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RESUMO GERAL

Proteinas e polissacarideos sdao amplamente utilizados em emulsdes alimenticias como
agentes emulsificantes e estabilizantes. Entretanto, a presenca de ambos biopolimeros em solugdo
aquosa pode resultar no processo de separacao de fases, dependendo das condi¢des de pH e forca
i6nica empregadas. Esse estudo mostrou que € possivel a producdo de diferentes tipos de
emulsdes multiplas através da mistura de emulsdes 6leo-dgua (O/A) com uma mistura de
biopolimeros de fases separadas. Inicialmente, foram estudadas as propriedades de emulsdes 6leo-
agua (O/A) estabilizadas por caseinato de sédio (Na-CN) sob diferentes condicdes de acidificagio
e aplicacdo de pressdo, além das emulsOes estabilizadas por Na-CN e goma jatai (LBG). A
maioria das emulsdes apresentou separagdo de fases devido ao mecanismo de cremeagdo, porém
este processo de desestabilizacdo foi reduzido quando existiu o aumento da viscosidade dos
sistemas ou a diminuicdo do tamanho das gotas. A viscosidade das emulsdes foi modificada pela
adicao de maiores concentragdes de 6leo e biopolimeros, e pela reducdo do pH em direcdo ao
ponto isoelétrico da proteina. Ja a reducao do tamanho das gotas foi realizada através de aplicacio
de altas pressdes. A homogeneizacdo a altas pressoes promoveu a formacdo de emulsdes com
tamanhos de gotas muito reduzidos (entre 0,39 e 1,50 um), sendo possivel a sua utilizacdo para o
preparo das emulsdes multiplas. Em uma segunda etapa do trabalho, um diagrama de fases foi
construido para identificar a faixa de concentragdes de Na-CN e LBG que resultariam em uma
solucdo de fases separadas, bem como as condi¢does de pH e forca iOnica necessdrias para o
processo de separacdo de fases. Assim, as solucdes mistas Na-CN — LBG formaram uma fase
inferior rica em Na-CN (A) e uma fase superior rica em LBG (A;), sendo possivel a formacao de
emulsdes dgua-dgua (Aj/A; ou Ay/A;) através da mistura das fases superior e inferior em
diferentes razdes. A mistura de uma emulsdo O/A estabilizada por Na-CN e homogeneizada a alta

pressdo, com solugdes de fases separadas compostas pelas mesmas razdes de fase superior e
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inferior utilizadas no preparo das emulsdes A/A resultou na formagdo de emulsdes multiplas.
Estas emulsoes foram do tipo 6leo-dgua-dgua (O/A/A;) ou do tipo dleo-dgua/dgua-dgua (O/A;-

A,/A,), dependendo da composicao inicial de biopolimeros no sistema.
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ABSTRACT

Proteins and polysaccharides are widely used in food emulsions as emulsifying and
stabilizing agents. However, the mixture of both biopolymers in an aqueous solution can lead to a
phase separation process, depending on the conditions of pH and ionic strength. This study
showed that multiple emulsions can be prepared by mixing an oil-in-water (O/W) emulsion with a
mixed biopolymer solution that separates into two phases. Initially, the oil-in-water emulsions
(O/W) stabilized by sodium caseinate were studied at different conditions of acidification and
high-pressure homogenization. Emulsions stabilized by Na-CN and LBG were also studied. Most
of the emulsions showed phase separation due to the creaming mechanism, but this destabilization
process was reduced with the increase of system viscosity and the decrease of oil droplet size. The
emulsion viscosity was changed by addition of greater oil and biopolymer concentrations and by
reduction of pH in direction to protein’s isoelectric point, while reduction of droplet size was
obtained by application of high pressure. The high-pressure homogenization promoted the
formation of very small droplets (between 0.39 and 1.5 pm), which favored the production of
multiple emulsions. In a second step of this work, a phase diagram was constructed to identify the
range of sodium caseinate (Na-CN) and locust bean gum (LBG) concentrations where phase
separation occurred and the conditions of pH and ionic strength that led to the incompatibility
between them. Thus, in this conditions, the Na-CN — LBG mixed solution formed a two-phase
system consisting of a Na-CN — enriched lower phase (W) and a LBG — enriched upper phase
(W,). Water-in-water emulsions (W /W, or W,/W/) could be formed by blending incompatible
upper and lower phases together at different ratios. Thus, multiple emulsions were prepared by
mixing the O/W emulsions homogenized at high-pressure with the same incompatible solutions

used to prepare the W/W emulsions. The produced multiple emulsions were the oil-in-water-in-
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water (O/W1/W,) type or the mixed oil-in-water/water-in-water (O/W; - W»/W}) type depending

on the initial biopolymer composition of the system.
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1.1. INTRODUCAO

Uma ampla variedade de produtos alimenticios € constituida parcial ou
integralmente por emulsdes 6leo-dgua (O/A) ou dgua-6leo (A/O). Exemplos de emulsdes
alimenticias O/A sao o leite, iogurte, molho para salada, maionese e sorvete, enquanto a
margarina € a manteiga sdo exemplos de emulsdes A/O. A enorme diversidade de
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas apresentadas por estes produtos € resultado dos
diferentes tipos de ingredientes e condi¢cdes de processamento utilizadas, porém deve-se
considerar que sdo sistemas altamente instdveis e alguns componentes macromoleculares
devem ser utilizados para minimizar este problema de qualidade. Proteinas e
polissacarideos sdo os biopolimeros funcionais mais importantes utilizados como
ingredientes em emulsdes (DICKINSON, 2003), pois possuem habilidade para controlar a
textura, estrutura, e estabilidade destes produtos alimenticios.

Proteinas podem ser usadas como emulsificantes em alimentos devido a sua
habilidade de facilitar a formagdo, melhorar a estabilidade, além de fornecer propriedades
fisico-quimicas desejaveis para as emulsdes (DICKINSON, 2003; MCCLEMENTS, 2005).
Derivados de proteina, como o caseinato de sodio, também sdo usados como ingredientes
tecnologicamente funcionais em emulsdes. J4 os polissacarideos sdo usualmente
adicionados a fase aquosa como agente espessante, a fim de modificar o comportamento
reoldgico da fase aquosa e, entdo, retardar os mecanismos de instabilidade (DICKINSON,
2003). A jatai ou locuste (LBG) € um polissacarideo neutro que é largamente usado na
industria de alimentos como espessante, estabilizante e agente de retencdo de dgua.

Entretanto, misturas de proteinas e polissacarideos sdao usualmente incompativeis
quando presentes em solugdes aquosas sob determinadas condi¢des de pH, for¢a idnica e
concentracao, resultando na formagao de duas fases, sendo cada uma delas rica em um dos
biopolimeros. As fases formadas podem ser misturadas pela aplicacao de forcas cisalhantes
para formar emulsdes dgua-dgua (A/A), que consistem em gotas de uma solu¢do aquosa
dispersas em uma fase continua aquosa. As emulsdes A/A sdo termodinamicamente
instaveis como as emulsdes Oleo-dgua (O/A) e também tendem a desestabilizacdo com o
tempo. A mistura das emulsdes dgua-agua com as tradicionais contendo 6leo (O/A) resulta
no desenvolvimento de emulsdes duplas ou multiplas, como por exemplo, emulsdes dgua-

Oleo-dgua (A/O/A), 6leo-dgua-6leo (O/A/O) ou bleo-dgua-dgua (O/A/A) (DICKINSON &
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MCCLEMENTS, 1995; GARTI & BENICHOU, 2004), as quais podem apresentar
diferentes propriedades em funcdo da escolha do biopolimero presente na fase continua.

As emulsdes multiplas apresentam diversas vantagens em relacdo as emulsdes
convencionais presentes em produtos alimenticios, entre elas a producdo de alimentos com
propriedades sensoriais e fisico-quimicas similares as emulsdes O/A, mas com niveis
reduzidos de gordura (MALONE et al., 2003). Além disso, essas emulsdes podem ser
usadas como sistemas transportadores com liberagao controlada de agentes ativos, tais
como aromas, agentes antimicrobianos ou lipidios bioativos (LIAN et al., 2004; MALONE
& APPELQVIST, 2003).

Assim, com o intuito de obter emulsdes de alimentos que tenham estruturas
diferenciadas e desejaveis, € necessario, primeiramente, entender € monitorar as mudangas
que ocorrem nas interacdes entre os ingredientes e conseqii€éncias do processo na reologia e

microestrutura do produto final e durante sua estocagem.

1.2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia do caseinato de sédio (Na-
CN) e da goma jatai (LBG) em sistemas mistos aquosos como emulsificantes /
estabilizantes de emulsdes A/A, O/A e emulsdes multiplas.

Os objetivos especificos foram:

1. Determinagdo das condi¢des de separacdo de fases entre o caseinato de sédio e a
goma jatai em sistemas aquosos resultando na constru¢do de um diagrama de fases;

2. Obtencao de emulsdes dgua-dgua (A/A) a partir de uma solugdao Na-CN — LBG
de fases separadas e avaliacdo da estabilidade, estrutura e comportamento reoldgico dessas
emulsoes;

3. Preparo de emulsdes 6leo-dgua (O/A) estabilizadas por caseinato de sodio e jatai
e verificacdo da influéncia da concentragcdo dos ingredientes, variacio do pH e
homogeneizagdo na estabilidade, estrutura e reologia desses sistemas;

4. Producgdo de emulsdes multiplas O/A/A e avaliacdo da estrutura.
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2.1. EMULSOES

Uma emulsdo é composta por dois liquidos imisciveis (usualmente 6leo e dgua), com
um dos liquidos disperso no outro na forma de pequenas gotas esféricas. A substancia ou
solucdo que compde as gotas € chamada de fase dispersa, enquanto que aquela que compde o
meio € chamada de fase continua (MCCLEMENTS, 2005). As emulsdes podem ser
classificadas de acordo com a distribuicao relativa das diferentes fases. Um sistema formado
por gotas de 6leo dispersas em uma fase continua aquosa é chamado emulsao 6leo em dgua
(O/A), como € o caso do leite, maionese, sopas e molhos; enquanto que um sistema formado
por gotas de dgua dispersas em uma fase oleosa é chamado emulsdo dgua em o6leo (A/O),
tendo como exemplos a margarina e a manteiga.

O processo de formacdo de emulsdes consiste na mistura de dois liquidos imisciveis
através de uma etapa de homogeneizacdo, a qual pode ser dividida em duas categorias:
homogeneizagdo primdria e secunddria. A homogeneizacdo primdria é definida como a
producdo de uma emulsdo diretamente a partir de dois liquidos imisciveis, enquanto que a
homogeneizac¢do secunddria consiste na redu¢do dos tamanhos de gotas ja existentes em uma
emulsdo. Dependendo do produto desejado, deve-se utilizar uma dessas categorias de
homogeneiza¢do ou uma combinacdo das duas, como por exemplo, no preparo de molhos de
salada usualmente utiliza-se a homogeneizacdo primdria para a mistura das fases oleosas e
aquosas, enquanto que na producdo de leite utiliza-se a homogeneizacdo secunddria para a
reducdo dos glébulos de gordura ja existentes. Esta etapa do processamento de emulsdes ¢
muito importante para definir algumas propriedades fisico-quimicas e organolépticas, tais
como, textura, sabor, aparéncia e estabilidade (MCCLEMENTS, 2005).

Todas as emulsdes sdo termodinamicamente instdveis e tendem a se romper com o
tempo, resultando em duas fases liquidas separadas. Particularmente para emulsdes O/A
existem diversos mecanismos de desestabilizacdo, sendo os principais a cremeagio
gravitacional, sedimentacao, floculacio e coalescéncia das gotas (DICKINSON, 1992) (Figura
2.1). A floculacdo € um processo no qual as gotas emulsificadas se associam em flocos sem a
destruicdo das gotas individuais. Quando as paredes das gotas sdo destruidas e existe a
formacdo de gotas maiores, trata-se do processo conhecido como coalescéncia. A cremeagao

z

ocorre quando a fase dispersa € menos densa do que a fase continua, porém ndo existe
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coalescéncia. J4 na sedimentagdo, as gotas sdo mais densas do que o meio continuo (HILL,

1996).

e

Emulséio @)
cineticamente O O
estavel °
° @

Cremeacao Sedimentacdao Floculacdao Coalescéncia

Figura 2.1. Representacdo esquemdtica dos mecanismos de instabilidade das emulsdées O/A. Fonte:

McClements (2005).

No entanto, existe uma distingdo entre estabilidade termodindmica e estabilidade
cinética (DICKINSON, 1992), sendo que a primeira indica se processo poderd ou nao ocorrer,
enquanto que o segundo informa a taxa no qual o processo ocorrerd (ATKINS, 1994). Como
todas as emulsdes sdo termodinamicamente instdveis, informacdes sobre a estabilidade
cinética sao importantes para o desenvolvimento de produtos que apresentem propriedades
desejaveis por um periodo de tempo suficientemente longo. Desta maneira, para produzir
emulsdes cineticamente estdveis € necessdria a adicdo de dois tipos de ingredientes:
emulsificantes e estabilizantes (DICKINSON, 1992).

Emulsificantes sdo espécies quimicas (ou misturas de espécies) que promovem a
formacdo da emulsdo e estabilizacdo por acdo interfacial (Figura 2.2 A). Existem duas grandes
classes de emulsificantes usadas no processamento de alimentos: surfactantes de baixa massa
molar (monoglicerideos, polissorbatos, lecitina, etc) e emulsificantes macromoleculares
(usualmente proteinas, principalmente do leite e do ovo) (DICKINSON, 2003). Emulsificantes
de baixa massa molar sdo bastante utilizados no preparo de emulsdes devido a sua atividade
superficial. Entretanto, muitas dessas moléculas podem causar maleficios a satide dos
consumidores, podendo ser utilizadas apenas em niveis limitados (poucos miligramas por
quilograma corporal por dia) ou sdo restritas para determinados alimentos. Apenas poucos

emulsificantes, tais como lecitina ou mono-diglicerideos, sdo geralmente reconhecidos como
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seguros (“generally recognized as safe” — GRAS) e podem ser utilizados sem qualquer
limitacdo (GARTI & LESER, 2001). Neste contexto, as proteinas surgem como alternativa, ja
que o seu uso como aditivo alimenticio ou como ingrediente em alimentos € permitido sem
restri¢oes.

J4 os estabilizantes atuam de maneira diferente dos emulsificantes, ndo apresentando
atividade superficial (Figura 2.2B), como € o caso da maior parte dos polissacarideos. Sao
compostos que podem oferecer estabilidade a longo prazo para uma emulsdo (DICKINSON,
1992), atuando através de dois possiveis mecanismos: (1) via modifica¢do da viscosidade ou

(2) gelificacdo da fase continua aquosa (Figura 2.2 B) (DICKINSON, 2003).

et macromolécula

Figura 2.2. Tlustragdo esquemdtica de gotas de 6leo em &4gua estabilizadas por (A) moléculas
anfifilicas adsorvidas na interface 6leo-dgua (ex. proteinas) e (B) macromoléculas nido adsorvidas
atuando na modifica¢do da viscosidade da fase continua (ex. polissacarideos). Fonte: Garti e Leser

(2001).

Entretanto, a presenca de biopolimeros na fase aquosa das emulsdes O/A pode
influenciar a estabilidade dos sistemas através de uma variedade de mecanismos
(DICKINSON, 2003). Um desses mecanismos de desestabilizacdo é a floculacdo por
deplecdo. Neste caso, a presenga de biopolimeros nao-adsorvidos na fase aquosa das emulsdes
causa um aumento nas forcas atrativas entre as gotas devido a um efeito osmoético associado
com a exclusdo dos biopolimeros da estreita regido entre as gotas (WALSTRA, 2003;
MCCLEMENTS, 2000). Essa forca se torna maior com o aumento da concentracdo dos
biopolimeros, até eventualmente se tornar maior do que as forgas repulsivas e causar entdo a

floculagdo.
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2.2. BIOPOLIMEROS

2.2.1. Caseinas

As proteinas apresentam algumas propriedades funcionais importantes tais como
espumantes, emulsificantes e gelificantes, sendo muito utilizadas na formulagao de produtos
alimenticios (SGARBIERI, 1996). Em especial, as propriedades emulsificantes das proteinas
sdo resultado da sua capacidade de reducdo da tensdo interfacial através da sua adsor¢do na
interface 6leo-dgua e da sua habilidade de formacdo de filmes através de uma combinagdo de
interacdes eletrostéticas e estéricas (MCCLEMENTS, 2005). O caseinato de sédio é um sal
derivado da caseina amplamente utilizado em produtos alimenticios como substituto de leite
em queijos andlogos e como agente emulsificante. Este ingrediente apresenta uma boa
propriedade emulsificante quando comparada com outras proteinas por possui uma elevada
solubilidade, uma estrutura naturalmente dissociada e desdobrada, além de uma
hidrofobicidade global relativamente elevada, com uma nitida separacdo entre as zonas muito
hidrofilicas e muito hidrofébicas das cadeias polipeptidicas (CHEFTEL et al., 1996). O
caseinato de sodio € composto pela mistura de quatro subunidades individuais da caseina (0O;-,
Os-, B- € K-) que, em solugdo aquosa, formam complexos e agregados com pesos moleculares
variados. No entanto, este ingrediente apresenta uma limitada aplicabilidade para o uso em
emulsdes acidificadas. A gradual acidificacdo para valores de pH préximos ao ponto
isoelétrico da proteina (= 4,6) aumenta as forcas atrativas entre as moléculas de caseina,
resultando em uma conseqiiente auto-associacdo dos componentes protéicos adsorvidos e nado-

adsorvidos (ALLEN et al., 2006) levando a uma desestabilizacdo da emulsao.

2.2.2. Galactomananas

Os polissacarideos sdo ingredientes predominantemente hidrofilicos e que nao
apresentam atividade superficial particular (DICKINSON, 2003), salvo algumas excecdes
como a goma ardbica. Em geral, sdo adicionados as emulsdes O/A como agente espessante, de
modo a produzir caracteristicas de textura desejdveis e para retardar os mecanismos de
instabilidade (DICKINSON, 2003; MCCLEMENTS, 2000). As galactomananas sao
polissacarideos provenientes de leguminosas, vastamente utilizados na industria de alimentos
devido as suas propriedades espessantes e estabilizantes. Sua estrutura é formada por uma

cadeia linear de unidades de D-manose unidas através de ligacdes [-(1 —»4) com diferentes

10
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quantidades de substituintes D-galactose ligados através de ligacoes glicosidicas a-(1 - 6).
Dependendo da fonte de extracdo, estes polissacarideos podem apresentar diferentes
caracteristicas quimicas, como a variagdo no grau de substituicdo de galactose. Assim, gomas
com razdo galactose/manose de 1:4, 1:3, 1:2 e 1:1 s@o chamadas de goma jatai ou locuste
(LBG), goma tara, guar e “fenugreek”, respectivamente (Figura 2.3) (WIELINGA &
MAEHALL, 2000).

A LBG, em especial, apresenta uma ampla variedade de aplicacdes industriais, sendo
utilizada em emulsdes devido a sua habilidade de formar solu¢des muito viscosas em
concentragdes relativamente baixas. E relativamente estdvel a variagdes do pH, forca idnica e
temperatura, principalmente devido ao seu caréater neutro (GLICKSMAN, 1969). No entanto,
a estabilidade e textura de sistemas alimenticios coloidais depende, ndo apenas das
propriedades funcionais dos ingredientes individuais, mas também da natureza e forca das
interacdes entre os componentes, especialmente os macromoleculares, como proteinas e

polissacarideos (DICKINSON, 1992).
CHOH
%H
H
o
H
H
L O K TG
H H
H CHpOH H CHOH

Goma locuste {4:1)
CGoma tara (3:1)
Golna guar (2:1)

Goma fenmgreek : 1:1)

Figura 2.3. Ilustracdo esquematica da estrutura da LBG, goma tara, goma guar e “fenugreek”. Fonte:

Garti e Lesser (2001).

i

']

2.3. INTERACOES PROTEINAS - POLISSACARIDEOS
Proteinas e polissacarideos desempenham um papel muito importante na estrutura e
estabilidade de muitos alimentos processados. A mistura destes dois biopolimeros em solucao

aquosa pode resultar em diversos tipos de estruturas, dependendo do tipo de interacdo
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existente entre eles. As interacdes podem ser associativas ou segregativas, resultando em trés
possiveis situacoes:

- miscibilidade: o sistema permanece homogéneo, ndo existindo separagdo de fases.
Neste caso, os diferentes biopolimeros agem como se fossem hidrocoléides do mesmo tipo.
De acordo com o segundo principio da termodinamica, a mistura de um ou mais componentes
com um solvente é possivel se o resultado da energia livre da mistura (AGp;s) € negativo, e
AG,_;, =OAH, ., —TAS

onde AHu; e ASnise sdo entalpia e entropia da mistura,

mist mist mist >
respectivamente, e T é a temperatura absoluta em K. Assim, a mistura de biopolimeros é
estdvel quando a entropia da mistura € elevada, jd que a energia livre é negativamente
favorecida (SCHIMITT et al., 1998). Este tipo de situacdo geralmente ocorre para solugdes
diluidas.

- incompatibilidade: ocorre segregacdo dos biopolimeros com a formacdo de duas
fases aquosas imisciveis, sendo cada uma delas rica em um dos biopolimeros. Esse mecanismo
geralmente ocorre quando existe o aumento na concentracao dos biopolimeros ou a agregacao
de um deles, pois as moléculas tendem a um estado mais organizado na solu¢io, influenciando
negativamente a entropia da mistura e levando a valores positivos de energia livre da mistura.

