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AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE EMULSOES PARA BEBIDAS

Rayane Branddo Gaspar

Margo/2015

Orientadores: Helen Conceicéo Ferraz

Marcio Nele de Souza
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O estudo de estabilidade de emulsdes (o/a) para bebidas visa a sua predicdo para
que seja garantida a qualidade do produto final. Este trabalho tem como objetivo o estudo
de diversas formulaces de emulsdes usando um agente emulsionante natural, proteina
isolada do soro do leite (whey protein). Pretende-se também realizar o encapsulamento
de nutrientes (B-caroteno e vitamina E), relacionando as propriedades fisico-quimicas
com a estabilidade destas emulsdes. Foram realizadas andlises de tensdo superficial,
formacéo de filmes em balanca de Langmuir, potencial zeta, tamanho de gota e anélise
de turbidez das emulsdes. Foi elaborado um planejamento experimental completo do tipo
23+ 3 pontos centrais, no qual foram variadas a razao 6leo de laranja/agua (30% a 60%),
a concentracdo de goma arabica e de whey protein (1% a 15%), e a concentracdo de
surfatante DSS (Omg/L a 100mg/L). Emulsdes estaveis por, no minimo 15 dias, foram
obtidas quando foram utilizadas os dois agentes emulsionantes distintos. No entanto, as
emulsdes que continham goma arabica apresentaram estabilidade inferior aguelas com
whey protein, sugerindo que aquele estabilizante pode estar sujeito a degradacdo. Outro
ponto importante foi a observacdo que a presenca de tensoativo ndo representa uma
melhora da estabilidade, podendo seu uso ser dispensavel. Para o encapsulamento dos
nutrientes foi constatado que as emulsfes mantém-se estaveis assim como 0s nutrientes

encapsulados.
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The study of emulsions stability for beverage applications intend it prediction,
thus the final quality is guaranteed. The aim of this study was to evaluate various
emulsions formulation using a natural emulsifying agent, whey protein, the encapsulation
of nutrientes such as B-carotene e vitamin E, and to relate their physicochemical
properties with its stability. Analyses of surface tension, film formation in Langmuir
trough, zeta potential, particle size and turbidity were carried out. A 23 factorial design
was carried out, varying the ratio of orange oil/water (30% to 60%) and the concentration
of whey protein (1% to 15%), arabic gum (1% to 15%) and surfactant DSS (Omg/L to
100mg/L). Emulsions with stabililty superior to 15 days, were obtained with both
emulsifying agents. However, the emulsions with arabic gum showed lower stability. This
sugest that the arabic gum may suffer degradation. Another important point was the fact
that the surfactant did not improve the stability of the emulsions. To evaluate the
encapsulation of nutrients, it was choosed those experiments that presented the greatests
stabilities. It was observerd, then, that the emulsion stability was preserved and also the

nutrient stability.
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Capitulo |

Introducéo

1.1. Introducéo

Durante os Gltimos anos, a participacdo das bebidas ndo alcoodlicas no segmento
de bebidas em geral tem aumentado consideravelmente. Dessas bebidas, as prontas para
consumo apresentaram um crescimento de aproximadamente 5,1 % em litros entre os
anos de 2009 e 2010 (ABIR, 2011). O setor de alimentos e bebidas é o seqgundo maior do
Brasil em valor bruto de producédo da industria de transformacgdo. Em 2011, o faturamento
das empresas do setor somou R$ 383,3 bilhdes, sendo R$ 316,5 bilhGes em alimentos e
R$ 66,8 bilhdes em bebidas. A participacdo da inddstria de alimentos e bebidas no
Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro ¢ de 9% (ABIR, 2011). Esse crescimento do
mercado impulsiona a formulacdo de novos produtos para acompanhar as necessidades
dos consumidores, as tendéncias e a demanda mundial de bebidas com nutrientes

especificos.

As bebidas, em sua maioria, geralmente sdo encontradas sob a forma de emuls6es
do tipo 6leo em agua. Dentre os principais fatores que afetam a qualidade do produto
final, a estabilidade da emulsdo é certamente a mais importante. A instabilidade das
emulsdes decorre de mecanismos fisico-quimicos como sedimentacdo, flotacao,

floculacéo e coalescéncia.



O entendimento das propriedades fisico-quimicas e dos fenémenos de superficie
presentes nas emulsdes sdo essenciais para a qualidade final do produto. Essa qualidade

também é representada pelas propriedades nutricionais.

Neste contexto 0 uso de agentes emulsionantes naturais substituindo os sintéticos
tem sido estudado. Na industria alimenticia, tem-se obtido sucesso no uso de polimeros
naturais como proteinas e polissacarideos como emulsionantes ou estabilizantes para a

formulacdo de emulsdes estaveis (BOUYER, 2012).

O uso de proteinas como estabilizantes, além de conferir estabilidade as emulsdes,
confere também um valor nutritivo agregado. Este valor nutritivo pode ser elevado a partir do

encapsulamento de nutrientes.

A adicdo de ingredientes bioativos a bebidas apresenta muitas alteracdes,
particularmente com respeito a estabilidade dos componentes bioativos durante o
processamento e armazenamento, sendo necessario prevenir interacdes indesejaveis com
a matriz. A obtencdo de beneficios para a salde também requer acdes para garantir a

estabilidade dos componentes (MUSCHIOLIK, 2007).

A adicdo de ingredientes bioativos ndo deve afetar de forma negativa as
propriedades sensoriais, como cor ou sabor dos alimentos. O tamanho de particulas afeta

a textura, sendo que a adicdo de particulas grandes € indesejavel em muitos casos.

A encapsulacdo permite a estabilizacdo dos compostos com potencial bioativo
(vitaminas, aromas, acidulantes, enzimas) durante 0 armazenamento e permite liberacdo

quando necesséria (na producgdo ou consumo) (MUSCHIOLIK, 2007).

Para a formulacdo de emulsBes com nutrientes encapsulados faz-se necesséria,

portanto, a formacédo de um sistema o mais estavel possivel, para, entdo, suplementa-lo



de componentes bioativos sensiveis a variagdes ambientais, geralmente protegidos na fase

continua interna (MUSCHIOLIK, 2007).

Este trabalho d& continuidade a linha de pesquisa sobre estabilidade de emulsdes
no Laboratério de Fendmenos Interfaciais (GRIFIT) do Programa de Engenharia
Quimica. Almeida (2012) avaliou o0 uso dos estabilizantes goma arébica, amido e amido
modificado. Nesta pesquisa, selecionou-se outro estabilizante natural, obtido da industria
de laticinios, para avaliar sua capacidade em estabilizar emulsGes concentradas para

indUstria de bebidas.

1.2.0bjetivos

Este trabalho tem como objetivo avaliar a estabilidade de emulsGes do tipo o/a (6leo em
agua), para o preparo de bebidas, através do monitoramento de suas propriedades fisico-quimicas

empregando técnicas de planejamento experimental.
Como objetivos especifico deste trabalho sdo propostos:

v Avaliar o uso da proteina do soro de leite (whey protein), um estabilizante natural,
v Avaliar o encapsulamento de nutrientes e sua estabilidade quimica;
v Avaliar a estabilidade destas emulsdes e correlacionar com suas propriedades

fisico-quimicas.



Capitulo 11

Revisao Bibliografica

2.1. Emulsdes

Coloides sdo misturas heterogéneas de pelo menos duas fases diferentes, com a
matéria de uma das fases na forma finamente dividida (solido, liquido ou gas),
denominada fase dispersa, misturada com a fase continua (sélido, liquido ou gas),
denominada meio de disperséo. A ciéncia dos coloides esta relacionada com o estudo dos
sistemas nos quais pelo menos um dos componentes da mistura apresenta uma dimenséo
no intervalo de 1 a 1000 nandmetros. A Tabela 1 apresenta os diferentes tipos de coloides

de acordo com as fases dispersa e de dispersao (ou continua).

Tabela 1. Classificagao de coloides.

Coloide Fase dispersa Fase de dispersao Exemplo
Aerossol liquido Liquido Gas Neblina, desodorante
Aerossol sdlido Sdlido Gas Fumaca, poeira
Espuma Gas Liquido Espuma de sabédo e

de combate a incéndio
Espuma sdlida Gas Solido Isopor®, poliuretana
Emulsao Liquido Ligquido Leite, maionese, manteiga
Emulsio solida Liquido Solido Margarina, opala, pérola
Sol Solido Liquido Tinta, pasta de dente
Sol sdlido Sélido Sélido Vidro e plastico pigmentado

As emulsdes sdo, entdo, sistemas dispersos que geralmente sdo formados por duas
fases liquidas imisciveis, uma aquosa e outra oleosa. Nestes sistemas a fase dispersa
encontra-se finamente dividida e distribuida na fase continua. Com isso, se a fase dispersa

corresponde a fase oleosa, diz-se que a emulsao é do tipo 6leo em &gua (0/a), ja o contrario



é dito que é uma emulsdo de dgua em 6leo (a/o0). Outros tipos de emulsdes também sdo

frequentes que sdo as emulsdes multiplas, podendo elas serem do tipo a/o/a ou o/a/o.

Por se tratar de dois liquidos imisciveis, ou seja, com caracteristicas fisico-
quimicas distintas, para que haja a formacao de uma emulsdo é necessario a presenca de
um agente emulsionante, que pode ser um tensoativo. J& para conferir estabilidade as
emulsdes, outro aspecto importante para sua formulagdo, utiliza-se da adicdo de

estabilizantes.

Para aplicacdo em bebidas, as mais comuns sdo as de 6leo dispersas em &gua.
Estas emulsdes devem ser estaveis em todas as possiveis formas de serem encontradas,
sejam elas concentradas, diluidas, carbonatadas etc. Para tal deve-se impedir que ocorra

a separacao de fases, que é considerado o caminho termodinadmico favoravel.

As emulsbes desempenham papéis importantes em outras areas que ndo a de
bebidas. Atualmente existem diversos exemplos de diferentes aplicagdes industriais de

emulsdes. Na Tabela 2 s&o mostrados alguns exemplos.

Tabela 2. Aplicacdes de emulsdes (Adaptado de TADROS, 2009).

Aplicagdes industriais para emulsdes

Industria de alimentos Maionese bebidas

IndUstria de cosméticos Cremes, protetor solar

Agroindustria Oleos auto-emulsionantes
Farmacéuticos EmulsGes lipidicas

Tintas EmulsGes de latex, resinas alquidicas
Industria de 6leo Remocdo de dgua em emulsdes a/o




2.1.1.Classificacdo
De forma geral as emulsdes podem ser classificadas em simples ou
maltiplas e quanto ao tamanho de gota que é formada, como mostra a Figura
1. As emulsdes simples podem ser do tipo 6leo em agua (0/a) ou agua em 0leo
(o/a). J& as emulsBes multiplas sdo sistemas mais complexos, nos quais 0s mais
simples seriam as emulsfes duplas de 6leo-em-agua-em-6leo (o/a/o) ou 0s

agua-em-0leo-em-agua (a/o/a) (BOUYER, 2012).
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Figura ?Representagéo dos tipos de emulsbes. (Adaptado de BOUYER,

2012)

Ja quanto ao tamanho de gota, as emulsdes podem ser macro, micro ou

nanoemulsdes, conforme resumido naTabela 3.



Tabela 3. Tipos de Emulséo.

Tipos de Emulsao

Tamanho de

gota Caracteristica Estabilidade
Macroemulsdo > 100nm Opaca, turva Termodinamicamente instavel
Microemulsdo <100nm Transparente ou levemente turva Termodinamicamente estavel *
Nanoemulsdo <100nm Transparente ou levemente turva Termodinamicamente instavel

*Considerada estavel em condigdes especificas de temperatura e composicao.

2.1.2.Formagéo da emulsdo.

Para a formacdo de emulsdes é necessario que ocorra a quebra da fase dispersa em
particulas menores, para que deste modo esta fique distribuida pela fase continua. Esta
distribuicdo faz com que a éarea interfacial aumente consideravelmente. O trabalho

minimo necessario para aumentar a area interfacial € dado pela equagéo 1.

W=7ix AA Q)

Em que:

vi € a tensdo interfacial entre as duas fases liquidas e

AA ¢é a mudanca de area interfacial.



A diferenca de energia livre para a formacdo da emulsdo é dada pela

equacéo 2.

