% de proteina as curvas de distribuicdo de tamanho
(Figura 4.28) também apresentaram um pico relacionado a formacdo de menores diametros de
gota, assim como o controle (Figura 4.6). Analisando o tamanho médio das gotas (Tabela 4.9)
somente o tratamento com 10 mM de 4cido ferdlico e 5 mg/mL de lacase apresentaram tamanho
médio de gotas significativamente diferentes e maiores em relacao aos demais tratamentos em pH

3e.

Tabela 4.9. Tamanho médio de gotas ds, (um) das emulsdes estabilizadas com caseinato de sédio

na presenca de 4cido ferulico e lacase.

% pH
Proteina  Tratamento
3,0 5,0 7,0
(m/m)
10 mM AF 11,79 £2,02*  31,55+1,99*  0,95+0,01°
10 mM AF + b ) b
20,17 £2,08° 32,19 +2,18" 1,32 £ 0,02
5 mg/mL LAC
1
5 mM AF 13,95+0,44" 31,97 +£2,98" 0,96 +0,02°
5 mM AF + ) ) )
13,47 +1,71* 30,18 £3,08° 0,97 £0,06"
I mg/ mL LAC
10 mM AF - - 0,44 +0,01°
10 mM AF + b
i, - 0,49 + 0,01
5 mg/mL LAC
4
5 mM AF - - 0,44 +0,01°
5 mM AF +
- - 0,44 +0,01°

1 mg/mL LAC

Letras diferentes indicam diferencas significativas a (p < 0,05).
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10 pm

Figura 4.23. Microestruturas de emulsdes O/A com concentracio de caseinato de sédio de 4% (m/v) em pH 7. (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5

mg/mL LAC, (C) 5 mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.24. Microestruturas de emulsdes O/A com concentracio de caseinato de s6dio de 1% (m/v) em pH 7. (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5

mg/mL LAC, (C) 5 mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.25. Microestruturas de emulsdes O/A com concentracio de caseinato de s6dio de 1% (m/v) em pH 5. (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5
mg/mL LAC, (C) 5 mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.26. Microestruturas de emulsdes O/A com concentracdo de caseinato de sédio de 1% (m/v) em pH 3. (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5
mg/mL LAC, (C) 5 mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.27. Distribui¢do de gota para emulsdes estabilizadas com 1% (m/v) de proteina na presenca de

(—) 10 mM AF, (- -) 10 mM AF + 5 mg/ml LAC, (———-) 5 mM AF e (——) 5mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.28. Distribuicdo de gota para emulsdes estabilizadas com 4% (m/v) de proteina em pH 7 na
presenca de (—) 10 mM AF, (- —) 10 mM AF + 5 mg/ml LAC, (——- )5mM AF e (——-) 5mM AF + 1
mg/mL LAC.

Ma et al. (2011) estudaram emulsdes estabilizadas com proteinas do soro modificadas
com &cido vanilico, sendo o efeito da lacase verificado apds o processo de homogeneizagdo, ou
seja, apos a emulsificacdo. Eles verificaram que as curvas de distribuicdo de tamanho de gotas
também foram polidispersas com aparecimento de picos menores. Além disso, o uso das
proteinas modificadas e da lacase tiveram um leve aumento no tamanho médio volumétrico das

gotas com relacdo as emulsdes estabilizadas somente com proteina do soro.

Alguns estudos tém associado o aumento no didmetro médio com a agregacdo das gotas
durante o processo de reticulacdo ou a formacdo de uma camada mais espessa em torno das gotas
de 6leo (CHEN et al., 2010). Assim, o aumento do didmetro médio superficial (ds;) pode estar
associado a formacdo de uma camada interfacial mais espessa devido a modificacdo na estrutura

do caseinato causada pelas ligacdes cruzadas.
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4.4.3. Reologia

