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RESUMO GERAL

As emulsOes estdo presentes naturalmente em alguns alimentos ou sdo aplicadas devido a
suas propriedades tecnoldgicas. Porém, as emulsdes sdo termodinamicamente instaveis e
tendem a separar de fases com o tempo. A estabilidade das emulsdes pode ser melhorada
utilizando agentes emulsificantes e estabilizantes. Neste trabalho foi estudada a acgdo
simultanea de dois biopolimeros naturais para melhorar a estabilidade cinética de emulsoes
6leo - em - 4gua (O/A). Conjugados formados por caseinato de sédio e goma jatai foram
produzidos através da reacdo de Maillard em diferentes razdes de proteina/polissacarideo e
tempos de reacdo, a fim de se obter melhor agdo estabilizante que os biopolimeros
individuais em emulsdes preparadas em duas condi¢gdes de pH. A formacao dos conjugados
foi confirmada pela andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida que evidenciou a
presenca de compostos de alta massa molecular. De modo geral, em pH 7 as emulsdes
foram mais estaveis que em pH 3,5, pois em pH neutro a proteina estava mais distante do
seu ponto isoelétrico, sendo assim mais solivel e carregada negativamente, resultando na
repulsdo eletrostdtica entre as gotas. As andlises de microscopia confocal feitas para
emulsdes em pH 7 mostraram que com os conjugados formados apds 24 h de reacdo, a
distribuicdo da proteina na interface foi mais homogénea. No pH 3,5, ndo houve efeito de
carga e a estabilidade das emulsdes foi atribuida a presenca dos polissacarideos que
promoveram maior viscosidade da fase continua e maior espessura da camada interfacial,
provocando repulsdo estérica entre as gotas. Neste pH, os conjugados formados apds 24 h
de reacdo melhoraram a estabilidade das emulsdes. Nas andlises reolégicas observaram-se
maiores valores de viscosidade aparente nas emulsdes com o maior contedido de

polissacarideo (razdo 0,3), e este valor foi ainda maior em pH 7. Dessa forma, os mddulos
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complexos (G*) das emulsdes também atingiram valores mais altos em pH neutro,
confirmando a melhor estruturacdo das emulsdes. Quanto a reologia interfacial, o médulo
complexo de viscoelasticidade (E*) da interface 6leo — soluc@o de biopolimero na razao 0,3
apresentou valor elevado e pouca varia¢do ao longo do tempo, caracterizando uma interface
mais eldstica e estdvel, com estrutura mais rigida devido ao polissacarideo. Com estes
resultados, pode-se afirmar que os conjugados formados em tempo iniciais de reagcdo e
compostos por maior quantidade de goma jatai melhoraram a estabilidade das emulsdes

devido ao efeito estérico do polissacarideo que foi ainda mais pronunciado em pH 4cido.

Palavras-chave: emulsido, caseinato de sddio, goma jatai, conjugados, reacdo de Maillard.
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ABSTRACT

The emulsions are naturally present in some foods or they are applied in food products due
to their technological properties. However, emulsions are termodynamically unstable and
their phases tend to separate with time. The stability of emulsions can be improved by
using emulsifiers and stabilizers. In this work it was studied the combined action of two
natural biopolymers to improve the kinetic stability of oil-in-water emulsions (O/W).
Conjugates composed by sodium caseinate and locust bean gum were produced by Maillard
reaction at different protein/polysaccharide ratio and reaction time to obtain a conjugate
with better stabilizing action than individual biopolymers in emulsions prepared at two pH
conditions. The conjugates formation was confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis
analysis that revealed the presence of compounds with high molecular weight after the
reaction. In general, the emulsions at pH 7 were more stable than at pH 3.5. At neutral pH,
as the protein was further from its isoelectric point, it was more soluble and negatively
charged, resulting in the electrostatic repulsion between the droplets. The confocal
microscopy analysis showed that emulsions at pH 7 composed by conjugates formed after
24 h of reaction, presented more homogeneous protein distribution at the interface. At pH
3.5, there was no electrical charge effect on the emulsion and the stability was attributed to
the presence of polysaccharides, which promoted higher viscosity of the continuous phase
and increased the interfacial layer thickness, resulting in steric repulsion between the
droplets. Regarding the rheological behavior, it was observed higher values of apparent
viscosity in emulsions with highest polysaccharide content (ratio 0.3), and these values
were higher at pH 7 than at pH 3.5. Moreover, the complex moduli (G *) values of the

emulsions were also higher at neutral pH, confirming better structured emulsions. In

XV



relation to the interfacial rheology, the viscoelastic complex moduli (E *) on the oil —
biopolymer solution interface at 0.3 ratio presented higher value with low variation with
time, characterizing more elastic and stable interface composed by rigid structure due to the
polysaccharide. Based on these results, it was observed that the conjugates formed at early
reaction time and composed by large amount of locust bean gum improved the emulsions
stability due to the steric effect of the polysaccharide which was more pronounced at acid

pH.

Keywords: emulsion, sodium caseinate, locust bean gum, conjugates, Maillard reaction.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO E OBJETIVOS






Introdugdo e Objetivos

1.1 Introducao

As emulsdes sdo de grande aplicacdo para a industria de alimentos, pois varios
produtos sdo constituidos inteiramente ou parcialmente por emulsdes, como molhos, sopas,
maionese, margarina, entre muitos outros. A qualidade de uma emulsdo depende de uma
série de fatores como concentracdo de dgua e Oleo, dos emulsificantes, das condi¢des de
processo e estocagem. O contato entre as moléculas de 6leo e dgua é termodinamicamente
desfavordvel, contudo € possivel obter emulsdes cineticamente estdveis durante certo

periodo com o uso de emulsificantes (MCCLEMENTS, 2005).

Os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas capazes de se adsorverem na interface
6leo/dgua e impedir a agregacdo das gotas de 6leo. A capacidade emulsificante depende das
caracteristicas moleculares e fisico-quimicas desses agentes (MCCLEMENTS, 2005). Um
emulsificante eficiente atua facilitando a formagdo de uma nova interface pela diminuicao
da energia interfacial entre 6leo e dgua, conferindo estabilidade as gotas pela formacdo de
uma camada protetora adsorvida na sua superficie (DICKINSON, 1992). O caseinato de
s6dio € um sal formado a partir da solubiliza¢do da caseina com hidréxido de sédio, muito
utilizado para melhorar a estabilidade de emulsdes. Em pH afastado do ponto isoelétrico,
sua atuacdo se dd principalmente por interacdes eletrostdticas na interface mas também
exerce estabilidade estérica na fase continua (CHU et al., 1995). Apesar das proteinas
serem menos efetivas na diminui¢do da tensdo interfacial que os surfactantes sintéticos,
estas podem produzir emulsdes cineticamente estdveis e atender a crescente demanda de

produtos naturais e biocompativeis (BOUYER et al., 2011).
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E importante entender as interacdes entre as principais moléculas que agem na
interface, uma vez que € comum o uso de mais de um biopolimero, como proteinas e
polissacarideos, na estabilizacdo de emulsdes (SEMENOVA et al, 2010). Os
polissacarideos de alta massa molecular podem ajudar na estabilidade de emulsdes, pela
modificacdo da viscosidade ou gelificacdo do meio aquoso (DICKINSON, 1992). A goma
jatai € uma galactomanana neutra encontrada naturalmente nas sementes de leguminosas,
cuja razdo manose-galactose depende da fonte vegetal. Esses polissacarideos apresentam
atividade de superficie, facilidade em formar ligacdes com as moléculas de dgua (alta

solubilidade) e originam solu¢des com viscosidade intrinseca elevada (CUI et al., 2009).

As interacOes entre proteinas e polissacarideos podem ocorrer devido a ligagdes
eletrostéticas ou a ligagdes covalentes fortes e estaveis, como aquelas formadas através da
reacdo de Maillard. Estudos utilizando como polissacarideo a goma guar mostraram que
esta reagiu com proteinas por meio da reacdo de Maillard e formaram glicoconjugados que
aumentaram as capacidades emulsificante, antimicrobiana e antioxidante das emulsdes

(NAKAMURA e JING, 2005).

Alguns aspectos importantes para a eficiéncia do complexo formado sdo a
distribuicdo dos grupos ionizdveis na superficie da proteina, sua estabilidade estrutural,
flexibilidade, distribui¢do de cargas e densidade dos polissacarideos (BOUYER et al.,
2011). Na formulacdo de emulsdes 6leo/dgua, basicamente sdo distinguidos dois tipos de
ingredientes: o agente emulsificante e o estabilizante. Para que os biopolimeros sejam bem-
sucedidos nas suas respectivas fungdes, algumas caracteristicas sao extremamente
importantes; como a forte adsorcdo do biopolimero na interface devido ao seu cardter

anfifilico e a sua quantidade para que possa recobrir e saturar toda a camada interfacial.
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Complementarmente a essa organizacdo, ¢ muito importante a formag¢do de uma camada
espessa que forneca repulsdo estérica as gotas de 6leo, sendo esta formada por um
biopolimero altamente hidrofilico pois ird atuar no meio aquoso. Além disso, a presenca de
grupos carregados, encontrados em proteinas, podem também atuar provocando repulsao
eletrostdtica devido a presenca de cargas semelhantes (DICKINSON, 2003). Todavia, em
pH préximo ao ponto isoelétrico da proteina ou em alta concentragdo de sais, a camada
proteica pode entrar em colapso e causar agregacao das gotas devido a condi¢do das cargas
superficiais. Uma alternativa para melhorar a capacidade emulsificante das proteinas nesses
ambientes adversos € utilizar complexos de proteina-polissacarideo, uma vez que podem
apresentar efeitos benéficos para as emulsdes como citado anteriormente (WONG et al.,

2011).

1.2 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a estabilidade e comportamento de
emulsdes 6leo — em - dgua estabilizadas por conjugados formados por caseinato de sédio e

galactomanana, produzidos pela reacao de Maillard.

1.2.1 Objetivos especificos

O presente trabalho teve como objetivos especificos:

e Estudar as interagdes proteina-polissacarideo e as condi¢des de formagdo do

conjugado caseinato de s6dio-goma jatai a partir da reacdo de Maillard;

e Verificar a influéncia da concentracdo do caseinato de s6dio e goma jatai nas
misturas e conjugados, bem como das diferentes razdes proteina/polissacarideo na

estabilidade e propriedades reoldgicas das emulsdes O/A;
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Compreender o efeito do pH e dos diferentes tempos de formacdo dos conjugados

pela reacdo de Maillard em emulsdes O/A;.

Estudar as propriedades interfaciais das emulsdes estabilizadas pelas misturas e

conjugados.
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2.1 Emulsoes

Na industria de alimentos, a maior parte dos produtos € constituida integralmente ou
parcialmente por emulsdes, como maionese, margarina, sopas, leite, sorvete, entre outros.
Alguns tipos de emulsdes também funcionam como veiculos, tendo a funcdo de proteger
ingredientes polares ou apolares como vitaminas, drogas e compostos nutracéuticos. Estes
veiculos podem ser utilizados para controlar a biodisponibilidade lipidica, liberar
compostos bioativos no trato gastrointestinal (GIT), proporcionar atraso na digestao

lipidica, induzir a saciedade, entre outros (MCCLEMENTS e LI, 2010).

Uma emulsdo consiste em dois liquidos imisciveis, frequentemente 6leo e 4gua,
onde pequenas gotas de um liquido estdo dispersas na fase continua do outro. Os sistemas
que apresentam goticulas de 6leo dispersas em dgua sdo classificados como emulsdes 6leo
em agua (O/A), tendo como exemplos maionese, leite e sopas; ja os que possuem gotas de
agua dispersas em 6leo como margarina e manteiga, sdo classificados como emulsdes dgua
em Oleo (A/O). Estas emulsdes sdo produzidas de diferentes formas e possuem diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais, devido aos ingredientes envolvidos e tipo de
processamento. A qualidade dessas emulsdes se deve a selecdo das concentragdes de dgua,
6leo, emulsificantes e outros ingredientes presentes como 4cidos, bases, vitaminas, corantes

e conservantes (MCCLEMENTS, 2005).

A estabilidade de uma emulsdo esta relacionada ao tempo em que esta permanece
sem mostrar mudancgas significativas na distribui¢do e tamanho das gotas, bem como no
estado de agregacdo e arranjo espacial. Tais fendmenos podem ocorrer devido aos seguintes

processos: cremeacao, sedimentacdo, floculacdo e coalescéncia de gotas (Figura 2.1). O
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tempo que conseguem se manter estaveis pode variar de horas até anos, e ¢ determinante
para a vida util destas emulsdes (DICKINSON, 1992). A cremeagdo ocorre nas gotas
dispersas que possuem densidade menor que a fase continua, e por isso tendem a ficar na
parte superior da emulsdo. Quando a densidade das gotas é maior que a do liquido no qual
elas estdo dispersas elas tendem a ir para o fundo, e acontece a sedimentacdo. A floculacdo
ocorre quando duas ou mais gotas se agregam e mantém sua integridade, formando flocos
cuja estrutura e tamanho podem influenciar na fase creme. J4 a coalescéncia é um processo

no qual duas ou mais gotas se fundem formando uma gota maior (MCCLEMENTS, 2005).