AG™™= i AA — TAS 2)

Em que:

vi € a tensdo interfacial entre as duas fases liquidas;

AA é a mudanca de area interfacial,

T é a temperatura do sistema e

AS ¢ a variacdo de entropia do sistema.

Sabendo que a tensdo interfacial entre dois liquidos sempre é maior que zero e que
com a formacéo de gotas a area final sempre ird aumentar, tem-se que o primeiro termo
da equacdo 2 sempre sera positivo. Apesar de haver um aumento na entropia do sistema
apos a emulsificacdo, 0 aumento na area € muito superior a este. Com isso, a formacéo de
uma emulsdo € um processo termodinamicamente instavel e ndo espontaneo, pois a

energia livre de Gibbs de formacao é positiva.

A presenca de um agente emulsionante é capaz de basicamente estabilizar esta
emulsdo formada, através de sua adsorcdo na interface liquido-liquido. Isto gera, entdo,
uma reducdo na tensao interfacial entre as fases. A reducédo da tensédo interfacial reduz a
quantidade de trabalho necessario para a formacao da emulséo, como pode ser observado

pela equagéo 1.



O agente emulsionante também é capaz de diminuir a taxa de coalescéncia da fase
dispersa, pois ele forma um filme entre essas fases, sendo formada, assim, uma espécie
de barreira estérica, elétrica e/ou mecénica. A barreira mecanica aumenta a resisténcia a
choques entre as gotas dispersas, prevenindo-as de coalescerem. J4 as barreiras estéricas
e elétricas inibem a aproximacao das gotas, devido a impedimentos estéricos ou forcas

repulsivas eletrostaticas (ROSEN,2004).

2.1.3. Mecanismos para a formacgéo de emulséo.

Apesar do agente emulsionante ser capaz de reduzir a energia para a formacéo da
emulsdo, ainda assim seu preparo requer certa energia para que haja a expansdo da

interface entre as fases.

Existem trés mecanismos principais para a formacdo de uma emulsdo. Séo eles:
emulsificacdo por ruptura de gota, emulsificagdo por inversdo de fase e emulsificagdo

espontanea.

O método de ruptura de gota é um método fisico que depende da natureza
mecanica do processo, assim como das propriedades fisico-quimicas dos componentes.
A industria de bebidas utiliza este método, uma vez que este pode ser utilizado com

diferentes tipos de 6leos e emulsionantes (McCLEMENTS, 2013).

A Figura 2 ilustra os varios processos que ocorrem durante a emulsificacdo por
ruptura de gota. S&o eles: quebra da gota, adsor¢ao do emulsionante e colisdo entre gotas,

que pode levar ou ndo a coalescéncia.



Figura 2. Representacdo dos processos que ocorrem durante a ruptura de gota.

(TADROS, 2009)

Alguns métodos foram desenvolvidos com o intuito de formar emulsGes com
tamanhos de gotas reduzidos. Entre estes métodos, destaca-se o de inversdo de fase. Neste
método ocorre a inversdo de uma emulséo a/o para uma o/a, como pode ser observado na
Figura 3 (FERNANDEZ et al, 2004; THAKUR, VILLETTE, AUBRY, &

DELAPLACE, 2008).

T = Tinversio

Resfriamento

Emulsio a/o

Aquecimento

T < Tinversio

S

Emulsio o/a

Figura 3. Método de inversao de fase pela temperatura. (Adaptado de

McCLEMENTS, 2013)
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No método de emulsificagdo por inversdo de fase pela temperatura, a transicdo
ocorrerd em fungdo da forca ibnica, do pH, da temperatura e do surfactante. Uma
desvantagem para este método é que as emulsdes tendem a coalescer se forem estocadas

a uma temperatura proxima aquela da inversdo de fase.

No método de emulsificacdo espontdnea a emulsdo é formada misturando-se a
fase organica e a fase aquosa (ANTON &VANDAMME, 2009; MILLER, 1988;
POUTON & PORTER, 2006). A fase organica geralmente contém o 6leo e o surfactante.
A mistura pode ocorrer de diversas formas, seja adi¢do por titulacdo da fase aquosa a
organica ou o contrario (Figura 4). O tamanho de gota formado pode ser controlado
variando a composicdo das duas fases e as condigOes de agitacdo. (SONNEVILLE-

AUBRUN et al., 2009).

Este método é bastante aconselhdvel para o preparo dos principais tipos de
emulsdes que sdo utilizadas no mercado de bebidas; as “cloud emulsions” que conferem
turbidez as bebidas e as emulsdes flavorizadas que conferem sabor. A principal
desvantagem deste método é a necessidade de altas concentracGes de tensoativos.

(McCLEMENTS, 2013)

Figura 4. Emulsificacdo espontanea (McCLEMENTS,2013).
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2.1.4. Principais agentes emulsionantes utilizados em emulsdes para bebidas.

Os principais agentes emulsionantes para bebidas podem ser divididos em
trés grupos:
» Polimeros naturais
» Goma arabica, goma xantana, amido etc.
» Polimeros Sintéticos
= Amido modificado, polietilenoglicol etc.
» Misturas

= Proteina isolada do soro de leite.

As emulsdes para bebidas, geralmente, sdo estabilizadas por polissacarideos

anfifilicos como a goma arabica ou amidos modificados.

A goma ardbica é uma resina natural composta por polissacarideos e
glicoproteinas que é extraida de duas espécies de acécia. E frequentemente usada como
espessante e estabilizante para varios alimentos. Sua estrutura apresenta trés fracdes de
biopolimeros de alta massa molar (ANDERSON et al 1985; PHILLIPS & WILLIAMS,
1995; JAYME et al, 1999) (Figura 5). Ela é considerada um emulsionante eficiente pois
possui alta solubilidade e baixa viscosidade em agua, e é capaz de formar um filme ao

redor das gotas da emulsdo (GLICKSMAN, 1983).
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Figura 5. Estrutura da goma arébica (Adaptado de Fincher, 1983)

O uso da goma arébica como estabilizante ja foi bastante estudado em diferentes
condicBes de processamento. Como exemplo tem-se que a goma ardbica é capaz de
estabilizar emulsdes floculadas, quando estas apresentam diferentes pHs, forca inica e
temperatura de armazenamento. No entanto, devido a uma baixa afinidade na interface
agua-6leo, sdo necessarias concentracdes elevadas para formar emulsées estaveis. (TSE,

1995; McCLEMENTS,2002; CHAROEN, 2011)

As proteinas sdo capazes de adsorver na superficie da interface reduzindo, assim,
atensdo interfacial. As proteinas podem ser utilizadas em concentragcGes menores, quando
comparadas com os polissacarideos anfifilicos. Por outro lado, as proteinas sdo mais
suscetiveis a variacbes no pH, forca idnica, temperatura, prejudicando, entdo, a

estabilidade da emulséo (CHANAMAI, 2002; NORDE, 2003).

A proteina isolada do soro do leite (WPI) é constituida principalmente pela -
lactoalbumina, podendo ainda conter as proteinas a-lactoaloumina e lactoglobulina. A
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massa molar do WPI é aproximadamente igual a 18 kDa e seu ponto isoelétrico é em
torno de 5 (BLISJENSTEIN et al, 2013). Com isso, em torno deste pH as gotas da
emulsdo tendem a flocular. Porém, em pHs mais elevados ou baixos, torna-se mais dificil
a aproximagcdo das gotas devido a repulsdes eletrostaticas. J& em temperaturas acima de
70°C ocorre a desnaturacdo do WPI, acarretando assim, a agregacéo de gotas (KIM et al,

2002).

O uso da proteina isolada do soro de leite tem sido bastante estudado. O whey
protein é capaz de aumentar a estabilidade da emuls&o devido a interacfes eletrostaticas
(TAHERIAN et al, 2011). Em outro estudo também foi possivel observar um aumento
da estabilidade quimica das emuls6es, quando este é adicionado (TRENTIN et al, 2011).
O aumento da estabilidade de emulsGes que contém whey protein sdo resultantes de
mudancas em suas propriedades fisico-quimicas. A adicdo de WPI pode resultar em um
aumento de viscosidade dificultando assim que ocorra o processo de floculagédo

(SOLEIMANPOUR et al, 2013).

2.1.5. Fatores que afetam a estabilidade.

De maneira geral, as forcas atrativas de Van der Waals e as interagdes repulsivas
entre as gotas irdo influenciar na estabilidade de uma emulsdo. Esta estabilidade
geralmente esta relacionada a resisténcia a coalescéncia das gotas dispersas. Isso €
dependente da natureza fisica do filme interfacial, da existéncia de barreira elétrica ou
estérica, da viscosidade da fase continua, da distribuicdo do tamanho de gota, da
temperatura, do volume de fase dispersa e da diferenca de densidade entre as fases.

(ROSEN,2004)
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As gotas de uma emulsdo colidem a todo momento, devido ao frequente
movimento destas. O filme interfacial dever ser resistente a esses choques, para que este
ndo se rompa e acarrete na coalescéncia das gotas. O filme deve ter natureza fisica elastica

para conseguir acompanhar as deformagdes das gotas.

A presenga de gotas carregadas na emulsdo dificulta a aproximacgao destas,

evitando a coalescéncia e a floculagdo, devido a formagdo de uma barreira elétrica

A viscosidade da fase continua ird influenciar diretamente na frequéncia de
colisdo. Quando a fase continua possui elevada viscosidade, o coeficiente de difusdo das
gotas fica reduzido, dificultando assim o movimento das gotas. A viscosidade da fase

continua aumenta com o aumento da concentracdo de particulas suspensas.

Em relacéo a distribuicdo de tamanho de gota tem-se que quanto mais uniforme
for esta distribuicdo, mais estavel serd a emulsdo. As gotas maiores possuem area

interfacial menor, sdo, entdo mais estaveis e tendem a crescer mais que as menores.

A frequéncia de colisdo também depende do volume da fase dispersa. Por
exemplo, com o aumento da concentracdo de Oleo mais gotas serdo formadas,
aumentando a probabilidade de chogue entre as gotas, favorecendo assim a coalescéncia

destas.

A diferenca de densidade entre as fases também é um fator importante. Se essa
diferenca for muito significativa, pode ocorrer a separacdo de fases da emulsdo. Para
contornar este problema, faz-se uso de compostos que sdo conhecidos como agentes de
peso que quando adicionados a uma das fases tem a fungdo de deixar as densidades das

duas fases mais proximas.
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2.1.6. Mecanismos de desestabilizacao.

As emulsdes para alimentos podem tornar-se instaveis devido a diversos
mecanismos fisico-quimicos. Geralmente, o termo “estabilidade da emulsdo” se refere a
capacidade de uma emulsdo resistir a mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas ao
longo do tempo. Torna-se, entdo, importante conseguir identificar qual o mecanismo
fisico ou quimico dominante responsavel pela instabilidade de uma emuls&o, pois esse
conhecimento podera ajudar a determinar uma estratégia efetiva para melhorar a sua

estabilidade. (McCLEMENTS,1999; DICKINSON, 1992)

Dentre os mecanismos fisicos podem ser citados os seguintes: os processos de
separacgdo devido a acdo da gravidade, flotacdo/sedimentacdo, floculacdo, coalescéncia,

amadurecimento de Ostwald e inversao de fase. (Figura 6)
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Figura 6. Representagdo dos mecanismos de desestabilizac&o de emulsdes

(adaptado de BOUYER, 2012).

Esses mecanismos de desestabilizacdo estdo correlacionados com as propriedades
fisico-quimica dos componentes de uma emulsao e da emulsédo final. Por exemplo, um
aumento no tamanho de gota aumenta a probabilidade de flocular, coalescer etc. Esses
processos muitas vezes ocorrem consecutivamente ou até mesmo simultaneamente

(TADROS, 2004).

17




No caso de emulsbes Gleo/dgua, a flotacdo/sedimentacdo devido a acdo da
gravidade vai ocorrer quando a densidade do 6leo for menor/maior do que a densidade da
agua. Na maioria dos casos, 0 6leo possuira uma densidade menor do que a da &gua,
podendo resultar na flotagdo (TADROS, 2004). Porém, esta pode ser prevenida com a
adicdo de agentes de peso que aumentardo a densidade do Oleo, igualando as duas

densidades e evitando esses mecanismos de desestabilizacdo por a¢do da gravidade.