As propriedades reoldgicas foram avaliadas com a finalidade de se obter informacdes
sobre as caracteristicas de textura, estabilidade e interagdo entre o acido ferulico e a lacase nas
emulsodes estabilizadas com caseinato de sédio. Para verificar a influéncia desses ingredientes no
comportamento dependente do tempo, as emulsOes foram submetidas a diferentes ciclos de
tensdo de cisalhamento. Pelas Figuras 4.29 e 4.30 observa-se que a fase superior das emulsdes em
pH 3 e 5 apresentaram uma ruptura na rede de gel formada com a aplicacdo da tensdo de
cisalhamento, com reducdo da viscosidade aparente entre a subida 1 e a descida, o que caracteriza
a tixotropia. Este mesmo comportamento foi observado nas emulsdes estabilizadas apenas com o
caseinato de sédio (controle), conforme apresentado nas Figuras 4.8A e C. Ja as emulsdes
estabilizadas com 1% de proteina em pH 7 caracterizaram-se como fluido reopético na presenga
da lacase (Figuras 4.31B e D), ou seja, houve um aumento da viscosidade aparente com o tempo
de cisalhamento para uma mesma taxa de deformacgdo. Assim, a lacase aumentou a complexidade
do comportamento reolégico das emulsdes com relacio ao tempo, ji4 que a viscosidade do
controle (Figura 4.8E) variou somente com a taxa de deformacao. Esse comportamento reopético
pode ser explicado pelo aumento no contato entre as gotas devido a presenca da lacase com o
cisalhamento, levando a agregacdo das gotas. Pela Figura 4.32 observa-se que com 4% de
caseinato nem a lacase nem o 4cido ferdlico tiveram influéncia na dependéncia do tempo das

emulsoes, apresentando o mesmo comportamento do controle (Figura 4.8F).
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Figura 4.30. Curvas de escoamento da fase superior das emulsdes com 1% de CN-Na em pH 5 para
avaliag¢do da dependéncia do tempo de cisalhamento. Emulsdes com: (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5
mg/mL LAC, (C) 5mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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de escoamento das emulsdes com 1% de CN-Na em pH 7 para avaliacdo da

dependéncia do tempo de cisalhamento. Emulsdes com: (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC,
(C) 5mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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Figura 4.32. Curvas de escoamento das emulsdes com 4% de CN-Na em pH 7 para avaliacdo da
dependéncia do tempo de cisalhamento. Emulsdes com: (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC,
(C) 5 mM AF e (D) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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O comportamento reoldgico em estado estaciondrio foi avaliado para todas as emulsdes
que permaneceram cineticamente estdveis e para a fase superior das que apresentaram separacao
de fases. Pela Figura 4.33 pode-se observar que todos os tratamentos estudados exibiram um
comportamento de fluido pseudopléstico, sendo assim, o modelo Lei da Poténcia foi ajustado as
curvas de escoamento, com coeficiente de determinacio maior do que 0,99. E interessante
observar que as amostras contendo 5 mM de écido fertlico foram mais viscosas do que as que

continham maior concentrag¢io deste ingrediente.

Os valores de indice de consisténcia (k), indice de comportamento (n) e viscosidade
aparente a uma taxa de deformacdo de 100 st (M10o) estdo apresentados na Tabela 4.10 para as
emulsdes que ndo apresentaram separacdo de fases. Para as emulsdes estabilizadas com 1% de
CN-Na em pH 7, a adicdo do 4cido ferdlico e da lacase modificou o comportamento das
emulsoes, tornando-as pseudoplésticas, diferentemente do controle que se comportou como um
fluido Newtoniano. A pseudoplasticidade foi mais pronunciada na presenca da enzima, que
diminuiu significativamente o indice de comportamento e aumentou o indice de consisténcia,
levando ao aumento da viscosidade aparente a 100 s™'. Porém, apenas na presenca do 4cido
ferdlico, essas emulsdes nao apresentaram diferencas significativas com relacdo ao controle
quanto a viscosidade aparente a 100 s'. Uma explicacdo seria que atuagdo da lacase no caseinato
de sddio levou a formagdo de ligacdes covalentes, as quais mudaram a estrutura da emulsdo, e
assim, aumentando a pseudoplasticidade. Além disso, essas emulsdes tiveram um aspecto visual

mais aglomerado.
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Figura 4.33. Curvas de escoamento em estado estaciondrio das emulsdes (pH 7) e da fase superior (pH 3 e
5), estabilizadas com 1% proteina na presenca de (A) 10 mM AF, (A) 10 mM AF + 5 mg/ml LAC, (o) 5
mM AF e (m) 5SmM AF + 1 mg/mL LAC. Com 1% de CN-Na, pH 3 e 5mM AF + 1 mg/mL LAC esta

apresentado o comportamento da emulsdo.
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Tabela 4.10. Efeito da concentracdo de &cido ferdlico e lacase nos parametros reolégicos

ajustados ao modelo Lei da Poténcia das emulsdes estabilizadas por CN-Na em pH 7.