- coacervacao complexa: existe atracao entre os diferentes biopolimeros resultando na
formacdo de duas fases aquosas, sendo uma delas rica nos dois biopolimeros e a outra formada
predominantemente pelo solvente. Este tipo de processo geralmente ocorre em uma mistura
quando as proteinas e polissacarideos possuem cargas opostas, o que favorece as interagdes
moleculares entre estes biopolimeros. Desta maneira, o processo de coacervagdo é governado
pela contribuicdo entélpica da energia livre da mistura (DE KRUIF & TUINIER, 2001).

A situacdo de incompatibilidade termodindmica, em especial, pode ocorrer para
qualquer sistema proteina-polissacarideo-dgua dependendo das condi¢des do meio aquoso,
como concentracdo de biopolimeros, pH e forca idnica (BRYANT & MCCLEMENTS, 2000;
LANEUVILLE et al., 2000; SPAGNUOLO et al., 2005). Essas condicdes necessarias para a
separacdo de fases variam de acordo com os biopolimeros presentes no sistema (GRINBERG
& TOLSTOGUZOV, 1997). Em relacdo a concentragdo dos biopolimeros, tem-se que o
principal fator que determina o limiar da separacdo de fases € o volume de exclusdo

(TOLSTOGUZOV, 2000). Considera-se que o volume de uma solu¢do ocupada por uma

macromolécula ndo estd acessivel para outras macromoléculas. Desta forma, existe um
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aumento da limitacdo espacial quando ocorre a transi¢cdo de uma solucdo diluida para uma
solucdo semi-diluida. Isso ocorre, pois nas solugdes diluidas, as macromoléculas individuais
niao estdo em contato umas com as outras, enquanto que nas solugdes semi-diluidas, as
moléculas interagem e competem pelo mesmo espaco (TOLSTOGUZOV, 2000). Assim, a
separacdo de fases geralmente ocorre quando a concentracao total de biopolimeros excede um
certo valor critico que corresponde ao regime de solucdes semi-diluidas.

Em relacdo ao pH e forca idnica, tem-se um aumento da auto-associagao das moléculas
de proteinas conforme o pH se aproxima do pl das proteinas, ou entdo na presenga de altas
concentracdes de sais (GRINBERG & TOLSTOGUZOV, 1997; TOLSTOGUZOV, 2000). A
diminui¢do do pH resulta em uma gradual diminui¢@o das forcas repulsivas eletrostaticas entre
as moléculas de proteina, resultando em uma associa¢do das mesmas. J4 a influéncia da adi¢ao
de sal na compatibilidade dos sistemas pode ser explicada através dos efeitos de “salting in” e
“salting out”. Em baixas concentragdes de sal (ou baixa forca idnica), os fons dos sais
interagem com as cargas das proteinas, resultando em um aumento da solubilidade das
mesmas (“salting in”). Entretanto, quando sdo adicionadas maiores concentracdes de sal,
existe uma diminui¢do da solubilidade protéica (‘“‘salting out”) devido a uma competicdo entre
a proteina e os ions de sal pelas moléculas de dgua, fazendo que a dgua se torne um mau
solvente para a proteina e resultando em uma auto-associacdo das mesmas (CHEFTEL et al.,
1996). Assim, geralmente espera-se que exista um aumento da incompatibilidade entre
proteinas e polissacarideos, a medida que a for¢a i6nica aumenta e o pH se aproxima do pl das
proteinas.

Diagramas de fases podem ser construidos para descrever as interagdes entre cada par
de biopolimeros. Convencionalmente, os diagramas de fases de sistemas terndrios sao
apresentados em coordenadas triangulares. Entretanto, como nestes sistemas existe um
excesso de solvente em relacdo aos biopolimeros, torna-se mais féacil a construcdo de
diagramas de fases em coordenadas retangulares. A Figura 2.4 apresenta um diagrama de fases
tipico construido para uma solu¢do mista de biopolimeros em coordenadas retangulares. Nesse
diagrama, o eixo horizontal corresponde a concentracdo de proteina, enquanto que o e€ixo

N

vertical corresponde a concentragdo de polissacarideo. Cada ponto do diagrama de fases

corresponde a composi¢do de um sistema, sendo que a curva binodal separa as regides

monofasica (abaixo da curva) e bifdsica (acima da curva). As linhas de amarracdo conectam os
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pontos correspondentes as composi¢oes das fases em equilibrio e o didmetro retilinear passa
através do ponto médio das linhas de amarragdo. J4 o ponto critico representa a composi¢do de
um sistema que se separa em duas fases de mesmo volume e composicao (TOLSTOGUZOV,

2000).
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Figura 2.4. Diagrama de fases tipico em coordenadas retangulares para uma solu¢éo mista proteina-

polissacarideo. Fonte: Adaptado de Musampa et al. (2007).

A construcdo dos diagramas de fases geralmente se inicia com o preparo de uma série
de solugdes mistas proteina-polissacarideo suficientemente diferentes em relacdo a
concentracdo de biopolimeros. A centrifugacdo destes sistemas ird entdo fornecer informagdes
a respeito da compatibilidade (formagao de uma ou duas fases) e da razao de volume das fases
dos sistemas (TOLSTOGUZOV, 2000). A quantidade de cada biopolimero em cada uma das
fases pode ser mensurada através de diversas técnicas. O método de Kjeldahl é bastante
aplicado para a medida da quantidade de proteina, enquanto que a concentragdo de
polissacarideo é usualmente determinada pelo método Fenol-Sulftrico (DUBOIS et al., 1956).
A partir da composicao de cada fase, pode-se construir as linhas de amarragdo e, em seguida, a
curva binodal. O cruzamento entre a binodal e o didmetro retilinear, o qual passa pelo ponto
médio das linhas de amarracdo, define o ponto critico dos diagramas (TOLSTOGUZOV,
2000; ANTONOV et al., 1999, POLYAKOV et al., 1980).

A partir da determinacdo das condi¢des do meio (pH e for¢a idnica) e concentracdes
dos biopolimeros (diagramas de fases) que resultam na incompatibilidade dos sistemas mistos,

€ possivel produzir as emulsdes dgua-dgua (A/A) e emulsdes multiplas (O/A/A).
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2.4. EMULSOES AGUA-AGUA (A/A)

Sistemas mistos de proteinas e polissacarideos que apresentam separacdo de fases
podem ser utilizados para o preparo de emulsdes dgua-agua (A/A). Este tipo de emulsao é
preparado pela mistura das fases separadas com a aplicacao de forcas cisalhantes (Figura 2.5).
Desta maneira, sao formadas gotas aquosas dispersas em uma fase continua também aquosa,

nao existindo a presenca de 6leo no sistema (NORTON & FRITH, 2001).

Biopolimero A

L

.0
= :
'.' s ~l

mistura fiy

Biopolimero B - ‘

L % fll‘ / - b i
TR Sistema de Emulsédo A/A
S duas fases

Figura 2.5. Representacdo esquemdtica da produgdo de uma emulsdo dgua-dgua (A/A) a partir de uma

solucdo aquosa de fases separadas. Fonte: McClements (2006).

As emulsdes A/A apresentam diferentes propriedades em relagdo aquelas que contém
6leo, principalmente em relacdo as propriedades da interface (SCHOLTEN et al., 2006). As
propriedades especificas das emulsdes A/A sdo: (i) equilibrio entre as fases; (i) baixa tensdo
interfacial, (iii) interface com baixa densidade e viscosidade, (iv) interface de alta
deformabilidade e facil coalescéncia das particulas dispersas e (v) adsorcdo de particulas
lipidicas entre as fases aquosas (TOLSTOGUZOV, 2004). Estas emulsdes podem ser
aplicadas em diversos produtos, principalmente para encapsulacdo de compostos e
desenvolvimento de texturas diferenciadas para produtos farmacéuticos, alimenticios ou
cosméticos (SAGIS, 2007).

O comportamento de misturas de fases separadas compostas por proteinas e
polissacarideos tem recebido bastante atencdo na ultima década, sendo os principais trabalhos
realizados por Tolstoguzov e outros autores (POLYAKOV et al., 1980; GRINBERG &
TOLSTOGUZOV, 1997, TOLSTOGUZOV, 2003). A maioria das misturas estudadas usou
gelatina ou proteinas do leite como fonte de proteina, porém apenas um trabalho utilizou a

mistura de proteina do leite (caseina) com LBG (BOURRIOT et al., 1999).
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2.5. EMULSOES MULTIPLAS
Além das emulsdes simples O/A, A/O ou A/A, é possivel também a obtencdo de
emulsdes multiplas do tipo 6leo-dgua-6leo (O/A/O), dgua-6leo-dgua (A/O/A) ou 6leo-dgua-
agua (O/A/A) (GARTI, 1997; GARTI & BENICHOU, 2004). Emulsdes A/O/A, por exemplo,
consistem em pequenas gotas de dgua dispersas em gotas maiores de 6leo, as quais estdo

dispersas em uma fase continua aquosa (Figura 2.6).

Meio externo agquoso

Gotas internas aguosas

Filmes de surfactante
Fage dleo intermediaria

Figura 2.6. Representacdo esquemdtica de uma emulsdo multipla A/O/A. Fonte: Garti e Benichou

(2004).

Recentemente alguns pesquisadores mostraram que € possivel preparar diferentes tipos
de emulsdes multiplas baseadas na incompatibilidade termodinidmica de solucdes mistas de
biopolimeros. Emulsdes 6leo-dgua-dgua (O/A/A), por exemplo, podem ser preparadas pela
mistura de uma emulsdo O/A com uma solug¢do de biopolimeros de fases separadas (Figura
2.7) (LIAN et al., 2004, NORTON & FRITH, 2001). Esse tipo de emulsdo também pode
apresentar diversas vantagens em relacdo as emulsdes convencionais. Emulsdes O/A/A podem
ser utilizadas para produzir sistemas alimenticios com propriedades fisico-quimicas e
sensoriais similares as emulsdes O/A, porém com niveis reduzidos de gordura (MALONE et
al., 2003). Alternativamente, emulsdes O/A/A podem ser usadas como sistemas de transporte
para a liberacdo de agentes ativos, tais como aromas, antimicrobianos ou lipideos bioativos
(LIAN et al., 2004, MALONE & APPELQVIST, 2003). No entanto, o principal problema
relacionado com a aplicacdo das emulsdes multiplas € a enorme instabilidade destes sistemas,
existindo uma forte tendéncia para coalescéncia, floculacio e cremeacdo (GARTI &

BENICHOU, 2004).
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Emulséo
dleo-agua (O/A)

-] mistura

“Jcisalhamento

Emulsao O/A/A

Mistura de biopolimeros
de fases separadas

Figura 2.7. Representacio esquematica da produ¢@o de uma emulsdo dleo-dgua-dgua (O/A/A) a partir

de um sistema de fases separadas. Fonte: McClements (2006).

A grande maioria dos trabalhos encontrados na literatura apresentam o estudo de
emulsdoes A/O/A ou O/A/O. Benichou et al. (2007), por exemplo, apresentaram o estudo de
emulsdes A/O/A estabilizadas por complexos de proteinas do soro (WPI) com polissacarideos.
Neste caso, uma emulsdo A/O primdria foi misturada com uma soluc¢io aquosa, resultando na
formacao de emulsdes A/O/A. No entanto, foi encontrado apenas um trabalho onde foram
formadas emulsdes O/A/A (KIM et al., 2006). Neste tltimo caso, Kim et al. (2006) estudaram
a formagdo de emulsdes multiplas do tipo O/A/A a partir da mistura de uma emulsao O/A
estabilizada por proteinas do soro desnaturadas (HD-WPI), com uma solugdo de fases

separadas composta por pectina e HD-WPL

2.6. REOLOGIA DE EMULSOES

A reologia € a ciéncia que estuda a deformacgdo e o escoamento dos materiais, sendo a
maioria dos ensaios reoldgicos baseados na aplicacio de uma forca e na medida do
escoamento ou deformagdo resultante (MCCLEMENTS, 2005). O conhecimento das
propriedades reolégicas em emulsdes é muito importante por diversos motivos. A efici€éncia
de ruptura das gotas em um homogeneizador e a vida de prateleira de emulsdes alimenticias,
por exemplo, dependem da viscosidade dos componentes individuais. Além disso,
informacdes sobre a reologia de emulsdes sao utilizadas pelos engenheiros de alimentos para o

dimensionamento de operacdes que dependam do modo como o produto escoa como, por
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exemplo, escoamento através de uma tubulacio, agitacdo, passagem através de um trocador de
calor e embalagem em recipientes (MCKENNA & LYNG, 2003). Muitos dos atributos
sensoriais também estdo diretamente relacionados com as propriedades reoldgicas como, por
exemplo, cremosidade, espalhabilidade e dureza. Finalmente, as medidas reoldgicas sao
freqiientemente utilizadas como uma ferramenta analitica para fornecer informacgdes
fundamentais sobre a organizagdo estrutural e interagdes entre os componentes em emulsdes
(MCCLEMENTS, 2005).

Emulsdes alimenticias sdo materiais estruturalmente complexos que podem exibir
diferentes comportamentos reoldgicos, variando desde fluidos de baixa viscosidade (ex: leite),
géis viscoeldsticos (ex. iogurtes), até solidos bastante duros (ex. manteiga sob refrigeracao).
Entretanto, apesar da diversidade de comportamentos reoldgicos exibidos pelas emulsdes
alimenticias, € possivel caracterizar seu comportamento reoldgico a partir de poucos modelos
simples: solidos, liquidos e pléasticos (RAO, 1999). Assim, sistemas muito complexos podem
entdo ser descritos pela combinagdo de dois ou mais desses modelos simples

(MCCLEMENTS, 2005).

2.6.1. Soélidos

Um solido elastico ideal € freqiientemente chamado de Hookeano, pois Robert Hooke
foi o cientista que primeiro observou a relacdo linear entre a forca aplicada a um material e a
conseqiiente deformacdo do mesmo (MCCLEMENTS, 2005). Além disso, esse tipo de
material apresenta a propriedade de voltar ao tamanho e forma iniciais quando a forca é
retirada. A lei de Hooke € representada pela equagdo (1), onde a forca por unidade de area
(tensdo) que atua no material é proporcional a deformacdo relativa (ou deformacgdo) do
material. Esta relacdo é aplicada apenas para materiais eldsticos em relativamente baixas
deformacdes.

o=Ely (1)
onde o € a tensdo, E é uma constante e y € a deformacao.

Entretanto, o comportamento reoldgico em altas deformagdes é bastante relevante aos
processos como corte ou mastigagdo (VAN VLIET, 1995), sendo essencial a caracterizacao

das propriedades reoldgicas dos sélidos sob essas condi¢des. Como a lei de Hooke ndo é
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vélida para altas deformagdes, um médulo aparente (tensdo / deformacao) pode ser definido

para cada valor particular de deformacdo (MCCLEMENTS, 2005).

2.6.2. Liquidos

Os liquidos ideais sdo chamados de Newtonianos e apresentam a propriedade de escoar
quando uma tensdo de cisalhamento é aplicada. Quando essa tensdo é retirada, o liquido
continua escoando até que a energia aplicada seja dissipada na forma de calor
(MCCLEMENTS, 2005). A viscosidade destes materiais € uma medida da sua resisténcia ao
escoamento, ou seja, quanto mais alta a viscosidade, maior é a resisténcia ao escoamento

(MACOSKO, 1994). Como a tensdo aplicada ao fluido € igual a forca dividida pela drea sobre

a qual estd agindo (0 =F/A), e a taxa de deformagio é dada pelo deslocamento das camadas

0
por unidade de tempo (Y = dy it ), tem-se a seguinte relacdo:

o=nly @
onde a constante de proporcionalidade () € chamada de viscosidade.

Idealmente, liquidos Newtonianos deveriam ser incompressiveis (seu volume ndo se
altera com a aplicacdo de uma forga), isotrépicos (suas propriedades sdo as mesmas em todas
as direcdes) e homogéneos. Porém, muitos alimentos liquidos que ndo se encaixam nesses
critérios e apresentam comportamento reolégico descrito pela Equacdo 2 como, por exemplo,
leite, solugdes de sacarose, salmoura e mel. Entretanto, existem muitos outros alimentos que
exibem comportamento liquido ndo-ideal (MCCLEMENTS, 2005). O comportamento
reoldgico ndo-ideal pode se manifestar de diversas maneiras em um liquido, de modo que a
viscosidade dos sistemas pode depender da taxa de deformacgdo ou do tempo de aplicagcdo da
tensdao (MACOSKO, 1994). No primeiro caso, a viscosidade pode aumentar ou diminuir com
o aumento da taxa de deformacdo, sendo a viscosidade especifica para cada taxa de
deformacdo chamada de viscosidade aparente (WALSTRA, 2003). A escolha da taxa de
deformacdo a ser utilizada no cédlculo da viscosidade aparente ¢ de fundamental importancia,
considerando que ela representa os processos que ocorrem na formulacdo de emulsdes
alimenticias, como agitacdo, escoamento através de tubulacdo, cremeacdo de uma gota

individual de emulsao, ou mastigacdo de um alimento (Tabela 2.1) (MCCLEMENTS, 2005).
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Tabela 2.1. Taxas de deformacdo tipicas observadas em alguns processos relevantes para

emulsdes alimenticias.

Processo Taxa de deformacao (s'l)
Bombeamento 10" a 10’
Agitacao 10" a 10°
Mastigacao 10" a 10°
Cremeacao 10°a 107

Fonte: Adaptado de Vanapalli e Coupland (2004).

Os dois tipos mais comuns de liquidos ndo newtonianos dependentes da taxa de
deformacao sao os fluidos pseudoplésticos e dilatantes. Os fluidos pseudopléstico sdo aqueles
cuja viscosidade aparente diminui com o aumento da taxa de deformacdo, provavelmente
devido ao alinhamento de particulas ndo-esféricas, remo¢ao de moléculas de solvente ligadas
as particulas ou ruptura e deformacdo de gotas floculadas (MCCLEMENTS, 2005;
NEWSTEIN et al., 1999). J4 os fluidos dilatantes sdo aqueles que apresentam um
comportamento oposto aos fluidos pseudoplasticos, com um aumento da viscosidade a medida
que a taxa de deformacao aumenta (MCCLEMENTS, 2005).

Ja no caso dos sistemas dependentes do tempo, tem-se que a viscosidade dos fluidos
pode aumentar ou diminuir com o tempo de cisalhamento. Esse comportamento também ¢ de
grande importancia para a inddstria de alimentos, ja& que a duracdo de processos como
bombeamento ou agitacdo devem ser cuidadosamente controlados. Essa dependéncia do
tempo € usualmente associada com algum tipo de processo de relaxacdo, ja que quando uma
forca externa é aplicada a um material em equilibrio, este demora um determinado intervalo de
tempo para atingir uma nova condi¢do de equilibrio, que € denominado tempo de relaxacao.
Assim, os comportamentos reolégicos dependentes do tempo podem ser classificados como
tixotropico e reopético. No comportamento tixotropico, a viscosidade aparente do fluido
diminui com o tempo de cisalhamento sob uma taxa de deformagao constante, enquanto que
no comportamento reopético ocorre o oposto. As propriedades reoldgicas dependentes do
tempo podem ser caracterizadas pela medida da viscosidade aparente durante a aplicacdo de
uma taxa de deformacdo constante. Porém, esta propriedade também pode ser medida com o

aumento da taxa de deformacdo a partir de zero até um determinado valor, seguida pela
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diminuicdo até zero novamente. Assim, quando existe relaxacdo estrutural do sistema, a curva

de subida € diferente da curva de descida (MCCLEMENTS, 2005).

2.6.3. Plasticos

Um grande ndmero de emulsdes alimenticias exibe comportamento reoldgico
conhecido como plastico, como por exemplo, maionese, margarina e manteiga. Este tipo de
material apresenta uma tensdao conhecida como tensdo residual, de modo que apenas escoa
quando essa tensdo é excedida. Alimentos que exibem este tipo de comportamento geralmente
apresentam uma rede de moléculas agregadas ou particulas dispersas em uma matriz liquida

(WALSTRA, 2003). O material plastico ideal ¢ chamado plastico de Bingham, o qual

apresenta um comportamento linear (O vsy) para tensdes acima da tensdo residual.

Entretanto, esses materiais também podem exibir um comportamento ndo-ideal, apresentando

um comportamento ndo-linear para valores superiores a tensao residual.

2.6.4. Materiais viscoelasticos

Muitas emulsdes alimenticias, entretanto, ndo s@o nem liquidos puros e nem sélidos
puros, apresentando propriedades reoldgicas que sao parcialmente eldsticas e parcialmente
viscosas (WALSTRA, 2003). Os materiais plasticos exibem comportamento eldstico abaixo de
determinado valor de tensdo, e comportamento viscoso acima desse valor, porém os materiais
viscoeldsticos apresentam ambos os comportamentos simultaneamente. Em relacdo a energia,
os solidos ideais armazenam toda a energia mecénica na deformacgdo de suas ligacOes, a qual
retorna para a forma de energia mecanica quando a for¢a é removida. Por outro lado, em um
liquido ideal toda a energia mecanica aplicada ao material é dissipada devido ao atrito, sendo
convertida para a forma de calor. J4 nos materiais viscoeldsticos, parte da energia é estocada
no material, enquanto que parte € dissipada na forma de calor. Dessa maneira, quando uma
forca é aplicada ao material viscoeldstico, ele nao se deforma instantaneamente e nem retorna
a sua forma original quando a forca é retirada. Assim, as propriedades reoldogicas de um
material viscoeldstico sdo compostas por uma contribuicdo eldstica e uma viscosa
(MCCLEMENTS, 2005).