As emulsdes sdo termodinamicamente instaveis, porém € possivel controlar a
desestabilizacdo cinética pelo uso de emulsificantes e assim produzir emulsdes com maior
vida de prateleira. Os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas que possuem um dominio
hidrofébico e outro hidrofilico cuja funcdo € reduzir a tensdo interfacial entre o 6leo e a
agua, adsorvendo-se rapidamente na interface Oleo-dgua durante a homogeneizacdo e
prevenindo a agregacdo das gotas (coalescéncia e/ou floculagdao) (MCCLEMENTS, 2005).
Como consequéncia, ocorre a formacao de gotas de tamanhos menores € a drea total de
contato entre as fases € aumentada (FRIBERG et al., 2003). Os emulsificantes podem ser
divididos em duas grandes classes: surfactantes, que constituem as moléculas de baixa
massa molecular (lecitina, monoglicerideos, polissorbatos); e os emulsificantes
macromoleculares, como as proteinas, que possuem alta tendéncia a adsorcao na camada

6leo-dgua (DICKINSON, 2003).
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Figura 2.1: Esquema dos mecanismos de instabilidade em emulsdes O/A. Fonte:

(MCCLEMENTS, 2005).

As proteinas proporcionam boa estabilidade as emulsdes, pois ao se adsorverem na
interface provocam repulsdo eletrostitica e estérica entre as gotas de 6leo (DICKINSON,
1999). Todavia, as emulsdes estabilizadas por proteinas tendem a se agregar quando estdao
em pH préximo ao seu ponto isoelétrico, devido a neutralizagdo da carga superficial que

leva ao colapso da camada protéica (DALGLEISH, 1997; DICKINSON, 2008).

Por outro lado, os polissacarideos podem aumentar a estabilidade das emulsdes
promovendo o aumento da viscosidade ou a formagdo de rede eldstica na fase continua,
reduzindo a separacdo de fases e a cremeagdo por gravidade. Além disso, os diferentes
biopolimeros (proteinas e polissacarideos) podem interagir entre si por ligacdes de
hidrogénio, forcas de van der Walls, interacdes eletrostaticas, hidrofébicas, ou por ligagcdes
covalentes como na reacdo de Maillard. Esta reacdo € capaz de formar conjugados proteina-

polissacarideo e ¢ fortemente influenciada pelo pH, forca ibnica e temperatura

11



Revisdo Bibliogrdfica

(SEMENOVA et al, 2010). Como a ligacdo covalente entre uma proteina e um
polissacarideo representa uma interac¢ao especifica forte e essencialmente permanente, estes

conjugados possuem 6tima atividade emulsificante e estabilizante (DICKINSON, 2003).
2.2 Reacao de Maillard e formacao dos conjugados

A reacdo de Maillard compreende uma série de reacdes complexas que ocorrem no
processamento de alimentos, principalmente durante o tratamento térmico e estocagem
(AMES, 1992). E uma reacio de escurecimento ndo-enzimdtico que envolve os grupos
carbonila, principalmente dos aguicares redutores, com compostos que possuem grupos

amino livres como os aminodcidos, as aminas e proteinas. Os grupos €-amino dos residuos

de lisina das proteinas sdo as maiores fontes de grupos amino livres em alimentos

(HURRELL, 1984; AMES, 1992).
A reacdo de Maillard pode ser dividida em trés estagios:

a) Estdgio inicial: consiste na condensa¢do do grupo carbonila do agicar redutor
com um grupo amino ndo protonado disponivel, formando a base de Schiff com liberacio
de dgua. A base de Schiff cicliza-se na N-glicosamina correspondente que se rearranja

irreversivelmente para formar o produto de Amadori (Figura 2.2) (AMES, 1992);

b) Estdgio intermedidrio: este € iniciado com a degradacdo do produto de Amadori
que passa por vdrias transformagdes envolvendo vias diferentes, incluindo oxidacao,

fragmentacdo, desidratacdo, hidrélise 4cida, entre outras;

c) Estdgio avancado: € caracterizado pela formacdo de compostos escuros de alta

massa molecular insoldveis em dgua chamados de melanoidinas (FRIEDMAN, 1996).

12
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Esta reacdo ndo-enzimatica pode ocorrer em solu¢des aquosas ou a seco. Esta dltima
¢ a mais desejavel da perspectiva industrial uma vez que alcanca o produto de interesse em
menor tempo e necessita de menos espaco para o processo. Além disso, os compostos
produzidos a seco possuem maior estabilidade térmica, e sao manipulados e estocados mais
facilmente. As reacdes a seco podem ser realizadas a partir da liofilizacdo da mistura de
proteina com o acucar redutor seguida de aquecimento a determinadas temperaturas. As
condi¢des de reacdo precisam ser estritamente controladas para produzir o conjugado
proteina-polissacarideo desejdvel, evitando a formacdo das melanoidinas que ocorre no

estdgio mais avangado da reacdo (OLIVER et al., 2006).

CHO HC——nNR RHN—HC
H—————OH H———OH H—7F—0H
HO——H HO————H HO——H ©
+ RNH, —
H—1 oH -H,0 H————OH H————O0H
H—————OH H———OH H—
CH,OH CH,0H CH,OH
D-Glicose Base de Schiff Glicosamina

/

CH,NHR
—0
HO————H
H—————OH
H—————OH
CH,OH

Produto de Amadori

Figura 2.2: Estdgio inicial da reagdo de Maillard usando glicose como fonte de carbonila.

Adaptado de Dills (1993).
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O conjugado glicoprotéico de alta massa molecular formado no estdgio inicial da
reacdo € capaz de aumentar a estabilidade das emulsdes. Isso se deve a combinacdo das
propriedades hidrofébicas das proteinas, com as propriedades hidrofilicas dos
polissacarideos que interagem com o meio aquoso e continuo (DICKINSON e GALAZKA,

1991).

Yadav et al. (2010) produziram conjugados a partir de fibra de milho, isolado
protéico do soro de leite ou - lactoglobulina, cuja rea¢do durou 7 dias a 75°C e 79% de
umidade relativa. Apds a reacdo, a solubilidade da proteina aumentou e a capacidade de
estabilizacdo da emulsdo foi melhorada devido a presenga do polissacarideo. Os resultados
foram explicados pela adsorcao hidrofébica das proteinas na camada interfacial, que
funcionaram como uma ancora na interface; e a extensao das moléculas hidrofilicas que
proporcionaram repulsdo estérica. A formacdo do conjugado foi alcangada no prazo de um
a dois dias, e a continuagdo da reagdo ao longo dos dias produziu percentuais maiores de
conjugados, que, no entanto se mostraram menos soldveis € com menor capacidade

emulsificante.

Conjugados de maltodextrina e caseinato de s6dio foram produzidos por Morris et
al. (2004), através da reacdo de Maillard durante 4 dias, na temperatura de 60°C e 70 % de
umidade. Como resultado houve aumento da razdo massa/carga superficial, devido a
diminui¢do da carga da proteina, e/ou devido ao aumento da massa molecular confirmada
por espectrometria de ioniza¢do massica. O aumento dessa relagdo é coerente com a reacao
que ocorre entre a lisina e o carboidrato, pois gera aumento da massa molecular. Além
disso, ap6s 2 dias de reagdo nao foi mais observada a reducao do grupo amino, pois depois

deste periodo os residuos de lisina estariam indisponiveis para reagir. A maior estabilidade

14
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dessas emulsdes foi entdo associada ao aumento da massa molecular através da reacdo da

lisina presente no caseinato com a carbonila presente na maltodextrina.

Ovoalbumina-goma guar também foram utilizados para produzir conjugados que
mostraram capacidade emulsificante, atividade antimicrobiana e antioxidante. A formacgao
da ligacdo covalente entre a proteina e o polissacarideo foi confirmada por eletroforese em
gel de poliacrilamida. A atividade antioxidante foi monitorada pela medida de quantidade
de peroxidos e 4cido tiobarbitirico por absorbancia a 532 nm. As menores porcentagens de
peroxido foram alcangadas em maiores concentragdes de glicoconjugados. Estes
biopolimeros foram considerados ingredientes efetivos e seguros, por serem naturais e de

alto potencial para uso em alimentos (NAKAMURA e JING, 2005).

2.3 Caseinas e caseinato de sodio

As proteinas do leite sdo bastante estudadas, pois além de seu valor nutricional estas
sdo usadas como agentes emulsificantes e estabilizantes (MODLER, 1985). As caseinas
constituem 80% das proteinas do leite e sdo compostas pelas unidades o 5, o s, B € k. Do
total das proteinas do leite, as a 5 - correspondem a 38%, as a. 52 - a 10%, as - a36% e as
Kk - caseinas a 13 %. Elas diferem entre si em varios aspectos como carga superficial,
composi¢do dos aminodcidos, sensibilidade aos fons célcio e distribuicdo de grupos

hidrofébicos e hidrofilicos (SEMENOVA et al., 2010).

As caseinas sdo compostas estruturalmente por residuos de fosfoserina (composta
por grupos carboxila), a qual corresponde a extremidade carregada e de cardter hidrofilico.
J4 as regides compostas por grupos N-terminais e C-terminais sdo caracterizadas por

acumularem residuos hidrofébicos. A  hidrofobicidade média da caseina é
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consideravelmente superior a de outras proteinas, o que lhe confere forte tendéncia a
associacdo. No entanto, esta associacdo € limitada pela repulsdo eletrostdtica causada pela

presenca de grupos fosfato (MOBIUS e MILLER, 1998).

Em solugdes aquosas, as caseinas formam sistemas coloidais devido a sua estrutura
desordenada e bastante flexivel. Isto contribui para a forte tendéncia a adsorcdo nas
superficies hidrofobicas, e por isso € utilizada na estabilizacio de emulsdes O/A
(MODLER, 1985). A estabilidade das caseinas estd ligada a sua baixa massa molecular,
além de que estudos experimentais indicam que estas proteinas possuem pequenos niveis de
estruturas secunddrias e tercidrias. Tal caracteristica contribui para tornar a caseina estavel

aos agentes desnaturantes, como calor e uréia, e contribui para sua alta atividade de

superficie (FOX e KELLY, 2004).

Apesar de sua elevada estabilidade térmica, as caseinas sdo sensiveis a mudangas de
pH e condic¢des i0nicas (MODLER, 1985). Em pH 4,6 as caseinas precipitam pois estao
préximas ao seu ponto isoelétrico, diferentemente das proteinas do soro que permanecem
soliveis neste pH (FOX e KELLY, 2004). Assim como a acidificagdo do meio, o aumento
da concentracao de fons cdlcio, juntamente com a temperatura, pode acarretar mudangas na

estrutura da proteina (SEMENOVA et al., 2010).

O caseinato de sédio € um sal derivado da caseina constituido por uma mistura dos
monomeros a i, B, o o, € K. A adi¢do do hidréxido de sodio a caseina leva a formacao de
uma estrutura protéica mais aberta e flexivel para interagir com a dgua. No caseinato de

sodio as fracdes de caseina encontram-se na forma de submicelas, sendo este amplamente
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utilizado como emulsificante em produtos alimenticios, pois atua combinando interacoes

eletrostaticas e estabilidade estérica (CHU et al., 1995).

Devido ao seu cardter anfifilico, as particulas de caseinato estdo disponiveis para
interagir com moléculas anfifilicas e lipofilicas como surfactantes, lipideos e vitaminas
(SEMENOVA et al., 2010). A reologia e estabilidade das emulsdes que utilizam o
caseinato sdo dependentes principalmente da estrutura e composicdo da camada de proteina
adsorvida na interface O/A, bem como do estado de agregacdo e desdobramento das

proteinas na fase aquosa (DICKINSON, 1999).
2.4 Galactomananas

As galactomananas sdo polissacarideos ndo i6nicos de massa molecular na ordem de
10° kDa, extraidos de plantas, drvores e arbustos. Exemplo desta classe de polissacarideos
sdo as gomas jatai (“locust bean gum”- LBG), guar, tara e fenugreek. As galactomananas
sdo formadas por residuos de D-manose unidos por liga¢des B (1-4) e que possuem residuos
de a-D galactose ligados a cadeia principal (Figura 2.3). As gomas provenientes de fontes
diversas diferenciam-se entre si pelo grau de substitui¢do da galactose, sendo as razdes de
galactose/manose: 1:4,5 para a jatai, 1:2 para a guar e 1:3 para a tara (MCCLEMENTS,

2005).
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Figura 2.3: Férmula estrutural das galactomananas. Fonte: (SEMENOVA et al., 2010).

As cadeias de galactose tendem a inibir a associa¢do intra-molecular das
galactomananas. Desse modo, a quantidade de galactose influencia nas diferentes
propriedades funcionais das gomas como solubilidade, capacidade espessante e de
gelificacdo. Por exemplo, a goma guar € capaz de se solubilizar em dgua fria, porém a jatai
e a tara necessitam de aquecimento para se solubilizar. As galactomananas tendem a formar
solucdes viscosas e tixotropicas, cujo comportamento reoldgico nao é muito influenciado
pela forca idnica e pH, por se tratar de uma molécula neutra. Por estas razdes, as gomas
jatai e guar sdo bastante utilizadas como agentes espessantes em emulsdes na industria de

alimentos (MCCLEMENTS, 2005).

A goma jatai (LBG) € largamente usada em produtos lacteos, pois mesmo em baixas
concentracdes € capaz de formar solucdes viscosas, porém, nao forma gel (DICKINSON,
2003; PERRECHIL et al., 2009). Cui et al. (2009) realizaram experimentos com as gomas
jatai, guar, tara e fenugreek para investigar suas propriedades reoldgicas em emulsdes. Foi

confirmada a influéncia da massa molecular e da razdo manose/galactose (M/G) na
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atividade de superficie, tixotropia, capacidade emulsificante e viscosidade. No entanto nao
foi possivel distinguir qual dos dois fatores teve maior influéncia. A goma jatai, que possui
maior razdo M/G apresentou comportamento tixotrépico, enquanto a goma guar que possui
menor razdo M/G ndao mostrou dependéncia do tempo de cisalhamento. Todavia, a goma
guar apresentou melhor acdo estabilizante e maior viscosidade intrinseca devido a sua
maior atividade de superficie e a formacdo de uma camada estérica em volta da gota de

Oleo.