Protei
( ;,On?;nm:; Tratamento k (Pa.s") n N1 (Pa.s)
Controle 0,0030 1,0 0,0030
10 mM AF 0,0040° 0,94 0,0030°
10 mM AF + b b ak
Smg/mL LAC 0,0120 0,74 0,0035
1 . .
5 mM AF 0,0047*  0,92° 0,0032%
S mM AF + b* b* b
127 77 4
Img/mL LAC 0.0 0, 0,004
Controle 0,260 0,69 0,0608
10 mM AF 0,0172* 0,88  0,0098"
10 mM AF + be b be*
0,0043 1,0 0,0043
Smg/mL LAC
4 * * ack
5 mM AF 0,0128*  0,90° 0,0081%*
S mM AF + * b *
C 1 C
Img/mL LAC 0,0065 ,0 0,0065

Letras diferentes indicam diferencas significativas a (p < 0,05). O simbolo * significa que o

tratamento foi significativamente diferente (p < 0,05) do controle. O controle sio emulsdes

estabilizadas somente com CN-Na.

Ja nas emulsdes estabilizadas com 4% de CN-Na em pH 7, a adi¢do do écido ferdlico

promoveu um aumento significativo no indice de comportamento, tornando as emulsdes menos

pseudopldsticas. Além disso, a reducdo nos valores do indice de consisténcia com a presenga de

4cido ferdlico refletiu na reducdo da viscosidade aparente a uma taxa de deformacdo de 100 s™

(Tabela 4.10). O uso da lacase e do 4cido ferdlico em conjunto, para as duas concentragcdes

estudadas, tiveram um efeito mais pronunciado no comportamento das emulsdes, as quais

passaram a comportar-se como um fluido Newtoniano.
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A mudanca nos valores de pH tive grande influéncia nos parametros reoldgicos das

emulsdes tratadas enzimaticamente (Tabela 4.11). Em pH 5, a emulsdo controle apresentou

comportamento dilatante, enquanto as que foram tratadas com &4cido ferdlico e lacase foram

altamente pseudoplasticas, apresentando elevado indice de consisténcia e baixo indice de

comportamento. Contudo, somente o uso de &4cido fertlico ndo alterou significativamente a

. . -1 . ~
viscosidade aparente a 100 s™, sendo igual ao valor da emulsao controle.

Tabela 4.11. Efeito da concentracdo de &4cido ferdlico e lacase nos parametros reoldgicos

ajustados ao modelo Lei da Poténcia das fases superiores estabilizadas por 1% de CN-Na.

pH Tratamento k (Pa.s") n N10o (Pa.s)
Controle 0,08 1,28 0,2726
10 mM AF 2,97" 0,44 0,2023%
4? 2 1748*
5mg/mL LAC 55 0.25 0.1748
5 E3 E3
5 mM AF 4,32% 0,40™"  0.2723°
5 mM AF + a* ab* a*
Img/mL LAC 3,57 0,33 0,1593
Controle 2,95 0,28 0,1100
10 mM AF 1,07% 0,67  0,2286%
10 mM AF + a* ab* a*
Smg/mL LAC 0,87 0,71 0,2231
3 E3 E3 E3
5 mM AF 1,07* 0,68 0,2527%
5mM AF + o o
1 7 2
Img/mL LAC * 05 0.75 0,3235

Letras diferentes indicam diferencas significativas a (p < 0,05). O simbolo * significa que o

tratamento foi significativamente diferente (p < 0,05) do controle. O controle sdo emulsdes

estabilizadas somente com CN-Na. Tratamento com simbolo * nio apresentou separacio de fases.
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As emulsdes em pH 3 tratadas enzimaticamente foram significativamente diferentes do
controle para todos os pardmetros analisados. Pela Tabela 4.11 observa-se que a adi¢do da lacase
ndo afetou significativamente o indice de consisténcia nem o indice de comportamento das
emulsdes (p < 0,05). Porém, o uso da enzima tendeu a diminuir o indice de consisténcia e a
pseudoplasticidade. J4 a viscosidade aparente ndo apresentou nenhuma clara tendéncia com o uso

da enzima.