As propriedades viscoeldsticas dos materiais podem ser obtidas a partir dos ensaios a

baixas taxas de deformagao. De um modo geral, estes podem ser classificados como ensaios
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transientes e oscilatorios. No primeiro caso, aplica-se uma tensdo ou deformacdo instantanea
no material e observa-se a resposta (deformac¢do ou tensdo) ao longo do tempo. Os ensaios no
qual a tensdo € aplicada, e observa-se como o material se deforma com o tempo, sdo
denominados de ensaios de “creep” ou fluéncia, sendo que nestes também & possivel verificar
a recuperacdo da deformacdo do material apds a remog¢do da carga (“creep recovery”).
Relaxacdo de tensdes € a denominagdo dos ensaios nos quais uma deformacdo € aplicada (por
exemplo 5 %) e a tensdo € medida ao longo do tempo (STEFFE, 1996). Ja no caso dos ensaios
oscilatérios, uma tensdo ou deformacdo senoidal € aplicada, obtendo-se como resposta a

deformacio ou tensdo oscilatoria.
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CAPITULO 3. Material e métodos

23



24



Capitulo 3

3.1. MATERIAL
Os ingredientes utilizados para o preparo dos sistemas foram caseina, goma jatai
(LBG) e glucona-d-lactona (GDL) adquiridos da Sigma Chemical Co. (USA), além do dleo de
soja (Soya, Bunge Alimentos S.A, Brasil) comprado em um supermercado local. O 6leo de
soja foi utilizado por ser amplamente consumido e comercializado no Brasil. Azida sédica
(NaNj3) adquirida da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA) foi adicionada as solucdes

para evitar crescimento microbiano. Os demais ingredientes utilizados eram de grau analitico.

3.2. PREPARO DOS SISTEMAS

3.2.1. Preparo das solucgoes estoque dos biopolimeros

A solugdo estoque de caseinato de sédio foi preparada pela dispersdo da caseina em
dgua deionizada sob agitacdo magnética por 3 h em uma temperatura maxima de 50 °C. O pH
foi constantemente ajustado para 7,0 com o uso de NaOH 10 mol/L. A solug¢ao estoque de jatai
foi preparada pela dispersdo do p6 em dgua deionizada a temperatura ambiente, seguida por
um tratamento térmico a 80 °C por 30 minutos para completa hidratacdo. Apds o tratamento
térmico, esta solucdo foi resfriada imediatamente a temperatura ambiente em banho de gelo.
Estas solugdes foram utilizadas para o preparo de emulsdes 6leo-dgua (O/A), emulsdes dgua-
dgua (A/A) e emulsdes multiplas. Para a formulacdo de emulsdes A/A e emulsdes multiplas,
as particulas insoldveis da solucdo de jatai foram separadas por centrifugacio em uma

ultracentrifuga L.8-80M (Beckman, USA) a 60000g por 60 minutos (ANTONOV et al., 2004).

3.2.2. Preparo das emulsdes dleo-agua (O/A)

As solucdes estoque de caseinato de sodio (6 % m/v) e LBG (1,5 % m/v) foram
preparadas conforme o item 3.2.1 e diluidas para o preparo das emulsdes O/A. Azida sédica
(0,02 % m/v) foi adicionada para prevenir crescimento microbiano. O 6leo de soja foi entao
misturado as solugdes aquosas de biopolimeros utilizando-se um triturador — misturador tipo
“Ultra Turrax” modelo T18 (IKA, Alemanha) a 14000 rpm por 4 minutos, sendo o dleo
adicionado aos poucos para melhor homogeneizacdo das emulsdes. Os seguintes sistemas
foram avaliados: (i) emulsdes estabilizadas por caseinato de sddio, (ii) emulsdes estabilizadas
por caseinato de s6dio e LBG, (iii) emulsdes estabilizadas por caseinato de sédio

homogeneizadas a alta pressdo e (iv) emulsdes acidificadas estabilizadas por caseinato de
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sédio. No primeiro tipo de sistema, a concentragdo de Na-CN foi fixadaem 1 %, 1,4 % e 4 %
(m/v) e o conteido de dleo variou entre 10 e 60 % (v/v). A concentragdo de 1,4 % (m/v) de
Na-CN foi escolhida por ser a quantidade apropriada de proteina para recobrir a superficie das
gotas de 6leo em uma emulsdo O/A contendo 30 % de 6leo, sem que exista excesso da mesma
na fase aquosa (MOSCHAKIS et al., 2005). Desta forma, as concentragdes de 1 % (m/v) e 4
% (m/v) Na-CN foram estudadas para a observacdo dos efeitos da coalescéncia das gotas e da
floculagdo por deplegdo, respectivamente, quando a concentragao de dleo era de 30 % (v/v).
No segundo tipo de sistema, as concentracdes de Na-CN e 6leo foram fixadas em 1 % (m/v) e
30 % (v/v), respectivamente, e a concentracdo de LBG variou de 0 % (m/v) a 0,8 % (m/v).
Neste caso, estas concentracdes de proteina e 6leo foram escolhidas para assegurar a formacao
de emulsdes instaveis quando fosse adicionada somente proteina, sendo possivel a avaliacdo
do efeito da LBG na estabilidade dos sistemas. Da mesma maneira, nas emulsdes
homogeneizadas a altas pressdes, 0 mesmo sistema composto por 1 % (m/v) Na-CN e 30 %
(v/v) 6leo foi utilizado, sendo o mesmo passado através de um homogeneizador de dois
estagios Panda 2K NS1001L (Niro Soavi, Itdlia) a uma pressao entre 100 e 600 bar no
primeiro estagio e de 50 bar no segundo estagio. Neste equipamento, a pressdo é controlada
manualmente através da abertura ou fechamento de uma vdalvula. Nas emulsdes acidificadas, o
contetido de Na-CN e 6leo novamente foi fixado como nos sistemas anteriores (1 % m/v Na-
CN e 30 % v/v 6leo), porém o pH foi ajustado para 7,0, 6,6, 5,6, 5,0, 3,7 e 2,7 pela adi¢do de
GDL em diferentes razdes GDL/proteina (% m/m): 0, 0,021, 0,083, 0,135, 0,45 e 3,8,

respectivamente.

3.2.3. Preparo e avaliacao da compatibilidade das misturas de biopolimeros

As solugdes estoque de caseinato de sédio (12 % m/v) e de LBG (1,6 % m/v) foram
preparadas separadamente conforme o item 3.2.1, diluidas para as concentracdes desejadas, e
misturadas sob agitacdo magnética por 1 h em temperatura ambiente. Apds isso, as solucdes
foram colocadas em tubos de centrifuga de policarbonato de 10,5 mL, e centrifugadas a 60000
g durante 60 minutos (ANTONOV et al., 2004). Apds centrifugacdo, foram determinadas
quais amostras apresentaram separacdo de fases macroscOpicas para a constru¢do de
diagramas de fases visuais. As solugdes mistas foram avaliada sob trés diferentes condi¢cdes do

meio: (i) pH neutro, (ii) forca idnica ajustada com adicao de cloreto de célcio para 0,01 mol/L,
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1 °

0,02 mol/L, 0,06 mol/L e 0,12 mol/L através da relacdo u=/2ici (2>, onde c € a
i=1

concentracdo molar e z € a carga, e (iii) pH ajustado para 7,0, 6,5, 6,25, 6,0, 5,75, 5,5 e 5,25

através de acidificagdo direta com o uso de HCI 0,5 mol/L ou por acidificag¢do lenta com GDL.

3.2.4. Preparo das emulsoes agua-agua (A/A)

Para o preparo das emulsdes A/A foi utilizada uma solucdo contendo 4 % (m/v) de
caseinato de s6dio e 0,4 % (m/v) de LBG em pH 5.,5. Esta condicao foi escolhida por resultar
na formacdo de uma solucao de fases separadas contendo volumes similares de fases superior
e inferior. Assim, primeiramente uma solu¢cao mista de biopolimeros com essa composicao foi
preparada e centrifugada a 60000 g por 60 minutos para a separagdo das fases. Amostras das
fases superior e inferior foram cuidadosamente coletadas e utilizadas para o preparo de uma
série de emulsdes A/A com diferentes razdes massicas de fase superior e inferior: 0:4, 1:3, 2:2,
3:1 e 4:0. Essas emulsdes foram preparadas em béqueres de 30 mL através de agitacao

magnética por 30 segundos (KIM et al., 2006).

3.2.5. Preparo das emulsoes multiplas

As emulsdes multiplas foram preparadas pela mistura de 0,5 g de uma emulsao
6leo/dgua (1 % Na-CN e 30 % de 6leo em pH 5,5) com 10 g de cada uma das emulsdes A/A
preparadas no item 3.2.3. Essas emulsdes foram preparadas em béqueres de 30 mL através de

agitacdo magnética por 30 s (KIM et al., 2006).

3.3.ANALISES
3.3.1. Analises quimicas
A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1996)
com um fator proteina-nitrogénio de 6,25, enquanto que a concentragdo de LBG foi
determinada através do método Fenol-Sulfirico (DUBOIS et al., 1956). A concentragdo de
Oleo foi determinada por diferenca, a partir da concentracdo dos outros componentes, €

confirmada utilizando-se o método de Bligh & Dyer (BLIGH & DYER, 1959).
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3.3.2. Analise da razao de volumes

A andlise da razdo de volumes foi utilizada para a verificacdo do balanco de massa de
alguns sistemas que apresentaram separacdo de fases. Essa verificacdo foi feita através da
comparacdo entre a razdo de volumes tedrica (VRiesrica) € experimental (VReyp) (ANTONOV
et al., 2004). A razdo de volumes experimental foi calculada através da razao entre os volumes
das fases separadas:

— VFS

VR, = v

3)

total
onde VR, € a razdo de volume experimental, Vs € o volume da fase superior € Vi € 0
volume total da mistura. Para isso, o volume de cada fase foi determinado através do
enchimento do tubo de centrifuga com dgua até a marca do menisco, seguido pela pesagem da
quantidade de dgua adicionada a 25°C. A densidade de cada fase foi considerada igual a 1
3
g/lcm’.
Ja a razdo de volume tedrica foi determinada a partir da regra da alavanca inversa

(ANTONOV et al., 2004) (Equacgao 4).

VR tedrica = VFS :é (4)
Vtotal B
B =Xy — X (6)

onde VResrica € @ razdo de volumes tedrica e Xpy, Xs1 € Xps s30 as concentracdes de proteina na

fase inferior, solugdo inicial e fase superior, respectivamente.

3.3.3. Avaliacao da estabilidade a cremeacao

Imediatamente apds o preparo das emulsdes, aliquotas de 10 mL de cada amostra foram
transferidas para tubos cilindricos graduados (diametro interno = 15,5 mm, altura = 65 mm),
selados e estocados a temperatura ambiente por uma semana, sendo o volume da fase aquosa
quantificado diariamente. As emulsdes apresentaram separacdo de fases com a formacao de
uma fase superior oleosa e uma fase inferior aquosa, sendo a estabilidade medida através da
altura da fase inferior (H) com o tempo de estocagem. O indice de cremeacdo (IC) foi descrito
através da Equacdo 7:

IC (%) = (H/H,) x 100 (7
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onde H, representa a altura inicial (KEOWMANEECHAI & MCCLEMENTS, 2002).

3.3.4. Medidas reoldgicas

Para a determinagdo das propriedades reoldgicas das emulsdes foi utilizado um redmetro
de tensdo controlada (Carri-Med CSL2500, TA Instruments, England). As emulsées O/A
foram analisadas apds 7 dias de estocagem, de modo a garantir o equilibrio cinético (indice de
cremeacdo constante), sendo as diferentes fases analisadas separadamente. Ja as emulsdes A/A
foram avaliadas imediatamente apds o seu preparo, sendo possivel associar as propriedades
reoldgicas com a estabilidade destes sistemas. Todas as medidas foram feitas em triplicata em
uma temperatura de 25 °C. Para a avaliacdo da fase superior das emulsdes O/A, foi utilizada
uma geometria de placa rugosa de 4 cm de diametro, enquanto que uma geometria de cilindros
concéntricos de parede dupla, composta por um cilindro de acrilico interno (raio interno =
20,38 mm, raio externo = 21,96 mm) e um copo fixo externo de aco inox (raio interno = 20
mm, raio externo = 22,38 mm), foi utilizada para a andlise das demais amostras. Curvas de
escoamento foram obtidas através do programa de passos multiplos, utilizando intervalos de
tensao de cisalhamento diferentes para cada amostra, de modo a se obter aproximadamente um
intervalo de 0 - 300 s de taxa de deformacdo. Os modelos para fluidos Newtonianos (8),

pseudoplasticos (9) e de Herschel-Bulkley (10) foram utilizados para ajustar as curvas de

escoamento:
c=nly (8)
s=k) )
o =0, +kj)" (10)

ondey € a taxa de deformacdo, n € o indice de comportamento, 0, € a tensdo residual, e k é o

indice de consisténcia.

As propriedades viscoeldsticas dinamicas foram determinadas utilizando-se as mesmas
geometrias empregadas para as medidas em estado estaciondrio a 25 °C. Varreduras de
freqiiéncia entre 0,01 e 10 Hz foram feitas para a fase superior das emulsdes O/A como forma
de caracterizar a estrutura viscoeldstica desses materiais, enquanto que varreduras de tempo
(1 Hz / 30 minutos) foram realizadas para as emulsdes A/A para a avaliacdo da estabilidade

desses sistemas. As figuras de Lissajous foram plotadas em cada ponto para garantir que as
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medidas estivessem dentro do intervalo de viscoelasticidade linear. Os parametros

determinados foram mddulo eldstico (G’) e mdédulo viscoso (G”), a partir dos quais foi

possivel o cdlculo do médulo complexo G* =/G'2+G"? |

3.3.5. Microscopia 6tica e analise de imagens

A microestrutura da fase superior das emulsdes O/A foi avaliada apdés 7 dias de
estocagem através de microscopia Otica. Para isso, as amostras foram colocadas em laminas,
cobertas com laminulas e observadas em um microscépio 6ptico Carl Zeiss modelo mf-AKS
24 x 36 EXPOMET (Zeiss, Alemanha) com um aumento de 400 x. Foram obtidas cerca de 10
imagens de cada amostra, de modo a varrer a lamina inteira, obtendo-se um resultado
representativo.

As imagens de microscopia foram analisadas utilizando-se o software de andlise de
imagens Image J 1.36b (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Primeiramente, as microscopias foram
convertidas para imagens em escala de cinza 8-bit de 640-480 pontos, apresentando niveis de
cinza entre 0 e 255. Cada uma das imagens foi entdo binarizada, utilizando-se a mediana do
histograma do nivel de cinza como parametro de binarizagdo (PUGNALONI et al., 2005).
Apos isso, a escala das imagens foi determinada através de uma conversdo de pontos para
micrometros e, entdo, foram feitas as medidas de drea, circularidade e perimetro das gotas das
emulsdes (Anexo 1). Considerando que as gotas de 6leo sdo perfeitamente esféricas, pode-se
calcular o didametro médio superficial das gotas (ds,) utilizando-se a equagdo 11.

dy =¥n,df/Tn,df (11)
onde n; é o nimero de gotas com didmetro d;.

A técnica de microscopia 6tica também foi usada para a observacdo da microestrutura
das emulsdes multiplas utilizando-se aumentos de 200 x e 500 x.

Como as emulsdes O/A homogeneizadas a altas pressdes apresentaram gotas de dleo
com tamanhos muito pequenos, ndo foi possivel a realizacdo de andlises de imagens para a
determina¢do do tamanho das gotas, sendo necessdria a utilizacao da técnica de espalhamento

de luz.
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3.3.6. Técnica de espalhamento de luz

O tamanho de gotas das emulsdes O/A homogeneizadas a altas pressdes foi
determinado através da técnica de espalhamento de luz utilizando-se um equipamento Laser
Scattering Spectrometer Mastersizer S modelo MAM 5005 (Malvern Instruments LTD., U.K).
Essas medidas foram realizadas a 25 °C apds 7 dias do preparo das amostras. O didmetro
médio foi novamente determinado com base na relacdo drea superficial — volume através do

parametro ds; (Equacdo 11).

3.3.7. Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para analisar a estrutura das emulsdes
A/A. Para essa andlise, o corante Rodamina B foi adicionado as amostras (20 UL de uma
solugdo 1 mg/mL) de maneira a marcar as moléculas de proteinas presentes. As emulsdes
foram entao colocadas em laminas, cobertas com laminulas e observadas em um microscépio
de fluorescéncia Leica DMI 4000B (Leica, Alemanha), utilizando-se lentes com aumentos de

100 x.

3.3.8. Analise Estatistica
A comparagdo entre os tamanhos das gotas foi feito através de andlise de variancia-

ANOVA em que diferengas estatisticas (p < 0,05) foram determinadas pelo teste de Tukey
utilizando o software STATISTICA 5.5 (Statisoft Inc., Tulsa USA, 2000).
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CAPITULO 4. Resultados e discussoes

PARTE 1. ESTUDO DE EMULSOES OLEO-AGUA ESTABILIZADAS POR NA-CN
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Inicialmente, foi realizado um estudo das emulsdes 6leo-dgua (O/A) estabilizadas por
caseinato de sddio de maneira a avaliar a estabilidade desse tipo de sistema, possibilitando o
preparo das emulsdes multiplas em uma proxima etapa do trabalho. Estudos anteriores
mostraram que emulsdes O/A estabilizadas por caseinato de s6dio geralmente permanecem
estdveis ao processo de coalescéncia, porém sdo susceptiveis ao processo de cremeacdo
(DICKINSON, 1999). Esse ultimo mecanismo de desestabilizacio promove a diminuicdo da
qualidade das emulsdes alimenticias tanto em relagdo a aparéncia, quanto a textura. No
entanto, existem diversas maneiras de aumentar a estabilidade desse tipo de emulsao como,
por exemplo, pela diminui¢do da diferenca de densidade entre as fases, aumento da
concentracdo de gotas (fracdo de volume da fase dispersa), reducdo do tamanho de gotas e
modificacdo da reologia da fase continua (MCCLEMENTS, 2005), sendo estes trés dltimos

utilizados no presente estudo.

4.1.EMULSOES EM PH NEUTRO

4.1.1. Variacao na concentracio dos componentes

Emulsdes O/A estabilizadas por caseinato de sédio foram preparadas em pH 7,0
utilizando-se concentrac¢des variadas de 6leo (10 % v/v a 60 % v/v) e proteina (1 %, 1,4 % e 4
% m/v). Sob essas condi¢des, a maioria das emulsdes apresentou separacdo de fases com a
formacdo de uma fase superior oleosa e uma inferior aquosa, com exce¢do da emulsio
composta por 4 % (m/v) Na-CN e 60 % (v/v) 6leo que se manteve estdvel mesmo apds 7 dias
de estocagem. A separagdo de fases observada nestas emulsdes ocorreu devido a0 mecanismo
de cremeacdo, sendo este processo mais acentuado nas primeiras 24 horas apds o preparo das
amostras. A Figura 4.1 apresenta um perfil tipico de cremeacdo das emulsdes, no qual a fase
inferior (fase aquosa) das amostras diminuiu quase linearmente com o aumento da
concentracao de dleo (fragao de volume da fase dispersa). Todas as emulsdes estabilizadas por
Na-CN apresentaram um comportamento similar, porém foram observadas diferencas na

altura final das fases e na taxa de separacao de fases.
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10% éleo 20% oleo 30% oleo 40% oleo 50% oleo 60% oleo

- 3

Figura 4.1. Efeito da concentragdo de 6leo no perfil de cremeagdo de emulsdes 6leo-dgua com 1 %

(m/v) de caseinato de sédio apds 7 dias de estocagem.

A Tabela 4.1 apresenta o indice de cremeacdo, calculado a partir da Equacdo 7, das
emulsdes compostas por 1 %, 1,4 % e 4 % de caseinato de sédio e concentracdo de 6leo
variando de 10 % a 60 %. Analisando-se estes resultados, pode-se observar claramente que o
comportamento de separacdo de fases foi fortemente influenciado pelas concentracdes de 6leo
e proteina presentes no sistema, sendo que o efeito do éleo foi mais pronunciado do que o da
proteina. No entanto, a influéncia da concentracdo de proteina foi mais evidente nas amostras
compostas por maiores concentracdes deste biopolimero e maiores teores de 6leo. A partir da
razdo entre os volumes da fase oleosa e do volume de 6leo adicionado ao sistema, pode-se
verificar que em todas as situacdes, com excecdo daquela que apresenta maior concentracio de
proteina, a quantidade de 4dgua presente na fase superior foi proporcional ao aumento do

volume da fase oleosa.