Como as galactomananas podem ser obtidas comercialmente sem dificuldades, e sdo
de baixo custo, tornam-se uma fonte interessante para a produ¢do de conjugados proteina-
polissacarideo. Conjugados de galactomananas (goma guar) com albumina de soro bovino
(BSA) foram produzidos pela reacdo de Maillard e avaliados em emulsdes do tipo 6leo em
adgua. A atividade emulsificante dos conjugados foi significativamente maior do que da
proteina individual. Também apresentaram melhor estabilidade, provavelmente devido a
protecdo fisica proporcionada pela viscoelasticidade da camada de goma guar. Além disso,
as propriedades interfaciais dos conjugados de BSA-galactomananas foram melhores
devido a reducdo da interagdo hidrofobica das gotas associada a repulsdo estérica

provocada pela goma guar (KIM ez al., 2003).

2.5 Reologia e tensiometria

Os biopolimeros sdo os melhores candidatos para agirem como agentes
emulsificantes. Devido ao cardter anfifilico, pode oferecer forte adsorcdo na interface 6leo
— dgua e também interagir com meio aquoso, com parte da estrutura imersa na fase continua

solivel, sendo, portanto, adicionados como modificadores reoldgicos. A vida de prateleira
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de produtos alimenticios € altamente dependente de suas propriedades reoldgicas, € na
engenharia estas propriedades ajudam a compreender como os fluidos se comportam
quando estdo passando por uma tubulacdio ou sendo agitados em um misturador

(MCCLEMENTS, 2005).

A reologia € a ciéncia que estuda a deformacgdo e fluxo da matéria, através de
medidas que envolvem aplicacdo de uma forga especifica tendo como resultado o fluxo ou
a deformacdo do material. As propriedades reolégicas das emulsdes dependem de alguns
fatores como composi¢do volumétrica da fase dispersa, tamanho de gota e sua carga,
comportamento reoldgico das fases, e as interagdes entre as gotas. Em alta fracdo
volumétrica da fase dispersa, as gotas ndo conseguem se movimentar muito € escoar.
Acima de uma determinada concentracdo, as emulsdes ganham propriedades de gel como
elasticidade e viscoelasticidade. Por outro lado, a viscosidade de uma emulsdo pode ser
diretamente proporcional a viscosidade da fase continua, e este € um dos motivos que
levam a adi¢do de proteinas e polissacarideos, para agirem como agentes espessantes €
gelificantes. J4 o tamanho e distribui¢do das gotas dependem das suas interagdes repulsivas
e atrativas, e acabam por influenciar as propriedades reoldgicas das emulsdes por estarem
ligados diretamente a movimento browniano e a resposta dos fluidos quando submetidos a

tensoes (MCCLEMENTS, 2005).

Perrechil e Cunha (2013) estudaram emulsdes O/A multicamadas formadas pela
interagdo eletrostitica de caseinato de sodio e K-carragena estudados em diferentes
concentracdes. Em pH 3,5, quando os biopolimeros apresentaram cargas opostas, houve um
aumento na viscosidade aparente a uma taxa de deformacdo de 100 s, explicada pela

saturacdo do polissacarideo ao redor das gotas e seu excesso presente na fase continua.
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Além disso, com o aumento da concentragdo do polissacarideo o comportamento da

emulsdo tornou-se cada vez mais pseudopléstico.

Complementarmente a reologia, o estudo das propriedades mecanicas na interface
tem importante relevancia para muitos processos naturais e tecnoldgicos que envolvem
sistemas como filmes liquidos, emulsdes e espumas. A reologia interfacial estuda as
respostas da interface a forcas mecanicas cisalhantes ou de compressdo e expansdo. A
resposta dindmica dos sistemas a essas perturbacdes € dada, por exemplo, através do
modulo complexo viscoeldstico e de mudancgas na tensdo interfacial, ambos devido ao
processo de difusdo ou de relaxamento da interface. Para atingir o mecanismo de equilibrio
da interface € necessdria a lenta variacdo da area superficial para que se possam obter

medidas mais precisas (RAVERA et al., 2010).

A tensiometria do perfil da gota ou bolha é uma técnica bastante conhecida e
reconhecida que determina as propriedades mecanicas de interfaces liquido — gds e liquido
— liquido. A gota de um liquido € inserida em outro fluido e assume uma forma que visa
minimizar a energia total do sistema. Sob periddicas perturbac¢des na drea interfacial, a
técnica permite obtencdo da resposta da tensdo interfacial para baixos intervalos de

frequéncia (RAVERA et al., 2010).

Bouyer et al., (2011), estudaram o comportamento da tensdo interfacial dos
biopolimeros B — lactoglobulina e goma ardbica individualmente e suas misturas em
emulsdes O/A. A mistura de biopolimeros apresentou um decréscimo um pouco maior da
tensdo interfacial quando comparada aos biopolimeros individuais, que foi explicada pelo

efeito  sinérgico ocorrido entre a [ — lactoglobulina e goma ardbica.

21



22



CAPITULO 3: MATERIAL E METODOS

23



24



Material e Métodos

3.1 Material

Os materiais utilizados para o preparo dos sistemas foram caseina e goma jatai
adquiridas da Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA). Oleo de soja (Soya, Bunge
Alimentos S.A., Brasil) foi adquirido em comércio local. Azida sédica da Sigma Chemical
Co (St Louis, MO, USA) foi adicionada as solugdes para evitar crescimento microbiano. Os

demais ingredientes utilizados foram de grau analitico.
3.2 Preparo das solucoes
3.2.1 Preparo da solucio de caseinato de sodio

A solugdo estoque de caseinato (10% m/v) de sédio foi preparada pela dispersdo da
caseina em 4gua deionizada sob agitacdo mecanica por 3 h a temperatura ambiente. O pH
foi entdo ajustado para 7 com o uso de NaOH 10 M para a formacdo do caseinato de sédio.
Azida sodica (0,05%, m/v) foi adicionada a 4gua deionizada como agente antimicrobiano.

As solugdes foram armazenadas por 24 horas a 7°C antes de serem utilizadas.
3.2.2 Preparo das solucoes de gomas jatai

A solucdo estoque da goma jatai (2 % m/v) foi preparada pela dispersdo do pé em
agua deionizada a temperatura ambiente sob agitacdo, seguida por tratamento térmico a
80°C por 30 minutos para completa hidratagdo. Apds o tratamento térmico esta solucdo foi
resfriada imediatamente em banho de gelo. A solucdo foi também armazenada a 7°C por 24

horas antes de ser usada no preparo das misturas.
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3.2.3 Preparo das misturas de biopolimeros

As solucdes de proteina (10% m/v) e polissacarideo (2% m/v) resfriadas foram
misturadas de modo a obter as razdes de 0,3; 0,6 e 1,2 (m/m) de proteina/polissacarideo.
Para completa mistura foi utilizado o homogeneizador Ultra Turrax modelo T18 (IKA, St
Augustin, Germany) a 14000 rpm por 1 minuto. O pH das misturas foi ajustado para 7,0
através de acidificagdo direta com o uso de HCl 1M. As misturas foram acondicionadas em

recipientes metalicos e congeladas em seguida.

3.3 Preparo dos conjugados

Apo6s o congelamento, as misturas dos biopolimeros foram liofilizadas e o produto
obtido foi moido em moedor de facas para se transformar em pé. Este p6 foi acondicionado

em congelador até ser submetido a reagdo de Maillard.

Aliquotas de 5g foram acondicionadas em placas de Petri e colocadas em
dessecadores com solugdo supersaturada de KBr (UR = 79%). Os dessecadores foram
acondicionados em estufa e a temperatura foi controlada a 80°C. A reacdo foi conduzida
por 24, 48, 72 e 96 horas e as aliquotas retiradas em cada tempo foram imediatamente
congeladas em freezer. Posteriormente as amostras foram submetidas a andlises de
eletroforese em gel de poliacrilamida, determinacdo da cor, FTIR e potencial zeta. Na
sequéncia, os conjugados preparados nas diferentes razdes e em diferentes tempos de

reacdo foram usados no preparo das emulsdes.

Na Figura 3.1 esté representado o diagrama de fluxo desta etapa.
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3.3.1 Preparo dos conjugados e misturas controle

(10% m/v)

Solugdo de caseinato de sédio

Soluc¢do de goma jatai

(2% m/v)

Y V

Misturas das solugdes. Razao

proteina/polissacarideo: 0,3; 0,6 e 1,2

V

Congelador (Bandejas metalicas)

V

Liofilizador (Bandejas

metalicas)

Vv

Moedor de Facas

\'4

(Obtencao do pod)

\

Reacdo de Maillard: Dessecador
(UR 79%) acondicionado em
estufa (80°C)

y
Congelador

(Conjugados)

Congelador (Misturas

controle)

Analises

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Determinagao da cor

Potencial Zeta

Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Figura 3.1: Diagrama de fluxo para obten¢do de misturas ou conjugados de caseinato de

s6dio — goma jatai.
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3.4 Preparo das emulsoes O/A

As solugdes de conjugados ou misturas controle de caseinato de sédio - goma jatai
2% m/v foram preparadas e ajustadas para pH 3,5 e 7,0 com solu¢des de HCI 0,2 N e
NaOH 0,2 N respectivamente. As emulsdes O/A foram preparadas pela mistura de 30 %
(v/v) de 6leo de soja com solucdes de conjugados e de misturas controle (ndo submetidas a
reacdo) utilizando-se um homogeneizador Ultra Turrax modelo T18 (IKA, St Augustin,
Germany) a 14000 rpm por 4 minutos. O 6leo foi adicionado aos poucos para melhor
homogeneizacdo das emulsdes. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em um
homogeneizador a alta pressio NS1001L2K-PANDA2K, Niro Soave (Parma, Itdlia), em
dois estdgios sequenciais a pressoes de 300/50 bar. Apos 7 dias, as emulsdes foram
submetidas as andlises de estabilidade a cremeacdo, distribuicdo do tamanho das gotas,
microscopia Optica, microscopia confocal, potencial zeta, medidas reoldgicas e

tensiometria.

Na Figura 3.2 estd representado o diagrama de fluxo da etapa de preparo das

emulsoes e suas respectivas analises.
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3.4.1 Preparo das emulsoes compostas por conjugados ou misturas controle

Solug¢do de conjugado ou

mistura (2% m/v): pH 3,5 ou 7

Oleo de soja

(30% v/v)

A4

Homogeneizacio:

Turrax (14000 rpm, 4 min)

V

Homogeneizacao alta

pressao: 300 e 50 bar

\

Emulsoes: pH 3,5 ou 7 (Provetas
graduadas de 50 mL)

\

Estocagem durante 7

dias

Analises

Estabilidade das emulsdes a cremeacao
Distribui¢do de tamanho das gotas
Microscopia Optica
Microscopia Confocal
Potencial Zeta
Medidas reolégicas

Tensiometria

Figura 3.2: Diagrama de fluxo para obten¢cdo das emulsdes compostas por misturas ou

conjugados de caseinato de s6dio — goma jatai.
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3.5 Analises
3.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo o
método de Laemmli (1970). As amostras foram diluidas em tampao pH 6,8 (62,5 mM Tris-
HCI, 20% m/m glicerol, 2% m/v SDS, 0,05% m/v azul de bromofenol), as quais foram
aplicadas aos géis de poliacrilamida. Além deste gel ndo redutor, foi utilizado também gel
redutor com adicdo de P-mercaptoetanol 5% v/v. Os géis foram submetidos a uma
diferenga de potencial de 110 V em uma unidade Mini Cell Protean (Biorad Laboratories,

USA).

ApOs a separacdo, os géis foram corados com Comassie Brilliant Blue (0,25% v/v)
em etanol:dcido acético:dgua (45:10:45% v/v) por pelo menos 2h, seguido de uma

descolorac¢do com 4cido acético:etanol:dgua (5:10:85% v/v).

3.5.2 Determinacao da cor

A cor das misturas dos conjugados formados foi analisada por reflectancia, através
de colorimetro Ultra Scan Vis 1043 (Hunter Lab, Reston, EUA), em escala CIELab (L*, a*,
b*), na temperatura de 25 °C, utilizando o iluminante D-65 e um angulo de observacgdo de
10° (modo RESEX). As medidas foram expressas em termos dos parametros: luminosidade
L * (L* = 0 preto e L* = 100 branco), e a cromaticidade definida por a* ( +a* = vermelho e
—a* = verde) e b* ( +b* = amarelo e —b* = azul). A partir desses parametros, foi calculada
a diferenca da cor (AE*,) entre a mistura de caseinato de s6dio e goma jatai antes e apds a

reacdo de conjugacdo, utilizando a Equagdo 1.
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AE®,, = [(AL )"+ (Aa")? +(Ab") ] Eq. 1

3.5.3 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em
combinacdo com atenuador de reflectincia foi aplicada para o estudo da estrutura e dos
grupos funcionais dos conjugados. Estes foram submetidos a andlise de FTIR em um
espectrofotometro Perkin Elmer modelo Spectrum One (Waltham, Estados Uniados) com
transformada de Fourier, provido com o acessério UATR (atenuador de reflectancia total

universal).