As mudancas causadas nas proteinas devido a a¢do da lacase podem alterar sua tensio
superficial e hidrofobicidade, resultando na modificacdio das suas propriedades funcionais

(STEEFFENSEN et al, 2008) e, assim, no comportamento reolégico das emulsdes.

As medidas reoldgicas dinamicas das emulsdes estdo apresentadas na Figura 4.34 e da
fase superior das emulsdes que apresentaram separacdo de fases na Figura 4.35. Para as emulsdes
com 1% de proteina em pH 7, observa-se que o mddulo eléstico (G”) e o médulo viscoso (G”) se
cruzam em baixas frequéncias, sendo esta solugdo classificada como semi-diluida ou semi-
concentrada (PERRECHIL, 2008). O ponto de cruze entre G’ e G” foi aproximadamente em 0,02
Hz, ou seja, a partir desta frequéncia G’ foi maior do que G”. As emulsdes com 4% de proteina
em pH 7 também tiveram esse mesmo comportamento e estdo apresentadas no Anexo 2 (Figura
E). J4 para as emulsdes em pH 3 e 5 o mdédulo de armazenamento foi maior que o médulo de
dissipacdo ao longo de toda a frequéncia estudada, indicando um comportamento de um sistema

mais estruturado (Anexo 2, Figuras C e D), do tipo gel.
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Figura 4.34. Propriedades reoldgicas dindmicas do comportamento de emulsdo estabilizada com 1% de
CN-Na em pH 7. (A) 10 mM AF, (B) 10 mM AF + 5 mg/ml LAC, (C) 5 mM AF e (D) 5SmM AF + 1

mg/mL LAC. Mddulo eléstico G’: simbolos fechados e médulo viscoso G”: simbolos abertos.

Os valores de médulo complexo (G*) das emulsdes em pH 7 tratadas com 4cido ferilico e
lacase apresentaram dependéncia em relacdo a frequéncia, assim como o controle (Figura 4.35).
Para as emulsdes estabilizadas com 1% de CN-Na, o uso da lacase promoveu uma diminui¢do em
G* quando comparado com as emulsdes na presenca apenas do dcido ferdlico. Porém, nas
emulsdes com 4% de CN-Na foi observado um comportamento contrdrio. Associando esses
resultados com o comportamento das curvas de escoamento (Tabela 4.10), pode-se verificar que
as emulsdes que foram mais pseudopldasticas indicaram a presenca de estrutura composta por uma

rede mais fragil.

Esse comportamento também foi verificado para as emulsdes em pH 5, porém em pH 3
todas as emulsdes tratadas apresentaram um comportamento semelhante, sendo mais estruturados

apenas em relacdo ao controle. As emulsdes em pH 3 e 5 tratadas com dacido fertlico e lacase
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apresentaram os valores de médulo complexo (G*) com pouca dependéncia da frequéncia, assim

como o controle (Figura 4.36).
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Figura 4.35. Influéncia da concentragdo de dcido feridlico e lacase no médulo complexo (G*) das
emulsdes O/A em pH 7. (A) 1% de CN-Na e( B) 4% de CN-Na. (¢) 10 mM AF, (¢) 10 mM AF + 5
mg/mL LAC, (o) 5 mM AF, (0) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC e (==) controle.
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Figura 4.36. Influéncia da concentragdo de dcido feridlico e lacase no médulo complexo (G*) das
emulsdes estabilizadas com 1% de CN-Na. (A) pH 5 e( B) pH 3. (¢) 10 mM AF, (0) 10 mM AF + 5
mg/mL LAC, (o) 5 mM AF, (0) 5 mM AF + 1 mg/mL LAC e (==) controle.

O efeito da adi¢do de acido ferulico e lacase nas propriedades viscoeldsticas das emulsdes
podem ser melhor visualizadas na Tabela 4.12, onde os valores de G’ e G” foram obtidos em uma

condicdo fixa de frequéncia, 1 Hz. Para as emulsdes estabilizadas com 1% (m/v) de proteina, a
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adicao de 4cido ferulico e lacase aumentou os valores de G’ e G” quando comparados ao
controle. Essas emulsdes tratadas enzimaticamente apresentaram maiores didmetros de gotas
(Tabela 4.9) do que a emulsdo controle, o que pode ser associado ao aumento na viscosidade
aparente (Tabela 4.11) e nas propriedades viscoeldsticas. Assim, mesmo com O aumento no
tamanho das gotas, as caracteristicas reoldgicas refletiram no aumento da estabilidade das

emulsoes acidificadas quando tratadas com 4cido ferulico e lacase.