Tabela 4.1. Indice de cremeacio das emulsdes estabilizadas por Na-CN mensurado pelo

volume da fase inferior

Na.CN Oleo 10% 20% 30% 40% 50% 60%
1% 85% 72% 58% 45% 30% 16%
14 % 85% T12% 571% 4% 29% 15%
4% 83% 70% 565% 40% 15% 0

A Tabela 4.2 apresenta a composicdo quimica do sistema inicial e das fases separadas

das emulsdes compostas por 1 % (m/v) e 4 % (m/v) de caseinato de s6dio e concentracdo de
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6leo variando entre 10 % (v/v) e 60 % (v/v). Estas andlises foram realizadas ap6s 7 dias de
estocagem, apds as amostras atingirem um equilibrio cinético (indice de cremeagdo constante).
Os resultados para os sistemas compostos por 1,4 % (m/v) de proteina nao foram apresentados
por resultarem em valores muito similares aos apresentados para os sistemas contendo 1 %
(m/v) Na-CN. A partir da andlise quimica do sistema inicial e das fases separadas (Tabela 4.2),
verificou-se que o aumento nas concentragdes de 6leo e proteina na solugdo inicial levou a
uma pequena diminuicdo na razao 6leo/dgua e a uma elevagdo na razdo proteina/6leo na fase
superior das emulsdes. Como a fase superior € rica em 6leo, o aumento da razdo proteina/éleo
representa uma maior quantidade de proteina disponivel para recobrir a superficie das gotas,
sendo este fato relacionado com a melhora da estabilidade dos sistemas. Ja para a fase inferior
das emulsdes, foi observado o aumento da razdo proteina/dgua conforme maiores
concentracdes de proteina e 6leo foram adicionadas a solucdo inicial e, como esta fase € rica
em agua, pode-se concluir que a estabilidade das emulsdes esta relacionada com o aumento da
razdo emulsificante/componente predominante na fase. Além disso, a concentragdo de proteina
foi maior na fase inferior das emulsdes (fase aquosa), o que pode indicar uma maior afinidade
da proteina com esse solvente. As caseinas, particularmente Og; e [3, sdo proteinas anfifilicas
devido a sua estrutura aberta, com predominancia de estruturas primarias e secundarias. No
entanto, estas apresentam diferentes estruturas, sendo que a [-caseina apresenta a parte
carboxiterminal com muitos residuos apolares e a regido aminoterminal contendo residuos
hidrofilicos, enquanto que a Ogj-caseina possui trés regides hidrofébicas distintas

(DICKINSON, 1999).
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Tabela 4.2. Composicdo quimica da soluc¢do inicial das emulsdes e de suas fases separadas apds 7 dias de estocagem

Composicao inicial

Fase superior

Fase inferior

Proteina  Oleo Proteina Agua (%) Oleo (%) Razio Razdo Protefna (%)  Agua (%) Oleo (%) Razdo
(%) (%) (%) 6leo/dgua prot/6leo 10° prot/dgua- 107
1,0 10  039+0,18 25,60+0,02 74,01+0,18 2.9 53 0,44 £0,02 98,80%0,12 0,76 +0,12 4,4
1,0 20 0,48+0,13 2598+0,05 73,54+0,14 2,8 6,5 0,73+£0,06 98,66+0,19 0,61+0,20 7.4
1,0 30 048%0,08 2650%0,01 73,03+0,08 2,8 6.5 0,82+0,10 98,13+0,07 1,05%0,12 8,4
1,0 40 0,54+0,12 26,83+0,06 72,62%0,13 2,7 7,4 1,L11+0,03 97,83+0,88 1,07+0,88 11,3
1,0 50 0,59 £0,10 26,99 +0,07 72,42 +0,12 2,7 8,1 1,32+0,07 97,75+0,20 0,93 +0,21 13,5
1,0 60 0,84+0,04 27,68+0,20 71,48+0,20 2,6 11,8 1,63+0,03 96,23 +0,69 2,14 +0,69 16,9
4,0 10 0,76+£0,03 26,22 +0,83 73,020,383 2,8 10,4 3,60+£0,03 95,74+0,14 0,66+0,14 37,6
4,0 20 1,02+0,02 26,37+0,20 72,60+ 0,20 2,7 14,0 4,01+0,07 95,08+0,27 0,91+0,28 422
4,0 30 1,25+0,10 27,75+0,23 71,00 £0,25 2,6 17,6 4,44 +0,07 94,61 £0,28 0,95%0,29 46,9
4,0 40 1,56 £0,05 28,84+0,17 69,60 %0,18 2,4 22,4 530+0,08 93,69+041 1,01 %042 56,6
4,0 50 2,09+0,03 30,87+0,12 67,04 +0,12 2,2 311 6,25+0,08 93,15+0,65 0,60+ 0,65 67,1
4,0 60 2,85%+0,13 3547%099 61,68+0,99 1,7 46,2 O O O 80,3
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O tamanho das gotas é um parametro muito importante para diversas propriedades das
emulsdes como, por exemplo, vida de prateleira, aparéncia, textura e aroma.
Conseqiientemente, é fundamental que se possa controlar € medir com precis@o o tamanho das
gotas em emulsdes (MCCLEMENTS, 2005). A técnica de espalhamento de luz ¢é
provavelmente a mais utilizada para determinacdo desse parimetro, entretanto as andlises de
microscopia sdo as que apresentam menores erros (BUCHHEIM, 1990; DALGLEISH, 1996),
j4 que a determinagdo do tamanho de gotas através do método de espalhamento de luz requer
uma dilui¢do das amostras.

Para a avaliagdo do tamanho de gotas das emulsdes, utilizou-se inicialmente a técnica
de espalhamento de luz, diluindo-se as amostras de forma a se obter uma concentracido de
gotas de aproximadamente 0,005 % (m/m) (SURH et al., 2006). No entanto, no momento em
que as emulsdes foram diluidas em &4gua, houve desestabilizacdo pelo mecanismo de
floculacdo, conforme pode ser observado nas micrografias da emulsdo composta por 1 % de
caseinato de sédio e 60 % de Oleo diluida em &dgua (Figura 4.2). Neste mecanismo de

desestabilizacdo, observa-se a formacdo de agregados de gotas, porém sem o rompimento da

parede das mesmas.

Figura 4.2. Micrografia das emulsdes O/A com 1 % (m/v) de caseinato de sddio e concentragdo de

6leo de 60 % (v/v) preparadas para avaliacdo na técnica de espalhamento de luz. Barra da escala = 100

pm.

Devido a esta desestabilizacdo, o equipamento apresentou um falso resultado,

indicando um tamanho médio de particulas de 100 pm. Porém, pelas imagens de microscopia,
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foi possivel verificar que as gotas apresentam um diametro muito menor. Optou-se, entdo, pela
avaliacdo do tamanho das gotas através das imagens de microscopia das emulsdes, ja que as
técnicas de microscopia sdo amplamente utilizadas para a visualizacdo de emulsdes sem
dilui¢do e com um minimo preparo das amostras (LANGTON et al., 1999). Assim, para a
determina¢do da influéncia da concentracdo dos ingredientes no tamanho das gotas, foram
utilizadas imagens da fase superior das emulsdes (fase oleosa) (Figura 4.3). A microestrutura
da fase inferior ndo foi apresentada devido a auséncia de gotas de dleo.

Visualmente, as imagens apresentadas na Figura 4.3 ndo apresentam grandes
diferencas em relagdo ao tamanho das gotas, com exce¢do da amostra que contém 4 % (m/v)
de caseinato e 60 % (v/v) de 6leo que apresentou gotas claramente menores. Além disso, as
estruturas mostraram-se bastante homogéneas e com auséncia de floculagdao. Assim, para uma
avaliacdo mais precisa da influéncia dos ingredientes no tamanho das gotas, foram realizadas
andlises das imagens utilizando-se o Software Image J (Anexo 1). Para cada amostra, foram
avaliadas 10 diferentes, imagens de maneira a aumentar a confianga dos resultados. A Tabela

4.3 apresenta os valores de diametro médio superficial (d3;) para cada amostra analisada.
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Figura 4.3. Microestruturas de emulsdes O/A com concentrac¢io de caseinato de sédio de 1 %, 1,4 % e

4 % (m/v) e concentracdo de 6leo de 10 %, 30 % e 60 % (v/v).
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Tabela 4.3. Valores de ds; (Mm) para emulsdes estabilizadas por caseinato de s6dio

Oleo (v/v)
W 10 % 20 % 30 % 40 % 50 % 60 %

1 % 15,88 £ 0,63 15,03 +0,77% 14,41 +0,41* 13,14 +0,70® 13,03 +0,68%* 11,80 +0,56“*
1.4 % 14,24 £ 1,25% 13,40 + 1,265 14,44 + 0,40 14,57 £1,05*° 14,20 +0,75*° 12,07 +£0,515
4 % 12,80 £0,77%° 12,33 +0,38%° 10,74 +0,31%° 10,52 +£0,54% 841025 6,14 +0,29"°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05). Letras maiudsculas: diferengas entre as concentracdes de 6leo para
uma concentracdo fixa de caseinato. Letras mintsculas: diferencas entre as concentracdes de proteina para uma mesma
concentragdo de 6leo.

Analisando-se os dados da Tabela 4.3, pode-se observar que, apesar das microscopias
apresentarem imagens muito semelhantes, o tamanho das gotas das emulsdes variou de (6,14 a
15,88) pm com a concentra¢cdo dos ingredientes. Além disso, observou-se uma tendéncia de
diminui¢do do tamanho das gotas tanto com o aumento da concentracdo de proteina quanto de
6leo na solucdo inicial. O tamanho das gotas é um parametro que varia de acordo com o
produto, por exemplo, o leite homogeneizado apresenta glébulos de gordura com diametros
médios em torno de (0,4 a 0,6) pm (WALSTRA, 1999), enquanto que a maionese apresenta
diametro médio na faixa de (2 a 4) pm (LANGTON et al., 1999). Entretanto, o tamanho das
gotas pode variar para um mesmo produto dependendo da sua composi¢do (tipo de
emulsificante e concentracdo dos ingredientes) e das condi¢des de processo empregadas (tipo
de homogeneizacdo, pressdo aplicada, temperatura). Os molhos de salada, por exemplo,
podem apresentar uma ampla variedade de tamanhos de gotas, sendo que molhos com maiores
concentracdes de dleo (30 % a 60 % v/v), como do tipo “Parmesdao” ou “Rosé”, apresentam
diametro médio na faixa de (2 a 3) pm, enquanto que aqueles compostos por um menor teor de
6leo (30 % — 45 % v/v), como os do tipo “italiano”, apresentam maiores tamanhos de gotas
(10 pm a 40 pm) (FORD et al., 1997). Relacionando os valores dos tamanhos de gotas (Tabela
4.3) com o comportamento de cremeacdo (Tabela 4.1), observa-se que quanto menor o
tamanho das gotas, maior € a estabilidade das emulsdes. Uma relagdo similar entre indice de
cremeacgdo e tamanho de gotas foi também observada para emulsdes 6leo-dgua estabilizadas
por proteinas do soro e xantana (SUN et al., 2007).

Medidas reoldgicas em estado estaciondrio foram realizadas para todas as emulsdes. A

Figura 4.4 apresenta, como exemplo, as curvas referentes as emulsdes estabilizadas por 1,4 %

42



Capitulo 4 — Parte 1

(m/v) Na-CN com variadas concentracoes de O6leo. As demais curvas apresentaram

comportamento similar e estdo apresentadas no Anexo 2.

msubidal Adescidal @ subida?2

I I I I I 1 O T T T T T

50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250
Taxa de deformacdo (s") Taxa de deformacdo (s”)

0,9 1
0,8
0,7 1
£ 0,6 -
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00,5 N
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0 50 100 150 200 250 300
Taxa de deformagao (s'l)

Figura 4.4. Propriedades reoldgicas das emulsdes O/A estabilizadas por 1,4 % (m/v) Na-CN com
diferentes concentragdes de 6leo. A) Curva de escoamento da fase superior da amostra contendo 1,4 %
(m/v) Na-CN e 10 % (v/v) 6leo (dependéncia do tempo), B) curvas de escoamento da fase superior das
emulsdes e C) curvas de escoamento da fase inferior das emulsdes. Concentracdo de 6leo: () 10 %,

(=)20 %, ()30 %, ()40 %, ()50 % e (") 60 % (v/v).

A Figura 4.4A apresenta o comportamento reoldgico em estado estacionario como uma
funcdo do tempo de cisalhamento para a fase superior da emulsido contendo 1,4 % (m/v) de
caseinato de sodio e 10 % (v/v) de 6leo. A partir destes resultados, pode-se notar que houve
um aumento da viscosidade aparente com o tempo de cisalhamento para uma mesma taxa de
deformacdo, caracterizando este fluido como reopético. Um explicacdo para este tipo de
comportamento é que a aplicacdo de uma forca de cisalhamento em uma emulsdo aumenta

tanto a freqiiéncia quanto a eficiéncia das colisdes entre as gotas, o que leva a um aumento da
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agregacdo e, conseqilentemente, a um aumento na viscosidade aparente com o tempo
(MCCLEMENTS, 2005). Este tipo de comportamento foi observado para a fase superior de
todas as amostras.

Eliminando a dependéncia do tempo de cisalhamento, curvas de escoamento em estado
estaciondrio foram obtidas para a fase superior de todas as emulsdes estudadas (Figura 4.4B).
A partir destes resultados, pode-se observar a existéncia de um comportamento de fluido
pseudopldstico com pequena tensao residual, ja que a viscosidade aparente diminuiu com o
aumento da taxa de deformacdo aplicada, sendo este o comportamento mais comum para a
maioria das emulsdes alimenticias. Neste caso, a pseudoplasticidade pode ocorrer por uma
variedade de razdes como, por exemplo, a alteracdo da distribui¢do espacial devido a aplicacao
de cisalhamento, alinhamento de gotas ndo esféricas, remo¢do de moléculas de solventes
ligados as gotas, ou deformac¢do e rompimento de flocos (HUNTER, 1993; MEWIS &
MACOSKO, 1994; NEWSTEIN et al., 1999). As curvas de escoamento foram ajustadas
utilizando-se o modelo de Herschel-Bulkley (HB) e os valores de viscosidade aparente a
100 s™ foram calculados (Tabela 4.4). A viscosidade a essas taxas de deformacao foi avaliada
de maneira a reproduzir alguns processos que ocorrem na produgdo de alimentos como, por
exemplo, escoamento em tubulacdo, agitacdo ou mastigacao de um alimento (STEFFE, 1996).
A partir da Tabela 4.4, pode-se observar que a viscosidade a 100 s™' e o indice de consisténcia
(k) aumentaram gradualmente com a elevacdo da concentracdo de 6leo, enquanto que 0s
valores de indice de comportamento (n) diminuiram. Os valores de tensdo residual ndo
apresentaram uma clara tendéncia com o aumento no teor de 6leo. Assim, tem-se que a
elevacdo na concentracdo de 6leo promoveu aumento da viscosidade da fase superior e de sua
pseudoplasticidade. J4 o aumento da concentragdo de proteina, resultou apenas em maiores
valores de viscosidade a 100 s e de tensdo residual da fase superior, o que favoreceu a

estabilidade das emuls0es.
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Tabela 4.4. Efeito das concentragdes dos ingredientes no indice de consisténcia (k), indice de comportamento (n), tensao residual (0,)

e viscosidade (n) a 100 s da fase superior das emulsdes estabilizadas por caseinato de sédio

1 % Na-CN 1,4 % Na-CN 4 % Na-CN
6leo  k (Pa.s") n 0, (Pa) Ny (Pa.s) k(Pas" n O, (Pa) Ny (Pas) k(Pas”) n o, (Pa) Ny (Pa.s)
10% 2414 0574 226" 0,30 ** 1,84%  0569" 302 0,28 2,68™ 5514 343 0,37 *°
20% 3,06%%  05024% 191 033 272"  0525% 3,647 0,34 ™ 3475 05177 286" 0,41 4°
30% 3,07 0,504 1,57 033" 299%  0514%* 3,05 0,35 ™ 556 0458 399 0,50 *
40% 3,69PP 04798 | 3B 0357 3558 5B 3g5A (36 BC 750 0422 3694 0,56
50% 4,05°F 04765 10180 037°%  3gpcm 0493 3404 038 4,75 %% 0,500 % 3294 0,51 "
60 % 446" 046102  135%E 0397 399D 489D 4304 (gD 425 05734 478" 0,64 ™

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras maidsculas: diferencas entre as concentra¢des de 6leo para uma concentragdo
fixa de caseinato. Letras minudsculas: diferencas entre as concentracdes de proteina para uma mesma concentracao de 6leo.
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Diferentemente da fase superior, a fase inferior das emulsdes se comportou como um
fluido Newtoniano (Figura 4.4C). Neste tipo de comportamento, a viscosidade das amostras €
constante, independente da taxa de deformacao aplicada. A Tabela 4.5 apresenta a viscosidade
da fase inferior das emulsdes como funcdo da concentragdo inicial das amostras. A partir
destes resultados, pode-se observar que a viscosidade da fase inferior aumentou tanto com o
aumento da concentragdo de proteina quanto de 6leo no sistema inicial, da mesma maneira que
ocorreu para a fase superior. Esse comportamento pode ser explicado pela composicao
quimica das fases separadas (Tabela 4.2), j& que o aumento nas concentragdes de dleo e
proteina nas solucao inicial resultou em maior razao proteina/dgua na fase inferior, levando ao

aumento da viscosidade.

Tabela 4.5. Efeito da concentracdo dos ingredientes na viscosidade () (mPa.s) da fase

inferior das emulsdes estabilizadas por caseinato de sédio

NaON Oleo 194 20 % 30 % 40 % 50 % 60 %
1 % 1,73+0,06% 1,83+0,06 1,85+0,07® 200+0% 230+0,14“ 240+0“
1.4 % 200+0%  205+0,07  215+0,07% 2,100 2,60+0° 3,0£0
4% 3,87+0,06%  440+0°5 5,10+£0,10°  6,50+0,10° 927+0,06 0

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05). Letras maiudsculas: diferencas entre as concentracdes
de 6leo para uma concentracio fixa de caseinato. Letras minudsculas: diferencas entre as concentra¢des de proteina
para uma mesma concentracdo de 6leo.

As medidas reoldgicas dinamicas da fase superior estdo apresentadas na Figura 4.5.
Essas propriedades ndo foram determinadas para a fase inferior pois essas solugdes

apresentaram comportamento Newtoniano.
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Figura 4.5. Propriedades reoldgicas dinamicas da fase superior das emulsdes O/A estabilizadas por 1,4
% (m/v) Na-CN com diferentes concentragdes de 6leo. Variagdo do A) mddulo eléstico (G’) (simbolos
abertos) e mddulo viscoso (G”) (simbolos fechados) com a freqiiéncia (no detalhe o comportamento da
emulsdo composta por 4 % (m/v) Na-CN e 60 % (v/v) 6leo), B) médulo complexo (G*) com a
freqiiéncia para diferentes concentracdes de 6leo e C) médulo complexo (G*) com a freqiiéncia para
diferentes concentragdes de proteina. Concentracdo de 6leo: (*) 10 %, (=) 20 %, (+) 30 %, () 40 %,
()50 % e () 60 % (vIv).

As medidas reoldgicas dinamicas da fase superior das emulsdes indicaram que todos os
sistemas apresentaram comportamento de solu¢ao concentrada (G’ maior do que G” ao longo
de toda a freqiiéncia), como mostra o exemplo na Figura 4.5A, com excecdo da emulsdo que
nao separou de fases (4 % m/v Na-CN e 60 % v/v 6leo) que apresentou um comportamento
diferente (detalhe da Figura 4.5A). Neste ultimo caso, G” foi maior do que G’ em baixas
freqiiéncias e estes dois médulos se cruzaram em ~0,2 Hz, sendo esta solugdo classificada

como semi-diluida. As curvas de G’ e G” em fungdo da freqii€ncia referentes as outras
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amostras estdo apresentadas no Anexo 3. A partir destes resultados, verificou-se que o
comportamento viscoeldstico dos sistemas instdveis, juntamente com sua pseudoplasticidade,
indicaram a presenca de estrutura composta por uma rede eldstica fragil (TORRES et al.,
2007).

A influéncia das concentracdes de Oleo e proteina nas curvas de médulo complexo
(G*) esta apresentada nas Figuras 4.5B e 4.5C, respectivamente. A partir destes graficos, tem-
se que o aumento na concentracao de 6leo na solugao inicial (para um mesmo teor de proteina)
levou a maiores valores de G* das fases superiores, o que representou a formacgao de uma rede
mais forte. Em relagdo ao teor de proteina, tem-se que o aumento da concentragdo de caseinato
de sédio de 1 % para 1,4 % (m/v) no sistema inicial praticamente nio alterou o os valores de
G* ao longo da freqiiéncia. No entanto, quando a concentracdo de proteina aumentou para 4 %
(m/v), e concentra¢io de dleo foi mantida em 60 % (v/v), os valores de G* se tornaram mais
dependentes da freqiiéncia. Isso ocorreu pois, neste caso especifico, a emulsdo composta por 4
% (m/v) Na-CN e 60 % (v/v) 6leo nao apresentou separacdo de fases, o que resultou em uma
maior concentragao relativa de 4gua na emulsao, tornando-a menos estruturada. Esse fato pode
ser comprovado através da andlise quimica dos sistemas (Tabela 4.2), ja que este exibiu uma
razdo 6leo/dgua muito menor do que as outras amostras. A composi¢ao dessa emulsdo também
explica a sua classificagdo como fluido semi-diluido (Figura 4.5A).