A separacdo gravitacional ocorre sem a perda da identidade individual da gota.
Ela ocorre, com o tempo, em quase todos os sistemas de emulsdo onde ha uma diferenca
na densidade das duas fases. A taxa de flotagdo/sedimentacdo depende das caracteristicas
fisicas do sistema, especialmente da viscosidade da fase continua. Esse processo nao
representa necessariamente uma mudancga no estado disperso do sistema e pode, em

muitos casos, ser revertido com o fornecimento de pouca energia (MYERS, 1999).

O mecanismo de floculagdo é caracterizado pela aproximacdo das gotas, com
formacdo de agregados, porém sem a perda de identidade, ou seja, hd a manutencdo do
filme interfacial e da individualidade das gotas. Na floculacéo, as gotas ficam proximas
umas das outras por muito tempo, porém, as forcas atrativas ndo sdo suficientemente

significativas para que elas coalesgcam formando uma Unica gota (AUFLEM, 2002).

A floculacdo antecede a coalescéncia e a ruptura do sistema. A floculagdo pode
ser em VAarios casos um processo reversivel, que pode ser revertido com o fornecimento
de muito menos energia do que a requerida no processo original de emulsificacdo

(MYERS, 1999).

No mecanismo de coalescéncia ocorre a formagéo de uma Unica gota maior a partir
de duas ou mais gotas. Neste processo ha a reducéo da area interfacial total e a ruptura do

filme interfacial entre as gotas. Embora a coalescéncia resulte de mudangas microscopicas
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significativas na condicdo da fase dispersa (ex: mudancas no tamanho médio de particula
e distribuicdo), ela pode ndo resultar imediatamente numa alteracdo macroscopica

aparente do sistema.

A separacdo de fases, por outro lado, é macroscopicamente aparente, e € uma
consequéncia do processo microscopico de coalescéncia da gota. Nesse evento, a
identidade individual da gota é perdida, assim como as propriedades fisicas e quimicas

da emulséo (MYERS, 1999).

O envelhecimento de Otswald é resultado do fato que as fases ndo sdo totalmente
imisciveis. Com isso, as gotas menores possuirdo solubilidade maior quando comparadas
com as gotas maiores. As gotas menores tenderdo a desaparecer e a se depositar em gotas
maiores, ocorrendo, entdo, o crescimento de gotas maiores em detrimento das menores

(TADROS,2004).

2.1.7. Encapsulamento de nutrientes.

Devido a suas caracteristicas estruturais, as emulsdes possuem alto potencial para
aplicagdo em alimentos, como: liberagdo controlada de aromas e sabores, modulagéo de
aromas e sabores indesejaveis, liberacdo controlada de componentes encapsulados, e
protecdo dessas substancias da oxidacdo e da acdo de certas enzimas durante o processo
de fabricacdo e armazenamento (BENICHOU et al.,, 2004; MUSCHIOLIK, 2007;
MCCLEMENTS et al., 2007; DICKINSON, 2011; JIMENEZ-COLMENERO, 2013;

JIMENEZCOLMENERO, 2013).

Para a aplicacdo no encapsulamento de nutrientes, faz-se necessaria, entdo, a

formagéo de um sistema o mais estavel possivel para que o encapsulado fique protegido
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pela fase continua (MUSCHIOLIK, 2007).

Uma variedade de sistemas coloidais tem sido empregada no encapsulamento de
mutrientes, os quais incluem: microemulsdes, lipossomas, nanoemulsdes, emulsdes
simples, emulsdes de multicamada, emulsGes multiplas, nanoparticulas de lipideos
solidos, suspensdes de nanocristais e particulas poliméricas (FLANGAN & SINGH,
2006; MCCLEMENTS et al., 2007 MULLER et al., 2011; MCCLEMENTS, 2011). A

tabela 4 abaixo apresenta alguns nutrientes que ja foram estudados seu encapsulamento

em emulsdes.

Tabela 4. Nutriente encapsulados em emulséo.
Nutriente Concentracao Autor
Vitamina E 10-50% HATANAKA et al, 2010
D-Limoneno 5% DONSI et al, 2011
- Caroteno 0,30% LIANG et al, 2013
Resveratrol 0,01% SESSA et al, 2011
Licopeno 10% ROCHA et al, 2012
- Caroteno 15% YUAN et al, 2007

Neste contexto, a proteina do soro do leite tem sido utilizada como estabilizante
em emulsGes com encapsulamento de nutrientes. Essa proteina, assim como as outras
proteinas do leite, € um excelente agente encapsulante para compostos hidrofébicos. As
proteinas do leite também sdo capazes de interagir de forma covalente ou eletrostatica

com 0s nutrientes, e isso torna a emulsdo mais estavel (LIVNEY, 2010).

Ainda no que diz respeito a estabilidade de emulsdes com nutrientes, Hatanaka et

al., em 2010, avaliaram o efeito da concentracdo de nutriente na estabilidade de emulsdes

20



contendo vitamina E. Constatou-se que, quanto menor a quantidade de nutriente, mais
estavel é a emulséo, pois a tendéncia é que com o aumento da concentracdo, haja um

aumento na agregacéo das gotas (HATANAKA et al, 2010).

Outro aspecto importante no encapsulamento de nutrientes é a acessibilidade
deste. Em 2013, Liang et al. avaliaram a estabilidade de nanoemulsdes contendo [3-
caroteno estabilizadas com amidos modificados. Foi observado que o aumento da massa
molar do amido pode aumentar da gota formada, tornar a emulsdo e o nutriente mais
estaveis, porém reduz a bioacessibilidade deste, devido a impedimentos

estericos.(LIANG et al, 2010).

2.2.Caracterizacao de emulsdes.

2.2.1. Potencial zeta

Sistemas contendo emulsdo podem apresentar cargas elétricas devido a adsorcao
de moléculas ionizadas ou ionizaveis na superficie das gotas. As caracteristicas elétricas
da superficie das gotas dependem do tipo e concentracdo das espécies adsorvidas, assim
como composicao ibnica e propriedades fisicas da fase dispersa. Esta carga elétrica é
importante, pois pode determinar a natureza de sua interacdo com outras espécies

carregadas ou seu comportamento na presenca de um campo elétrico.

As goticulas em muitas emulsdes ndo conseguem agregar-se pois utiliza-se da
adicdo de emulsificantes i0Gnicos que adsorvem na superficie da gota, evitando a
coalescéncia por repulsdo eletrostatica (DICKINSON, 1992; FRIBERG et al., 2004;

MCCLEMENTS, 1999; MCCLEMENTS, 2007).

21



As propriedades elétricas de uma gota podem ser caracterizadas através do seu
potencial zeta. Este potencial corresponde ao potencial elétrico no plano de cisalhamento.
E dependente da superficie da particula e da fase dispersa, podendo ser afetado pelo pH
e forca idnica do meio. A interacdo das gotas se d& pela magnitude do potencial zeta,
portanto, para que haja a estabilidade de emulsBes por repulsdo eletrostatica, as gotas

devem ter potencial zeta superiores a 30 mV, em médulo (MIRHOSSEIN et al., 2007).

No caso de uso de proteinas como estabilizantes para emulsdes, o potencial zeta
representa uma 6tima ferramenta de analise pois dependendo do pH em que se encontram,

as protel'nas possuem carga.

Kim et al, em 2002, estudou o uso da proteina isolada do soro do leite como
estabilizante para emulsdes. Foi observado que em pH 7 a proteina possuia carga

negativa, o que aumentava a repulsdo eletrostatica das gotas

2.2.2. Tensao superficial.

A tensdo superficial esta relacionada a diferenca entre as energias das espécies na
superficie e no interior. As moléculas em um liquido interagem umas com as outras € 0
grau desta atracdo vai depender das propriedades de cada substancia. As interacdes de
uma molécula no interior de um liquido séo equilibradas por forcas igualmente atrativas
em todas as direcOes. Ja as moléculas na superficie tém suas forcas de atracdo formando
uma resultante no sentido do interior do liquido.

Por conta desse desequilibrio de forgas, as moléculas na superficie estdo em um
estado energético maior do que as moléculas no interior do liquido. A maior quantidade

possivel de moléculas ird sair da superficie e ir para o interior do liquido, por isso a
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superficie tende a contrair espontaneamente. A tensao superficial €, portanto, uma medida
da energia de coesdo presente numa interface (Figura 7) (SHAW, 1980; ADAMSON,

1976).

ar

resultante das
fercas que atuam
sdbre as moléculas
da superficie

3R

liquido

5
3% 33

Figura 7. llustracdo das forcas de atracdo entre as moléculas na superficie e no interior

de um liquido (adaptado de SHAW, 1980).

A presenca de um segundo componente pode tanto aumentar quanto diminuir a
tensdo superficial de uma fase aquosa. Por exemplo, moléculas organicas com caréater
anfifilico tém tendéncia de se dispor na interface ja que a dissolugdo das mesmas em agua
é desfavoravel. Desta forma, espécies anfifilicas se acumulam na superficie, dando

origem a um filme superficial diminuindo a tensdo superficial da dgua.
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2.2.3. Tamanho de gota.

O tamanho das gotas em uma emulsdo provoca um forte impacto em sua
estabilidade. Quando tém-se gotas de tamanho maior torna-se propicio ocorrer floculagéo,
coalescéncia; ja gotas muito pequenas, com o decorrer do tempo podem desaparecer

dependendo de sua solubilidade na fase dispersa.

As propriedades Gticas também tém relacdo com o tamanho de gota. Podendo a
emuls&o ser turva (macroemulsao) ou transparente (micro e nanoemulsées). Em produtos
alimenticios, por exemplo, o didmetro médio de uma gota encontra-se na faixa de 0,1 a

100 pm (McCLEMENTS, 2007).

Segundo Kokal, em 2002, a distribui¢do do tamanho de gotas exerce influéncia na
viscosidade das emulsfes. Quando as gotas sdo menores, as emulsdes tendem a ser mais
viscosas. De acordo com Becker, em 1997, o aumento da estabilidade pode ser atribuido

as elevadas viscosidades encontradas em emulsGes com tamanho de gotas pequenos.

Levando em conta a distribuicdo de tamanhos de gota podem-se relacionar os
sistemas emulsionados como monodispersos (gotas que possuem o0 mesmo tamanho) ou
polidispersos (gotas que apresentam um intervalo de tamanhos). Cabe ressaltar que, ao
reportar informacdes a respeito do tamanho das gotas, faz-se necessario especificar qual
tipo de medida esté sendo considerado, didmetro ou o raio. Emulsdes polidispersas podem

ser caracterizadas por uma distribuigdo de tamanho de gotas.

Yang et al., em 2013, estudaram as influéncias da composicéo da fase oleosa, da
composicao da fase aquosa, da concentracdo de surfactante no tamanho de gota formada.

Concluiu-se que a fase oleosa ndo deve ter alta viscosidade caso 0 objetivo seja a
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formacdo de gotas menores. Também foi observado que quando a fase aquosa € mais

viscosa, as gotas formadas sdo menores (YANG,2013).

Também em 2013, Soleimanpour et al avaliaram as influéncias da concentracéo
de estabilizante e 6leo no tamanho de gota formado. Constatou-se que altas concentragdes
de 6leo e baixas concentragdes de emulsionantes tendem a formar gotas de tamanho maior

(SOLEIMANPOUR, 2013).

2.2.4. Turbidez

As emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, logo a fase dispersa
pode podem coalescer, flocular, sedimentar ou migrar para a superficie, o que influencia

diretamente na turbidez/opacidade da emulsdo (McCLEMENTS, 2007).

E importante conseguir definir quais mecanismos de desestabilizacdo estfo
ocorrendo. Para tal utilizam-se técnicas ou analiticas ou puramente visuais. O
monitoramento das propriedades éticas, com o auxilio do equipamento Turbiscan, por

exemplo, permite uma analise mais confidvel e precisa. (MENGUAL et al.,1999)

Essas propriedades Oticas sdo acompanhadas através da seguinte maneira: o
equipamento Turbiscan possui dois detectores de irradiacdo, um para o feixe de luz que
é transmitido apds que este passa pela amostra, e outro para o feixe de luz que é espalhado,

ou seja aquele que ndo consegue atravessar a amostra (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de analise do Turbiscan.

Quando o processo de desestabilizacdo ocorrer por migracdo de particulas, por
exemplo, através do Turbiscan consegue-se observar no grafico para o espalhamento,
uma regido que possuird espalhamento positivo (corresponde a regido com maior
concentracdo de particulas) e outra com espalhamento negativo que corresponde a uma

zona clarificada que é formada (PAN et al, 2004).