As emulsdes em pH 5 também apresentaram aumento nos valores de G’ e G”, a 1 Hz, na
presenca do mediador e da enzima. Contudo, esses valores foram inferiores quando comparados
as emulsdes em pH 3. Esse resultado pode estar relacionado a formacido de uma rede gel mais
fraca, conforme observado na andlise de estabilidade (Secdo 4.4.1). E interessante observar que,
para este pH, a emulsdo com 5 mM de dcido ferulico apresentou maior valor de médulo elastico
(Tabela 4.12), o que implica na formagdao de uma emulsdo mais estruturada em relagdo aos

demais sistemas, que também corresponde a emulsdo com menor indice de separacdo de fases

(Tabela 4.8).

Assim como observado nos outros valores de pH, as emulsdes com 1% (m/v) de caseinato
de s6édio em pH 7 tiveram aumento nos valores de G’ e G” quando comparados ao controle
(Tabela 4.12). Porém, nesta condi¢@o, a adicdo de lacase diminuiu os valores dos parametros
viscoeldsticos dos sistemas em relacdo as emulsdes tratadas somente com dcido ferulico, o que é
pertinente com o aspecto visual mais floculado (particulado) dessas emulsdes. Comparando com
os demais valores de pH, as emulsdes em pH 7 (1% CN-Na) apresentaram menores valores de
moddulo eldstico e viscoso, que estd associado aos menores valores de 1;gp € maiores valores no
indice de comportamento (Tabela 4.10), o que pode ser atribuido a ndo formag¢do de uma rede de
gel, como observado nos pHs 3 e 5. Contudo, essas emulsdes sdo estdveis devido ao menor

diametro médio superficial das gotas (Tabela 4.9).

Para as emulsdes estabilizadas com 4% (m/v) de proteina, os valores de G” e G” foram
pelo menos 10 vezes maiores quando comparados ao controle (Tabela 4.12), sendo que a agdo
conjunta de mediador e enzima tornaram as emulsdes mais estruturadas, apesar de apresentarem

comportamento menos pseudopldstico e ndo possuirem diferenca no tamanho de gotas (Tabela
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N

4.9). A obtencdo de emulsdes de estrutura mais rigida pode estar associada a formacdo de

ligacOes covalentes pela agdo da enzima.

Tabela 4.12. Mo6dulos de armazenamento (G') e dissipac@o (G") obtidos em frequéncia de 1 Hz

em ensaios oscilatorios de emulsdes estabilizadas por caseinato de sodio.

1% proteina 4% proteina

Sistemas pH3 pHS pH7 pH 7

G'(Pa) G"(Pa) G'(Pa) G"(Pa) G'(Pa) G"(Pa) G’'(Pa) G” (Pa)

Controle 437 70,3 352 61,7 5,92 0,716 103 22,4
10 mM AF 1520 210 563 99,1 266 27,1 1530 273
10 mM AF +

Smg/mL LAC 2330 364 899 207 37,5 4,98 2610 439
5 mM AF 1990 259 1280 217 188 18,2 1110 183
S mM AF +

Img/mL LAC 2400 346 337 69,1 116 12,8 4050 482

4.4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A Figura 4.37 apresenta o perfil de eletroforese das emulsdes preparadas pela
homogeneizacdo das solucdes de caseinato de sédio tratadas com acido ferulico e lacase. Essa
andlise foi realizada com o intuito de avaliar qualitativamente a rea¢do de oxidacdo catalisada
pela lacase na formacgdo de ligacdes covalentes, ou seja, na formagdo de conjugados proteina —
proteina, proteina — 4cido ferulico ou 4cido fertlico — acido fertlico nas diferentes condi¢cdes de
tratamento enziméatico. Como referéncia foi utilizado um marcador de massa molecular que cobre
a faixa entre 6 e 181,8 kDa, além das emulsdes de caseinato de sédio puro como controle

(colunas 2 e 7).