Comparando os resultados de estabilidade, composi¢do das fases, tamanho das gotas e
propriedades reoldgicas das emulsdes, pode-se observar que o aumento no contetido de 6leo e
proteina na solugdo inicial resultou na diminui¢do do nivel de separacdo de fases com a
formacdo de fases superiores e inferiores mais viscosas € com menores tamanhos de gotas. O
efeito da concentracdo de 6leo nas propriedades das emulsdes foi atribuido ao aumento da
viscosidade das solugdes iniciais, o que dificultou a interagdo entre as gotas de d6leo e sua
coalescéncia. Por outro lado, a influéncia da concentracdo de proteina foi associada com a
cobertura da superficie das gotas, j4 que os sistemas com menores concentracdes de caseinato
de sédio (1 % e 1,4 % m/v) ndo continham proteina suficiente para recobrir toda a superficie
das gotas de Oleo, resultando na coalescéncia. Entretanto, a adi¢do de 4 % (m/v) Na-CN
aumentou a cobertura das gotas promovendo maior estabilizacdo estérica / eletrostatica dos
sistemas (DICKINSON et al., 1997; FANG & DALGLEISH, 1993). Diferentemente do que

era esperado, essa quantidade de proteina ndo foi suficiente para induzir a desestabilizacdo dos
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sistemas pelo mecanismo de floculacdo por deplecdo. Isso ocorreu, pois as emulsdes formadas
no presente trabalho apresentaram gotas com didmetro médio cerca de 35 vezes maior do que
aquele observado por Moschakis et al. (2005), que observou gotas com didmetro médio
superficial de 0.35 um, sendo necessaria concentracdo de proteina superior a 1,4 % para
recobrir a superficie das gotas e, conseqiientemente, resultando em menor concentracdo de

proteina ndo-adsorvida no meio aquoso.

4.1.2. Efeito da adicao de LBG

Para a avaliacdo da influéncia da adicao de LBG nas propriedades das emulsdes O/A
estabilizadas por caseinato de sddio, foram estudados sistemas contendo concentragdes fixas
de 6leo (30 % v/v) e de caseinato de s6dio (1 % m/v), porém variando a concentracdo de LBG
(0,05, 0,1, 0,5 e 0,8 % m/v). A Figura 4.6 apresenta o aspecto visual destas emulsdes apds 7
dias de estocagem, quando as mesmas encontravam-se em equilibrio cinético. A partir das
inspecdes visuais observou-se que as amostras contendo 0,05 % ou 0,1 % (m/v) LBG
apresentaram separa¢do de fases bastante evidente, assim como a amostra sem adicao de LBG.
Ja a emulsdo contendo 0,5 % (m/v) LBG apresentou separacdo de fases menos acentuada, com
a formacdo de uma pequena fase inferior, enquanto a adi¢do de 0,8 % de LBG promoveu a
estabilizacdo da emulsdo, de modo que estas ndo apresentaram separacdo de fases, mesmo
apo6s 7 dias de estocagem. Emulsdes estabilizadas por caseinato de sédio na presenca de goma
guar, uma galactomanana como a goma jatai, também se tornaram estaveis apds a adi¢ao de
uma determinada concentracdo de polissacarideo (NEIRYNCK et al., 2007). No caso da guar,
foi necessdria a adi¢do de 1 % (em massa) de polissacarideo para a estabilizacdo de uma
emulsdo composta por 25 % (em massa) de 6leo de soja e 0,3 % (em massa) de caseinato de

sodio.
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0,05 % LBG ,1 % LBG ),5 % LBG

Figura 4.6. Aspecto visual das emulsdes 6leo-dgua contendo 1 % (m/v) de caseinato de sédio, 30 %

(v/v) de 6leo e concentragdo de LBG de 0,05, 0,1, 0,5 € 0,8 % (m/v).

A partir da observagdo da separacdo de fases com o tempo, pode-se notar que o
processo de cremeagdo ocorreu nas primeiras horas apds o preparo das emulsdes, da mesma
maneira observada para as emulsdes estabilizadas apenas por caseinato de sédio. A Figura 4.7
apresenta a variacdo do indice de cremeacdo das emulsdes com o tempo de estocagem das
mesmas. Emulsdes sem adicio de LBG (0 %) e contendo baixas concentracdes de
polissacarideo (0,05 e 0,1 % m/v) exibiram um indice de cremeagdo similar apds cerca de 4
dias de estocagem. Entretanto, a taxa de cremeacgdo destes sistemas foi diferente, sendo o
processo de separagdo de fases mais rapido para emulsdes contendo menores concentragdes de
polissacarideo. A mesma tendéncia foi observada para emulsdes contendo maiores
concentracdes de LBG (0,5 e 0,8 % m/v), sendo esse fato provavelmente associado a maior
viscosidade dos sistemas iniciais, que contém maiores concentragdes de polissacarideo.
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Figura 4.7. Efeito da concentracdo de LBG no indice de cremeacdo das emulsdes estabilizadas por 1
% (m/v) de caseinato de sodio contendo 30 % (v/v) de 6leo. Concentracio de LBG: (“) 0 %, () 0,05
%, () 0,1 %, (") 0,5% e () 0,8 % (m/v).
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A composi¢do quimica das fases separadas foi determinada apds 7 dias de estocagem
(Tabela 4.6) e o balanco de massa dos sistemas (Equacdes 3 e 4) foi realizado para
confirmacao dos resultados obtidos. A partir da andlise quimica foi possivel observar que o
aumento da concentragao de LBG na solucdo inicial levou ao aumento das concentragdes de
proteina e polissacarideo e a diminui¢do no contetdo de 6leo de ambas as fases, com exce¢do
da amostra contendo 0,5 % (m/v) LBG que apresentou um maior teor de 6leo na fase inferior.
Além disso, pode-se notar que o aumento na concentracdo de LBG na solugdo inicial levou a
um aumento da razdo proteina/componente dominante na fase, ou seja, razdo proteina/6leo
para a fase superior e razdo proteina/dgua para a fase inferior. Assim, da mesma maneira que
no item anterior (item 4.1.1), quanto maior € a razdo proteina/componente dominante na fase,

maior a estabilidade do sistema.

Tabela 4.6. Composi¢ao quimica das fases separadas de emulsdes estabilizadas por 1 % (m/v)

de caseinato de sodio com adicdo de LBG

LBGiicial (%) Fase superior

Proteina (%) Agua (%) Oleo (%) Polissacarideo (%)  Razao prot/dleo 107
0 0,48 £0,08 26,50+0,01 73,03+0,08 0 6,57
0,05 0,45+£0,06 28,16+0,11 71,35%0,13 0,04 £ 0,02 6,31
0,1 0,50+£0,08 28,91+0,06 70,49 +0,10 0,10 £ 0,01 7,09
0,5 0,79+0,04  59,15+1,16 39,56+1,16 0,50 £ 0,01 19,97
0,8 091+0,06 70,25+0,16 28,05+0,17 0,80 £ 0,03 32,44
Fase inferior
Proteina (%) Agua (%) Oleo (%) Polissacarideo (%) Razio prot/eigua'lO’3
0 0,82+0,10 98,13+0,07 1,05+0,12 0 8,36
0,05 1,05+0,04 98,37+0,11 0,52+0,12 0,06 £ 0,01 10,67
0,1 1,06£0,02 9835+0,12 049+0,12 0,11 £0,01 10,77
0,5 1,79+£0,49 96,71+1,79 1,05+0,19 0,45 £ 0,04 18,51
0,8 O 0 0 0 0

A Figura 4.8 apresenta a microestrutura da fase superior das emulsdes O/A contendo

1 % (m/v) de caseinato de sodio, 30 % (v/v) de 6leo e variadas concentracdes de LBG (0 % a
0,8 % m/v). A partir da observagdo das imagens de microscopia, verificou-se que as emulsdes

apresentam estrutura bastante homogénea, com gotas individuais uniformemente distribuidas,
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sem sinal de floculacdo. Além disso, pode-se observar claramente que ocorreu diminui¢do no
tamanho das gotas com o aumento da concentragcdo de polissacarideo. No entanto, novamente
foram realizadas andlises de imagem a fim de se determinar de maneira mais precisa o efeito
da adi¢c@o do polissacarideo no tamanho das gotas. Os valores encontrados para o didmetro

médio superficial das gotas estdo apresentados na Tabela 4.7.

0 % LBG 0,1 % LBG

Figura 4.8. Microestruturas de emulsdes O/A com 1 % (m/v) de caseinato de sédio, 30 % (v/v) de éleo

e concentragdo de LBG de 0, 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,5 % e 0,8 % (m/v). Barra de escala = 100 pum.
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Tabela 4.7. Valores de didmetro médio superficial das gotas (d32) (Um) para emulsdes

estabilizadas por 1% de caseinato de sddio e diferentes concentracdes de LBG

Concentragdo de LBG (m/v)  Didmetro médio das gotas d;, (Um)

0 14,41 0,41
0,05 % 13,90 + 1,37%
0,1 % 11,84 + 0,60°
0,5 % 6,48 + 0,29
0.8 % 6,32 +0,30°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05)

Analisando-se a Tabela 4.7, verifica-se que a adicdo de uma pequena quantidade de
LBG (0,05 % m/v) nao foi suficiente para alterar o tamanho das gotas das emulsdes, o que esta
de acordo com os dados de estabilidade apresentados na Figura 4.7. Entretanto, as emulsdes
contendo 0,1 % (m/v) de LBG na solucdo inicial apresentaram tamanho de gotas
significativamente menor do que aquele observado para as emulsdes sem adicdo de
polissacarideo, embora essa reducdo nao tenha sido suficiente para diminuir o nivel de
cremeacdo do sistema (Figura 4.7). Ja as emulsdes contendo altas concentra¢des de LBG (0,5
% e 0,8 % m/v) apresentaram gotas com diametro aproximadamente metade daquele
observado para emulsdes sem adicdo de LBG, resultando em uma maior estabilidade destas
amostras. Comparando o tamanho de gotas destas emulsdes com aquelas estabilizadas apenas
por caseinato de sédio, observou-se que a amostra contendo 0,8 % de LBG apresenta tamanho
de gotas similar aquela contendo 4 % de proteina e 60 % de 6leo (Tabela 4.3), sendo ambas
estdveis a cremeacdo por até 7 dias.

O efeito da adicdo de LBG na estabilidade das emulsdes pode ser melhor entendido
através do estudo da reologia das emulsdes. A Figura 4.9 apresenta o comportamento
reoldgico das emulsdes contendo 1 % (m/v) de caseinato de sédio, 30 % (v/v) 6leo e diferentes

concentracdes de LBG (0 % a 0,8 % m/v).
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Figura 4.9. Efeito da concentragdo de LBG (% m/v) nas propriedades reoldgicas das emulsdes
estabilizadas por 1 % (m/v) caseinato de sddio contendo 30 % (v/v) de 6leo. A) Curva de escoamento
da fase superior das amostras, B) curvas de escoamento da fase inferior das amostras (no detalhe a
curva de escoamento da fase inferior da emulsio adicionada de 0,5 % LBG na solucfo inicial) e C)
médulo complexo (G*) da fase superior. Concentragcdo de LBG: (*) 0 %, (1) 0,05 %, (") 0,1 %, (/)
0,5% e () 0,8 % (m/v).

A Figura 4.9A apresenta as curvas de escoamento da fase superior das emulsdes
contendo diferentes concentracdes de polissacarideo. As amostras com baixas concentracdes
de LBG (0,05 e 0,1 % m/v) apresentaram um comportamento de fluido Herschel-Bulkley
(HB), da mesma maneira que as emulsdes sem adi¢do de polissacarideo, enquanto que as
emulsdes com alto conteido de LBG (0,5 e 0,8 % m/v) se comportaram como fluidos
pseudoplésticos sem o aparecimento de tensdo residual. Diferentemente da fase superior, a
fase inferior das emulsdes se comportou como fluido Newtoniano, com excecdo da amostra

contendo 0,5 % (m/v) de LBG, que apresentou um comportamento que segue a Lei da
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Poténcia (Figura 4.9B), e da emulsao formada por 0,8 % (m/v), que ndo apresentou separacao
de fases.

Os valores de indice de consisténcia (k), indice de comportamento (n), tensao residual
(0,) e viscosidade aparente a uma taxa de deformacio de 100 s estdo apresentados na Tabela
4.8. Para sistemas com até 0,1 % (m/v) LBG, nenhuma diferenca significativa foi observada
para os valores de k (p < 0,05), enquanto que os valores de n e O, tenderam a aumentar
conforme maiores concentragdes de LBG foram adicionados ao sistema. Como n foi menor
que 1 para todas as amostras, tem-se que o comportamento pseudopldstico se tornou mais
pronunciado com a diminui¢do do contetido de LBG. Adicionalmente, a viscosidade de ambas
as fases, sob uma taxa de deformacdo de 100 s'l, tendeu a aumentar com a elevagdo da
concentracdo de polissacarideo. Neirynck et al. (2007) observaram a mesma tendéncia para
emulsdoes O/A estabilizadas por caseinato de sédio e goma guar. Entretanto, o aumento na
concentracdo de LBG para 0,5 % (m/v) levou a um comportamento incomum das emulsdes, ja
que a viscosidade da fase superior diminuiu em relacdo aos outros sistemas, enquanto que sua
fase inferior apresentou o maior valor de viscosidade a 100 s”'. Esse comportamento
diferenciado pode ser explicado pela composicdo das fases separadas (Tabela 4.6), ja que a
fase superior desta emulsdo apresentou maior concentracao de dgua do que as outras amostras,
enquanto que a fase inferior apresentou uma maior razao proteina/dgua e uma concentracao de
polissacarideo e de 6leo muito maior do que a fase inferior das outras emulsdes. No entanto,
esse efeito ndo foi observado para as emulsdes contendo 0,8 % (m/v) LBG, ji que a
viscosidade desta solucdo inicial foi alta o suficiente para impedir o processo de separacdo de
fases.

As medidas reoldgicas dinamicas da fase superior das emulsdes (Figura 4.9C)
mostraram que a estrutura dos sistemas contendo baixas concentracdes de LBG (0,05 e 0,1 %
m/v) é similar a estrutura das amostras formadas sem a adicdo de polissacarideo. Pode-se
também observar que a fase superior destas amostras € mais estruturada do que aquelas que
contém maiores concentracdes de LBG (0,5 e 0,8 % m/v), jd que apresentaram maiores
valores de G* ao longo de toda a freqiiéncia estudada. Além disso, as emulsdes compostas por
0,5 e 0,8 % (m/v) de LBG também apresentaram fases superiores com estruturas similares. A
explicagdo para o comportamento dessas amostras novamente encontra-se na composi¢ao das

fases separadas (Tabela 4.6), ja que a fase superior desses dois sistemas apresentou maior
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conteddo de dgua relativo, levando a formacdo de uma estrutura menos complexa e eldstica,

resultando em uma maior dependéncia da freqiiéncia e menores valores de G’.

Tabela 4.8. Efeito da concentracdo de LBG no indice de consisténcia (k), indice de
comportamento (n), tensdo residual (0,) e viscosidade (n) a 100 s das emulsdes contendo 1

% Na-CN (m/v) e 30 % o6leo (v/v)

Fase superior Fase inferior
LBG (% m/v) _
k (Pa.s") n o, (Pa) Ni0o (Pa.s) Nioo (Pa.s)
0 3,08 % 0,50% 1,57% 0,33 AF 0,0019 *

0,05 296% 052" 2934 0,36 A€ 0,0035 *
0,1 2,924 0,53% 635" 0,41 5P 0,0066 *
0,5 1,548 0,63 € 0 0,28 0,2384 °
0,8 3,404 0,56 ° 0 0,44 P _

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) na mesma coluna.

Os resultados obtidos para este tipo de sistema revelaram que, apesar das amostras
contendo maiores concentracdes de LBG (0,5 e 0,8 % m/v) ndo apresentarem tensdo residual,
estas foram mais estdveis do que aquelas com menor teor de polissacarideo (Figura 4.7). Isso
provavelmente ocorreu devido a alta viscosidade das solucdes iniciais, o que diminui a
mobilidade das gotas de 6leo e favorece a formacdo de pequenas goticulas (Tabela 4.7).
Assim, essas emulsdes apresentam menor migracdo de 6leo para a fase superior, resultando
em menor viscosidade desta fase, e com valor similar desta propriedade reoldgica para a fase

inferior.

4.1.3. Efeito da pressao na homogeneizacao das emulsoes

Para a avaliacdo da influéncia da pressdo na estabilidade das emulsdes O/A, novamente
foi utilizado o sistema composto por 1 % (m/v) de caseinato de sédio e 30 % (v/v) de dleo, da
mesma maneira que no item 4.1.2. Nesta parte do trabalho, este sistema foi preparado em duas
etapas de homogeneizacdo: primdria e secunddria. A etapa de homogeneizacdo primdria
correspondeu a mesma utilizada para a produgdo dos outros tipos de emulsao (itens 4.1.1 e
4.1.2), em que os ingredientes foram misturados utilizando-se um triturador — misturador tipo
“Ultra Turrax” a 14000 rpm por 4 minutos. J4 na homogeneizacdo secunddria, foi utilizado um

homogeneizador de dois estdgios, sendo que a pressdo no primeiro estagio variou entre 100 e
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600 bar e no segundo estdgio foi de 50 bar. Neste caso, uma alta energia foi fornecida aos
sistemas, resultando em uma grande diminuicdo do tamanho das gotas. Neste processo de
homogeneiza¢do, o fluido passa através de uma estreita abertura na vélvula de
homogeneizagdo, criando condicdes de alta turbuléncia e cisalhamento, combinadas com
compressao, aceleracdo, pressdo e impacto. Neste estudo foram testados dois diferentes tipos
de vélvulas (Figura 4.10), sendo que a valvula 1 (Figura 4.10A) produz menor cisalhamento
das amostras, enquanto que a valvula 2 (Figura 4.10B) foi desenvolvida especificamente para
aplicacdo de alta pressao em emulsdes. A diferencga entre as vélvulas estd na distancia entre os
diametros interno e externo (Figura 10C), sendo esta maior para a vélvula 1. Como essa
distancia representa a drea de cisalhamento das amostras, e a for¢a aplicada depende da
abertura da vélvula, tem-se que quanto menor a distancia entre os diametros, maior € o

cisalhamento da amostra.

Diimetro interno
(Di)

Diimetro externo
(De)

Figura 4.10. Diferentes tipos de vélvulas utilizadas no processo de homogeneizagdo das emulsdes. A)
valvula que produz menor cisalhamento, B) vélvula especifica para a aplicacdo de altas pressdes em

emulsdes e C) representacdo esquemadtica das vdlvulas.

A partir da inspecdo visual das amostras, observou-se que, apds a homogeneizagdao
secunddria, nenhuma emulsido apresentou separacdo de fases até 7 dias de estocagem. O
aspecto visual da emulsdo estabilizada a 100 bar utilizando-se a valvula 1 estd apresentado na
Figura 4.11A, sendo que as amostras homogeneizadas sob diferentes condi¢des apresentaram
aparéncia similar. Visualmente, estas emulsdes apresentaram caracteristicas muito diferentes

quando comparadas com aquelas estabilizadas apenas pela homogeneizagdo primdria, pois sua

57



Capitulo 4 — Parte 1

aparéncia era mais esbranquicada e mais fluida, com aspecto semelhante ao leite. J4 a Figura
4.11B apresenta a aparéncia visual de uma emulsdo O/A também homogeneizada a 100 bar,
porém sem a adicao de proteina como emulsificante. Neste caso, pode-se notar claramente que
a emulsdo desestabilizou-se devido a auséncia do emulsificante, porém nao ocorreu completa
separacdo dos dois componentes, como observado nos sistemas que passaram apenas por

homogeneizacdo primdria.

Figura 4.11. Aspecto visual das emulsdes homogeneizadas a 100 bar de pressdo utilizando-se a
véalvula 1. A) Emulsdo composta por 1 % (m/v) Na-CN e 30 % (v/v) 6leo e B) emulsao O/A (30 % v/v

6leo) sem adi¢do de emulsificante.

A microestrutura referente ao sistema composto por 1 % (m/v) Na-CN e 30 % (v/v)

6leo, homogeneizado a 100 bar utilizando-se a védlvula 1, pode ser observada na Figura 4.12.

Figura 4.12. Microestrutura da emulso composta por 1 % (m/v) Na-CN e 30 % (v/v) dleo

homogeneizada a 100 bar de pressdo utilizando-se a vélvula 1. Barra da escala = 20 pm.
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A partir da imagem de microscopia apresentada na Figura 4.12 pode-se observar que as
gotas de 6leo presentes nesse sistema foram menores que nas outras emulsdes estudadas (itens
4.1.1 e 4.1.2), tornando muito dificil a realizacdo das andlises de imagens. Os sistemas
produzidos sob as outras condi¢des de homogeneizacdo apresentaram microestrutura bastante
similar, ndo havendo diferenca visual entre o tamanho das gotas. Para a determinacdo do
tamanho médio das gotas pertencentes a esses sistemas, foi utilizada a técnica de
espalhamento de luz e, como estas emulsdes mostraram-se bastante estaveis, ndo existiram
problemas de desestabilizacdo das amostras no momento em que estas foram diluidas em
agua.

A Tabela 4.9 apresenta os valores de didmetro médio superficial (d3;) obtidos através
da técnica de espalhamento de luz para as emulsdes homogeneizadas sob diferentes pressoes

utilizando-se as duas diferentes valvulas.