Matsumiya et al, em 2014, estudaram o espalhamento de luz em emulsbes para
bebidas. Foi observado, de modo geral, que h4& um aumento na intensidade da luz
espalhada devido a aglomeracdo de gotas de dleo, resultante dos processos de floculacao.
E quando a intensidade da luz diminuia era devido aos processos de flotacdo e

sedimentacdo (BLIJDENSTEIN et al., 2003; SILLETTIA et al., 2007).

Yuan et al, em 2008, observou que emulsGes altamente estaveis ndo apresentam
espectros com variagdes nas intensidades de luz espalhada. Estes resultados sugerem que
as emulsdes estaveis alcancam um equilibrio logo assim que formadas e este é mantido
ao longo do tempo.

26



2.2.5. Balanca de Langmuir

As monocamadas de Langmuir sdo filmes ou peliculas com espessura
monomolecular. Elas sdo formadas na superficie de uma subfase aquosa por moléculas

anfifilicas (Figura 9).

Figura 9. Monocamada de Langmuir.

Essas monocamadas podem ser produzidas numa cuba de Langmuir, que possui
um compartimento raso, feito de material hidrofobico, que contém a subfase aquosa, um
sensor de tensdo superficial, geralmente uma placa de Wilhelmy, e barreiras moveis,
utilizadas para comprimir a monocamada formada na superficie. Normalmente essas
monocamadas sdo formadas espalhando-se as moléculas organicas sobre uma subfase

aquosa.

A pressdo de superficie pode ser definida como a diferenca entre a tensdo
superficial de um liquido puro, geralmente agua e a tensdo superficial deste liquido

quando moléculas de carater anfifilico estdo presentes na superficie. (Equacéao 3)

T="Yo"Y (3)
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Em que:
7 € a pressao superficial;
Y0 é a tensdo superficial da agua pura e

v € a tensdo superficial da 4gua com a monocamada.
Com a cuba de Langmuir, é possivel acompanhar a variagdo da pressdo de

superficie a medida que ocorre a compressao do filme. Quando a temperatura é mantida

constante ao longo do processo, obtém-se uma isoterma de compressdo, conforme mostra

a Figura 10.
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Figura 10. Exemplo de isoterma de compressao de um fosfolipidio. (Adaptado de

GIRARD-EGROT et al ,2005)
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A partir da analise das isotermas de compressdo, pode-se obter informacGes
relativas a reorientacfes das moléculas, a existéncia de fases de transicao e a estabilidade

da monocamada na interface ar-agua (GIRARD-EGROT et al., 2005).

Quando a compressdo ainda ndo se iniciou, as moléculas se comportam como
um gés, Durante a compresséo, alguns filmes podem se reorganizar e se comportar como
um filme liquido. A medida que se comprime mais, a monocamada pode vir se comportar

como um estado solido até ocorrer o colapso do filme (Figura 11).

Um filme é considerado estavel quando, entdo, mantém suas propriedades ao

longo do tempo, sem que apresente colapso ou transicao de fase.

e I TIPATAS VAT I TN

Gasoso Liquido Solido

Figura 11. Orientacdo das moléculas durante as diferentes fases. (Adaptado de

ROBERTS, 1990)

Quando as moléculas se comportam como um gas, elas estdo muito afastadas
umas das outras. Portanto, as forcas de interacdes entre elas sdo pequenas, isso resulta
numa pressdo superficial baixa. A area média por molécula na superficie € muito maior
que a da molécula. Surfactantes sollveis em agua geralmente apresentam esse tipo de
comportamento. Em alguns casos € possivel observar que, quando ocorre compressdo das
monocamadas existentes no estado gasoso, hd uma transicdo de fase de primeira ordem

para o estado liquido (ALMEIDA, 2012).

29




Jé& na fase liquida, ha uma interacdo significativa entre as moléculas. Existem pelo
menos dois tipos de fases liquidas: a fase de liquido expandido e a de liquido condensado.
Na fase de liquido expandido, as moléculas interagem umas com as outras. Elas s&o
altamente hidratadas, e a equacdo de estado é frequentemente do tipo de Van der Waals.
Ja a fase de liquido condensado resulta na condensacéo do liquido expandido. Nesta fase
as moléculas passam a ter uma orientacdo na superficie. O filme é relativamente mais
rigido e as isotermas possuem aspecto proximo ao linear. A fase sélida corresponde ao
empacotamento maximo de moléculas, sem que haja o colapso do filme. Nesta fase as
isotermas sdo lineares e a extrapolacdo para a pressdo zero do filme resulta numa

superficie que corresponde a area molecular.

Blijdenstein et al, em 2013, estudaram as isortermas de compressao para filmes
contendo WPI. Foi observado que o filme de WPI apresenta comportamento mais eléstico
que é devido as mudangas conformacionais que podem ocorrer na interface, como o de

desenovelamento.
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Capitulo 111

Metodologia Experimental

3.1. Planejamento de experimentos

Para a formulag&o das emuls6es foram escolhidas trés variaveis para estudo, sendo
elas: a razdo de 6leo de laranja/ agua, concentracao de goma arabica ou proteina isolada
do soro do leite (whey protein —WPI) e a concentracdo do tensoativo dioctil sulfosuccinato

de sddio (DSS).

Utilizou-se o 6leo essencial de laranja para as formulacdes das emulsées. Os 6leos
essenciais sao produtos volateis oriundos do metabolismo secundario de plantas
aromaticas. Estes compostos sdo encontrados em folhas, cascas, flores, sementes, caules
e raiz (SANGWAN et al., 2001). De acordo com SIMOES et al. (2007), 6leos essenciais
sdo misturas complexas de compostos que conferem aromas agradaveis e sabores
caracteristicos. De uma maneira geral sdo instaveis, especialmente na presenca de luz,
calor, umidade, ar e metais. Muitos 6leos essenciais sdo constituidos de uma variedade

de compostos terpendides, sintetizados a partir da unidade isoprénica.

Vérias pesquisas tém demonstrado que Oleos essenciais e seus componentes
possuem atividades antimicrobianas, antioxidantes e anticancerigenas (BOZIN et al.,
2007). Os antioxidantes podem retardar a velocidade de oxidacdo atraves de um mais
mecanismos, como inibi¢do de radicais livres e complexagdo com metais. No Brasil o
6leo essencial de laranja é bastante utilizado em bebidas. O 6leo essencial de laranja

utilizado neste estudo foi adquirido na Mapric.
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A goma arabica que foi utilizada como estabilizante em um dos planejamentos foi
adquirida na Vetec (pureza minima 85%) Este aditivo ja é frequentemente utilizado como
espessante, estabilizante para varios alimentos e € muito utilizado na industria de bebidas
h& muitos anos, por causa do seu baixo custo e da sua eficiéncia como estabilizante em

emulsdes (ACEDO-CARRILLO et al., 2006).

A proteina isolada do soro do leite (pureza 99%) foi gentilmente cedida pela
Makeni Chemicals. Seu uso como estabilizante ainda é considerado novo pela inddstria

de bebidas.

O tensoativo DSS foi obtido da Sigma-Aldrich. Este tensoativo ja é amplamente

utilizado pela industria de bebidas (WALSTRA, 2003).

Como agente de peso utilizou-se o diacetato hexaisobutirato de sacarose (SAIB)

(Sigma-Aldrich), para igualar a densidade com a fase aquosa.

Neste trabalho, foi elaborado um planejamento experimental completo do tipo 23
+ 3 pontos centrais para uma analise exploratoria dos efeitos significativos principais
sobre a resposta do sistema. A tabela abaixo mostra todos os niveis desse planejamento.
O teor de 6leo variou entre 30 a 60% em relagdo ao volume total da emulséo, a
concentracéo de estabilizante variou entre 1 a 15% em relagdo ao volume de fase aquosa,
ja a concentracdo de tensoativo ficou entre 0 a 100 ppm em relacdo ao volume de fase

aquosa.
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Tabela 5. Niveis dos planejamentos de experimentos.

. Niveis
Variaveis
-1 0 1
% Oleo de Laranja 30 45 60
% WPI ou % Goma 1 8 15
DSS (ppm) 0 50 100

As analises estatisticas foram realizadas empregando o software Statistica 7.0 para
analise dos efeitos de cada varidvel e suas interacdes, sendo utilizado 95% como intervalo
de confianca. A significancia de cada efeito linear e interacdes foi obtida através do p-
valor que, representa a probabilidade de que uma dada variavel tenha um efeito nédo

significativo sobre a resposta, dependendo do nivel de confianca.

3.2. Preparo das emulsdes

Para o preparo de cada emulsédo, primeiramente foram preparadas as fases aquosas
e oleosas nas composicdes adequadas para cada experimento. ApoOs preparadas, as
emuls@es ficaram estocadas a temperatura ambiente (em torno de 24°C) no Laboratério
do Grupo Interdisciplinar de Fendmenos Interfaciais (GRIFIT). Todas as analises
posteriores foram realizadas logo que as emulsdes haviam sido preparadas, exceto as

analises dependentes do tempo.
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3.2.1. Preparo das fases aquosas.

Todas as fases aquosas continham concentragdes fixas de conservante (1,6% (m/m) de
acido citrico), antioxidante (0,4% (m/m) de benzoato de sodio) e bactericida (0,4% (m/m) de
sorbato de potassio). A quantidade de estabilizante e tensoativo variaram de acordo com o
planejamento de experimentos. O preparo da fase aquosa consistiu de uma mistura em um

homogeneizador de alta velocidade (Turrax) a 4.000 rpm por aproximadamente trés minutos.

3.2.2. Preparo da fase oleosa

O preparo da fase oleosa consistiu na correcéo de densidade do 6leo. Como o 6leo
de laranja possui densidade menor que da agua (0,867g/cm?), adicionou-se o diacetato
hexaisobutirato de sacarose (SAIB) como agente de peso na proporgéo 1:1 (v/v). O SAIB
é um gel, com viscosidade de 100.000 centipoise (cps), densidade de 1,146 g/cms,
temperatura de decomposicdo de 288°C e alta solubilidade em 6leo. Esse composto ja

possui ampla utilizacdo na industria de bebidas (BYRD, 2001).

3.2.3. Formacéo da emulsao

Depois de preparadas as fases aquosa e oleosa, as emulsdes foram produzidas utilizando-
se um homogeneizador de alta velocidade em uma velocidade de rotacéo igual a 8000 rpm durante
quinze minutos. Normalmente, as particulas produzidas por um homogeneizador de alta

velocidade atingem um didmetro de aproximadamente 2pum a 10 pm.
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3.3. Caracterizacdo das emulses.

A estabilidade mecénica dos filmes formados pelos estabilizantes e tensoativo escolhidos,
foi avaliada através da balanca de Langmuir, com o objetivo de verificar a adequacdo dos
materiais. Com relagdo as outras andlises de caracterizacdo, elas foram realizadas, todas no

mesmo dia, logo apds o preparo da emulséo.

3.3.1. Balanca de Langmuir

A balancga de Langmuir € um instrumento que permite manipular a &rea molecular média
por compressdo ou expansédo do filme, enquanto se mede a pressao do filme. Quando se comprime
o filme, a tensdo superficial diminui e, consequentemente, a pressdo de superficie aumenta. O
aparato experimental consiste de compartimento raso, com material hidrofébico, onde fica a
subfase aquosa, um sensor de tensao superficial, do tipo placa de Wilhelmy, e barreiras moéveis

utilizadas para comprimir a monocamada formada na superficie (Figura 12) (ROBERTS, 1990).

Balanca
com prato
de Wilhelmy
Barreira Barreira
-, -

’ 7
-

Monocamada espalhada
sobre a subfase

Tina com a subfase

Figura 12. Balanga de Langmuir com placa de Wilhelmy e as barreiras. (SANTOS, 2003)
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Neste estudo foi utilizado a balanca de Langmuir da marca e modelo
MicroTrough-S (Kibron Inc.) para avaliar a estabilidade mecénica e resisténcia a compresséo

atraves da medicao da pressdo superficial dos filmes monomoleculares formados pelo tensoativo

DSS, e os estabilizantes goma arabica e proteina isodala do soro do leite (WPI- whey protein).

Por se tratar de uma medicdo muito sensivel a presenca de contaminantes, a
limpeza de todo o aparato experimental foi feita da seguinte forma: primeiro com agua
ultrapura Mili-Q quente em abundéncia, depois com &gua ultrapura Mili-Q a temperatura
ambiente e por fim deixou-se a placa e as barreiras em banho de ultrassom por
aproximadamente seis horas. Antes de cada experimento, uma isoterma de compressao

de &gua ultrapura era obtida e analisada para confirmar a eficiéncia da limpeza.