Na emulsdo com caseinato de sédio foi possivel identificar as fragdes tipicas de caseina

(0s e B-caseinas), que apresentam massa molecular na faixa entre 25,9 e 37,1 kDa (O’REGAN &
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MULVIHILL, 2009). Além disso, pode-se observar que o arraste de moléculas de maior massa
molecular (entre 37 e 85 kDa) foi mais intenso nas emulsdes sem a lacase. Outro fator a ser
observado € que o tratamento com 10 mM de 4cido feridlico e 5 mg/mL de lacase promoveu
maior diminui¢ao nas bandas proteicas referentes as fragdes 0O e [B-caseinas, bem como na banda
de massa molecular de 82,2 kDa, para as emulsdes com 1% e 4% de caseinato de sddio. Isso pode
indicar que a lacase nao fragmentou o caseinato de sddio, mas originou a formacao de agregados
de elevada massa molecular, ficando retidos no topo do gel. Steffensen et al. (2008) verificaram
que a O-caseina nao foi fragmentada nem ligada covalentemente quando tratada apenas com a
lacase. Porém, a adi¢do de 4cido ferilico levou a formacao de agregados com massa molecular

maior do que 206 kDa.

Pode-se concluir que o mecanismo de reagdo de oxidacdo utilizando a enzima lacase para
formacdo de ligagdes cruzadas covalentes ndo é completamente conhecido. Porém, sabe-se que o
processo de reticulacdo em proteinas que contém residuos de tirosina € baseado na formacao de
ligacdes iso-ditirosina, com pequenas quantidades de ligacdes ditirosina e ligagdes dissulfeto
(MATTINEN et al., 2005). Acidos fendlicos, como 4cido fertilico, sdo pequenas moléculas que
podem facilmente interagir com a enzima ou o substrato proteico, capazes de melhorar a
reticulacdo. Essas moléculas podem transferir elétrons para a proteina, que pode ser ligada via
radical ou pela ligacdo direta entre dois residuos de tirosina presentes na proteina (MA et al.,
2011). Assim, a andlise de eletroforese confirmou a reticulagdo promovida pela a¢do da lacase

em substrato proteico (caseinato de s6dio) usando o dcido fertdlico como mediador da reagdo.
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Figura 4.37. Eletroforese SDS-PAGE das emulsdes estabilizadas com caseinato de sédio em pH 7. (1)
marcador de massa molecular, (2) emulsdo 4% de CN-Na (controle 1), (3) Controle 1 + 10 mM AF, (4)
Controle 1 + 10 mM AF + 5 mg/mL LAC, (5) Controle 1 + 5 mM AF, (6) Controle 1 + 5 mM AF + 1
mg/mL LAC, (7) emulsdo 1% de CN-Na (controle 2), (8) Controle 2 + 10 mM AF, (9) Controle 2 + 10
mM AF + 5 mg/mL LAC, (10) Controle 2 + 5 mM AF e (11) Controle 2 + 5 mM AF + 1 mg/mL LAC.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES GERAIS
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Os resultados obtidos neste trabalho permitiram avaliar a influéncia da concentracio de
proteina, do pH e da intensidade das forcas mecanicas na estabilidade, microestrutura e reologia
das emulsdes. Sistema do tipo rotor-estator levou a formag¢do de macroemulsdes cineticamente
instaveis e com a fase creme comportando-se como fluido Herschel-Bulkley. Contudo, o aumento
na concentracdo de caseinato de sddio resultou na menor separacdo de fases devido ao aumento
da viscosidade. De modo geral, o processo de homogeneizacdo a altas pressdes reduziu
consideravelmente o tamanho das gotas, quando comparado aos resultados das macroemulsdes
obtidos por a Perrechil (2008), produzindo emulsdes cineticamente mais estdveis e com
comportamento pseudopldstico. Em relacio ao pH das emulsdes, pode-se concluir que as
emulsdes foram mais estiveis em pH 7, condicio em que as proteinas estdo carregadas
negativamente, promovendo uma forte repulsdo eletrostdtica entre as gotas. Por outro lado, as
emulsdes com 4% de proteina apresentaram baixo indice de separacdo de fases quando o pH
estava proximo ao ponto isoelétrico da proteina, ocorrendo assim agregacdo das moléculas de
proteina que estdo adsorvidas na superficie das gotas, levando a formacdo de uma rede elastica e
imobilizacdo das gotas dispersas. Porém, emulsdes estabilizadas com 1% de caseinato de sédio
apresentaram separacdo de fases em pH 4cido devido a baixa densidade de cargas e/ou a baixa

viscosidade, que ndo foram suficientes para promover estabilidade eletrostética e/ou estérica.