As amostras foram analisadas nas seguintes condi¢des: regido de 4000 a 500 cm

resolucdo de 4 cm '1, com 16 varreduras (VICENTINI et al., 2005). O software Spectrum

One B (versao 5.31) foi utilizado para o tratamento dos resultados.
3.5.4 Estabilidade das emulsdes a cremeacio

Aliquotas de 50 mL de emulsdao foram transferidas para provetas graduadas e
armazenadas por 7 dias a temperatura ambiente, sendo o volume da fase aquosa
quantificado diariamente. Os resultados de estabilidade foram reportados como indice de
separa¢do de fases, onde ISF% = H/Hy x 100, com H representando a altura da fase inferior

com o tempo de estocagem e Hy a altura inicial da emulsao.
3.5.5 Distribuicao de tamanho das gotas

A distribuicdo do tamanho das gotas foi analisada através da técnica de
espalhamento de luz, utilizando-se o equipamento Multi-Angle Static Light-Scattering

Mastersizer (Malvern Instruments, Inglaterra). Esta andlise foi realizada apds 7 dias de
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estocagem das emulsdes, permitindo a obten¢do da curva de distribuicio do tamanho de
particulas, sendo que o tamanho médio das gotas foi caracterizado em termos do diametro
médio volumétrico, ds3, obtido pela Equacdo 2. Todas as medidas foram realizadas a

temperatura ambiente.

4
g o_ndl Eq.2

43 3
Yond,

Onde n; € o nimero de particulas com didmetro d;.
3.5.6 Microscopia ()ptica

A microestrutura das emulsdes foi avaliada apds 7 dias de estocagem em
microscopio 6ptico modelo Axio Scope.Al (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Alemanha)
para avaliacdo qualitativa. As amostras foram colocadas em laminas, cobertas com
laminulas e visualizadas com aumento de 40 e 100x, sendo obtidas aproximadamente 5
imagens de cada lamina. As imagens obtidas foram avaliadas no software Axion Vision

Rel. 4.8.
3.5.7 Microscopia Confocal

As solugdes de biopolimeros foram coradas com rodamina B (solugdo 0,2%) para a
visualizagdo da distribuicdo das proteinas das emulsdes. As imagens foram obtidas
utilizando o Zeiss LSM 780-NLO confocal em um microscopio Axio Observer Z.1 (Carl
Zeiss AG, Alemanha). A microscopia confocal foi realizada para algumas emulsdes que

foram estdveis apds 7 dias de estocagem.
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3.5.8 Potencial Zeta

Para determinar a carga elétrica dos conjugados formados, foram preparadas as
solugdes de conjugados e misturas de modo a se obter uma dispersdo 0,04% v/v.
Analogamente, a carga superficial das gotas das emulsdes foi medida a uma concentracdo
de gotas de aproximadamente 0,005% m/m em solucdo tampao, na camara de medicao de
microeletroforese (Zetasizer, Nano ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, Reino
Unido). Este aparelho determina a carga elétrica (potencial () superficial das particulas
através da medi¢do da diregdo e velocidade das particulas em um campo elétrico (LITTOZ
e MCCLEMENTS, 2008). Para as solu¢des de conjugados foi realizada uma varredura de

pH entre 2 e 8. Ja as emulsdes foram analisadas nos valores de pH estudados (pH 3,5 ou 7).
3.5.9 Medidas reolégicas

Para a determinacdo das propriedades reoldgicas das emulsdes foi utilizado um
redmetro de tensdo controlada Physica MCR 301 (Anton Paar, Graz, Austria). As medidas
foram feitas em triplicata em uma temperatura de 25°C e a geometria utilizada foi placa

rugosa, de modo a evitar o escorregamento entre o material analisado e a placa.

Curvas de escoamento foram obtidas através de um programa de passos multiplos
de subida — descida - subida usando um intervalo de taxa de deformacdo entre 0 - 300 s~
Para os ensaios oscilatérios, uma varredura de tensao foi realizada a fim de se determinar a
regido de viscoelasticidade linear. Posteriormente, varreduras de freqiiéncia (0,01 — 10 Hz)
foram realizadas a 25°C utilizado uma tenséo fixa dentro do intervalo de viscoelasticidade
linear. Os médulos de armazenamento (G’) e de dissipagdo (G”) foram avaliados em fungdo

da frequéncia.
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3.5.10 Tensiometria e Reologia Interfacial

A tensdo interfacial entre as fases aquosa e oleosa, nas mesmas composi¢oes das
emulsdes estudadas, foi medida usando o método da gota pendente no tensiometro Tracker-
S (Teclis, Franca). Os ensaios foram realizados a 25 + 1°C com a formagdo de uma gota da
fase aquosa na fase oleosa. O volume da gota foi de 10 pl, e para a determinacdo do médulo
complexo de elasticidade, uma deformagdo volumétrica de 5% a uma frequéncia de 0,1 Hz

foi utilizada.

3.5.11 Analises Estatisticas

Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Tukey e as diferengas entre as médias
foram consideradas significativas para p < 0,05. As anélises forma feitas em triplicatas e

software utilizado para avaliacdo dos resultados foi Statistica 7 (Statsoft Inc., EUA).
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4.1 Caracterizacido dos conjugados
4.1.1 Determinacio da cor

Os parametros que melhor representaram a alteracdo de cor devido a reacdo de
Maillard foram L* (luminosidade), b* (variagdo do azul ao amarelo), e AE*,, (variagao
total da cor). Foi observado para todos os conjugados formados que o valor de b* aumentou
ao longo das horas de tratamento independentemente da razdo proteina/polissacarideo
(Figura 4.1). Os maiores valores de b* representam coloracdo mais amarelada, que é
decorrente da formacdo de compostos intermedidrios da reacdo de Maillard (O’REGAN e

MULVIHILL, 2009).

12
10
8 Ooh
4 L @ 48h
| 72h
2
=2 96h
0 T T

0,3 0,6 1,2
Razdes (ptn/pol)

Figura 4.1: Valores de b* para os conjugados ao longo dos tempos de reacdo de 0 h, 24 h,

48 h, 72 h e 96 h, com as diferentes razdes entre proteina e polissacarideo.

A luminosidade das amostras estd representada pelos valores de L*, sendo que L* =
0 (preto) e L* = 100 (branco). As amostras que ndo sofreram reacdo de Maillard (O h de

reacdo) mostraram maiores valores de L* como era esperado, todavia este valor ndo
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manteve uma tendéncia ao longo dos tempos de reacdo, principalmente para razdo 1,2
(Figura 4.2.A). No entanto, de forma geral, ao contrario do que ocorreu com os valores de
b*, os valores de L* foram mais altos para o controle (0 h), e diminuiram nas horas inicias

confirmando o escurecimento das amostras com o tempo.

Os valores de AE*,, foram calculados utilizando a Equagdo 1 e representam a
diferenca de cor entre as misturas controle (Oh) e os diferentes tempos de reacdo de
Maillard (Figura 4.2.B). Foi possivel observar que para quase todos conjugados formados,
a variagdo total da cor foi maior para os maiores tempos de reacdo de Maillard. Na razao
1,2 em 96 horas, como o valor de L* ndo foi muito menor que o controle, acabou por nao

causar grande diferenca de cor, apresentando um valor de AE*,, abaixo do esperado.

80

A 12 B

Ooh 8 024 h

60 D2ah 4 @48 h

* @m48h %

m72h 4 m72h
[96h 96 h

40 0 T T

0,3 0,6 1,2 0,3 0,6 1,2
Razdes (ptn/pol) Razdo (ptn/pol)

Figura 4.2: Valores de L* (A) e de AE* , (B) nas diferentes razdes de
proteina/polissacarideo: 0,3; 0,6 e 1,2 para os conjugados formados nos tempos de reacio

deOh,24h,48h,72he 96 h.

A mudancga na cor de conjugados devido a reacdo de Maillard foi observada também
em misturas de caseinato de sddio e maltodextrina produzidos a 60°C e 79% de umidade

relativa por 4 dias. Houve alteracdo na cor dos glicoconjugados quando comparados ao
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caseinato de sodio sem tratamento térmico. Os valores de b* aumentaram
consideravelmente com a conjugagdo dos biopolimeros confirmando o aparecimento da cor
amarela apds a reacdo de Maillard e os valores de L* foram maiores quando ndo houve

tratamento térmico (O’ REGAN e MULVIHILL, 2009).

4.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A andlise de SDS — PAGE tem sido muito utilizada para identificar e confirmar a
formagdo de ligagdes covalentes entre proteina e polissacarideo submetidos a reagdo de
Maillard (AKHTAR e DICKINSON, 2007). Foram analisados os conjugados formados
através da rea¢do de Maillard realizada em condigdes controladas a 80°C, 76% de umidade
relativa, em diferentes tempos de reacdo e trés razdes de caseinato de sédio/goma jatai: 0,3;

0,6e1,2.

Os géis redutores e ndo redutores ndo apresentaram diferencas, mostrando que nao

houve formacao de pontes dissulfeto.

A Figura 4.3 representa os géis ndo redutores das amostras de biopolimeros. Para
todas as razdes houve aparecimento de bandas bem intensas de a- e B-caseina (entre
25,9 kDa e 37,1 kDa) nas amostras controle (Oh), confirmando que as misturas de proteina
e polissacarideo que ndo foram submetidas a reacdo nao estdo ligadas covalentemente e

consequentemente ndo ha presenca de conjugado.

Por outro lado, pode-se observar diminui¢do da intensidade dessas bandas com o
aumento do tempo de reacdo de Maillard. O desaparecimento gradativo das bandas
correspondentes a o- e - caseina estd relacionado a ligagdo covalente que ocorre entre o

caseinato de sodio e as extremidades redutoras da goma jatai. O glicoconjugado formado
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por esta ligagdo possui alta massa molecular proveniente da longa cadeia do polissacarideo
e desta forma ndo penetra na malha do gel. Pela referéncia das massas moleculares do

marcador pode-se certificar que os conjugados possuem massa molecular acima de 181,8

kDa, e ficaram retidos no topo do gel.

MM 0Oh 24h 48h 72h 96h MM (Oh 24h 48h 72h 96h MM Na-CN Oh 24h 48h 72h 96 h

14.8 KDa =>

6 KDa

>

A B C

Figura 4.3: Géis de eletroforese ndo redutor: caseinato de sédio, controle (Oh), conjugados
nos tempos de reacdo de 24, 48, 72 e 96 horas nas razdes proteina/polissacarideo (A) 0,3;

(B) 0,6; (C) 1,2. MM: marcador comercial de massa molecular.

Da mesma forma, LIU et al., (2012) confirmaram também a formacgao de ligacdes
covalentes durante a reacdo de Maillard entre isolado proteico de amendoim e dextrana. No
gel de eletroforese as bandas de proteinas desapareceram com o aumento do tempo de

incubagdo e indicaram a formagao de um novo composto de alta massa molecular.

4.1.3 Potencial zeta

Os valores do potencial zeta foram obtidos para solu¢des de conjugados nas razdes

de proteina/polissacarideo de 0,3; 0,6 e 1,2, seus respectivos controles (Oh), caseinato de
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sodio puro e goma jatai. Houve grande diferenca do potencial zeta para caseinato de sédio
puro em relacio aos conjugados e as misturas em todas as razdes de
proteina/polissacarideo. Na Figura 4.4 € possivel observar a diferenca no comportamento

dos biopolimeros ao longo da titulacao.
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Figura 4.4: Potencial zeta em diferentes valores de pH. A) Caseinato de sédio puro
liofilizado (m) e Goma jatai (+), e misturas de biopolimeros nas razdes de
proteina/polissacarideo B) 0,3; C) 0,6; D) 1,2; nos tempos de reagdo: (*) 0 h; (0) 24 h; (A)
48 h; (0) 72 h e (#) 96 h.

A goma jatai apresentou carga proxima a zero nos intervalos de pH de 2 a 4,5. Em
valores maiores de pH apresentou carga negativa possivelmente devido a ionizagdo de

grupos funcionais. Para as misturas de biopolimeros, em todas as razdes de
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proteina/polissacarideo observa-se que o pH de transicdo, em que o valor do potencial zeta
foi zero, mostrou deslocamento a menor valor. E possivel observar tal comportamento
comparando-se o pH de transi¢do das misturas controle (pH > 4), em que a proteina estava
livre, com os conjugados (pH < 4) quando a proteina estava ligada ao polissacarideo

(Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Valores de pH onde ocorre a transicdo de valores positivos para negativos do

potencial zeta para as misturas de biopolimeros.

pH de transicao
Horas Razao 0,3 Razao 0,6 Razao 1,2
Oh 4,10° 4,13 4,15
24h 3,65 3,14° 3,70°
48 h 3,69° 3,76" 3,59°
72 h 3,62 3,63" 3,73
96 h 3,58° 3,39" 3,69"
Em pH = 8, a carga negativa total dos conjugados preparados com maior

concentracdo de polissacarideo (0,3) foi menor em moédulo, com valores préoximos a
-15,8 mV enquanto que nas razdes 0,6 e 1,2 foram por volta de — 23,6 mV e -28 mV,
respectivamente. O menor conteudo de proteina na razdo 0,3 acabou por reduzir a carga
total da solucdo, que ficou menos negativa comparada as razdes 0,6 € 1,2. A predominancia
da goma jatai e sua estrutura com longas cadeias pode ter envolvido o caseinato de sodio,
que € uma molécula bem menor, e assim impediu o maior efeito do caseinato de s6dio na

carga total da solucgao.