Para esses experimentos foram preparadas solu¢des 0,5 mg/mL de DSS, 0,5
mg/mL de goma arabica e 0,5 mg/mL de WPI em &gua. Para a obtenc¢do das isotermas de
compressdo de DSS e WPI foram aplicadas 100 pL de cada solu¢do numa subfase de
agua ultra pura Milli-Q (Millipore) em temperatura ambiente (23 °C). Ap6s a aplicacdo
esperou-se por cinco minutos para a realizacdo da compressao do filme formado. Ja para
a obtencdo da isoterma de compressdo da goma arabica, utilizou-se a propria solucao
como subfase, sendo utilizado aproximadamente 20 mL da solugdo 0,5 mg/mL de goma

arabica.

3.3.2. indice de emulsificag&o.

Para avaliar a estabilidade da emulséo, visualmente, foi utilizado o indice
de emulsificacdo (IE). Uma aliquota de 10 mL de emulsdo foi vertida para uma proveta

para analise. Este indice foi avaliado por até 15 dias aproximadamente, para que se
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obtivesse a quantidade maxima de emulsédo estavel formada. O indice de emulsifica¢do

foi obtido através da equacéo 4, descrita por Cooper e Goldenberg em 1987.

IE(%) = = x 100 ()

Em que:

CE ¢é a camada emulsionada em unidade de comprimento (cm) e

AT ¢ a altura total em unidade de comprimento (cm)

3.3.3. Tenséo superficial

Os métodos mais tradicionais para determinacdo de tensdo superficial sdo os
métodos do anel DuNouy e da Placa Wilhelmy. O principio de funcionamento se baseia
no registro da forca (ou do peso) durante a passagem do anel pela superficie. O maximo
da forca um pouco antes da ruptura do filme de liquido aderido no anel permite o célculo

da tensdo superficial.

Neste estudo utilizou-se o tensidbmetro Sigma 70 (KSV Instruments Ltd) para a

medic&o das tensdes superficiais do 6leo com SAIB e das emulsoes.
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3.3.4. Tamanho de gota

As emulsdes foram analisadas, assim que preparadas, quanto ao tamanho das
gotas de 6leo formadas em um microscopio cuja marca e modelo eram: Microscopio
vertical da Carl Zeiss, modelo Axiovert MAT40. As amostras foram diluidas duas vezes
em &gua para que analise pudesse ser realizada. Uma gota da amostra diluida foi colocada
numa laminula (24 mm x 60 mm), e esta foi colocada sobre a lente do microscopio (com
0 aumento de 100 vezes) e, em seguida, foram feitos ajustes tais como: filtro, luz, lente
de aumento e no foco do equipamento, até obter-se uma boa visualizacdo da imagem,
para que a foto fosse tirada. Para realizar a medicdo do tamanho das gotas, usou-se 0
software AxioVision 4.8. A medi¢do do tamanho de gotas de 6leo na emulsdo foi
quantificada sobre a prépria foto obtida. O célculo obtido foi referente ao didmetro médio

de 100 gotas de 6leo, determinado pela média aritmética dos tamanhos das gotas.

3.3.5. Potencial zeta

Para medicdo do potencial zeta foi utilizado o equipamento ZetaPlus (Brookhaven
Instruments Corporation). Para esta medi¢do, as amostras das emulsfes recém-preparadas

foram previamente diluidas mil vezes, com agua ultrapura.

Este equipamento é baseado no principio da eletroforese, com isso, calcula a
velocidade com que as particulas carregadas se movem quando estdo sob a a¢do de um

campo elétrico.

As amostras de emulsdo eram colocadas em uma cubeta de medi¢do e um campo
elétrico é aplicado por um par de eletrodos. Isso faz com que todas as particulas

carregadas na emulsdo se movam em direcdo ao eletrodo de carga oposta a uma

38



velocidade que depende da magnitude de sua carga. O sinal e a magnitude da carga sobre
as particulas podem ser deduzidos, a partir da diregdo e velocidade que eles se movem, e
depois convertidos em potencial usando um modelo matematico adequado, programado.
Neste estudo, 0 modelo utilizado foi o de Smoluchowski, com a aproximacéo de Debye-

Huckel.

3.3.6. Analise de estabilidade (Turbiscan)

A estabilidade das emulses estudadas neste trabalho foi determinada através de
andlise Optica com o equipamento Turbiscan Lab. Este analisador possui um sistema
composto por uma fonte de luz infravermelha e dois detectores sincronizados. O detector
de transmisséo recebe a luz, a qual passa pela amostra, enquanto o detector de retorno

capta o espalhamento da luz por trds da amostra.

O Turbiscan é capaz de identificar mudancas na concentracdao de emulsdes e, em
alguns casos, tamanho de gota, ao longo da altura da amostra e em func¢éo do tempo. A
analise é fundamentada no fato de que a desestabilizacdo de emulsbes resultante de

coalescéncia ou efeitos gravitacionais leva a migragdo das gotas (FRANCA, 2013).

A propagacédo da luz através de uma dispersdo concentrada pode ser usada para

caracterizar a estabilidade fisico-quimica do sistema.

O Turbiscan faz leituras em varios intervalos de tempo pré-programados e
sobrepBe as curvas em um grafico para mostrar a desestabilizacdo da emulsdo. Neste
trabalho, as varreduras foram programadas para serem feitas com intervalo de vinte
minutos durante um dia. O resultado final desta analise é apresentado por dois graficos
distintos. O primeiro grafico é referente a luz que é transmitida e o segundo a luz que é

espalhada. Como as varreduras sdo feita no decorrer da amostra (altura do frasco), a
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interpretacdo nas variagdes das intensidades de luz foram feitas até a altura de 35 mm do

frasco, em que fica garantido que estas varia¢fes sdo devidas as emulsdes.

3.3.7. Quantificagdo dos compostos encapsulados

Os compostos com potencial bioativo foram encapsulados foram quantificados
por espectrofotometria no UV/Vis no espectrofotometro Alpha Asw 002 UV-Vis Analyst

1803. Para isso foram necessérias a realizagao de extracdo liquido/liquido.

Para o nutriente B-caroteno (93%, Sigma-Aldrich), a quantificacdo foi feita
segundo método descrito por Yuan et al em 2008. Uma aliquota de 1 mL de emulsdo foi
extraida trés vezes com 2 mL de etanol e 3 mL de n-hexano. ApGs as extracdes, as fases
com hexano foram juntadas e diluidas para a andlise espectrofotométrica num
comprimento de onda igual a 450 nm. A concentragdo de [3-caroteno foi obtida a partir da

construcdo de uma curva de calibragéo feita sob as mesmas condicdes.

Ja para o nutriente o-tocoferol (Vitamina E) (96%, Sigma-Aldrich), a
quantificacdo foi feita através da extracdo de uma aliquota de 1 mL de emulsdo com 5
mL de diclorometano. Apds duas extracdes, as fases organicas foram juntadas e diluidas
para medicdo da absorvancia em 296 nm. A partir da construgdo de uma curva de
calibracdo feita sob as mesmas condi¢des foi possivel obter a concentracdo de vitamina

E emulsionada.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagdo dos emulsionantes

4.1.1. Concentracdo micelar critica do dioctil sulfosuccinato de sddio.

A concentracdo micelar critica (CMC) de um tensoativo é uma informacéo

importante, pois com ela consegue-se definir qual concentracdo de tensoativo deve ser

utilizada de modo a obter a redu¢do maxima na tenséo superficial da 4gua. A Figura 13

mostra a variacdo da tensdo superficial em funcdo da concentracdo de dioctil

sulfosuccinato de sédio (DSS), permitindo calcular a CMC.

Tensdo Superficial (mN/m)

30 -

N
o

=
o

o

Tensao Superficial x Concentracgao

y = -1E-04x + 29,606
R?=0,9687

y =-0,0178x + 49,275
R%=0,9919

cMC=1,1g/L

200 400 600 800 1000
Concentragdo DSS( mg/L)

1200 1400 1600

Figura 13. Grafico de Tensdo Superficial x Concentracdo de DSS
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Pelo grafico observa-se que a CMC obtida foi igual a 1,1 g/L. Este valor
encontra-se concordante com o que é apresentado na literatura (STEFFY et al, 2011).
Embora o valor da CMC seja alto, o limite maximo permitido para este tensoativo pela

legislacdo brasileira é de 100mg/L.

4.1.2. Balanca de Langmuir
A partir da analise das isotermas de Langmuir dos agentes emulsionantes,
podem ser obtidas informacgdes quanto a natureza do filme formado. Foram avaliados 0s
filmes do tensoativo DSS e dos estabilizantes goma arabica e proteina isolada do soro do

leite (WPI).

Na Figura 14 é mostrada a isoterma de compressdo para a goma arabica. Esta
isoterma, diferentemente das outras, ndo foi feita em subfase aquosa, e sim com a propria
solucdo de goma arabica. A curva mostra como a pressdo de superficie aumenta em

funcdo da area entre as barreiras.
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Figura 14. Isoterma de Compressdo da goma arabica

Como pode ser observado pela isoterma de compressdo da goma arabica, 0
aumento na pressdo superficial foi pequeno, em geral, € desejado que haja uma reducéao
mais significativa na tensdo superficial. Este resultado difere daqueles encontrados na
literatura. (ALMEIDA,2012). Como a goma arabica é composta por polissacarideos e
glicoproteinas, provavelmente devido a condigdes de armazenamento, pode ter ocorrida
a degradacdo desta. Como resultado tem-se que neste estudo a goma arabica ndo foi

considerado um bom agente emulsionante.

Jé para as isotermas da proteina isolada do soro do leite (WPI) e do tensoativo

DSS o resultado mostrou-se mais promissor, como pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15. Isotermas de Compressao para 0 WPI e DSS.

Ambos os filmes foram capazes de reduzir a tenséo superficial da agua, uma
vez que pode-se observar um grande aumento na pressao superficial durante a reducéo da

area disponivel entre as barreiras.

O DSS por ser um tensoativo solGvel em agua apresenta uma isoterma tipica
de um estado menos condensado. Entdo, apesar de ser capaz de reduzir a tenséo
superficial da 4gua, ele ndo forma um filme sélido. Além disso, pode-se dizer que o filme
de DSS apresenta um carater mais elastico. Esse resultado é de grande importancia, pois

filmes elésticos conseguem acompanhar as deformacdes da gota.

Jé& analisando a isoterma de compressdo do WPI, pode-se notar que a proteina
isolada do soro do leite foi capaz de reduzir mais a tenséo superficial da agua que o DSS.
Sendo o filme formado pela proteina considerado mais eléstico. Além disso, sabe-se que
o WPI adsorve na superficie das gotas e isso resulta numa estabilidade maior para as
emulsdes. (CHANAMAI, 2002). Esta andlise indica preliminarmente que a emulséo
preparada com WPI ¢, provavelmente, mais estavel que a preparada apenas com DSS e,

certamente, € mais estavel que a emulsdo preparada com goma arabica.
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4.2. Planejamento de Experimentos
A estratégia experimental utilizada para avaliar a estabilidade de emulsdes e
suas propriedades fisico-quimica foi a realizacdo de um planejamento de experimentos.
Nesse estudo optou-se por um planejamento fatorial completo, uma vez que este inclui
todas as possiveis combinac@es entre os niveis dos fatores do experimento. Desta forma

foi possivel avaliar os efeitos das variaveis do sistema e suas interagdes.

O planejamento de experimentos encontra-se muito associado ao estudo de
estabilidade de emulsBes, uma vez que este ainda é muito empirico. (MIRHOSSEIN et
al., 2007; NIRAULA et al., 2004; TESCH et al., 2002; MIRHOSSEIN et al., 2008;

TADROS, 2004).

A primeira parte para obtencdo de resultados referentes aos planejamentos
fatoriais completos foi a realizacdo dos experimentos de preparo da emulséo, empregando
WPI ou a goma arébica como estabilizante. As variaveis-resposta foram obtidas a partir
de anélises de estabilidade e das propriedades fisico-quimicas. Com esses resultados,
pdde-se estabelecer quais varidveis sdo consideradas significativas nas diferentes

propriedades das emulsdes e quais contribuem efetivamente para a estabilidade.

Em ambos planejamentos foram analisadas as respostas em relagdo ao
tamanho de gota, a tensdo superficial, ao potencial zeta e a estabilidade.