Tabela 4.9. Efeito da aplicacdo de press@ao no didmetro médio das gotas (dz;) (Mm) das

emulsdes contendo 1 % (m/v) Na-CN e 30 % (v/v) 6leo

ds; (Mm)
Pressao (bar)
Valvula 1 Valvula 2
100 1,354 1,50 A°
200 0,70 B 0,67 B°
300 0,49 ¢ 0,50 °
400 0,42 2 0,45 P°
500 0,412 0,415
600 041" 0,39 ™

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
Letras maidsculas: diferencas entre as pressdes. Letras
mindsculas: diferengas entre as valvulas.

A partir destes dados, pode-se observar que as emulsdes homogeneizadas a alta pressao
apresentaram a formacao de gotas com diametro médio superficial na faixa de 0,39 pm a 1,50
Mm, sendo estes valores mais de cinco vezes inferiores aqueles observados para as emulsdes
produzidas utilizando-se apenas a homogeneizacdo primdria (Tabela 4.3). Dickinson et al.
(1997) observaram a formacgdo de gotas com diametro médio superficial na faixa de 0,39 pm a

0,45 pm para emulsdes 6leo-dgua compostas por 1 % a 6 % (em massa) de caseinato de sédio
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e 35 % ou 45 % (v/v) de n-tetradecano, homogeneizadas a 400 bar, sendo estes valores
similares aos observados neste trabalho.

A partir dos dados da Tabela 4.9, construiu-se um gréfico relacionando a pressido de
homogeneiza¢do das emulsdes com o tamanho médio das gotas (Figura 4.13), podendo-se
observar que o aumento na pressao de homogeneizagdo das emulsdes promoveu uma reducio
no tamanho das gotas. Além disso, nota-se que o tamanho médio das gotas foi pouco
influenciado pelo tipo de valvula utilizado na homogeneizagao dos sistemas, apesar de haver
diferenca estatistica entre eles. No entanto, estas diferengas estatisticas devem-se ao fato dos
desvios entre as medidas serem muito pequenos. No caso do uso da vélvula 1, a partir de 400
bar ndo houve mais diminui¢do do tamanho de gota, porém o uso da vélvula 2 a maiores

pressdes levou a um pequeno decréscimo do didmetro médio das gotas.
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Figura 4.13. Variacao do didmetro médio das gotas com o aumento da pressao

As propriedades reoldgicas destas emulsdes foram avaliadas a fim de se obter
informacdes a respeito das caracteristicas de textura destes produtos, estabilidade e interagao
entre os ingredientes. Curvas de escoamento foram construidas para todas as emulsdes
homogeneizadas a alta pressdo, estando os resultados obtidos para valvula 1 apresentados na
Figura 4.14. Neste caso, ndo foram feitas medidas reolégicas dindmicas pois o comportamento
do fluido foi muito préximo do Newtoniano (valor de n préximo a 1), como no caso da fase

inferior das emulsdes estudadas nos itens anteriores.
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Figura 4.14. Efeito da pressdo de homogeneizacdo nas curvas de escoamento das emulsdes O/A

estabilizadas por 1 % (m/v) de caseinato de sédio e contendo 30 % (v/v) de 6leo.

A partir das curvas de escoamento obtidas para as emulsdes homogeneizadas a altas
pressoes (Figura 4.14), nota-se que o aumento da pressdo de homogeneizacdo das amostras,
ocasionou uma elevacdo da viscosidade, bem como um leve aumento em sua
pseudoplasticidade. Esta tendéncia foi confirmada por ajustes das curvas utilizando-se os
modelos reoldgicos. Assim, as emulsdes O/A homogeneizadas a menores pressdes (100 e 200
bar) apresentaram um comportamento de fluido Newtoniano, enquanto que os sistemas
homogeneizados a maiores pressdes (300, 400, 500 e 600 bar) foram melhor ajustadas
utilizando-se o modelo Lei da Poténcia (Figura 4.15). A Figura 4.15A apresenta a tendéncia
do indice de comportamento em funcdo da pressdo de homogeneizacdo, verificando-se que n
foi igual a 1 para as baixas pressdes, € menor que 1 para as maiores pressoes. Ja a Figura
4.15B mostra que o aumento na pressao aplicada resultou em maiores valores de viscosidade
aparente das emulsdes em uma taxa de deformacdo de 10 s”. Neste caso, a diminuicdo no
tamanho das gotas com o aumento da pressao (Figura 4.13) provavelmente resultou em maior
interacdo entre as gotas, levando a elevacdo da viscosidade dos sistemas (Figura 4.15B).
Comparando estas emulsdes com aquelas produzidas apenas por homogeneiza¢do primaria
(Tabela 4.4), observou-se que a homogeneizacdo secundéria reduziu em mais de 200 vezes o
valor da viscosidade aparente. Novamente ndo foram observadas grandes diferencas entre as

propriedades das emulsdes homogeneizadas com as duas diferentes vélvulas, ou seja, um

61



Capitulo 4 — Parte 1

maior aumento no cisalhamento ndo implicou em grandes alteracdes de comportamento neste

tipo de emulsao.
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Figura 4.15. Efeito da pressdo de homogeneizacdo nos parimetros reoldgicos das emulsdes O/A
estabilizadas por 1 % (m/v) de caseinato de soédio e contendo 30 % (v/v) de 6leo. A) Indice de

comportamento e B) viscosidade a taxa de deformacio de 10 s

4.2.INFLUENCIA DA VARIACAO DO PH EM EMULSOES O/A ESTABILIZADAS POR
CASEINATO DE SODIO

Para a avaliacdo do efeito do processo de acidificagdo nas propriedades das emulsdes

O/A estabilizadas por caseinato de sédio, foram estudados sistemas contendo concentragdes

fixas de dleo (30 % v/v) e de caseinato de sodio (1 % m/v), porém com adicdo de diferentes

razdes glucona-d-lactona (GDL)/proteina (0,021, 0,083, 0,135, 0,45 e 3,8). O aspecto visual

destes sistemas ap6s 7 dias de estocagem estd apresentado na Figura 4.16.

pH 2,7

pH 6,6 pH 5,6 pHS,O pH,7

Figura 4.16. Emulsdes 6leo-dgua compostas por 1 % (m/v) de caseinato de sodio, 30 % (v/v) de 6leo e

razoes GDL/caseinato de 0,021, 0,083, 0,135, 0,45 e 3,8.
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Através das observacdes visuais (Figura 4.16) das emulsdes acidificadas sob diferentes
taxas, pode-se verificar que todas as emulsdes apresentaram separacdo de fases apds
estocagem a 25 °C por 7 dias. Entretanto, a fase inferior de algumas amostras apresentou-se
branca e opaca, enquanto que outras mostraram-se translicidas. A cinética de pH das
emulsdes, bem como o indice de cremeacdo em funcdo do tempo de estocagem estdo

apresentados na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Efeito da razio GDL/Na-CN: (A) nos valores de pH e (B) no indice de cremeacdo das

emulsdes estabilizadas por 1 % (m/v) de caseinato de sédio e contendo 30 % (v/v) de dleo.
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A hidrélise de GDL para acido gluconico resultou em rdpida redu¢do do pH das
emulsdes durante as primeiras horas de estocagem, seguida por uma gradual redugdo até que o
pH atingisse o equilibrio ap6s cerca de 24 horas (Figura 4.17A). Esse processo de acidificacao
lenta utilizando-se GDL vem sendo amplamente estudado nos ultimos anos, principalmente
para a producdo de géis de proteina (BRAGA et al., 2006; CAVALLIERI & CUNHA, 2008).
O aumento na razdo GDL/Na-CN levou a um aumento da taxa de acidificacio e a diminui¢do
no valor do pH final. Emulsdes acidificadas com razdes GDL/Na-CN de 0,021 e 0,083
alcancaram valores de pH final de 6,6 ¢ 5,6 (acima do ponto isoelétrico do Na-CN),
respectivamente. A razdo GDL/Na-CN de 0,135 levou a um pH final de 5,0 (préximo ao ponto
isoelétrico da K-caseina), enquanto que emulsdes acidificadas com razdes de 0,45 e 3,8
atingiram valores de pH final de 3,7 e 2,7 (abaixo do pl), respectivamente.

Comparando os perfis de cremeacdo (Figura 4.17B), pode-se observar que a
estabilidade das emulsdes foi largamente influenciada pelos valores do pH final. Perfis de
cremeacdo similares foram obtidos para emulsdes com valores de pH final de 7,0, 6,6, 5,6 e
5,0, apesar da amostra com pH final 5,0 apresentar uma fase inferior gelificada e mais turva do
que as outras amostras. Com a redu¢@o do pH para valores abaixo do pI (pH 3,7), observou-se
diminuicdo da taxa de cremeacdo, resultando em emulsdes mais estdveis. No entanto, a
acidificacdo das emulsdes a um valor de pH muito abaixo do pl (pH 2,7) resultou em perfil de
cremeacdo muito distinto dos demais. Nessa condicdo, nenhuma separacdo de fases foi
observada até 24 horas apés a adicdo de GDL, quando ocorreu uma brusca separagio,
resultando em sistemas mais estaveis do que aqueles formados em pH neutro, porém menos
estaveis do que as emulsdes em pH 3,7. Nesse caso, a fase inferior tornou-se novamente
transparente, como observado para os sistemas em pH 7,0, 6,6 e 5,6.

A estabilidade das emulsdes depende da forca de interacdo entre as gotas, a qual é
determinada pela carga existente em sua superficie. Nas emulsdes estabilizadas por proteinas,
as gotas apresentam cargas negativas quando o pH estd acima do pI (pHs 7,0, 6,6, 5,6 ¢ 5,0),
enquanto que um predominio de cargas positivas pode ser observado para valores de pH < pl
(pHs 3,7 e 2,7). Quando esta carga € suficientemente alta, existe repulsdo eletrostatica entre
elas, impedindo que se agreguem. Entretanto, a diminui¢do do pH para valores proximos ao pl
(pH 5,0) faz com que os grupos carboxilicos sejam neutralizados, passando a existir interagao

atrativa entre as gotas (interacdes hidrofébicas, eletrostiticas e atracdo de van der Waals).
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Quando essa atracdo ¢é suficientemente alta, ocorre uma agregacdo das particulas, podendo
haver a formacdo de uma rede tridimensional (CHEN et al., 1999). Esta rede foi observada
ainda em valores de pH 3,7, mostrando que nessas condi¢des houve predominio das interagcdes
atrativas em relacdo as repulsivas. Em pH 5,0 também parece haver comportamento similar,
porém menos pronunciado (Figura 4.16), ndo afetando, assim, o indice de cremeag¢do como
acorreu em pH 3,7.

A composi¢do quimica das fases separadas (Tabela 4.10) mostrou que as amostras com
valores de pH 7,0, 6,6 e 5,6 eram realmente bastante similares, o que confirma os resultados
de estabilidade obtidos anteriormente (Figura 4.17B). A redu¢do no pH para 3,7 promoveu a
diminui¢do da separagdo de fases, resultando em menor razao 6leo/dgua para a fase superior, e
um efeito oposto (aumento da razdo 6leo/dgua) para fase inferior das emulsdes. Entretanto,
quando o pH apresentou-se muito abaixo do pl (pH 2,7), a separagao de fases se tornou mais
pronunciada do que em pH 3,7, porém menos do que em pH neutro, o que estd de acordo com

a observacao visual (Figura 4.16).

Tabela 4.10. Composi¢ao quimica das fases separadas das emulsdes acidificadas

pH Fase superior
Proteina (%) Agua (%) Oleo (%) Razdo 6leo/dgua

70 048+0,08 2650+0,01 73,03+0,08 2,76
6,6 026%0,10 26,63+0,11 73,11%0,15 2,75
56 056%0,06 2830%0,15 71,14+0,16 2,51
50 044%0,04 32,02+348 67,54+348 2,11
3,77 0,58+0,09 44,11+0,96 55,32+0,96 1,25
2,7 064%£0,10 4032+0,78 59,04+0,79 1,46

Fase inferior

Proteina (%) Agua (%) Oleo (%) Razdo (’)leo/e’lgua'IO'3
70 082%£0,10 98,13+0,07 1,05%0,12 10,70
6,6 127005 98,14+0,06 0,59%0,08 6,01
56 1,23+0,08 98,11+0,15 0,66+0,17 6,73
50 2,44%054 96,92%040 0,64+0,67 6,60
37 1,26+0,13 9736+0,23 1,38+£0,26 14,17
2,7 1,09+£0,06 9831+0,08 0,60=%0,10 6,10
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A Figura 4.18 apresenta as imagens de microscopia 6tica obtidas para a fase superior
das emulsdes acidificadas. As emulsdes produzidas em valores de pH 6,6, 5,6 e 2,7
apresentaram uma microestrutura bastante similar aquela formada em pH neutro. Entretanto, a
amostra com pH mais préximo ao pl (pH 5,0) apresentou estrutura bastante diferenciada, ja
que houve a formac¢do de uma rede tipica de gel. Apesar desta técnica de microscopia ndo ser
adequada para a observacdo de géis, pode-se notar que existiu a formag¢do de uma rede de
gotas e que, provavelmente, esta foi destruida com a colocac¢do da laminula. Quando o pH foi
decrescido para valores abaixo do pl (pH 3,7), foi possivel observar que as gotas de 6leo ainda

formavam uma fraca rede, provavelmente porque a carga positiva predominante na superficie

das mesmas nao foi suficiente para impedir a sua agregacao.
pH 6,6

Figura 4.18. Microestruturas de emulsdes O/A com 1 % de caseinato de sédio, 30 % de dleo e

diferentes razdes GDL/proteina: 0, 0,021, 0,083, 0,135, 0,45 e 3,8.
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Novamente, o didmetro médio superficial das gotas foi calculado através de andlise de
imagem (Tabela 4.11), com exce¢do das amostras com pH 5,0 e 3,7, cujas imagens ndo

puderam ser analisadas devido a formacgao de gel.

Tabela 4.11. Diametro médio superficial das gotas (ds;) (Mm) das emulsdes estabilizadas por 1

% (m/v) de caseinato de sodio, contendo 30 % (v/v) de 6leo e diferentes valores de pH final

pH final  Didmetro médio das gotas ds, (Um)

7,0 14,41+041%
6,6 14,15+0,72 4
5,6 14,64 +0,83 *
5,0 -
3,7 -
2,7 14,89 0,81 *

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).

A partir dos valores apresentados na Tabela 4.11, observou-se que ndo existiram
diferencas significativas entre os tamanhos das gotas com a varia¢do do pH (p < 0,05), o que
estd de acordo com as imagens de microscopia. Porém, deve-se ressaltar que apesar da
emulsdo com pH 2,7 exibir tamanhos de gotas similares aos encontrados para a emulsdo em
pH neutro, ela apresentou um indice de cremeacdo menor em relacdo as outras amostras
(Figura 4.17B).

A Figura 4.19 apresenta o comportamento reolégico dindmico e em estado estaciondrio
das emulsoes acidificadas. As curvas de escoamento referentes a fase superior das emulsdes
(Figura 4.19A) foram ajustadas utilizando-se o modelo HB, com excecdo da amostra com pH
5,0 que apresentou um comportamento diferente dos demais, provavelmente devido a
formacdo da rede elastica. Assim, no momento em que esta emulsdo foi colocada no
equipamento, ocorreu uma destruicao desta rede, resultando em curvas de escoamento que nao
puderam ser ajustadas por nenhum dos modelos reoldgicos. Por outro lado, a fase inferior dos
sistemas apresentou um comportamento Newtoniano (Figura 4.19C), com excecdo das
emulsdes com pHs 5,0 e 3,7 que apresentaram uma fase inferior com um comportamento que
segue a Lei da poténcia. Os valores de viscosidade de ambas as fases em diferentes taxas de

deformacao estao apresentados na Tabela 4.12.
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Figura 4.19. Medidas reolégicas em estado estaciondrio e dindmicas para emulsdes contendo 1 %
(m/v) de caseinato de sddio, 30 % (v/v) de 6leo e pH variando entre 2,7 e 7,0. A) Curva de escoamento
da fase superior das amostras, B) médulo complexo (G*) da fase superior das emulsdes e C) curvas de
escoamento da fase inferior das amostras (no detalhe as curvas de escoamento da fase inferior das

emulsdes com valores de pH 5,0 e 3,7). pH: (*) 7,0, (=) 6,6, () 5,6, (1) 5,0, (1) 3,7 e () 2,7.

A partir da Figura 4.19 pode-se notar que ambas as fases das emulsdes com pH 7,0 e
6,6 apresentaram um comportamento reoldgico similar, concluindo-se que, juntamente com 0s
dados de tamanho de gotas e estabilidade, esta pequena diferenca de pH nao foi suficiente para
alterar as caracteristicas da emulsdao. A fase superior da emulsdao com pH 5,6 apresentou
viscosidade um pouco maior do que daquelas formadas em pH neutro. Esse fato

provavelmente ocorreu devido ao decréscimo do pH, que promoveu diminuicdo da carga
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liquida negativa, reduzindo a repulsdo eletrostética e fazendo com que as gotas ficassem mais
proximas, aumentando a viscosidade do sistema. J4 em pH 5,0, o balanco entre as forcas
repulsivas e atrativas entre as gotas favoreceu as interacdes biopoliméricas, resultando na
formacdo de uma rede protéica e, conseqiientemente, aumentando consideravelmente a
viscosidade da fase superior. Entretanto, quando houve a redu¢do do pH para 3,7, houve
aumento das forcas repulsivas provenientes do acréscimo das cargas positivas a superficie das
gotas, resultando em uma diminui¢do da viscosidade das emulsdes. Com uma adicional
redugdo do pH para 2,7, os sistemas ficaram muito distantes do pI da proteina, de modo que a
repulsdo eletrostatica se tornou suficiente para impedir a formacdo de uma rede estruturada.
Assim, estes sistemas passaram a apresentar propriedades reoldgicas similares as obtidas para
emulsdes em pH neutro, porém com menor tendéncia a cremeacgdo. Tais explicagOes estao de
acordo com as curvas do médulo complexo (G*) da fase superior das emulsdes, as quais
indicam que as emulsdes em pH 5,0 apresentaram-se mais estruturadas (maior valor de G*) do
que as outras amostras, porém em pH 3,7 o sistema também mostrou-se mais estruturado que
nos demais valores de pH de acordo com a microestrutura avaliada na Figura 4.18.

Em relacdo a fase inferior (Tabela 4.12), pode-se observar que as amostras com valores
de pH 7,0, 6,6, 5,6 e 2,7 apresentaram dados de viscosidade estatisticamente iguais (p < 0,05).
Por outro lado, a fase inferior da emulsdo com pH 3,7 apresentou comportamento de fluido
pseudopldstico, com viscosidades aparentes a 10 e 100 gt (N10 € Nioo) aproximadamente 30 e
10 vezes superior as das outras amostras, respectivamente. Entretanto, para pH préximo ao pl
(pH 5,0), essa diferenca entre as viscosidades da fase inferior foi ainda maior, sendo cerca de
60 vezes para ;o € da ordem de 10 para o, quando comparada com a emulsdo formada em

pH neutro (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12. Efeito do pH na viscosidade (n) a 10 e 100 s das emulsdes contendo 1 % (m/v)

Na-CN e 30 % (v/v) éleo

Fase superior

Fase inferior

pH final
7,0
6.6
5,6
5,0
3,7
2,7

N1o (Pa.s)
1,14 %
1,24 A%
1,83 "
5,46 €
3,92°
0,54 *

Nioo (Pa.s)
0,33
0,33
0,43
0,57 "
0,58 ®
0,17 °€

N1o (Pa.s)
0,0019 *
0,0018 *
0,0017 #
0,66 "
0,07 ©
0,0021 *

Nioo (Pa.s)
0,0019 *
0,0018 *
0,0017 *

0,11°
0,02 €
0,0021 *

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre os
valores de viscosidade para cada fase da emulsao.

Relacionando os aspectos estruturais (Figura 4.18) e a estabilidade das emulsdes

(Figura 4.17), pode-se concluir que a estabilidade das amostras para valores de pH mais

préoximos ao ponto isoelétrico da proteina (pH 5,0 e 3,7) foi devido a formacdo de uma rede

protéica causada pela neutralizacdo das cargas negativas superficiais. Além disso, essa

formacdo de gel foi responsavel pela turbidez da fase inferior dessas amostras, ji que a

proximidade entre as gotas impediu a passagem de luz.
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CAPITULO 4. Resultados e discussoes

PARTE 2. ESTUDO DE EMULSOES A/A E EMULSOES MULTIPLAS ESTABILIZADAS POR

CASEINATO DE SODIO E LBG

71



72



Capitulo 4 — Parte 2

4.3.AVALIACAO DA COMPATIBILIDADE DE SISTEMAS MISTOS NA-CN - LBG

No caso dos sistemas aquosos, inicialmente foi realizado um estudo preliminar para a
avaliacdo da separacdo de fases do sistema caseinato de sédio (Na-CN) — goma jatai (LBG)
sob diferentes condicdes de pH e forga idnica. Este estudo foi imprescindivel para determinar
as condicdes do meio em que as emulsdes dgua-dgua (A/A) e emulsdes multiplas (O/A/A)
seriam preparadas, ja que para producao deste tipo de emulsdo € necessario o uso de solucdes
de fases separadas (KIM et al., 2006) e, além disso, as condi¢des necessarias para a separagao
de fases variam de acordo com os biopolimeros presentes na solu¢do (GRINBERG &

TOLSTOGUZOV, 1997).