Esta hipotese pode ser confirmada ao observar um intervalo maior entre os valores

positivos e negativos da razdo 1,2 com a variagdo do pH. Para 48 horas de reagdo, esta
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razao apresentou maior intervalo entre as cargas positivas e negativas, variando de +1,9 mV
até -28 mV. Para o mesmo tempo de reacdo, a razdo 0,3 limitou-se entre - 0,45 mV e -15,8
mV, evidenciando menor influéncia da variacdo do pH na razdo que possui maior contetido
de polissacarideo neutro. Para o caseinato de sédio puro liofilizado esta diferenca foi bem
mais pronunciada tendo em vista que atingiu valores de +40 mV (pH << pl) e -50 mV (pH
>> pl). Logo, sem a presenca do polissacarideo, a proteina apresentou elevada carga

positiva abaixo do pl e carga altamente negativa acima do mesmo.

4.14 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorcao no infravermelho € uma técnica importante no estudo
de estruturas moleculares e muito aplicada por se tratar de uma andlise rdpida e nao
destrutiva. E utilizada para determinar os grupos funcionais das substincias uma vez que
suas ligacdes quimicas possuem frequéncias de vibracdo especificas na regido do
infravermelho. De acordo com as larguras e intensidade das bandas nos diferentes
comprimentos de onda é possivel detectar alteragdes conformacionais em nivel molecular.
Sendo assim, as interacdes moleculares que ocorrem entre os biopolimeros podem ser
representadas por diferentes picos no espectro do biopolimero puro e deste com mais de um
componente (XU et al., 2007). Logo, esta andlise foi utilizada para verificar as interagdes

formadas entre o caseinato de sddio e a goma jatai.

Os espectros dos biopolimeros individuais, das suas misturas controle e dos
conjugados foram obtidos e qualitativamente analisados. Na Figura 4.5 estdo representados
os espectros da caseina em pé pura, caseinato de sédio puro liofilizado e da goma jatai,
onde € possivel notar claramente as diferencas e semelhangas entre as bandas caracteristicas

das proteinas e dos polissacarideos. Os picos dos intervalos entre 3500 cm™ e 3100 cm™, e
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entre 3000 cm™ a 2800 cm™' representam grupos O-H e C-H respectivamente, que estio
presentes tanto no caseinato de sodio quanto na goma jatai (CERQUEIRA et al., 2011;

MARTINS et al., 2012).

Os picos caracteristicos da caseina e caseinato de sdédio encontram-se
principalmente nos comprimentos de onda de 1650 cm™ e 1540 cm™, onde estio bem mais
intensos. O pico de 1540 cm’ esté relacionado as ligacdes C-N e N-H correspondentes aos
grupos amina primdrios e secunddrios presentes nas proteinas, que podem também ser
representados nas vibragdes de comprimento de onda de 1380 cm™ (GU et al., 2010;
HUANG et al., 2012). O pico de 1650 cm™ corresponde as ligagdes C=0 e C=N que
também estdo presentes nos aminodcidos das proteinas, que por sua vez possuem grupo

carboxila e amino (GU et al., 2010; SU et al., 2012).

Ap6s a liofilizagdo e moagem, o caseinato de sédio se torna um pd muito menos
denso que resulta em sinais bem menos intensos que a caseina em pé comercial
(Figura 4.5). Embora exista essa diferenca de intensidade pode-se observar que os picos

caracteristicos sdo os mesmos, ou seja, manifestam-se nos mesmos comprimentos de onda.

44



Resultados e Discussoes

0,25 1650
1540
0,2 \l/
0,15
o
(8]
c
«© 3500 - 3100
o 0,1
F \l/ 3000 - 2800
) V
0,05
0 M

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda ( cm™)

Figura 4.5: Andlise de FTIR para caseina em pd pura (—); caseinato de sodio puro
liofilizado (—); e goma Jatai (—).

O polissacarideo se diferenciou da proteina basicamente na banda correspondente ao
intervalo de 1150 cm™ e 950 cm™ onde estd localizado o pico 1035 cm™ que remete 2
regido de carboidratos. Estes comprimentos de onda sdo caracterizados pelas ligacdoes C-O
e estiramentos de C-O-C presentes nas ligacdes glicosidicas dos polissacarideos. Além
disso, posteriormente elas podem também representar as ligacdes formadas pela reacdo de

Maillard (MARTINS et al., 2012).

Outros sinais foram encontrados no espectro do polissacarideo, como as pequenas

-1 -1 ~ g cooe
bandas em 817 cm™ e 873 cm™ que sdo caracteristicas da goma jatai e representam a
presenga de ligacdes o- da D-galactopiranose, e ligacdes P- da D-manopiranose,

respectivamente (MARTINS et al., 2012).
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Na Figura 4.6 estdo representados os picos dos biopolimeros misturados e observa-
se que para a mesma razao de proteina/polissacarideo houve pouca ou nenhuma diferenca
entre as horas de reacdo. Apenas na razdo = 1,2 foram observados picos mais intensos para
o controle (0 h) nas regides de 1650 cm™ e 1540 cm™ que correspondem respectivamente as
ligagdes C=O de grupos carboxila livres, grupos —COONH, (1635 cm™), e N-H
proveniente das amidas secundarias (HUANG et al., 2012). Este resultado permite observar
a maior disponibilidade de tais grupos nas amostras controle, confirmando a ocorréncia da

reacdo e interacdo dos biopolimeros pela diminui¢do de grupos carboxila e amina livres.

Nas trés razdes houve a ocorréncia dos mesmos picos que estdo relacionados aos
diferentes tipos de ligagdes presentes. Além dos picos j4 mencionados observam-se bandas
amplas entre 3500 ecm™ e 3100 cm™, o que pode ser atribuido a alongamentos de vibracdes
dos grupos O-H proveniente das hidroxilas que seriam tanto dos polissacarideos como
também das proteinas. As bandas entre os comprimentos de onda de 3000 cm™ a 2800 cm’!
representam as ligacoes C-H presentes também em ambos biopolimeros (CERQUEIRA et

al.,2011; MARTINS et al., 2012).
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Figura 4.6: Analise de FTIR para os conjugados nas razdes de proteina/polissacarideo: A)
0,3; B) 0,6 e C) 1,2. Tempos de reacdo de (—) O h; (—) 24 h; (—) 48 h; ()72 he
(—) 96 h.

A confirmacdo de que o caseinato de s6dio e a goma jatai interagiram pode ser
observada na Figura 4.7 através das mudancgas das intensidades dos picos caracteristicos de
cada biopolimero individualmente e da formacgdo das bandas dos conjugados. Para os

. A ~ . . . . -1
conjugados, em todas as trés razdes de proteina/polissacarideo os picos em 1650 cm™ das
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ligacdes C=0 foram bem menores quando comparados aos picos do caseinato de sédio
puro no mesmo comprimento de onda. Esta banda corresponde a grupos carboxila livres e
—COONH; presentes no caseinato de sodio, e sua diminui¢ao na intensidade apds a reacdo
de Maillard indica que o grupo amino do caseinato de sédio reagiu com o grupo carbonila

da goma jatai e formou um novo composto, o conjugado.

1150 - 950
0,35
0,3
0,25
g 02 ——24h-03
g
5 015 ——24h-06
8
< o1 ——24h-1,2
0,05 Caseinato
0 !/ Goma Jatai
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Figura 4.7: Andlise de FTIR para os biopolimeros: (—) 24 h—0,3; (—) 24 h—0,6; (—) 24 h
—1,2; (—) caseinato de sddio liofilizado e (—) goma jatai.

Outro fato importante foi o aumento, em relacdo ao caseinato, das bandas entre
1150 cm™ e 950 cm™ nos conjugados apds 24 horas de reacdo em todas as razdes. Esta
banda corresponde as ligacdes C-O e C-O-C, que estdo presentes nos compostos
intermedidrios da reacdo de Maillard. Apds a condensacdo do grupo carbonila do
polissacarideo e grupo amino da proteina ocorre o rearranjo dos compostos formados, com

posterior ligacdo entre carbonos e grupos hidroxila (MARTINS et al., 2012).
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4.2 Emulsoes
4.2.1 Estabilidade a cremeacio

As emulsdes foram avaliadas diariamente quanto ao indice de separacdo de fases
(%ISF) durante os 7 dias de estocagem. Foram observadas diferengas entre os valores de
pH 3,5 e 7, bem como entre as razdes de proteina/polissacarideo de 0,3; 0,6 e 1,2. As
Figuras 4.8 a 4.10 apresentam as fotos das emulsoes registradas no sétimo dia. Nelas é
possivel observar a separagdo das fases aquosa e oleosa em alguns casos, sendo a interface

indicada por uma seta.

A Tabela 4.2 mostra os valores do indice de separacdo de fases (%ISF) para as
emulsdes em pH 3,5 e 7 e nos tempos de reacdo de 0, 24, 48, 72 e 96 horas nas trés

diferentes razdes de proteina/polissacarideo.

Em pH 7, quase todas as emulsdes foram estaveis independentemente dos tempos de
reacdo de Maillard. Isso pode ser explicado pela conformacdo na qual a proteina se
encontra em pH acima do pl. Nessa condi¢do, a carga liquida da proteina presente na
mistura ou conjugado é negativa e, portanto, promove repulsdo eletrostatica entre as gotas
devido a presenca de cargas semelhantes. Essa repulsdo resulta em maior estabilidade
cinética, evitando a agregacdo das gotas e consequentemente a separacdo de fases. Além
disso, outro efeito responsdvel pela boa estabilidade é a presenca do polissacarideo, que
aumenta viscosidade da fase continua da emulsdo. Em pH 7 houve separacdo de fases
apenas para o controle (Oh) na razdo de 1,2, com indice de separacdo de fases de 2% apos 7
dias. A separacdo pode ser justificada pela menor quantidade de polissacarideo em relagdao

as outras razdes, pois com menor viscosidade, houve diminuic¢io do efeito estérico. Apds a
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formacdo dos conjugados as emulsdes ficaram estdveis independentemente do tempo de

reacdo estudado.

Tabela 4.2: Indices de separacio de fase (% ISF) para emulsdes em pH 3,5 e 7 nas razdes

0,3; 0,6 e 1,2 nos tempos de reacdo 0, 24, 48, 72 e 96 horas apds 7 dias.

Razao (proteina/polissacarideo)

(hT)emp" 0,3 0,6 1.2
pH3,5 pH7 pH3,5 pH7 pH3,5 pH7
0 0 0 4 0 2 2
24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 3 0 0 0
72 0 0 0 0 46 0
96 0 0 22 0 40 0

A conformagdo dinamica das proteinas na interface dos dois liquidos depende
dentre outras coisas da sua solubilidade no meio aquoso que estd relacionada com o pH do
meio (MOBIUS, 1998). Em pH < pl as proteinas ficam carregadas positivamente, porém
neste caso (pH 3.5), por ndo estarem muito distante do seu pl = 4,5, as proteinas ndo se
encontraram totalmente soluveis e ndo atingiram valor positivo suficiente para causar
repulsdo eletrostitica. Logo, em pH 3,5 as emulsdes foram menos estdveis e %ISF foi
maior. Neste pH, as emulsdes produzidas com as misturas controle nas razdes de 0,6 e 1,2
apresentaram separacdo de fase. Com a produgdo dos conjugados em 24 h de reagdo,
observou-se aumento da estabilidade, indicando melhora nas propriedades emulsificantes

dos conjugados no estagio inicial da rea¢do de Maillard.

No entanto, a estabilidade diminuiu em tempos de reacdo mais prolongados que
caracterizam a formacao de compostos com menor atividade emulsificante, provavelmente

provenientes do estdgio avancado da reacdo de Maillard (YADAYV et al., 2010). No pH de
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3,5, para a razdo de 0,6 o indice de separacdo de fases chegou a 22% apds 96 horas de
reacdo. Na razdo 1,2 a separacdo de fase chegou ao indice de 46% para 72 horas no sétimo
dia; e de 40% para 96 horas ja no segundo dia, ficando assim até o sétimo dia (Figuras 4.8 -

4.10).

Além disso, pode-se inferir que em pH 3,5 ocorreu principalmente estabilidade
estérica das emulsdes devido a presenca do polissacarideo uma vez que neste pH a razdo de
0,3 foi a unica estavel em todos os tempos. Correlacionando este resultado com os valores
do potencial zeta na titulagcdo dos biopolimeros em pH préximo a 3,5, observa-se que a
carga dos controles e conjugados pouco se alterou, ficando estagnada proximo a zero até
mesmo em valores de pH mais baixos. Dessa forma, confirma-se que a repulsdo
eletrostitica ndo ocorreu e que as emulsdes se estabilizaram pelo efeito estérico dos

polissacarideos ligados a proteina.

Em conjugados formados por ligacdes covalentes entre proteinas do leite e pectina,
a concentracdo de polissacarideo mostrou-se diretamente ligada a estabilidade das
emulsdes. As emulsdes que possuiam maior quantidade de pectina foram mais estdveis e o
menor indice de separacdo de fases foi justificado pelo aumento da viscosidade que evitou a

movimentacao e aglomeragdo das gotas (EINHORN-STOLL et al., 2005).