As medidas de tamanho de gota fornecem um indicativo dos possiveis
mecanismos de desestabilizacdo. J& a partir das analises do potencial zeta, pode-se
predizer se as gotas estdo carregadas e se S840 essas cargas as responsaveis pela
estabilidade do sistema devido a repulsfes eletrostaticas. Com a analise de tensédo
superficial, pode-se predizer também se havera liberacdo de 0leo e avaliar as interagoes

intermoleculares.
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4.2.1. Resutados de experimentos com a goma arabica como estabilizante

Foram feitas as emuls6es com as diferentes formulacGes, seguindo os niveis

do planejamento de experimentos. Neste planejamento utilizou-se a goma arébica como

estabilizante. A Tabela 6 mostra os resultados em relacdo a quantidade méxima de

emulsdo estavel formada.

Tabela 6. Resultados do planejamento de experimentos com a goma ardbica como

estabilizante

Experimento % Oleo % Goma DSS (ppm) IE (%)

1 - - - 44

2 + - - 0

3 - + - 54

4 + + - 100

5 - - + 38

6 + - + 72

7 - + + 98

8 + + + 100

9 0 0 0 76

10 0 0 0 75

11 0 0 0 76
Desvio padréo dos pontos centrais 0,0058

Pode-se constatar que, exceto as emulsdes dos experimentos 4, 7 e 8 que

mantiveram a alta estabilidade, todas as outras emulsdes apresentaram resultados néo

satisfatorios quanto a estabilidade.
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Para o experimento 2 pode-se observar que ndo chegou a haver formagéo de
emulsdo. O fato da goma arébica ndo ter conseguido formar emulsGes estaveis, quando
presente em baixas quantidades, corrobora a hipétese levantada através da anélise da
isoterma de compressdo, ou seja, devido a condigdes de armazenamento, a goma arébica
estd passivel de sofrer degradacdo. Sendo necessario, entdo, quantidades maiores para

que a emulsdo atinja certa estabilidade

A partir de uma analise estatistica desses resultados, os efeitos de cada variavel na

estabilidade poderé&o ser identificados mais facilmente. (Tabela 7)

Tabela 7. Efeito das variaveis sobre a estabilidade das emulsoes.

Intervalo de confianca 95%

Efeito Erropadrdo  p?!
ao 0,633 0,002 0,000010
(1)% Oleo 0,095 0,004 0,001842
(2)% Goma 0,495 0,004 0,000068
(3)DSS (ppm) 0,275 0,004 0,000220
le2 0,145 0,004 0,000792
le3 0,085 0,004 0,002299
2e3 -0,06 0,004 0,005465

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Estatisticamente, todas as variaveis exercem efeitos na estabilidade das emulsées.
A variaveis independentes e as interagdes das variaveis 6leo com goma e 6leo com DSS
exercem um efeito positivo, portanto, quando aumentadas essas quantidades, as emulsdes
formadas deverdo ser mais estaveis. No entanto, observa-se que a interagdo das variaveis

goma e DSS causa um efeito negativo na estabilidade das emulsdes, mesmo que este seja

47



pequeno. Essa diminuigdo na estabilidade é devida a alguma interacdo fisica ou quimica

entre 0s compostos goma arabica e DSS.

O modelo para estabilidade ap6s 15 dias foi validado através da comparagéo dos
dados experimentais com os preditos. Na Figura 16 abaixo € apresentada essa comparagao

sob forma de um grafico valores estimados versus valores observados.

Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,3333333
DV: estabilidade
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Figura 16. Valores preditos x valores observados para a resposta estabilidade. —

Planejamento Goma

Através do grafico apresentado acima pode-se notar que o modelo para descrever
a estabilidade do sistema apresentou valores estimados satisfatorios. Esses valores em
todos os experimentos foram discrepantes daqueles valores observados, porém pode-se

dizer que estdo dentro do erro associado. Como foi sugerido que a goma arabica estaria
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se degradando, pode-se dizer que este fator contribuiu para os erros relativos entre 0s

valores.

4.2.1.1.Anélise da tenséo superficial
A tabela 8 mostra os resultados em relacdo tenséo superficial das emulsdes

que foram preparadas segundo o planejamento.

Tabela 8. Resultado da analise da tensdo superficial das emulsdes

% DSS Tens&o Superficial

Experimento % Oleo o - 7(mN/m) IE(%)
1 - - - 31,7 44
2 + - - 28,5 0
3 - + - 43,0 54
4 + + - 45,8 100
) - - + 32,1 38
6 + - + 33,4 72
7 - + + 41,7 98
8 + + + 37,5 100
9 0 0 0 43,0 76
10 0 0 0 42,8 75
11 0 0 0 40,5 76

Desvic_) padrdo dos pontos 14

centrais '

Pode-se observar que a emulsdo referente ao experimento 2 possuiu tensao
superficial muito proxima a tensao da fase oleosa pura (27mN/m). Por esta emulsdo ser

altamente instavel, esse valor é devido a liberagdo de dleo para a superficie.
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Jé& para as outras emulsfes ndo se pode constatar uma certa constancia em relagdo

a tensdo superficial e sua estabilidade. A analise estatistica para esses resultados €

apresentada na tabela a seguir (Tabela 9).

Tabela 9. Efeito das variaveis sobre a tensdo superficial das emulsdes.

Intervalo de confianca 95%

Efeito Erro padrédo pt
ao 38,17 0,42 0,000120
(1)% Oleo -0,82 0,98 0,490048
(2)% Goma 10,58 0,98 0,008485
(3)DSS (ppm) -1,05 0,98 0,394894
le2 0,09 0,98 0,935984
le3 -0,61 0,98 0,596965
2e3 -3,73 0,98 0,062799

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Para a tensdo superficial pode-se observar que somente a variavel concentracdo

de estabilizante exerce um efeito positivo na tenséo superficial da emulséo. Esse resultado

é esperado, pois, quando aumenta-se a quantidade de estabilizante em emulséo, mais

estavel tende ser a emulséo, acarretando em uma menor quantidade de 6leo liberado.

Na Figura 17 é apresentada a comparacdo entre os valores observados e 0s

estimados pelo modelo para a tensao superficial.
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Obsened vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=1,924932
DV: Tensao Superficial 2(mN/m)
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Figura 17. Valores preditos x valores observados para a resposta tensao

superficial. — Planejamento Goma

O modelo proposto para a tensdo superficial possui discrepancias em relacao os
valores observados, e estas sdo menores quando comparadas com o modelo obtido para
estabilidade. No entanto, este modelo sé pode ser considerado satisfatorios para alguns
experimentos, ndo podendo assim, ser utilizado para representar a resposta da tensdo

superficial como um todo.

4.2.1.2.Andlise do potencial zeta

Os resultados obtidos para a analise do potencial zeta sdo apresentados na tabela

a sequir. (Tabela 10)
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Tabela 10. Resultado da andlise do potencial zeta das emulsdes.

Experimento 9% Oleo % Goma  DSS (ppm) Potencial {(mV) 1E(%)

1 - - - -34 44
2 + - - -39 0
3 - + - -35 54
4 + + - -30 100
5 - - + -34 38
6 + - + -32 72
7 - + + -36 98
8 + + + -37 100
9 0 0 0 -35 76
10 0 0 0 -35 75
11 0 0 0 -36 76

Desvio padréo dos pontos centrais 1

O potencial zeta ndo foi capaz de traduzir a estabilidade, uma vez que, apesar do

alto valor de potencial zeta na emulséo 2, esta ndo era estavel. Esta propriedade sé servird

como um qualitativo se ha ou ndo interacOes eletrostaticas significativas.

A analise estatistica para os resultados de potencial zeta € apresentada na tabela

a sequir. (Tabela 11).
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Tabela 11. Efeito das varidveis sobre o potencial zeta das emulsdes.

Intervalo de confianca 95%

Efeito Erro padréo p?
ao -34,73 0,26 0,000057
(1)% Oleo 0,44 0,62 0,548973
(2)% Goma 0,61 0,62 0,426211
(3)DSS (ppm) 034 062 0,640909
le?2 1,70 0,62 0,109948
le3 0,22 0,62 0,760270
2e3 -3,38 0,62 0,031703

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Pela tabela, visualiza-se que nenhuma das varidveis independentes é capaz,
neste intervalo em estudo, alterar significativamente o potencial zeta das emulsdes.
Porém, tem-se que a interacdo entre a quantidade de estabilizante e tensoativo causa um
efeito negativo no potencial zeta. Esse mesmo efeito negativo também ja havia sido
observado para as respostas de estabilidade e tensdo superficial. Isso corrobora a ideia de
que ocorre uma interacdo quimica entre os compostos, que resulta em uma diminuicéo da
tensdo superficial e do potencial zeta, acarretando numa instabilidade do sistema.

A anélise do modelo para o potencial zeta é representada através do grafico

apresentado na Figura 18 a seguir.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,7581
DV: Potencial ? (mV)
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Figura 18. Valores estimados x valores observados para a resposta potencial

zeta. — Planejamento Goma

O modelo proposto para o potencial zeta pode ser considerado satisfatorio, uma

vez que, dentro do erro experimental associados a analise, os valores preditos pouco

diferem daqueles observados.

4.2.1.3.Anélise do tamanho de particula

O tamanho de gota foi avaliado por microscopia 6tica e algumas imagens

sdo mostradas nas figuras a sequir. (Figuras 19, 20, 21.)
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Figura 19. Microscopia 6tica das emulsGes referentes aos pontos centrais. a) ponto

central 1; b) ponto central 2 e ¢) ponto central 3.

Comparando-se 0s pontos centrais pode-se notar que a distribuicdo é bastante
semelhante, isso indica a reprodutibilidade dos experimentos. Observa-se também, a
presenca de formacédo de conglomerados de gotas menores em torno de gotas maiores,
indicando o processo de floculagédo e coalescéncia.

Para as amostras com menos estabilidade (experimentos 1,2,3,5 e 6) algumas
imagens sao apresentadas na figura a seguir. (Figura 20)

a. b.
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Figura 20. Microscopia Otica das emulsGes mais instaveis. a) experimento 1; b)

experimento 2; ¢) experimento 3; d) experimento 5; e) experimento 6.

E possivel observar a formagéo de emulsdes maltiplas e que os fendmenos de

coalescéncia e floculagdo ocorrem em todas essas emulsGes instaveis. Pela Figura 20,
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nota-se que 0 meio continuo favorece a movimentacao das gotas por ser fluido. Pode-se
perceber também que a emulsdo do experimento 2, aquela que rapidamente se
desestabiliza, apresenta uma imagem de microscopia ética semelhante a de uma fase
continua totalmente separada.

Algumas imagens referentes as emulsGes mais estaveis sdo apresentadas na

Figura 21.

Figura 21. Microscopia 6tica das emulsGes mais estaveis. a) experimento 4; b)

experimento 7; ¢) experimento 8.
As emulsdes mais estaveis apresentaram imagens de microscopia 6tica muito

semelhantes. Nelas podem ser observadas a distribuicdo de gotas de forma continua e o
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processo de floculacdo, que ndo afeta a estabilidade destas emulsbes devido a presenga

do agente de peso na fase dispersa, que € capaz de conter a separagdo de fase, pois este

iguala as densidades entre as fases.

A partir das imagens de microscopia 6tica foram calculadas o didmetro das

gotas e esses resultados sdo apresentados na tabela abaixo. (Tabela 12)

Tabela 12. Resultado da analise do tamanho de gota das emulsdes.

Experimento % Oleo % Goma DSS (ppm)  Tamanho (nm) % Emulsio

1 - - - 12,0 44%
2 + - - 5,8 0%

3 - + - 6,0 54%
4 + + - 9,8 100%
5 - - + 9,6 38%
6 + - + 53 72%
7 - + + 6,4 98%
8 + + + 9,0 100%
9 0 0 0 7,0 76%
10 0 0 0 7,1 75%
11 0 0 7,1 76%

Desvio padréo dos pontos centrais 0,1

Em uma primeira analise, pode-se perceber que um aumento na concentracao
de estabilizante provocou uma diminui¢do no tamanho das gotas formadas. De maneira
geral, ndo se consegue relacionar os efeitos das outras variaveis sobre a resposta. Com
uma analise estatistica, essa atribuicdo torna-se mais facil. Na Tabela 13 sdo apresentados

os efeitos das variaveis no tamanho de gota da emulséo.
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Tabela 13. Efeito das variaveis sobre o tamanho de gota.