4.3.1. Compatibilidade de sistemas em pH neutro

Sistemas compostos por diversas concentracoes de caseinato de sédio e jatai em pH 7,0
e 25°C foram avaliados a fim de se determinar a regido onde ocorre a separagdo de fases entre
estes dois ingredientes nestas condicdes. Apds centrifugacdo a 60000g por 60 minutos
observou-se que as amostras apresentaram a formagdo de uma pequena fase opaca em sua
superficie. A Figura 4.20 apresenta as composicdes iniciais dos sistemas estudados, as quais
foram obtidas através de andlises quimicas, juntamente com o aspecto visual tipico

apresentado por eles.
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Figura 4.20. Sistemas formados por caseinato de soédio e jatai em pH 7,0. No destaque tem-se o

aspecto visual tipico destas misturas apds centrifugacao.

A fim de se entender as interagdes presentes nos sistemas, trés amostras tiveram as

suas fases cuidadosamente separadas e analisadas em relacdo a concentracdo de proteina

(Corot) € polissacarideo (Cpo) (Tabela 4.13). Entre parénteses estdo apresentadas as

porcentagens dos biopolimeros em relagdo a concentra¢ao na solugao inicial.

Tabela 4.13. Composicao das fases de sistemas em pH 7,0

Sistema

Solucio inicial

Fase superior

Fase inferior

(%, m/v) (%, m/v) (%, m/v)
C c . Razdo C c.. Razéo C c . Razéo
prot poli Cprot /Cpoli prot poli Cprol /Cpoli prot poli Cprol /Cpoli
1,17 0,20 1,43 0,22
1,37 0,27 5,07
(85,4%) (74,1%) (104,4%) (81,5%)
2,83 0,16 2,94 0,17
2,83 0,19 14,9 17,7 17,3
(100%) (84,2%) (103,9%) (89,5%)
2,72 0,24 2,96 0,26
3,08 0,25 12,32 11, 11,
(88,3%) (96,0%) (96,10%) (104%)

A partir da Tabela 4.13 pode-se observar que a fase superior das amostras apresentou

menor concentracdo dos dois biopolimeros em relacdo a composicdo da solucdo inicial,

enquanto que a fase inferior nao apresentou uma tendéncia clara. No entanto, a relacao entre as
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concentragdoes de proteina e polissacarideo (razdo Cp/Cpoii) S€ manteve aproximadamente
constante em ambas as fases em relagdo a solucgdo inicial. Neste caso, possivelmente ocorreu
uma pequena precipitacdo dos biopolimeros devido a alta forca aplicada durante a
centrifugacdo das amostras. Desta maneira, pode-se concluir que o caseinato de sodio e a
goma jatai ndo apresentam separacao de fases em pH 7,0, existindo uma baixa tendéncia para
separacdo de fases, mesmo em altas concentragdes de biopolimeros. O mesmo foi observado
para a mistura de caseina com goma guar (ANTONOV et al., 1999), a qual é um
polissacarideo de estrutura similar (galactomanana) e neutro. No estudo destes autores, o
processo de separacdo de fases entre os biopolimeros foi observada apenas em valores de for¢a

i0nica superiores a 0,09 M.

4.3.2. Influéncia da forca ionica na compatibilidade dos sistemas

Para a avaliacdo da influéncia da adi¢cdo de sais na compatibilidade de sistemas
caseinato de sddio-jatai, foram utilizadas concentragdes fixas de proteina (6 % m/v) e de
polissacarideo (0,8 % m/v). Cloreto de cdlcio (CaCl,) foi adicionado em diversas
concentracdoes de maneira a gerar diferentes forcas ionicas (0,01 mol/L, 0,02 mol/L, 0,06
mol/L e 0,12 mol/L) (item 3.2.3). Entretanto, a amostra com forca idnica de 0,12 mol/L
apresentou gelificacdo imediatamente apds a adi¢do de sal, ndo sendo possivel a avaliacio
deste sistema. A Figura 4.21 ilustra o aspecto visual dos sistemas adicionados de CaCl, apds

centrifugacao a 60000g por 60 minutos.

a3

.‘?'»‘ — A <. s 153 i |
p=0,01 mol/L p=0,02 mol/L. p=0,06 mol/L
Figura 4.21. Sistemas formados por caseinato de sddio e jatai estudados em diferentes condicdes de

forca idnica. A linha indica o limiar entre as duas fases separadas.
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Observando-se a Figura 4.21 pode-se observar que o sistema com forga idnica de 0,01
mol/L ndo apresentou separacdo de fases visual. A formagdo de duas fases foi verificada
apenas para valores de forca idnica igual ou superior a 0,02 mol/L. A fim de entender as
interacOes existentes nos sistemas bipoliméricos com adicdo de CaCl,, a solucdo inicial e as
fases separadas novamente tiveram a sua composicdo determinada através de andlises
quimicas (Tabela 4.14). Entre parénteses estdo as porcentagens de biopolimeros em relacdo a

solucdo inicial.

Tabela 4.14. Composicao das fases de sistemas com adi¢ao de CaCl,

Forca Solugdo inicial Fase superior Fase inferior
. (%, m/v) (%, m/v) (%, m/v)
tonica Razdo Razdo Razdo
Cprot Cpoli Cprot/ Cpoli Cprot Cpoli Cprot/ Cpoli Cprot Cpoli Cprot/ Cpoli
0,02 4,40 0,347 6,33 0,262
4,70 0,351 13,4 12,7 24,2
mol/L (93,6%) (98,9%) (134,7%) (74,6%)
0,06 1,61 0,448 10,33 0,049

5,23 0,355 14,7

3,59
mol/L (30,8%) (126,2%) (197,5%) (13.8%)

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.14 é possivel observar que ambos os
sistemas apresentam a fase superior rica em polissacarideo e a fase inferior rica em proteina,
caracterizando uma separagdo de fases entre os dois biopolimeros. Além disso, pode-se
verificar que o processo de separacao de fases do sistema se intensifica com o aumento da
forca id6nica. Esta influéncia da adicdo de sal na compatibilidade dos sistemas pode ser
explicada pelos efeitos de “salting in” e “salting out”. Estudos anteriores (GRINBERG &
TOLSTOGUZOV, 1997; ANTONOV et al., 1999 e NEIRYNCK et al., 2007) mostraram que
misturas proteinas — polissacarideos neutros, sob condi¢do de baixa for¢a idnica, resultaram na
formacdo de fracos complexos interpoliméricos, os quais foram destruidos com o aumento da
for¢a idnica, resultando na incompatibilidade dos biopolimeros. Assim como observado por
Antonov et al. (1999) para sistemas mistos caseina — goma guar, o sistema Na-CN — LBG
estudado apresentou um efeito de “salting in” para valores de forca idnica abaixo de 0,01
mol/L. No entanto, diferentemente dos sistemas caseina — guar que apresentaram efeito
“salting out” para forca idnica acima de 0,09 mol/L (ANTONOV et al., 1999), os sistemas
estudados neste trabalho apresentaram esse efeito para valores de forca idnica acima de 0,02

mol/L.
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4.3.3. Compatibilidade dos sistemas com a variacao do pH
Para a avaliacdo da influéncia do pH na compatibilidade dos sistemas novamente

utilizou-se a soluc¢do formada por 6 % (m/v) de caseinato de sédio e 0,8 % (m/v) de LBG.

v’ Acidificagéo direta com HCI
As solugdes mistas foram acidificadas diretamente com o uso de HCI até atingirem os
valores de pH 6,5, 6,25, 6,0, 5,75 5,50 e 5,25, todos acima do ponto isoelétrico da caseina. A
Figura 4.22 apresenta os sistemas com diferentes valores de pH apds centrifugacdo a 60000g

por 60 minutos.

pH 6,5 pH 6,25 pH 6,0 pH 5,75 pH 5,5 pH 5,25

Figura 4.22. Sistemas formados por caseinato de sédio e jatai acidificados com HCI a diferentes

valores de pH.

Observando-se as amostras apds centrifugacdo (Figura 4.22), pode-se verificar que as
mesmas apresentam separagao de fases visual apenas em valores de pH abaixo de 6,0, sendo
que para o pH 5,25 o sistema apresentou a fase inferior (rica em proteina) gelificada. Isso
ocorre, pois o abaixamento do pH promove uma diminui¢do da repulsdo eletrostatica entre as
moléculas de proteina, resultando em um aumento da auto-associagdo das moléculas e,

conseqiientemente, em aumento da separacao de fases.
v’ Acidificagéo das solugcdes de proteina e polissacarideo separadamente

Neste caso, as solu¢des de proteina e polissacarideo foram acidificadas separadamente

com o uso de HCI e, posteriormente, misturadas para a avaliagdo da compatibilidade. As
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amostras seriam acidificadas até os pHs 6,5, 6,25, 6,0, 5,75, 5,5 e 5,25, porém, quando o pH
atingiu valores proximos a 5,25, ocorreu gelificacdo da solucdo de proteina, inviabilizando a
sua mistura com a solucdo de polissacarideo. Assim, a avaliacio da compatibilidade dos
sistemas nao foi realizada para a condic¢do de pH igual a 5,25. O aspecto visual destes sistemas

pode ser observado na Figura 4.23.

pH65 pHG625 pH60 pHS575 pHS5S

Figura 4.23. Sistemas formados por solucdes de caseinato de sddio e jatai acidificadas separadamente

com HCI até alcancar diferentes valores de pH.

Na Figura 4.23 pode-se observar que, da mesma maneira que para a acidificacdo direta
com HCI (item anterior), as amostras apresentaram separacdo de fases visual apenas para
valores de pH abaixo de 6,0. Entretanto, a acidificacdo das solu¢des separadamente resultou
em maior compatibilidade dos sistemas quando comparados com aqueles formados através da
acidificacdo das solugdes mistas. Este fato provavelmente ocorreu pois, no caso da
acidificacdo das solu¢des em separado, a perturbacdo do sistema ocorreu apenas no momento
da mistura das duas solu¢des, enquanto que no caso da acidificagdo da solucdo mista, tanto a
mistura das solu¢des quanto a mudanga do solvente promoveram uma perturbagao do sistema,
levando a um maior rearranjo das moléculas e,conseqiientemente, a uma maior separacio de

fases.
v’ Acidificagéo lenta com adi¢do de GDL

Os sistemas mistos Na-CN — LBG foram acidificados através da adicdo de GDL de

forma a apresentarem pHs finais em torno de 6,5, 6,0, 5,75 e 5,5. Neste caso, o sistema com
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pH 5,25 ndo foi avaliado pois, a partir dos estudos realizados com acidificacao direta (itens
anteriores), verificou-se que esta condicdo de acidificacdo resultou em gelificagdo. Para a
determinacdo da razdo GDL/caseinato a ser adicionada aos sistemas para a obteng¢do dos pHs
desejados, foi feito um teste no qual diversas razdes foram adicionadas a 25 °C e o pH medido
até atingir o equilibrio (apds cerca de 24h). Assim, determinou-se que para a obtencdo dos pHs
finais de 6,5, 6,0, 5,75 € 5,5, o GDL deveria ser adicionado nas razdes GDL/caseinato 0,03,
0,042, 0,06 e 0,083, respectivamente. As amostras foram centrifugadas apds 24h da adi¢do do

GDL e a compatibilidade avaliada por inspecdo visual (Figura 4.24).

—

pH65 pH60 pHS575 pHS55

Figura 4.24. Sistemas formados por solu¢des de caseinato de sédio e jatai acidificadas lentamente

através da adi¢do de GDL até o alcance de diferentes valores de pH.

As amostras apresentaram separacdo de fases apenas em pH abaixo de 6,0. Entretanto,
comparando-se com os outros tipos de acidificagdo pode-se notar que a acidificagdo lenta
promoveu maior e mais nitida separacdo de fases. Isso pode ter ocorrido pois, no caso da
acidificacdo lenta, as moléculas tiveram maior tempo para se rearranjarem na solucio aquosa

antes do abaixamento do pH, facilitando o processo de separacao de fases.

4.4.CONSTRUCAO DE DIAGRAMA DE FASES
A partir dos estudos realizados para a avaliacdo da compatibilidade de sistemas mistos
Na-CN -LBG (item 4.3), observou-se que a separacdo de fases entre estes dois biopolimeros
ocorreu apenas para valores de forca idnica superiores a 0,01 mol/L ou valores de pH

inferiores a 6,0. Devido a enorme gama de produtos licteos acidificados no mercado, optou-se
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pelo estudo dos sistemas acidificados através da adicdo de GDL. Assim, foram estabelecidos
diagramas visuais para a mistura Na-CN — LBG em duas diferentes condi¢des de acidificacao:
(1) razao GDL/proteina = 0,083 e (i1) razdo GDL/proteina = 3,8 (Figura 4.25). Estas razoes
foram escolhidas por resultarem em valores finais de pH acima e abaixo do ponto isoelétrico
da proteina (pHs 5,5 e 2,5), respectivamente. Produtos alimenticios como sucos, geléias e
refrescos apresentam pH na faixa de 2 a 3, enquanto que laticinios em geral possuem valores
de pH em torno de 5 e 6 (OLIVEIRA et al., 2000). Assim, na primeira condi¢do de
acidificacdo, as proteinas encontravam-se negativamente carregadas, enquanto que na segunda
condicdo as mesmas apresentavam excesso de cargas positivas. Para a constru¢do destes
diagramas, foram preparadas solu¢des mistas contendo diferentes concentracdes de proteina e
polissacarideo. Estas solu¢des foram acidificadas pela adicao de GDL a 25°C e, ap6s 24 horas,
centrifugadas a 60.000g por 60 minutos. A partir de observagdes visuais pode-se observar

quais sistemas mostraram separacdo de fases e quais apresentaram gelificacdo da fase inferior.

0,7 |' 0,7 \
: A “ B
0,6 - X 0 | O | 0,6 - P 0 | m m
0,5 - I‘. 0,5 - \
04 X O O O O S 04 - X\ O O = m
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0,3 - R 03 -
024 X X\ O O O O 02+ X X X O | n
001 X X  XellX_ X O 011 X X X™~O 0O =
O I I I I I 0 I I I I I
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Caseinato de sédio (%) Caseinato de sodio (%)

Figura 4.25. Diagramas visuais de fases para o sistema caseinato de sdédio-jatai acidificado com
diferentes razdes GDL/proteina: A) 0,083 (pHgna = 3.,5) € B) 3,8 (pHna = 2,5). (%) regido de 1 fase, (0)
regido de 2 fases e (m) regido de 2 fases com gelificacdo da fase inferior. A linha pontilhada representa

uma tendéncia de separagdo de fases.

Os diagramas de fases construidos com essas diferentes condi¢des puderam ser

divididos em duas regides distintas: regido monofésica (1 fase) e bifdsica (2 fases). Em
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concentracdoes de Na-CN e LBG relativamente baixas, houve forma¢cdo de uma tnica fase
homogénea, mesmo apds a centrifugacdo. Com o aumento das concentracdes dos
biopolimeros, as solu¢des apresentaram separagdo de fases, com a formacdo de uma fase
superior mais opaca e uma fase inferior mais translicida. A andlise quimica destas fases
indicou que a fase superior era rica em polissacarideo e a fase inferior rica em proteina, como
pode ser observado para o sistema composto por 4 % (m/v) Na-CN e 0,4 % (m/v) LBG
(Figura 4.26A).

Observa-se na Figura 4.25 que o diagrama construido em pH 2,5 (Figura 4.25B)
apresentou menor regido bifdsica quando comparado com aquele construido em pH 5,5
(Figura 4.25A). Além disso, para a condi¢do de pH abaixo do pl (Figura 4.25B), pode-se
observar a formagdo de alguns pontos no diagrama com a fase inferior gelificada. Esse
processo de gelificacdo ocorre em uma das fases separadas quando a concentracdo de um dos
biopolimeros excede uma determinada concentracio critica para gelificagdo. A concentracao
critica para gelificacdo usualmente nio excede 0,1 % a 0,5 % para polissacarideos anidnicos,
enquanto que para as proteinas esse valor € varidvel, sendo de 3 % a 10 % para as proteinas
globulares (TOLSTOGUZOV, 2006).

Como alguns dos sistemas que apresentaram separa¢do de fases em pH 2,5 tiveram sua
fase inferior gelificada apds a centrifugacdo, esta condicdo de acidificacdo ndo foi utilizada
para o preparo de emulsdes dgua-dgua (A/A), j4 que este processo consiste na mistura de
fracdes da fase superior com a fase inferior formadas ap6s centrifugagdo. Desta maneira, para
o preparo das emulsdes A/A foi escolhida uma mistura composta por 4 % m/v Na-CN e 0,4 %
m/v LBG em pH 5,5, a qual se encontra na bifdsica do diagrama de fases nestas condicdes,
além de apresentar fases com volumes similares (volume da fase superior = 5 mL e volume da

fase inferior = 3 mL).

4.5.EMULSOES AGUA — AGUA (A/A)
A solucdo escolhida para o preparo das emulsdes A/A (4 % m/v Na-CN e 0,4 % m/v
LBG em pH 5,5) foi inicialmente centrifugada a 60.000g por 60 minutos a 25°C de maneira a
promover a separacao de fases. As fases formadas foram entdo cuidadosamente retiradas com

o uso de pipetas e armazenadas para andlises. Finalmente, solu¢do inicial, fase superior e fase
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inferior tiveram a sua composicdo determinada através de andlises quimicas, além de serem

analisadas em termos reoldgicos e microestruturais (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Caracterizagdo quimica, reoldgica e microestrutural dos sistemas. A) Linha de amarragao
da mistura 4 % (m/v) Na-CN - 0,4 % (m/v) LBG em pH 5,5 e microestrutura por fluorescéncia, B)
curvas de escoamento e ajustes das curvas aos modelos reoldgicos e C) varia¢do da viscosidade com a

taxa de deformacdo. (A) Solugdo inicial, (<) fase superior e (O) fase inferior. Barra da escala = 100

pm.

A Figura 4.26A apresenta a linha de amarracdo referente a mistura 4 % (m/v) Na-CN —
0,4 % (m/v) LBG juntamente com a microestrutura da solucao inicial e de cada uma das fases.
As concentragdes de proteina e polissacarideo foram, respectivamente, 3 % e 0,28 % para a
solucdo inicial, 0,5 % e 0,41 % para a fase superior (rica em polissacarideo) e 7 % e 0,05 %

para a fase inferior (rica em proteina) dos sistemas. Neste caso, como a composi¢cdo dos
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sistemas foi determinada através de andlises quimicas, pode-se observar que o contetido de
biopolimeros da solu¢d@o inicial ndo correspondeu as concentragdes nominais, provavelmente
devido a presenca de impurezas nas solu¢des e imprecisao dos métodos utilizados. Assim,
para verificar a exatiddo dos métodos analiticos, utilizou-se o método de razdo de volumes. A
razdo de volumes experimental (VR.y,) foi obtida a partir do volume das fases separadas
(Equacao 3), enquanto que a razdao de volumes tedrica (VRiesrica) foi obtida a partir da
composi¢ao das fases (Equagao 4). Como resultados, foram obtidos valores de 62,5 % e 61,7
% para VReyxp € VRiesrica, respectivamente, sendo a diferenga entre esses dois parametros em
torno de 1,3 %. Dessa forma, pode-se concluir que as concentragdes de biopolimeros obtidas a
partir das anélises quimicas estdo de acordo com o balango de massa do sistema.

A composicdo destes sistemas pode ser relacionada com a microestrutura obtida por
microscopia de fluorescéncia (Figura 4.26A), sendo as regides mais claras das imagens
correspondentes a presenca de proteina, enquanto que as regides mais escuras indicaram a
auséncia de proteina, j4 que o corante Rodamina B foi utilizado para marcar este dltimo
componente. Desta forma, a solu¢do inicial apresentou uma estrutura composta por gotas de
agregados protéicos dispersas em uma fase continua rica em polissacarideo, enquanto que as
fases superior e inferior apresentaram microestrutura bastante homogénea, contendo poucas e
pequenas goticulas inclusas formadas por proteina e polissacarideo, respectivamente. As gotas
presentes na solucdo inicial apresentaram didmetros inferiores a 50 pm, sendo estes um pouco
maiores do que aqueles observados por Norton e Frith (2001) (faixa de 2 a 20 um) para
diversas misturas de biopolimeros. Além disso, essas gotas apresentaram formato nao
totalmente esférico, o que sugere a existéncia de baixa energia interfacial liquido-liquido
atuando nesse sistema (NORTON & FRITH, 2001). Comparando os resultados de
microscopia e composi¢do quimica das fases separadas, pode-se concluir que este sistema Na-
CN - LBG em pH 5,5 apresentou quase completa separacdo de fases apds o processo de
centrifugacdo, ja que o equilibrio entre as fases € alcancado quando ambas as fases estdo livres
de qualquer inclusdo (SIMEONE et al., 2004).