A diferenca da massa molecular também influencia diretamente a atividade dos
polissacarideos nas emulsdes. Conjugados produzidos através da reacdo de Maillard com
isolado proteico de trigo produziram efeitos diferentes quando se utilizou as dextranas D 65
(PM =41000 Da) ou a D 10 (PM = 6400 Da). Houve aumento da estabilidade estérica em

pH écido (pH = 4) das emulsdes com isolado proteico do trigo-dextrana 65, sendo esta mais
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efetiva que isolado proteico do trigo-dextranal(, devido ao maior tamanho da molécula.
ApO6s a conjugacdo com a proteina, a camada estérica adicional formada pela D 65 possuia
maior espessura, sendo suficiente para proporcionar repulsio estérica das gotas mesmo na

auséncia da repulsdo eletrostatica (WONG et al., 2011).
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pH7 pH 3,5

Figura 4.8: Emulsdes produzidas em pH 7 e 3,5 razdo de proteina/polissacarideo = 0,3. Tempos de reacdo de Maillard: Oh (misturas

controle), 24 h, 48 h, 72 h e 96 h (conjugados) apds 7 dias de estocagem.
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Figura 4.9: Emulsdes produzidas em pH 7 e 3,5 e razdo de proteina/polissacarideo = 0,6. Tempos de reacdo de Maillard: Oh (misturas

controle), 24 h, 48 h, 72 h e 96 h (conjugados) apds 7 dias de estocagem
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Figura 4.10: Emulsdes produzidas em pH 7 e 3,5 e razdo de proteina/polissacarideo = 1,2. Tempos de reacdo de Maillard: Oh (misturas

controle), 24 h, 48 h, 72 h e 96 h (conjugados) apds 7 dias de estocagem.
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4.2.2 Distribuicio do tamanho de gotas e microscopia

Em uma emulsdo, as gotas estdo em constante movimento devido aos efeitos da
energia térmica, gravidade, e outras forcas mecanicas. Conforme elas vio se
movimentando, podem colidir frequentemente umas com as outras e se agregarem,
dependendo das forcas de repulsdo e atracdo. Como resultado, sdo formadas gotas de
variados tamanhos que influenciam diretamente no comportamento dessas emulsdes. Dessa
forma, o estudo da distribuicdo de tamanho de gotas se torna importante por determinar
vérias propriedades de emulsdes presentes em alimentos como: aparéncia, textura e vida de

prateleira (MCCLEMENTS, 2005).

As emulsdes foram elaboradas com 2% de mistura controle ou conjugado, nos pHs
7 e 3,5 nas diferentes razdes de 0,3; 0,6 e 1,2. As misturas controle (0 h) de biopolimeros
apresentaram menor valor de diametro médio volumétrico (Ds3) (Tabela 4.3). Para as
emulsdes em pH 7 houve aumento do tamanho médio das particulas com o aumento das
horas de reacdo. Com esse resultado, é possivel perceber o efeito da reacdo de Maillard na
carga dos conjugados e consequentemente das emulsdes neste pH. Apds a ligacdo da
proteina com o polissacarideo, a interface provavelmente tornou-se mais espessa € assim
pode ter influenciado no tamanho das particulas. No tempo zero, a proteina ndo se ligou ao
polissacarideo e, portanto permaneceu com carga negativa devido ao pH > pl, que causou
efeito eletrostatico nas emulsodes. Este efeito foi menos pronunciado apds a formagao dos
conjugados (24, 48, 72 e 96 horas), que formaram ligacdes covalentes entre o caseinato de
sodio e goma jatai. Logo, apds a reacdo as cargas ndao foram suficientes para causar
repulsdo eletrostitica entre as gotas, que coalesceram e formaram gotas maiores € mais

polidispersas (Figura 4.11). Ainda assim, as emulsdes e pH 7 se mantiveram estaveis em
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praticamente todas as condi¢des, sugerindo que o aumento da espessura da interface

garantiu estabilidade estérica das gotas.

Em pH 3,5 o efeito da reacdo de Maillard foi bem pronunciado para conjugados
formados ap6s 24 horas embora a carga superficial da proteina tenha se alterado pouco em
relagdo ao controle. Neste pH, foi observada a diminui¢io do tamanho das gotas dos
conjugados formados apds 24 h de reagcdo em relagdo as misturas controle nas razdes 0,3 e
0,6, confirmando maior estabilidade das emulsdes. A redugdo do tamanho das gotas €
devida a capacidade emulsificante do conjugado formado, com uma por¢ao hidrofébica da
proteina e a longa cadeia hidrofilica do polissacarideo, que mantém a interface 6leo-agua
mais estavel. Para conjugados formados em tempos de reacdo mais avancados, o aumento

no tamanho de particula foi relacionado a perda da capacidade emulsificante.

Logo, a estabilidade observada em algumas emulsdes deveu-se ao efeito estérico
gerado pelas grandes cadeias da goma jatai que aumentaram a viscosidade das emulsdes e,
principalmente com o conjugado formado em 24 h de reacdo, promoveram maior espessura
na camada externa da gota e uma interface mais estdvel. Assim ocorreu menos coalescéncia

e houve diminui¢io no tamanho de gota para alguns conjugados apos a reagdo de Maillard.
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Tabela 4.3: Diametro médio de gota (D43) das emulsdes estudadas.

Dy3 (um)
Razao
Horas (h) 0,3 0,6 1,2
0 4,99 +0,20™ 2,92 £ 0,928 3,13 +£0,36%
24 12,53 £ 1,314° 13,53 £ 0,30"° 20,71 £ 0,015°
pH7 48 35,02 + 1,60 69.96 + 4,825 77.10 + 4,365
72 40,32 + 1,72™ 41,66 + 10,64"9 151,63 + 29,4854
96 40,76 + 0,579 121,06 + 21,55 183,71 + 18,38
0 43,95 + 0,64 51,20 + 2,458 25,67 +0,36%*
24 21,05 +£0,224° 22,99 + 1,534° 33,36 +2,518°
pH 3,5 48 27,09 + 1,40 77.60 + 5,135 47.40 + 0,375
72 25,69 + 2,854¢ 100,19 + 4,918¢ 49,74 + 2,46
96 26,01 +1,214° 114,52 + 8,925¢ 36,34 + 1,627

Letras diferentes indicam diferengas significativas a p < 0,05. Letras maitsculas: diferengas entre os valores

das razdes proteina - polissacarideo para mesmo pH e tempo de reacdo. Letras mintsculas: diferencas entre os

valores dos tempos de reaciao para mesmo pH e razdo proteina — polissacarideo.
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Figura 4.11: Distribuicio do tamanho de gota para emulsdes com 2% de
mistura/conjugado em pH 7 nos tempos: (—) 0 h; (~*) 24 h; (---) 48 h; (---) 72he (— - —)
96 h.
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Figura 4.12: Distribuicio do tamanho de gota para emulsdes com 2% de
mistura/conjugado em pH 3,5 nos tempos: (—) 0 h; (-*) 24 h; (---) 48 h; (- - -) 72 h e
(—-—)96 h.
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As microscopias das emulsdes em pH 7 mostram que com conjugados formados
ap6s 24 h de reacdo, quando as emulsdes estavam altamente estdveis, as gotas eram
menores € aumentaram com conjugados formados a partir de 48 horas de reacdo. Neste pH,
em todas as razdes confirmou-se entdo a ocorréncia de coalescéncia nas emulsdes com

conjugados formados em horas mais avangadas de reacdo (Figuras 4.13; 4.14 e 4.15).

Observando — se as imagens de microscopia das emulsdes a pH 3,5 apresentadas nas
Figuras 4.16, 4.17, e 4.18, pode-se confirmar que as gotas foram maiores no pH 3,5 que em
pH 7 no geral, principalmente para tempos menores de reagdo, e a diferenca entre as razoes
fol mais pronunciada. As emulsdes compostas pelos conjugados no pH 3,5 e razdo 0,3
apresentaram gotas menos polidispersas quando comparadas a razdo 0,6 (Figura 4.12). A
menor polidispersdo pode ser justificada pela maior quantidade de polissacarideo na razdo
0,3 ter gerado maior viscosidade da fase continua e maior estabilidade estérica. Ainda no
pH 3.5, a razdo 1,2 apresentou tamanhos de gotas maiores € pouco homogéneos. Em horas
mais avangadas da reagdo, praticamente ndo haviam gotas emulsionadas, pois as emulsdes

foram muito instaveis e encontravam-se totalmente desestruturadas (Figura 4.18).
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Figura 4.13: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 7 e razdo de proteina/polissacarideo = 0,3 nos

tempos de reacdo de (A) O h; (B) 24 h; (C) 48 h; (D) 72h e (E) 96 h.
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Figura 4.14: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 7 e razdo de proteina/polissacarideo = 0,6 nos

tempos de reacdo de (A) 0 h (com escala diferente); (B) 24 h; (C) 48 h; (D) 72 he (E) 96 h.
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Figura 4.15: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 7 e razdo de proteina/polissacarideo = 1,2 nos

tempos de reacdo de (A) O h; (B) 24 h; (C)48 h; (D) 72h e (E) 96 h.
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Figura 4.16: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 3,5 e razdo de proteina/polissacarideo = 0,3 nos

tempos de reacdo de (A) O h; (B) 24 h; (C) 48 h; (D) 72h e (E) 96 h.
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Figura 4.17: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 3,5 e razdo de proteina/polissacarideo = 0,6 nos

tempos de reacdo de (A) 24 h; (B) 48 h; (C) 72 he (D) 96 h.
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Figura 4.18: Microscopias das emulsdes O/A com 2% de mistura/conjugado em pH 3,5 e razdo de proteina/polissacarideo = 1,2 nos

tempos de reacdo de (A) O h; (B) 24 h; (C)48 h; (D) 72 he (E) 96 h.
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Xu et al, (2012) observaram comportamento semelhante no tamanho de gotas
em emulsdes produzidas com conjugados de proteinas do leite e pectina de beterraba em
pH 7. Eles observaram que para tempos mais avancados de reacdo, o tamanho de gota
aumentou. Além disso, observaram que os conjugados com maior quantidade de pectina

aumentaram a viscosidade das emulsdes e melhoraram sua estabilidade.

Conjugados produzidos por proteina do leite e goma de fibra de milho foram
usados em emulsdes em pH 4cido (3,2) e promoveram diminui¢do do tamanho das gotas
devido a afinidade hidrofébica da proteina ancorada a interface do 6leo e da afinidade

hidrofilica da longa cadeia de polissacarideo no meio aquoso (YADAV et al., 2010).

4.2.3 Microscopia Confocal

A Figura 4.19 mostra as imagens obtidas por microscopia confocal das emulsdes
preparadas com caseinato de sddio puro e as misturas controle e conjugados produzidos
em 24 h de reacdo nas razdes 0,3 e 1,2 em pH 7. Nas imagens, a cor vermelha
representa o caseinato de sédio. E possivel observar a coloracio ao redor das gotas nas
emulsodes, confirmando a presenga da proteina na interface entre o 6leo e dgua. Nas
emulsdes com caseinato de soédio puro, (Figura 4.19), o excesso de proteina ficou

homogeneamente distribuido pela fase continua da emulsao.

No entanto, com adi¢do da goma jatai, a distribuicdo de proteina deixa de ser
homogénea, causando a floculacdo e coalescéncia das gotas (Figuras 4.19 B e C),
principalmente com a maior concentracdo de goma (razdo 0,3). Com a reacdo de
Maillard entre a proteina e o polissacarideo, observa-se que a distribui¢do da proteina na
emulsdo volta a ser homogénea (Figura 4.19 D e E), evitando a floculacdo das gotas e,

consequentemente, aumentando a estabilidade das emulsdes.
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Figura 4.19: Microscopia confocal das emulsdes compostas por (A) Caseinato de sédio puro; (B) misturas de caseinato de sédio e goma jatai em

pH 7 e razdo 0,3 e (C) misturas de caseinato de sédio e goma jatai em pH 7 e razdo 1,2; (D) conjugados formados apos 24 horas de reacdo em pH

7 e razdo 0,3 e (E) conjugados formados apds 24 horas de reagdao em pH 7 e razdo 1,2.
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4.2.4 Potencial zeta das emulsoes

Para investigar melhor o comportamento dos conjugados nas emulsoes foi feita a
andlise do potencial zeta das emulsdes nos valores de pH 7 e 3,5. Os valores foram
entdo correlacionados com o potencial zeta dos conjugados em solu¢do aquosa, bem

como com o tamanho de gota das emulsdes.

A Figura 4.20 mostra os valores do potencial zeta para todas as emulsdes
estudadas. O comportamento do potencial zeta das emulsdes em um mesmo valor de pH
pouco se alterou quando foram variadas as razdes. Pode-se observar que em pH 3,5 os
valores permaneceram perto de zero para todas os tempos de reacdo, enquanto em pH 7
para a mistura controle (Oh) o potencial zeta atingiu valor negativo elevado. Neste caso,
a proteina ndo estava ligada ao polissacarideo, e por estar a pH > pl ficou carregada
negativamente. Com a reacdo de Maillard, o conjugado apresentou ainda carga negativa,
mas em menor intensidade. Quando se relaciona os valores do potencial zeta das
solucdes de conjugados e das emulsdes nos valores de pH estudados, observa-se a
semelhanca de comportamento. Para todas as solugdes de conjugados e misturas o
potencial zeta atingiu valores negativos considerdveis em pH 7 e proximos de zero em
pH 3,5. Este mesmo comportamento foi observado para as emulsdes nas mesmas

condigdes.