Intervalo de confianga 95%

Efeito Erro padrdo pt

a0 7,75 0,02 0,000008
(1)% Oleo -1,05 0,05 0,002417
(2)% Goma -0,39 0,05 0,017347
(3)DSS (ppm) -0,83 0,05 0,00391

le2 4,22 0,05 0,000151
le3 0,18 0,05 0,075271
2e3 0,59 0,05 0,007624

1-Valores com p<0,05 indicam que a varidvel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Observa-se que todas as variaveis independentes exercem um efeito negativo

no tamanho de gota, ou seja, quando as concentracdes de estabilizante, 6leo e tensoativo

sdo aumentadas, ocorre uma diminuicdo do tamanho de gota. Esse resultado € importante,

pois com a diminuicdo do tamanho de gota, as propriedades 6ticas das emulsdes podem

mudar e com isso elas podem se tornar translicidas, que pode ser desejavel para

determinados segmento de bebidas. Ja a interacdo entre as variaveis exercem um efeito

positivo, ou seja, tendem a aumentar o tamanho de gota. Esse resultado indica que a

interacdo entre as varidveis acarreta num aumento da instabilidade do sistema, uma vez

que com o aumento do tamanho de gota, as emulsdes tendem a ser mais instaveis

(SOLEIMANPOUR, 2013).
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A analise do modelo para a resposta do tamanho de particula é apresentado

na figura a seguir. (Figura 22)

Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,005383
DV: Tamanho (um)

Predicted Values

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Observed Values

Figura 22. Valores preditos x valores observados para a resposta tamanho de

particula. — Planejamento Goma

O modelo obtido para o tamanho de particula dentre os outros modelos
apresentou um resultado mais satisfatorio. As diferencas entre os valores preditos e 0s
observados foram menores. Com isso, pode-se dizer que este modelo é capaz de

representar os dados experimentais.

4.2.1.4.Analise de estabilidade (Turbiscan)

Esta analise também sera dividida em trés blocos. O primeiro para as emulsdes

mais estaveis (Figura 19), o segundo para as mais instaveis (Figura 23) e por ultimo serdo

analisados experimentos correspondentes aos pontos centrais do planejamento.
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Os gréficos apresentados para a anélise de turbidez s&o apresentados a seguir, em

que o eixo y representa a intensidade de luz espalhada e o eixo x a altura do frasco.

A primeira varredura do sistema corresponde a linha em cor rosa e a Gltima (ap6s
24 horas) em cor vermelha. As varreduras intermediarias séo representadas em cor azul

e verde.

a.

Backscattering - no zoom
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Omm 10mm 20mm 30mm 40mm 50mm

b.

Backscattering - no zoom
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Backscattering - no zoom
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Figura 23. Analise pelo Turbiscan para 0s experimentos: a) 4; b) 7; c) 8
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As emulsdes mais estaveis obtidas com a goma arabica possuem espectros de
espalhamento de luz diferentes. As emulsdes 4 e 8, por terem formulagGes parecidas, s6
diferindo na presenca e auséncia de tensoativo, possuem espectro muito parecidos. Nestes
espectros ndo podem ser observadas zonas clarificadas, porém observa-se a migracéo de
gotas para cima. Porém esse fendmeno de flotacdo ndo desestabiliza a emulséo.

Ja para o experimento 7 pode-se observar somente a formagdo de uma

pequena zona clarificada, que a olho nu ndo conseguiria ser notada.

Os espectros referentes as emulsdes instaveis sdo mostrados nas figuras a

sequir. (Figura 24, 26)

Backscattering - no zoom
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|
Omm 10mm 20mm 30mm 40mm 50mm

Figura 24. Anélise pelo Turbiscan para 0s experimentos: a) 1 e b) 2.
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Observa-se que 0s espectros obtidos para estas duas emulsdes instaveis sao
bem diferentes. Para o experimento 1 tem-se a formag&o de uma zona clarificada ao fundo
do frasco e na parte superior também. Nota-se também a formacdo de uma zona
concentrada, que se traduz sobre a forma de um méximo de espalhamento no espectro.

J& para o experimento 2 pode ser observada a desemulsificacdo quase que
instantanea da emulsdo. Na figura abaixo (Figura 25) sdo mostradas as emulsdes apos 24

horas do seu preparo.

Figura 25. Experimento 1 (a esquerda) e experimento 2 (a direita) apds 24 horas.

Pela figura 25 pode-se observar a formag&o da zona concentrada de emulséo
e duas zonas menos concentradas em relagédo a esta. Para o experimento 2 observa-se a
formacdo de macro gotas de dleo, o que justifica o aspecto do espectro de espalhamento

de luz, que para este experimento foi composto por linhas irregulares.
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As outras emulsdes instaveis sdo mostradas na figura a seguir (Figura 26)

a.

Backscattering - no zoom
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)
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0:
0
1)
20% 0
0
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0
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Figura 26. Analise pelo Turbiscan para os experimentos: a) 3, b) 5 e ¢) 6.
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Observa-se que para o experimento 3, as 24 horas de analise ndo foram
suficientes para expressar a instabilidade do sistema. Isso indica que o processo de
desestabilizacdo desta amostra € mais lento até que o equilibrio é alcangado. Ja para as
emulsbes 5 e 6 0s espectros ja exprimem a instabilidade dos sistemas. Em ambos é
possivel observar a formacdo de zonas clarificadas, devido a processos de floculagdo e
flotacgéo.

Os espectros dos experimentos referentes aos pontos centrais s&o
apresentados abaixo. (Figura 27)
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Figura 27. Analise pelo Turbiscan para 0s experimentos: a) ponto central 1; b) ponto

20%

central 2 e ) ponto central 3.
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Pode-se observar que 0s espectros dos pontos centrais sdo praticamente iguais,

indicando uma 6tima reprodutibilidade dos experimentos. Nota-se também a formacéo de

zonas clarificadas, devido a processos de flotacdo e floculagdo, que caracteriza a

instabilidade de tais experimentos.

4.2.2. Planejamento de experimentos com o WPI como estabilizante.

Foram preparadas as emulsées com as diferentes formulagdes, seguindo os

niveis do planejamento de experimentos. A Tabela 14 mostra os resultados em relacéo a

quantidade maxima de emulsdo estavel formada.

Tabela 14. Resultados do planejamento de experimentos com o WPI como

estabilizante.

Experimento % Oleo % WPI  DSS (ppm) IE (%)
1 - - - 50
2 + - - 88
3 - + - 90
4 + + - 100
) - - + 56
6 + - + 82
7 - + + 100
8 + + + 100
9 0 0 0 82
10 0 0 0 84
11 0 0 0 82
Desvio padréo dos pontos centrais 1,2

IE: indice de emulsificacdo, definido na equacéo 4
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Em uma primeira anélise, pode-se notar que as emulsdes que foram mais estaveis,

ou seja, para as quais ndo foi observada liberagdo de 6leo e/ou ndo houve separacdo da

fase aquosa, foram aquelas que continham a maior concentracdo de WPI. Dentre as que

tinham menos quantidade de estabilizante, nota-se que a estabilidade ndo foi aumentada

quando adicionado o tensoativo DSS. Outro resultado interessante é que em todas as

formulagdes quando houve um aumento na quantidade de 6leo, a estabilidade aumentou.

Isso pode ser explicado, pois, quanto maior a quantidade de 6leo, menor a velocidade de

sedimentagdo, ocasionando uma redugdo na possibilidade de haver sedimentacdo ou

flotagdo (TADROQOS, 2004).

A partir de uma andlise estatistica desses resultados, os efeitos de cada variavel na

estabilidade poderé&o ser identificados mais facilmente (Tabela 15).

Tabela 15. Efeito das variaveis sobre a estabilidade das emulsoes.

Intervalo de confianca 95%

Efeito Erro padréo pt
ao 0,832 0,004 0,000024
(1)% Oleo 0,185 0,008 0,001942
(2)% WPI 0,285 0,008 0,000820
(3)DSS (ppm) 0,025 0,008 0,092159
le2 -0,135 0,008 0,003638
le3 -0,055 0,008 0,021336
2e3 0,025 0,008 0,092159

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)
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Estatisticamente, as variaveis quantidade de 6leo e de WPI exercem um efeito
positivo na estabilidade das emulsdes. Portanto, quando aumentadas essas quantidades,
as emulsdes formadas serdo mais estaveis. J& a presenca do tensoativo ndo acarreta em
nenhuma melhoria no resultado, podendo entdo ser facultativo seu uso. Este mesmo
resultado j& havia sido observado por Almeida (2012). Pode-se observar também as
interagBes entre as varidveis. Existe um efeito resultante da interacdo das variaveis
quantidade de 6leo e WPI na estabilidade e também um resultante da interagdo entre a

quantidade de 0leo e a concentracdo de DSS, ainda que este seja pequeno.

Na Figura 28 abaixo é apresentado o grafico para analise do modelo para a
resposta da estabilidade das emulsdes, quando se utiliza a proteina isolada do soro do leite

como estabilizante.

Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=1,333333

DV: Estabilidade
110

100

90

80

70

Predicted Values

60

50

40

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105

Observed Values

Figura 28. Valores preditos x valores observados para a resposta estabilidade. —

Planejamento WPI
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O modelo obtido para a estabilidade das emulsdes contendo WPI apresenta pouca

discrepancia entre os valores observados e os preditos. Deste modo € possivel constatar

que este modelo é capaz de representar os dados experimentais.

4.2.1.5. Anélise da tenséo superficial

Primeiro foi medido a tenséo superficial da fase oleosa pura, sendo obtido o valor

de aproximadamente 27mN/m. Com este resultado pode-se avaliar melhor as tensoes

superficiais das emulsdes que foram preparadas. A Tabela 16 mostra os resultados em

relacdo tenséo superficial das emuls6es que foram preparadas segundo o planejamento.

Tabela 16. Resultado da analise da tensdo superficial das emulses.

Tensé&o Superficial

Experimento % Oleo % WPI1  DSS (ppm) 7(mN/m) IE (%)
1 - - - 33,4 50
2 + - - 36,6 88
3 - + - 38,5 90
4 + ¥ - 38,7 100
5 - - + 34,3 56
6 + - + 31,7 82
7 - + + 36,7 100
8 + + + 39,8 100
9 0 0 0 37,9 82
10 0 0 0 37,7 84
11 0 0 0 37,6 82

Desvio padrdo pontos 01

centrais '
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Pode-se dizer que todas as emulsfes possuem tensdo superficial superior a da fase
oleosa, 0 que é esperado ja que, de fato, a tensdo superficial sentida pelo anel é a da fase
aquosa. No entanto, as menos estaveis apresentaram valores de tensdo um pouco menores.
Essa diminuicdo pode ser devido a uma pequena liberacdo de 6leo para a superficie,
tornando a tensdo superficial mais proxima da tensdo do dleo, observacdo esta que
também corrobora os resultados de Almeida (2012).

A andlise estatistica dos dados é apresentada na Tabela 17 abaixo.

Tabela 17. Efeito das variaveis sobre a tensao superficial das emulsdes.

Intervalo de confianca 95%

Efeito Erro padrdo pt
a0 36,63 0,03 1E-06
(1)% Oleo 0,97 0,07 0,00588
(2)% WPI 4,42 0,07 0,00029
(3)DSS (ppm) -1,17 0,07 0,00405
le2 0,65 0,07 0,01278
le3 -0,74 0,07 0,01013
2e3 0,79 0,07 0,0089

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Para a tensdo superficial pode-se observar que todas as variaveis interferem na
tensdo superficial das emulsdes. A varidvel porcentagem de 6éleo apresentou um efeito
positivo, isso indica que o aumento do teor de éleo resultou em um aumento da tensdo
superficial da emuls@o, ou seja, houve um aumento da estabilidade. O mesmo foi

observado em relagéo a concentracédo de estabilizante WPI. Para a concentragdo de DSS
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0 comportamento observado foi o contrario, ou seja, com um aumento na concentracao
de tensoativo, houve uma redugao na tenséo interfacial. Esse resultado era esperado, uma
vez que a funcdo do tensoativo é de reduzir a tensdo superficial e este concentra-se
preferencialmente na fase aquosa. No entanto, esta diminuicdo ndo interfere na
estabilidade das emulsbes. Também pode-se constatar que todas as interaces entre as

variaveis interferem na tensdo superficial.