Medidas reoldgicas em estado estaciondrio (Figura 4.26B) foram realizadas para o
sistema Na-CN — LBG. A solugdo inicial e a fase superior apresentaram comportamento
pseudopléstico, enquanto que a fase inferior comportou-se como um fluido Newtoniano,

apesar de haver ocorrido alguma agregacdo protéica com a diminuicdo do pH. Além disso,
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verificou-se que a fase superior apresentou viscosidade maior do que a solugdo inicial,
enquanto que a fase inferior apresentou-se menos viscosa do que as outras solucdes (Figura
4.26C). Esse fato novamente pode ser explicado pela composicao das fases, j& que o
comportamento da fase superior foi relacionado a presenca de LBG, que € um polissacarideo
altamente viscoso € que apresenta um comportamento pseudoplastico, como a maioria dos
polimeros de alta massa molar (MANDALA et al., 2004), enquanto que o comportamento da
fase inferior foi relacionado a sua elevada concentragdo de caseinato de sddio e quase auséncia
de LBG. J4 o comportamento pseudopldstico da solug¢do inicial pode ser explicado pela
predominancia do polissacarideo na fase continua, apesar deste ingrediente estar presente na
solucdo em uma concentragdo muito menor quando comparado com a proteina. Entretanto,
apesar da solucao inicial se comportar como um fluido pseudoplastico, pode-se observar um
pequeno aumento na viscosidade a partir de uma taxa de deformacgao de aproximadamente 40
s, Neste caso, 0 aumento na taxa de deformacdo provavelmente promoveu uma ruptura das
gotas de agregados protéicos, resultando na formacgdo de gotas menores e, conseqiientemente,
em um predominio da viscosidade da fase continua (rica em polissacarideo).

Ap6s a caracterizac@o da solugdo inicial e das fases separadas, uma série de emulsdes
dgua-dgua (A/A) foi preparada pela mistura de diferentes razdes mdssicas de fase superior e
inferior (1:3, 2:2 e 3:1), as quais foram denominadas FSIFI3, FS2FI2 e FS3FII.
Imediatamente apds o preparo, as amostras foram colocadas em provetas graduadas e
estocadas a 25 °C, e as mudangas observadas por inspe¢des visuais. A separacdo de fases
macroscopica das emulsdes FSIFI3, FS2FI2 e FS3FIl comecou a ser observada apods
aproximadamente 20, 27 e 90 minutos, respectivamente, podendo-se concluir que as emulsdes
se tornaram mais estdveis com o aumento da concentra¢do de polissacarideo. A Figura 4.27

apresenta o aspecto visual das emulsdes apds o processo de separacao de fases.

84



Capitulo 4 — Parte 2

mu

=

Figura 4.27. Aspecto visual das emulsdes A/A apds desestabilizagdo: (A) FS1FI3, (B) FS2FI2 e (C)
FS3FI1.

As mudancas das emulsdes A/A ao longo do tempo também foram monitoradas
utilizando-se microscopia de fluorescéncia. Imediatamente apds o preparo, as emulsdes foram
colocadas em laminas, cobertas com laminulas e observadas em microscopio de fluorescéncia
ao longo de aproximadamente 10 minutos (Figura 4.28). A partir das imagens de microscopia
apresentadas na Figura 4.28, pode-se observar que a emulsdo FS1FI3 é composta por gotas
alongadas de polissacarideos dispersas em uma fase continua protéica. Ao longo do tempo, as
gotas passam a apresentar maior tamanho devido a coalescéncia, além de um formato mais
arredondado que pode ser atribuido aos efeitos de tensdo superficial (a tendéncia de reduzir a
area de contato entre liquidos imisciveis) (KIM et al., 2006). A emulsao FS3FI1 apresenta
comportamento bastante similar ao sistema FS1FI3, porém com a presenca de gotas de
proteina dispersas em um meio continuo rico em polissacarideo. J4 a emulsdao FS2FI2, que
inicialmente apresenta estrutura bicontinua, passa a apresentar caracteristicas semelhantes a

amostra FS3FI1, porém com a formagdo de gotas maiores e menos esféricas.
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FS1FI3 FS2F12 FS3FI1

TEMPO

Figura 4.28. Variacdo da microestrutura das emulsdes A/A com o tempo. Barra = 100 pm

As propriedades reoldgicas dindmicas (Figura 4.29B) e em estado estaciondrio (Figura
4.29A) das emulsdes A/A foram determinadas de maneira a obter informagdes a respeito de

sua estabilidade e da influéncia da razdo massica das fases na viscosidade dos sistemas. O
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Tensdo (Pa)

comportamento reolégico das fases superior e inferior puras (FS e FI) também foram
apresentadas na Figura 4.29A.
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Figura 4.29. Comportamento reolégico de emulsdes A/A. A) Curvas de escoamento e B) variacdo do

moédulo complexo (G*) com o tempo: (X) FS, (O) FI, (—) FS1FI3, (L) FS2FI2 e (X) FS3FI1.

Tabela 4.15. Ajustes reoldgicos das curvas de escoamento

n  k®Pas) R* 1, (Pas)
FS 0,61 0,898 9948 0,367
FSIFI3 093 0012 99,86 0,011
FS2FI2 092 0,034 99,79 0,028
FS3FI1 1,00 0,048 99,76 0,048
FI 1,00 0,006 99,92 0,006

A Figura 4.29A apresenta as curvas de escoamento das emulsdes A/A, bem como das
fases separadas do sistema utilizado no preparo destas emulsoes (4 % m/v Na-CN e 0,4 % m/v
LBG), enquanto que a Tabela 4.15 apresenta os parametros resultantes dos ajustes dessas
curvas aos modelos reoldgicos (Equagdes 8 e 9). A partir destes dados observou-se que a
emulsdo FS3FI1 apresentou comportamento Newtoniano, da mesma maneira que a fase
inferior do sistema inicial, enquanto que emulsdes FS1FI3, FS2FI2 e a fase superior foram
melhor ajustadas utilizando-se o modelo Lei da Poténcia. A fase superior (FS) do sistema
inicial foi a solu¢do que apresentou maior viscosidade em todas as taxas de deformagdo e
maior pseudoplasticidade (n = 0,61) em relagdo as outras amostras, provavelmente devido a

elevada concentracdo de LBG em sua composicao. Ja a fase inferior, que € rica em proteina e
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pobre em polissacarideo, foi a solucdo de menor viscosidade entre todas as amostras (N1os
mais de 10 vezes menor). As emulsdes A/A mostraram valores intermedidrios de viscosidade,
diferentemente do que foi observado por Kim et al. (2006) para emulsdes A/A compostas por
proteina do soro desnaturada e pectina, em que uma das emulsdes A/A apresentou maior
viscosidade do que as fases separadas. Comparando os resultados de microscopia de
fluorescéncia (Figura 4.28) e propriedades reoldgicas em estado estaciondrio (Figura 4.29A),
pode-se concluir que o comportamento reoldgico das emulsdes foi determinado pela fase
dispersa das mesmas, ja que o sistema FS1FI3, que possui uma fase dispersa rica em proteina,
foi o que apresentou menor viscosidade. O mesmo predominio da fase dispersa foi observado
para a emulsao FS3FIl. Entretanto, a emulsio FS2FI2 ndo seguiu esse mesmo
comportamento, provavelmente devido ao elevado tamanho de gotas fazendo com que essa
emulsdo seja considerada bicontinua.

A mudanca da estrutura das emulsdes A/A com o tempo de estocagem pode ser
observada a partir das medidas reoldgicas dinamicas (Figura 4.29B). Esses resultados
indicaram que a emulsdao FS3FI1 foi mais estruturada do que os outros tipos de sistema, o que
pode ser relacionado com os dados de estabilidade, ja que esta emulsdo foi a mais estdvel.
Além disso, verifica-se que este comportamento estd relacionado com a viscosidade da fase
continua, de modo que a amostra com fase continua mais viscosa (FS3FIl) foi a que

apresentou maior estabilidade.

4.6. EMULSOES MULTIPLAS

Diferentes emulsdes multiplas foram preparadas pela mistura de 0,5 g de uma emulsao
O/A com 10 g de uma solucao de fases separadas (KIM et al., 2006). A emulsdo O/A utilizada
para o preparo de todas as amostras foi composta por 1 % (m/v) Na-CN, 30 % (v/v) de 6leo e
homogeneizada a 600 bar utilizando-se a valvula 1 (item 4.1.3), enquanto que as solugdes
aquosas foram as que formaram as emulsdes A/A (fase superior pura, FS1FI3, FS2FI2,
FS3FI1 e fase inferior pura) (item 4.5). Como estas solugdes de fases separadas foram
formadas em pH 5,5, a emulsdo O/A foi acidificada através da adicio de GDL na razdo

GDL/proteina de 0,083 para que as emulsdes multiplas apresentassem esse mesmo pH final.
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A mistura da emulsdo O/A com as fases puras separadas da solug¢do 4 % (m/v) Na-CN
e 0,4 % (m/v) LBG nao resultou na formacdo de uma emulsdo multipla, como pode ser

observado na Figura 4.30.
aumento 200x aumento 500x

Fase superior +
emulsao O/A

Fase inferior +
emulsiao O/A

......

Figura 4.30. Microestrutura das solu¢des formadas pela mistura de uma das fases separadas da solugdo
4 % (m/v) Na-CN e 0,4 % (m/v) LBG com uma emulsdo O/A estabilizada por caseinato de sédio e
homogeneizada a 600 bar. Barras da escala: 50 pm (para aumento de 200x) e 20 pm (para aumento de
500x).

A partir destas imagens pode-se notar a presenca de pequenas gotas de 6leo dispersas
em uma fase continua aquosa que, no caso da fase superior, € rica em polissacarideos e a
inferior, rica em proteinas. Além disso, pode-se observar a presenga de floculagdo na amostra
formada pela mistura da emulsdo O/A com a fase inferior (rica em caseinato de sé6dio),
provavelmente devido a alta concentracdo de proteina no meio aquoso, resultando no
mecanismo de floculagdo por deplecdo (MCCLEMENTS, 2005). O mesmo fendémeno foi
observado por Kim et al. (2006) para emulsdes contendo proteinas do soro desnaturadas e

pectina, porém o processo de floculagdo por deplecdo foi observado para o sistema formado

pela fase rica em polissacarideo, ao invés da fase rica em proteinas.
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A Figura 4.31 apresenta a microestrutura das emulsdes multiplas formadas pela mistura
da emulsdo O/A com as solu¢des de fases separadas FS1FI3, FS2FI2 e FS3FI1, as quais foram

observadas em microscépio 6tico sob diferentes aumentos.

aumento 200x aumento 500x

FS1FI3 +
emulsao O/A

FS2F12 +
emulsao O/A

Gotas de
agua

FS3FI1 +
emulsao O/A

Gotas de dleo

Figura 4.31. Microestrutura das emulsdes multiplas formadas pela mistura de uma solugdo mista de
fases separadas (FS1FI3, FS2FI2 e FS3FI1) com uma emulsdo O/A estabilizada por caseinato de sédio
e homogeneizada a 600 bar. Barras da escala: 50 uym (para aumento de 200x) e 20 um (para aumento

de 500x).

Observando-se as imagens apresentadas na Figura 4.31, verificou-se que,
diferentemente dos sistemas compostos pela mistura da emulsdo O/A com as fases separadas
(Figura 4.30), estas apresentaram a formacao de emulsdes multiplas, com a existéncia de gotas

dentro de outras gotas. A emulsdo multipla constituida pela mistura da emulsdo O/A com a
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solucdo FS1FI3 apresentou estrutura composta por duas fases aquosas, contendo pequenas
goticulas de dleo distribuidas ao longo de todo o sistema. A partir da imagem com aumento de
200 vezes pode-se notar melhor a separacdo das solucdes aquosas, enquanto que com O
aumento de 500 vezes pode-se observar as gotas de 6leo, sendo que as mesmas pareceram
estar mais acumuladas na fase continua. Neste caso, o sistema formado pela mistura de uma
emulsdo O/A; com uma outra emulsdo A/A;, onde O € 6leo, A; € solugdo de Na-CN e A, é
solucdo de LBG, resultou na formacdo de grandes gotas aquosas (A;) e pequenas gotas de 6leo
(O) dispersas em uma mesma fase continua aquosa (A;). J4 a emulsdao contendo a mistura
FS2FI2 (Figura 4.31) apresentou uma estrutura bastante similar a composta pela solucdo
FS1FI3, porém as gotas aquosas apresentaram tamanho bem maior e, comparando com o0s
resultados obtidos para as emulsdes A/A (Figura 4.28), pode-se supor que o meio continuo era
rico em polissacarideo, enquanto que as gotas apresentavam-se ricas em proteina. Além disso,
neste caso, as gotas de 6leo apresentaram-se homogeneamente distribuidas em ambas as fases.
Ja a emulsdo multipla composta pela solucao FS3FI1 apresentou a formacao de gotas aquosas
com um formato bastante arredondado, diferentemente dos outros sistemas analisados. Além
disso, apesar de também existirem gotas de 6leo na fase continua, a maior parte delas se
encontrava na fase dispersa. Neste caso, como houve a mistura de uma emulsdo O/A; com
uma outra emulsdo A/A;, foi obtido um sistema O/A;/A;, em que pequenas gotas de dleo (O)
ficaram dispersas em gotas aquosas maiores (A;), as quais estavam dispersas em um meio
continuo também aquoso (A;). Estes resultados foram similares aos observados por Kim et al.
(2006) para emulsdes multiplas formadas a partir de solugdes de proteina de soja desnaturada

e pectina.
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A partir dos resultados obtidos para as emulsdes O/A estabilizadas por caseinato de
sddio, pode-se concluir que diversos fatores afetaram a estabilidade deste tipo de sistema. Em
geral, o aumento nas concentragdes de dleo e biopolimeros (proteina e polissacarideo) na
solucdo inicial resultou em uma maior estabilidade das emulsdes devido ao aumento da
viscosidade e, conseqiientemente, diminuicdo na mobilidade das gotas. Em relacdo a
homogeneizacdo a altas pressdes, observou-se que todas as emulsdes produzidas sob estas
condi¢des foram estdveis, independente da pressdo aplicada, sendo este fato explicado pela
reducdo do tamanho das gotas. Em relacdo ao pH das emulsdes, pode-se concluir que existe
um aumento na estabilidade das emulsdes conforme o pH das mesmas aproxima-se do ponto
isoelétrico das proteinas, ja que as moléculas de proteina adsorvidas na superficie tendem a se
ligar, havendo a formac@o de uma rede eldstica. Finalmente pode-se concluir que é possivel a
producdo de emulsdes estdveis utilizando-se apenas biopolimeros como emulsificantes e
estabilizantes.

Em relacdo aos sistemas aquosos, os sistemas formados por caseinato de sddio e jatai
apresentaram uma alta compatibilidade em pH 7,0. Assim, para a formagdo de solugdes com
fases separadas, foi preciso alterar o pH e/ou a forca idnica do sistema, sendo observada uma
incompatibilidade termodinamica para forgas idnicas superiores a 0,1 mol/L e para pHs
inferiores a 6,0. Em relacdo aos tipos de acidificacdo do sistema, pode-se concluir que a
acidificacdo lenta com adicdo de GDL promoveu uma maior separacdo de fases, quando
comparada a acidificac@o direta das solugdes mistas. A partir das solugdes de fases separadas,
foi possivel a producdo de emulsdes A/A, as quais se mostraram bastante instaveis,
apresentando separacdo de fases poucos minutos apds seu preparo. Além disso, verificou-se
que estas emulsdes apresentaram diferentes microestruturas e comportamentos reoldgicos,
dependendo da razdo de fase superior e fase inferior que foi utilizada para o seu preparo.

O estudo das emulsdes multiplas mostrou que diferentes tipos de sistemas podem ser
formados pela mistura de uma emulsdo 6leo-dgua (O/A) com diferentes solugdes de fases
separadas. As emulsdes multiplas produzidas foram do tipo O/A;-A,/A;, onde gotas de Oleo e
de dgua estdo dispersas em um meio continuo aquoso, ou do tipo O/A/A,, onde gotas de 6leo
estdo dispersas em gotas de dgua, as quais estdo dispersas em um meio continuo aquoso. Esse

tipo de emulsdo pode ter uma variedade de aplicagdes na industria de alimentos como, por
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exemplo, a criacdo de novas estruturas para produtos com teor reduzido de gordura, ou

encapsulacio com liberacdo controlada de componentes bioativos.
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ANEXO 1. Metodologias para determina¢ao do tamanho médio de gotas
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ANALISE DE IMAGENS

Para a determinacdo do tamanho das gotas através de andlise de imagens, as
microscopias tiveram que ser primeiramente convertidas para uma escala de cinza (Figura Aa).
Ap6s isso, as imagens foram binarizadas (“thresholded”) (Figura Ab), sendo esta etapa a mais
importante para os tratamentos de imagens pois define os pontos que pertencem a figura e
aqueles que simplesmente fazem parte do fundo da imagem. Quando o nivel de cinza (GL) é
maior ou igual ao nivel de “threshold” (TL), este ponto € considerado ser parte do objeto. Por
outro lado, um ponto com GL < TL é considerado ser parte do fundo da imagem. Para haver
uma padronizagdo, considerou-se o TL como sendo a mediana da distribuicio de GL para

todas as imagens (Figura B).

<——nof |
(c)

Figura A. Tratamento de imagens. a) Microscopia em nivel de cinza, b) microscopia em nivel de

“threshold”, c) particulas medidas através da anédlise de imagens (“outline”).

Ap6s a binarizagdo, os valores dos pontos foram convertidos em micrometros através
da escala da figura e, através de uma ferramenta de anélise de particulas, foram quantificados

valores de drea das gotas, perimetro e circularidade. A circularidade € calculada como
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4mg—2% e este valor pode variar de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo de 1, mais
perl'metro2

a particula se aproxima de um circulo perfeito. No momento em que os dados sdo
apresentados existe uma op¢ao chamada “outline”. Selecionando-se esta op¢ao, as particulas

medidas aparecem numeradas, juntamente com os valores correspondentes a elas (Figura Ac).

70000
60000
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40000 -
30000
20000
10000 -
O _

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Nivel de cinza (GL)

Freqiiéncia

Figura B. Distribui¢do do nivel de cinza (GL) de uma imagem e nivel de “threshold” utilizado na

andlise da imagem

A partir destas andlises pode-se verificar que existem pequenas particulas que sdo
medidas pelo “software”, mas que ndo representam gotas de Oleo. Além disso, foram
observadas particulas com circularidade negativa, as quais também ndo representam as
goticulas. Assim, para a obtencdo de uma distribuicio de tamanho de gotas coerente, as
particulas foram limitadas a uma drea acima de 3,5 pm? e circularidade > 0.

A partir dos resultados obtidos através do programa (4rea das gotas), pode-se calcular o
didmetro equivalente para cada umas das gotas medidas, considerando que as mesmas

representam circulos perfeitos (equagdo 12).

a= AR 12
\/: (12)

onde A € a drea das gotas obtida pelo programa.
Assim, a partir dos valores de didmetro das gotas, pode-se construir um histograma de
distribuicdo de tamanho de gotas. Nos histogramas, a altura de cada barra representa a

quantidade de gotas presentes na classe de tamanho estipulada, enquanto que a posicao central
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de cada barra no eixo x representa a média do tamanho de gotas desta classe de tamanho. A
Figura C apresenta um exemplo de histograma resultante da andlise de imagem da

microscopia de uma emulsdao composta por 10% de 6leo e 1% de caseinato de sédio.

Freqiiéncia (%)

o

R PR
metro equivalente (um)

O Y,
[«\})

Figura C. Distribuicdo do tamanho de particulas de uma emulsdo composta por 1 % (m/v) de caseinato

de sédio e 10% (v/v) de dleo.

Finalmente, a partir dos histogramas construidos para cada amostra, pode-se calcular
os valores de diametro médio. Um parametro amplamente utilizado para expressar tamanho
médio de particulas é o diametro médio superficial (ds;) (equagdo 13), o qual € definido como
a area superficial média das gotas expostas a fase continua por unidade de volume da emulsdo

(MCCLEMENTS, 2005).
ds, = znid?/znidiz (13)
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ANEXO 2. Medidas reologicas das emulsoes estabilizadas por 1 e 4 % (m/v)

Na-CN com variadas concentracoes de oleo (10 a 60 % v/v) em pH 7,0
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Figura D. Propriedades reoldgicas das emulsdes O/A estabilizadas por 1 % (m/v) Na-CN com
diferentes concentracdes de 6leo. A) curvas de escoamento da fase superior das emulsdes e B) curvas
de escoamento da fase inferior das emulsdes. Concentracdo de 6leo: () 10 %, (=) 20 %, () 30 %,

()40 %, ()50 % e ()60 % (v/v).
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Figura E. Propriedades reoldgicas das emulsdes O/A estabilizadas por 4 % (m/v) Na-CN com
diferentes concentragdes de 6leo. A) curvas de escoamento da fase superior das emulsdes e B) curvas
de escoamento da fase inferior das emulsdes. Concentracdo de 6leo: () 10 %, (=) 20 %, () 30 %,

()40 %, ()50 % e ()60 % (v/v).
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ANEXO 3. Medidas reoldgicas oscilatérias das emulsoes estabilizadas por 1,
1,4 e 4 % (m/v) Na-CN com variadas concentracoes de oleo (10 a 60 % v/v)
em pH 7,0
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Figura F. Variacdo de G’ (simbolos azul escuros) e G” (simbolos azul claros) com a freqii€ncia para
emulsdes O/A estabilizadas por A) 1 % (m/v) Na-CN, B) 1,4 % (m/v) Na-CN e C) 4 % (m/v) Na-
CN. Concentragdo de 6leo: () 10 %, (=) 20 %, (1) 30 %, (" ) 40 %, (/) 50 % e (")) 60 % (v/v).
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