Os valores do potencial zeta das emulsdes também ajudaram a compreender a
distribui¢ao do tamanho de gota das emulsdes em alguns casos. As emulsdes compostas
pelas misturas controle em pH 7 apresentaram carga altamente negativa que foi
responsével pela repulsdo eletrostética e resultaram em tamanhos de gotas menores e
mais homogéneos. Com a formacdo dos conjugados, a carga negativa foi reduzida a um

valor entre 0 e -5 mV, diminuindo a repulsdao eletrostitica e, assim, resultando na
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coalescéncia das gotas. Em pH 3,5 as gotas da misturas controle apresentaram tamanho

de gotas maiores que em pH 7 devido a neutralidade das cargas superficiais.

> A B
S o * RN S S S
£ ¢ [ [ ] 2 M E
|
g 5 £ 5 = = =
N N
8 -10 .10
< c
2 15 g
Q- T o -15
-20 -20 !
0 50 100 0 50 100
Tempo (h) Tempo (h)
5
< L 4
-
® [ ]
g s .
N
S -10
[=
2
o -15
o
-20 "
0 50 100
Tempo (h)

Figura 4.20: Potencial zeta das emulsdes nos diferentes tempos de reacdo de Maillard
em (¢) pH 3,5 e (m) pH 7, (A) Razdo proteina/polissacarideo = 0,3; (B) 0,6 e (C) 1,2.

No contexto da estabilidade de emulsdes formadas por conjugados de proteina-
polissacarideo em pH é&cido, tem-se sugerido que além da melhor solubilidade da
proteina em pH distante do pl, a espessura da camada de carboidrato na interface
fornece estabilizacdo por repulsdo estérica das gotas. A dextrana conjugada com
proteina do trigo em pH 7 foi capaz de estabilizar emulsdes através de uma camada
carregada negativamente na interface O/A. J4 com a redugdo gradual do pH, o potencial
zeta atingiu valor zero em pH 4, e excluindo a possibilidade de repulsdo eletrostatica, a

estabilidade foi atribuida ao efeito estérico (WONG et al., 2011).
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4.2.5 Reologia

O estudo da reologia auxilia no entendimento mais aprofundado das estruturas e
das interacdes dos componentes basicos dos alimentos como proteinas, carboidratos e
gorduras, e pode ajudar a compreender melhor o comportamento das emulsdes durante
um processo. As propriedades reoldgicas foram analisadas para adquirir parametros que
ajudam a caracterizar a estabilidade, textura e resposta a deformagdo das emulsdes
(MCCLEMENTS, 2005). Dessa forma, verificou-se como o pH, o contetido de proteina

e polissacarideo e o tempo de rea¢do de Maillard afetaram a reologia das emulsdes.

As emulsdes foram submetidas a trés rampas de taxa de deformacdo para
observar o comportamento reoldgico dos fluidos com relacdo ao tempo de cisalhamento.
A maioria das emulsdes apresentaram pouca ou nenhuma dependéncia do tempo, exceto
as preparadas em pH 3,5 e com a razdo 1,2, que tiveram comportamento tixotropico
para todas as horas de reagdo. Pode-se observar a diminui¢do da tensdo com o tempo
cisalhamento, tanto para emulsdes com a mistura controle (0 h) (Figura 4.21) quanto
para emulsdes com conjugado formado apds 24 horas de reacdo (Figura 4.22). Ao
mesmo tempo, verifica-se que ndo houve dependéncia do tempo para a razdo 0,3 neste
mesmo pH (Figuras 4.21 A e 4.22 A). E possivel inferir que as emulsdes com maior
quantidade de proteina (razdo 1,2) foram mais susceptiveis ao pH 3,5, devido a
proximidade ao seu ponto isoelétrico, como discutido anteriormente. Nessa condicdo, as
emulsdes preparadas com conjugados com 72 e 96 horas de reagdo apresentaram alta
instabilidade, com um aspecto mais instdvel e fragil (trincas) que as emulsdes com
maior quantidade de polissacarideo (razao 0,3), e uma estrutura que se modificou com a
aplicacdo de forcas de cisalhamento. Na razdo 0,3 a baixa concentracio de proteina ndo
afetou a estabilidade e a estrutura das emulsdes, ndo apresentando comportamento

dependente do tempo.
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Em pH 7, as emulsdes apresentaram comportamento independente do tempo
para as razdes 0,3 e 0,6, enquanto que para 72 e 96 horas na razdo 1,2 foi observada
tixotropia. Neste caso, apesar da maior estabilidade dessas emulsdes neste pH,
certamente foram formados compostos indesejaveis provenientes de estdgios avangados
da reacdo de Maillard com menor atividade emulsificante, resultando em uma estrutura

mais fragil.
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Figura 4.21: Curvas de escoamento das emulsdes compostas por misturas controle (Oh)
em pH 3,5 para avaliacdo da dependéncia com o tempo de cisalhamento. Razdes de

proteina/polissacarideo: (A) 0,3 e (B) 1,2.
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Figura 4.22: Curvas de escoamento das emulsdes compostas por conjugados formados
ap6s 24 horas de reagdo em pH 3,5 para avaliagdo da dependéncia com o tempo de

cisalhamento. Razdes de proteina/polissacarideo: (A) 0,3 e (B) 1,2.

Todas as emulsdes cineticamente estdveis por 7 dias de estocagem bem como a
fase superior (creme) das emulsdes instdveis tiveram o comportamento reoldgico
avaliado em estado estaciondrio. O modelo da Lei da Poténcia foi utilizado no ajuste das
curvas de escoamento relativas a subida 2, com coeficiente de determinagdo maior que
0,99 para todas as amostras. Nas Tabelas 4.4 e 4.5 estdo apresentados os indices de
consisténcia (k), de comportamento (n) e viscosidade aparente a uma taxa de
deformacao de 100 g1 (n100). Observa-se que todas as emulsodes e fase creme tiveram o
indice de comportamento entre 0,40 e 0,62, sendo, portanto classificadas como fluidos
pseudoplsticos. E interessante ressaltar que em cada pH, o valor de n foi sempre menor
para a razdo 0,3; caracterizando emulsdes mais pseudopldsticas devido a maior

quantidade de goma jatai.

As emulsdes preparadas com conjugados em pH 7 tiveram valores de indice de
consisténcia (k) maiores que em pH 3,5 para todas as razdes estudadas. Em pH neutro,

as emulsdes se mostraram mais estruturadas e ndo separaram de fase por estarem em pH
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mais distante do ponto isoelétrico. Além disso, para a razdo de 0,3 essa diferenca foi
mais pronunciada devido a maior quantidade de polissacarideo presente nas emulsdes.
Todavia, nesta razdo ndao houve diferenca significativa entre amostras controle nos
diferentes valores de pH nem em relacdo as horas iniciais de reacdo. Por outro lado, nas
razdes 0,6 e 1,2 o indice de consisténcia das amostras controle foi menor em pH 7 que
pH 3,5 e apresentou diferenca entre a mistura controle e os conjugados, evidenciando

efeito da reacdo de Maillard nas propriedades reoldgicas das emulsdes.

Os valores da viscosidade aparente a altas taxas de deformacdo (#;00) permitiu
uma melhor avaliacio das diferencas causadas pela variacdo do pH e razdo
proteina/polissacarideo. Para todos os tratamentos estudados, comparando-se as razdes
em um mesmo pH, a viscosidade aparente foi maior para emulsdes onde a goma jatai
estava presente majoritariamente (razao 0,3). Este comportamento foi observado para
todos os tempos de reagdo em pH 7 e pH 3,5. Houve diferenca na viscosidade aparente
também quando se compararam os diferentes valores de pH, uma vez que o efeito da
goma jatai foi bem mais pronunciado em pH neutro. Deve-se ainda considerar que em
pH 7 a proteina encontra-se solivel e supostamente melhor organizada na interface, e
por isso complementa o efeito do polissacarideo. A longa cadeia deste polissacarideo
certamente proporcionou um aumento na espessura da camada interfacial e aumentou a
viscosidade da fase aquosa. Assim, as condicdes de pH neutro e maior quantidade de

goma jatai proporcionaram emulsdes mais viscosas e estruturadas.

Na razdo 0,3 para todas as horas de reagao, o valor de 7,99 foi menor em pH 3,5.
Neste pH, para as emulsdes compostas por conjugados formados apds 96 horas e razao
1,2 que separaram de fase, o aumento da viscosidade da em relag¢do a razao 0,6 se deve
principalmente ao mecanismo de floculacdo tendo em vista que foi analisada a fase

creme (emulsdo mais concentrada).
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Tabela 4.4: Efeito da razdo proteina/polissacarideo e pH nos pardmetros reoldgicos ajustados ao modelo Lei da Poténcia das emulsdes

estabilizadas com as misturas controle ou os conjugados obtidos apds 24 e 48 horas de reacdo de Maillard.

Controle 24 horas 48 horas

pH Razio k(Pas") n N100 (Pa.s) k (Pa.s™) n 100 (Pa.s) k (Pa.s") n 100 (Pa.s)
0,3 5,144 0,504 0,51 A 53942 0514 0,567 53842 05142 0560

35 0,6 3,35% B 54 B ()41 B 1,928 06180  31B® 1,45% B2 g2x B (25 B
1,2 3,45% B 544 B2 (g1 Ba 3,192 0,532 0,36 < 1,54 8% 0552 0,15
0,3 551489 0484 0514 13,114% 0,41 A% (0,88 A 17,31°% 0,404 1,254
7 06  214%* 057% 030" 6,37%® 050" 062" 4,49°% 0,547 0,53 %
1,2 1,23% P2 (,59% b2 () 19 Cha 523 0,49 8% (49 CPb 2,61 0,57 0,358

Letras diferentes indicam diferencas significativas a p < 0,05. Letras maidsculas: diferengas entre os valores das razdes de proteina/polissacarideo em mesmo pH. Letras
minusculas: diferencas entre os valores de pH em uma mesma razdo de biopolimeros. Letras mindsculas sublinhadas: diferencas entre os valores das horas de reagdo em um

mesmo pH e mesma razdo (*) Valores obtidos da fase creme.
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Tabela 4.5: Efeito da razdo proteina/polissacarideo e pH nos pardmetros reoldgicos ajustados ao modelo Lei da Poténcia das emulsdes

estabilizadas pelos conjugados obtidos apds 72 e 96 horas de reacdo de Maillard.

72 horas 96 horas
pH Razio K (Pas") n 1100 (Pa.s) k (Pa.s") n 100 (Pa.s)
0,3 4,104 0,54 A0 (49 A 3,744% 05580 48 A%
3,5 0,6 1,70 %> 0,59 %< 0,28 P*b 1,79% B¢ 0,56+ A2 (,04% B
1,2 1,82% B 51% ©2 0,00% 2,5% ABa () 5 Aa () 39 Cazb
03 1476 041 0,98 4 15,96 2" 0,41 1,07 4
7 0,6 4,91 8% 5482 (568 4,968 5282 (558
1,2 3,09 0,565 0,41 2,56 0,58 B (37«

Letras diferentes indicam diferengas significativas a p < 0,05. Letras maidsculas: diferengas entre os valores das razdes de proteina/polissacarideo em mesmo pH. Letras

minusculas: diferencgas entre os valores de pH em uma mesma razdo de biopolimeros Letras minuisculas sublinhadas: diferencas entre os valores das horas de reagio em um
mesmo pH e mesma razdo. (*) Valores obtidos da fase creme.
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Perrechil et al., (2009) estudaram solugdes de caseinato de sédio e goma jatai com
adicdo de glucona delta lactona, e verificaram que em sistemas de uma tunica fase, o
aumento da concentracdo do polissacarideo (1,3% m/v) resultou em aumento da
viscosidade aparente para uma concentra¢do fixa de proteina (0,5% m/v). Além disso,
observaram também menores valores de indice de comportamento (n) em solu¢des com
maior conteido de goma jatai, caracterizando maior pseudoplasticidade. Assim, confirma-
se o efeito do polissacarideo na viscosidade aparente das emulsdes e classificacdao destes

fluidos como pseudoplésticos.

Para quase todas as emulsdes estudadas, as medidas reoldgicas dindmicas
apresentaram comportamentos semelhantes, em que o moédulo de armazenamento ou
elastico (G’) foi maior que o moddulo de dissipagdo ou viscoso (G”) em fun¢do da
frequéncia. A predominancia do G’ caracteriza sistemas mais estruturados. A Figura 4.23
apresenta as medidas reoldgicas de emulsdes em pH 3.5 e razdo proteina/polissacarideo =
0,3. Nessas condicdes, para maiores tempos de reacdo (72 e 96 horas) observou-se que os
valores dos moddulos permaneceram semelhantes entre si ao longo do aumento da
frequéncia, o que caracteriza um gel fraco. As curvas de G’e G” em fungdo da frequéncia
das demais amostras estdo apresentados no Apéndice. As emulsdes em pH 3,5 e razdo 1,2
apresentaram valores de G’ maiores que G” mesmo nos maiores tempos de reacdo quando
as emulsdes apresentaram estrutura fragil e o indice de separacdo de fases foi alto. Isso
pode ser explicado pelo uso de fase creme nas andlises reoldgicas que tinha maior

concentracdo de 6leo.
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Figura 4.23: Propriedades reoldgicas dindmicas do comportamento de emulsdes
estabilizadas em pH 3,5 e razdo 0,3. Modulo elastico G’(m) ¢ mddulo viscoso G (#).