O estudo sobre as propriedades mecanicas dos géis de caseinato de sodio permitiram
avaliar o efeito da lacase e do acido fertlico na formac¢do de uma rede de gel mais estruturada. De
maneira geral, o uso de ambos promoveu mudancas nos géis, apresentando maior tensdao na
ruptura e médulo de elasticidade, assim como menor deformagdo na ruptura. Essas mudangas nas
propriedades mecanicas dos géis de caseinato de sddio podem estar associadas a reticulacdo
promovida pela lacase, que ocasionou na formacdo de géis mais rigidos, firmes e menos
deformadveis. Assim, as concentragdes de lacase e acido ferulico que formaram géis mais fortes e
resistentes foram usadas para a produgdo de emulsdes com o intuito de aumentar a estabilidade

em pH 4cido.

O estudo das emulsdes de caseinato de sddio tratado enzimaticamente mostrou que o0 uso
da lacase aumentou a estabilidade em condi¢do de pH abaixo do pl, indicando que o processo de

reticulacdo aumentou a capacidade da proteina de se ligar ao 6leo. Além disso, a utilizacdo da
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enzima e do 4cido ferdlico tenderam a diminuir a polidispersdo na distribuicdo de tamanho de
gotas e formaram emulsdes mais estruturadas, com elevados valores de moédulo de
armazenamento (G’), aumentando assim a estabilidade cinética. Também foram verificadas
mudancas no comportamento reolégico em pH 7, sendo que as emulsdes com 1% de caseinato de
s6dio passaram de fluido Newtoniano para pseudopldstico e o comportamento contrario foi

observado para as emulsdes com 4% de proteina.

De maneira geral, foi possivel a produgao de emulsdes de estruturas diferenciadas a partir
do caseinato de sddio tratado ou ndo enzimaticamente. O uso da lacase melhorou a
funcionalidade do caseinato de s6dio como emulsificante, evitando a formagdo de produtos
téxicos, como poderia ocorrer com reagdes quimicas. Porém, estudos posteriores sdo necessarios
para entender o mecanismo de a¢do da lacase e do acido ferdlico como mediador da reagdo de
oxidagdo, no processo de formagdo de ligacdes covalentes em moléculas de proteinas e no

processo de estabilizacdo de emulsdes dcidas.
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ANEXO 1. Medidas reologicas das emulsoes estabilizadas por 1 e 4 % (m/v)
CN-NaempH3,5e7
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Figura A. Espectro mecanico de emulsdo estabilizada com 1% de CN-Na. A) pH 3 (fase superior), B) pH
5 (fase superior) e C) pH 7. (¢) Mddulo eléstico (G’) e (¢) Mddulo viscoso (G”).
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Figura B. Espectro mecanico de emulsao estabilizada com 4% de CN-Na. A) pH 3 e B) pH 5. (¢) Mdédulo
elastico (G’) e (0) Mddulo viscoso (G”).
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ANEXO 2. Medidas reologicas das emulsoes estabilizadas por 1 e 4 % (m/v)

CN-Na tratadas enzimaticamente
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Figura C. Espectro mecanico de emulsdes estabilizadas com 1% de CN-Na em pH 3. A) 10 mM AF (fase
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Figura D. Espectro mecanico da fase superior de emulsdes estabilizadas com 1% de CN-Na em pH 5. A)

10 mM AF, B) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC, C) 5 mM AF e D) 5 mM AF +1 mg/mL LAC. (¢) Mddulo
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Figura E. Espectro mecanico da fase superior de emulsdes estabilizadas com 4% de CN-Na em pH 7. A)

10 mM AF, B) 10 mM AF + 5 mg/mL LAC, C) 5 mM AF e D) 5 mM AF +1 mg/mL LAC. (¢) Mdédulo
elastico (G’) e (0) Mddulo viscoso (G”).
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