Tempos de reacdo (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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Os valores do médulo complexo (G*) também foram avaliados e mostraram-se
dependentes da frequéncia na maioria das emulsdes estudadas, revelando estruturas menos
estdveis em relacdo ao tempo de observacdo. A Figura 4.24 apresenta o comportamento das
amostras em relacao ao médulo complexo para os vérios tempos de reacao em determinado
pH e razdo proteina/polissacarideo. Em pH 7, para todas as razdes e tempos de reacdo, o
modulo complexo apresentou leve aumento com o aumento da frequéncia. Para as razdes
0,3 e 0,6, os maiores valores de G* ocorreram com complexos obtidos em 24 horas de
reacdo, demonstrando comportamento mais estruturado em relacdo aos tempos mais
avangados. Além disso, os valores do médulo complexo em pH 7 foram superiores aos
valores do pH 3,5 na maioria condi¢des. Isso pode ter ocorrido devido ao fato de que em
pH neutro as solucdes foram mais estdveis devido a repulsdo eletrostdtica das proteinas
juntamente com a repulsdo estérica proporcionada pelos polissacarideos, que conferiu

cardter de solucdes mais estruturadas.

Em pH 3,5, as emulsdes com maior conteido de proteina (razdo 1,2) apresentaram
pouca dependéncia da frequéncia. Apesar das emulsdes produzidas com conjugados de 72 e
96 horas terem sido muito instiveis nesta razdo e pH, a fase superior ndo apresentou valores
muito baixos de G¥*, provavelmente por estar com maior concentracdo de dleo e,
provavelmente de conjugados. Ao contrdrio destas, para as demais razdes o G* aumentou
com o aumento da frequéncia, porém com comportamentos diferentes. Na razao 0,3 para 0,
24, e 48 horas de reagdo, os maiores valores de G* ocorreram principalmente devido aos
valores de G’, que foram superiores aos de G e caracterizaram emulsdes mais consistentes.

Ja para 72 e 96 horas de reacdo, os modulos eldstico e viscoso tiveram comportamentos
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semelhantes e, as amostras foram caracterizadas como mais frageis devido a forte variacao

do médulo complexo com a frequéncia.

Estudos feitos com emulsdes estabilizadas por caseinato de s6dio com adicao de
diferentes quantidades de goma jatai apresentaram também separacdo de fases para baixas
concentracdes de polissacarideos em valores de pH 5 e 3,7. Porém, o médulo complexo da
fase creme ndo apresentou valor baixo devido ao seu comportamento viscoeldstico que foi
atribuido a aglomeracdo das gotas da fase mais rica em 6leo. Outro resultado semelhante
foi a maior dependéncia da frequéncia em sistemas que ndo apresentaram separacdo de

fases (PERRECHIL e CUNHA, 2010).
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Figura 4.24: Mo6dulo complexo (G*) das emulsdes estabilizadas por misturas controle (@)
e conjugados formados apos reagdo de 24 h (0), 48 (A), 72h (0) e 96 h (—). Nas condi¢des
de (A) pH 3,5 e razdo 0,3; (B) pH 7 e razdo 0,3; (C) pH 3,5 e razdo 0,6; (D) pH 7 e razao
0,6; (E) pH 3,5 erazdo 1,2 e (F) pH 7 e razdo 1,2.
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4.2.6 Tensiometria e Reologia interfacial

Com o objetivo de estudar a estabilidade as propriedades reoldgicas da interface,
foram analisadas a tensdo interfacial dindmica e o mddulo complexo dilatacional das
interfaces 6leo — dgua dos sistemas equivalentes a algumas emulsdes que foram estdveis em
pH 7. Foram estudadas as interfaces do 6leo de soja com a solu¢cdo de biopolimeros em
todas as razdes proteina-polissacarideo nos tempos de O h (controle) e 24 h de reacdo de

Maillard.

Na Figura 4.25 observa-se a tensdo na interface entre 6leo e as solugdes com
conjugados formados apds 24 horas de reacdo de Maillard e suas respectivas misturas
controle. Ao se comparar o comportamento da tensao interfacial dos conjugados formados
e misturas com o caseinato de sédio puro, observa-se que para todas as razdes estudadas os

conjugados foram capazes de diminuir a tens@o na interface.

Comparando a evolucdo da tensdo interfacial na razdo 1,2, praticamente ndo se
observa diferenca entre o caseinato de sddio puro e a mistura, provavelmente porque a
proteina na interface ja atingiu a saturagdo nesta razdo € mesmo em maior quantidade
(caseinato puro) ndo sofreu alteracdo na tensdo interfacial. No entanto, nota-se que o
conjugado (24 h de reacdo) causou pequena diminui¢do da tensao interfacial, evidenciando
um efeito sinérgico apds a formag¢do do complexo entre os dois biopolimeros. O efeito pode
ser associado a ligacdo covalente formada entre o caseinato de sddio e goma jatai, pela
atuacdo da proteina na interface ligada fortemente ao polissacarideo altamente hidrofilico
que, solivel na fase aquosa, proporcionou aumento da espessura na interface. Além disso, o
comportamento da tens@o ao longo do tempo se manteve similar ao da proteina pura, com a

reducgdo lenta e continua da tensdo devido a conformacdo da proteina na interface. Segundo
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Bouyer et al., (2011), em baixas concentra¢des de proteina, a primeira molécula a alcancar
a interface pode se adsorver completamente na interface e ocupar grande drea superficial.
Por outro lado, em altas concentragdes, as proteinas podem fazer fortes interagdes laterais

na interface, que provavelmente ird induzir a maior compactacdo da conformagao proteica.

Na razdo 0,6 a tensdo interfacial do sistema com o conjugado pouco se alterou com
relacdo a mistura controle, apresentando queda acentuada da tensdo nos primeiros minutos
seguida de rdpida estabilizacdo. Este comportamento € caracteristico da interface com
solucdes de polissacarideo. Comportamento similar foi observado na interface com a
solucdo do conjugado a razdo de 0,3. Porém, nesta razdo, a tensdo interfacial aumentou sua
estabilidade com reacdo do biopolimero. Comparando-se o efeito das trés razdes na tensao
interfacial, verifica-se que na razdo 1,2 o conjugado (24 h) apresentou melhor efeito que a
proteina livre (mistura controle) durante todo o tempo de observacdo, enquanto o
conjugado formado com maior proporcao de polissacarideo (razdo 0,3) apresentou reducao

da tensdo interfacial apenas no inicio.

Garti e Reichman (1994) reportaram que as gomas guar e jatai apresentam limitada
atividade de superficie, mas forte atividade interfacial devido a facilidade que possuem de
se depositarem na interface. Assim, formam um filme sobre a gota de 6leo e se reorganizam
na superficie formando uma camada polimérica com fraca adsor¢do dos grupos na
interface, mas forte estabilidade estérica. Com isso, como observado neste trabalho, a

tensdo interfacial decresce e se estabiliza rapidamente.
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Figura 4.25: Tensdo interfacial com o tempo, (A) Razdao 0,3; (B) 0,6 e (C) 1,2, (o)
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Os valores do moédulo complexo de viscoelasticidade (E*) mostraram diferencas
entre os conjugados e misturas controle em uma mesma razao, bem como do caseinato de
sodio (Figura 4.26). Na razdo 0,3 o valor de E* foi maior para o conjugado formado em 24
horas que para a mistura controle (Figura 4.26 A), e ambos os valores mantiveram estdveis
com o tempo. Essa caracteristica se atribui a boa estabilidade do filme entre as fases oleosa
e aquosa, que € mais eldstico e apresenta um comportamento mais estavel a perturbacoes.
Devido ao maior valor de E*, a elasticidade da interface da gota das emulsdes com
conjugados € maior que da mistura controle. A complexacdo dos biopolimeros, portanto,
levou a um aumento da resisténcia da interface. A presen¢a da maior quantidade do
polissacarideo certamente proporcionou maior rigidez a parede interfacial devido a sua
cadeia longa e consequentemente no aumento da espessura do filme. Assim como a goma
jatai, a goma ardbica quando utilizada junto a B-lactoglobulina em maiores concentracdes
também foi capaz de promover maior elasticidade e resisténcia na interface (BOUYER et

al.,2011).

A razdo de 0,6, apesar de ndo apresentar altos valores de E*, a interface manteve
seus valores praticamente estdveis, porém menos que a razdo 0,3 (Figura 4.26 B). Ao
contrdrio da razdo 0,3, a emulsdo produzida com o conjugado apresenta interface com E*

menor que o da interface da emulsdo da mistura controle.

Os valores do médulo complexo na razdao 1,2 também foram maiores para os
conjugados que para as misturas controle, caracterizando uma interface mais eldstica,
porém nao tao estdvel quanto na razdo 0,3 devido as variagdes do valor de E* com o tempo

(Figura 4.26 C), de forma similar ao que ocorre na interface com o caseinato de sédio puro.
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Apesar da alta atividade de superficie, indicada pela baixa tensdo interfacial, a
interface ndo apresentou resisténcia e estruturacdo como nas emulsdes dos sistemas com
maior concentragdo de polissacarideos. Logo, a reacdo de Maillard na razdo 1,2 levou a

formacdo de uma interface mais eldstica, porém nao tao estavel.

Deve-se ressaltar que para a longa estabilidade de emulsdes, o que realmente
importa é o quanto as caracteristicas moleculares dos biopolimeros adsorvidos na camada
interfacial estdo de acordo com as condi¢des necessdrias para se produzir uma barreira

macromolecular na interface (DICKINSON, 2003).

De acordo com os resultados, observou—se que a presenca do polissacarideo foi
importante para aumentar a estabilidade da interface pelo aumento de sua espessura, € que a

conjugacao dos biopolimeros resultou em uma maior elasticidade da interface.
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Neste trabalho foi observada a formacdo de conjugados de caseinato de s6dio —
goma jatai nas condigdes estudadas (80°C / 79% UR). A eletroforese indicou a formagio do
conjugado pelo desaparecimento das bandas de o- e P- caseina e aparecimento de
compostos de alta massa molecular. Adicionalmente, a andlise de FTIR permitiu identificar
alteracdo nos picos dos grupos funcionais apds as ligacdes proteina-polissacarideo
ocorridos na reacdo de Maillard em todas as razdes estudadas. Os parametros de cor
também evidenciaram o avanco da reacdo devido ao aumento da cor amarela dos
conjugados ao longo do tempo, quando comparados as misturas controle. A partir dos
resultados ficou evidente a importaincia do tempo de reacdo e da razdo
proteina/polissacarideo nas caracteristicas dos diferentes conjugados. Dessa forma, esses
novos compostos apresentaram comportamentos diferenciados nas emulsdes

principalmente quando foram submetidos a diferentes pH.

As emulsdes em pH 7 foram mais estiveis que em pH 3,5 devido a maior
solubilidade da proteina em pH neutro. Em pH 3,5 a instabilidade ocorreu principalmente
nas emulsdes preparadas com conjugados em que a proteina estava presente em maior
quantidade (razdo 1,2). Este comportamento pode ser explicado pela maior proximidade da
proteina ao seu ponto isoelétrico (pl = 4,6), e pela menor viscosidade da fase continua uma

vez que havia menor quantidade de polissacarideo que nas outras razoes.

A razdo 0,3, que apresenta maior concentraciao de polissacarideo, foi a que levou a
maior estabilidade da emulsdo em ambos os valores de pH. Tal comportamento foi
associado a maior viscosidade destas emulsdes. Os valores de viscosidade e modulo

complexo foram maiores nesta razio e em pH 7, caracterizando emulsdes mais
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estruturadas. O moédulo complexo dilatacional indicou uma interface mais rigida e estavel

na presenca de conjugados preparados com 24 horas de reagao em pH 7 e razao 0,3.

Em pH 3,5 as emulsdes utilizando conjugados formados apds 24 horas de reacdo
mostraram gotas menores € aparentemente mais estiveis comparadas as misturas controle.
Sugere-se entdo que apds a formagdo do conjugado em estagio inicial da reacdo de Maillard
(24 horas) a proteina tenha se ancorado fortemente na superficie da gota, diminuindo a
tensdo interfacial. Simultaneamente, o polissacarideo, que € altamente hidrofilico, tornou a
camada interfacial mais espessa e aumentou a viscosidade da fase continua. Por outro lado,
os conjugados obtidos em maiores tempos de reacdo levaram a emulsdes mais instiveis
provavelmente porque nos estdgios avancados da reagdo de Maillard foram formados

compostos com menor atividade emulsificante.

Assim, revela-se fundamental a funcdo dos polissacarideos e da reagdo de Maillard
com a proteina, principalmente para emulsdes aplicadas em produtos 4cidos, pois com isso
promoveu — se a repulsdo estérica das gotas e gerou - se maior estabilidade mesmo em
condi¢des adversas de pH. Dessa forma, o conjugado apresenta-se como uma alternativa a
proteina como agente emulsificante devido a sua maior aplicabilidade em diferentes

formulacdes de alimentos, principalmente os produtos acidificados.
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Figura A: Propriedades reoldgicas dinamicas do comportamento de emulsdes estabilizadas
em pH 3,5 e razdo 0,6. Mddulo eléastico G’(m) e modulo viscoso G” (#). Tempos de reagao

(A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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(A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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Figura C: Propriedades reoldgicas dinamicas do comportamento de emulsdes estabilizadas

em pH 7 e razdo 0,3. Mddulo elastico G’(m) e modulo viscoso G” (#). Tempos de reacao

(A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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Figura D: Propriedades reolégicas dindmicas do comportamento de emulsdes estabilizadas
em pH 7 e razdo 0,6. Mddulo elastico G’(m) ¢ modulo viscoso G” (¢). Tempos de reacio

(A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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Figura E: Propriedades reoldgicas dindmicas do comportamento de emulsdes estabilizadas
em pH 7 e razdo 1,2. Mddulo elastico G’(m) e modulo viscoso G” (#). Tempos de reacao

(A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h e (E) 96h.
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