A analise do modelo obtido para a resposta da tensao superficial é apresentado na

figura abaixo. (Figura 29)

Obsened vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,0111323
DV: tensao superficial
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33r

32 - ‘ - - ‘ - ‘ ‘ - -
30 3 32 3 34 35 3 37 38 39 40 41

Obsened Values

Figura 29. Valores preditos x valores observados para a resposta tensao

superficial. — Planejamento WPI

O modelo proposto para a tensdo superficial apesar de possuir valores preditos

diferentes daqueles observados, essa discrepancia ndo é considerada muito significante,
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pois todos os valores preditos estdo bem proximos aos valores observados. Esse modelo,

entdo, consegue descrever os dados experimentais.

4.2.1.6. Andlise do potencial zeta.

Os resultados obtidos para a analise do potencial zeta sdo apresentados na tabela

a sequir. (Tabela 18)

Tabela 18. Resultado da analise do potencial zeta das emulsdes.

Experimento % Oleo % WPI DSS (ppm) Potencial { (mV) IE (%)
1 - - - -5 50
2 + - - -14 88
3 - + - -11 90
4 + + - -18 100
) - - + -3 56
6 + - + -11 82
7 - + + -7 100
8 + + + -13 100
9 0 0 0 -7 82
10 0 0 0 -6 84
11 0 0 0 -7 82

Desvio padréo pontos 03

centrais ’

O potencial zeta observado para todas as emulsdes foi relativamente baixo.

Portanto, mesmo que haja uma interacdo eletrostatica, essa pode ser considerada pequena.

Tem-se entdo que a estabilizacdo e provavelmente devido ao impedimento estérico pela

adsorcdo de WPI na superficie da gota (TAHERIAN, 2011).
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A Tabela 19 mostra os resultados da andlise estatistica do potencial zeta.

Tabela 19. Efeito das varidveis sobre o potencial zeta das emulsdes.

Intervalo de confianca 95%

1

Efeito Erro padréo P
a0 -9,28 0,09 0,00011
(1)% Oleo -7,49 0,23 0,00091
(2)% WPI -4,05 0,23 0,0031
(3)DSS
(ppm) 3,52 0,23 0,0041
le2 0,73 0,23 0,08315
le3 0,10 0,23 0,68828
2e3 1,2 0,23 0,03378

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Pode-se perceber que a quantidade de 6leo e de WPI exercem um efeito
negativo no potencial zeta. 1sso significa que com o aumento destas, o potencial zeta tende
a ficar menor, como o0s potenciais zeta medidos para as emulsdes sdo negativos, torna-los
menores corresponde a deixa-los mais negativos. Para efeitos de estabilizacao, independe
a carga do potencial zeta, pois quanto maior o seu médulo, significa que maior sera a
repulsdo eletrostatica e mais estavel sera a emulsdo (TAHERIAN, 2011). Essa anélise
indica que ao aumentar essas variaveis, a estabilizacdo eletrostatica sera mais eficiente.

A anélise do modelo obtido para o potencial zeta é apresentado na Figura 30.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=,1024333
DV: Potencial zeta(mV)
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Observed Values

Figura 30. Valores preditos x valores observados para a resposta potencial zeta.

— Planejamento WPI

Pode-se observar que o modelo proposto é capaz de representar os dados

experimentais de forma que o erro relativo entre os valores € praticamente nulo.

4.2.1.7.Anélise do tamanho de gota

O tamanho de gota foi avaliado através do microscopio 6tico. Algumas imagens

sdo mostradas a seguir (Figuras 31, 32, 33).
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Figura 31. Imagens do tamanho de gota. a) ponto central 1, b) ponto central 2 e c) ponto

central 3

A Figura 31 mostra a distribuicdo de gotas de 6leo nas emulsbes obtidas nas
condigdes dos pontos centrais 1, 2 e 3. Pode-se notar que a distribuicdo é bastante
semelhante, indicando uma boa reprodutibilidade dos experimentos. Observa-se também,
a presenca de formacao de conglomerados de gotas, indicando o processo de floculacéo.
No entanto este ndo afeta a estabilidade destas emulsdes.

A Figura 32 abaixo mostra algumas imagens de microscopia referente as emulsdes

mais instaveis.

Figura 32. Microscopia 6tica das emulsfes mais instaveis. a) experimento 1, b)

experimento 5.
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Para os experimentos 1 e 5 pdde-se perceber no momento da captura das imagens
de microscopia Otica, que a fase continua era mais fluida, facilitando assim a
movimentacdo das gotas. Através das imagens, podem ser observados os fendmenos de
coalescéncia e floculacdo. Estes fenémenos contribuiram para o processo de

desestabilizagdo destas emulsoes.

A Figura 33 abaixo mostras algumas imagens obtidas de microscopia ética para

as emulsdes mais estaveis.

Figura 33. Microscopia 6tica das emulsGes mais estaveis. a) experimento 3, b)

experimento 4, c) experimento 7, d) experimento 8.
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Ja para as emulsfes mais estaveis, pode-se perceber que o meio continuo era

menos denso que nas emulsdes mais instaveis. A partir da analise das imagens, pode-se

perceber que em todas as emulsdes houve a formacéo de aglomerados de gotas, que ndo

resultou em uma separacao de fases devido a presenca do agente de peso na fase dispersa.

Essas imagens sugerem que mesmo em emulsdes estaveis estdo suscetiveis a mecanismos

de desestabilizag&o.

A Tabela 20 mostra os resultados obtidos para o tamanho de gota para todas as

emulsdes do planejamento de experimentos.

Tabela 20. Resultado da anélise do tamanho de gota das emulsdes.

Experimento % Oleo % WPI DSS (ppm) Tamanho (um)
1 - - - 15,9
2 + - - 15,2
3 - + - 15,2
4 + + - 6,8
5 - - + 6,4
6 + - + 14,2
7 - + + 8,7
8 + + + 13,7
9 0 0 0 10,7
10 0 0 0 12,9
11 0 0 0 13,9
Desvi(_) padrdo dos pontos 16
centrais ’

Em uma primeira analise, pode-se dizer que o tamanho de gota obtido para as

emulsdes testadas ficou em torno de 10um. N&o é possivel observar efeitos para que haja
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variacdo no tamanho. A anélise estatistica dos resultados é mostrada na tabela a seguir

(Tabela 21).
Tabela 21. Efeito das variaveis sobre o tamanho de gota.
Intervalo de confianca 95%
Efeito Erro padréo p?
o 12,16 0,49 0,00165
(1)% Oleo 0,91 1,16 0,51624
(2)% WPI -1,82 1,16 0,25748
(3)DSS (ppm) -2,54 1,16 0,15981
le2 -2,61 1,16 0,15278
le3 5,50 1,16 0,04165
2e3 2,71 1,16 0,14396

1-Valores com p<0,05 indicam que a variavel é estatisticamente significativa. (Valores destacados)

Pode-se observar que a interacdo das variaveis proporcdo de 6leo e tensoativo

gera um efeito positivo significante. E importante ressaltar também que o tamanho de

gota é muito influenciado pela metodologia de preparo nesse caso, homogeneizador de

alta velocidade a 8000 rpm por 15 minutos. Por isso nesta analise ndo foi possivel

observar efeitos das variaveis independentes.

Na Figura 34 € apresentada a analise do modelo para esta resposta.
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Observed vs. Predicted Values
2**(3-0) design; MS Pure Error=2,686597
DV: Tamanho (um)

18

Predicted Values

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Observed Values
Figura 34. Valores preditos x valores observados para a resposta tamanho de

gota. — Planejamento WPI

O modelo proposto para o tamanho de gota é considerado satisfatério, uma vez
que os valores preditos diferem daqueles observados, dentro do erro experimental

associado.

4.2.1.8. Andlise de estabilidade (Turbiscan)

Os resultados referentes andlise da estabilidade das emulsdes através de suas
propriedades 6ticas sdo mostrados nas figuras a seguir. (Figuras 35, 37, 38)

Para estas emulsdes, a primeira varredura do sistema corresponde a linha em cor
rosa e a ultima (apds 24 horas) em cor vermelha. As varreduras intermediarias sao

representadas em cor azul e verde.
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Figura 35. Andlise pelo Turbiscan para o experimento 1.

Em uma primeira analise, observa-se que no espectro de transmisséo (grafico na
parte superior da figura) ndo e possivel observar variagdes ao longo da analise. Como as
emuls@es formadas sdo turvas, a luz ndo consegue ser transmitida através delas. Com isso,
ndo serdo feitas analises do espectro de transmissao, somente os de espalhamento de luz
serdo analisados.

Observa-se que ao longo das 24 horas houve uma diminuicéo no espalhamento de
luz até a altura de 20 mm do frasco. Isso quer dizer que a luz passou com mais facilidade
pela amostra, indicando a formacéo de uma zona clarificada. Na Figura 36, pode-se ver a

formag&o desta zona clarificada ap6s 24 horas.
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Figura 36. Emuls&o 1 apds 24 horas.

Com as Figuras 35 e 36 acima, pode-se constatar a formacdo de uma zona
clarificada e de uma zona mais concentrada da emulsdo. Na Figura 35 isso é representado
como um aumento no espalhamento de luz. Esse aumento reflete que houve um aumento
no tamanho de gota da emulsdo, resultado do processo de floculagdo. Esse resultado foi
confirmado através da analise do tamanho de gota por microscopia 6tica, ja discutido

anteriormente. Houve também a flotagdo desses flocos para cima do frasco.

Para os outros experimentos a analise sera dividida em trés blocos. O primeiro
para as emulsdes mais estaveis (Figura 37), o segundo para as mais instaveis (Figura 30)
e por ultimo serdo analisados experimentos correspondentes aos pontos centrais do

planejamento.
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Figura 37. Andlise pelo Turbiscan para os experimentos: a) 2; b) 3; c) 4; d) 6;e) 7 e f) 8.

Pode-se observar que para os experimentos 3, 4, 7 e 8 0s espectros obtidos

permaneceram constantes durante as 24 horas de anélise. N&o se pode atribuir nenhum

83



e — — ___-'!_u".
%
40% .\\n -
20%) ) \\
.|f - l!
0% | | b
Omm 10mm 20mm 30mm 40mm 50mm

mecanismo de desestabilizacdo. Embora as imagens de microscopia Oticas para essas
emulsdes indiqguem a formac&o de aglomerados de gotas, estes devem ocorrer logo assim
que a emulsdo é formada e ndo contribuem para algum processo de desestabilizag&o.
Para os experimentos 2 e 6, observa-se que mesmo eles possuindo estabilidades
altas, houve variagdes no espectro. Pode-se observar uma diminui¢do no espalhamento
de luz, resultante da formacgdo de uma zona clarificada ao fundo do frasco. No entanto
essa separacdo é muito pequena e essas emulsBes ainda podem ser consideradas estaveis.
Na Figura 38 é mostrado o espectro para o experimento 5 que, juntamente com o

experimento 1, compde o grupo de emuls@es instaveis.

Backscattering - predefined zoom

Figura 38 Andlise pelo Turbiscan para o experimento 5.

Para 0 experimento 5 € possivel notar um comportamento muito similar ao
experimento 1. Também ocorre a formagdo de uma zona clarificada (diminuicdo na
intensidade do espalhamento), seguida de uma flotacdo de gotas maiores para a
superficie (aumento na intensidade do espalhamento a partir da altura de 20 mm no

frasco). Essa semelhanca nos espectros e nas imagens de microscopia 6tica sugerem que
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essas emulsdes sofrem 0os mesmos mecanismos de desestabilizagéo, e estes ocorrem

desde a formacao da emulsdo até que um certo equilibrio seja atingido.

A Figura 39 mostra os espectros referentes as emulsdes obtidas nos pontos centrais
do planejamento experimental.
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Figura 39. Andlise pelo Turbiscan para os experimentos: a) ponto central 1; b)ponto

central 2; ¢) ponto central 3.
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Pode-se observar que 0s espectros dos pontos centrais sdo praticamente iguais,
indicando uma oOtima reprodutibilidade dos experimentos, e que eles permaneceram
constantes durante as 24 horas de andlise. As emulsdes formadas com essas formulagdes
apresentaram alta estabilidade, por isso ndo sdo percebidas grandes variacbes nos

espectros.

4.3.Encapsulamento de nutrientes
4.3.1. Estabilidade
A préxima etapa deste trabalho consistiu no encapsulamento dos nutrientes
[B-caroteno e a-tocoferol nas emulsbes. A partir dos resultados apresentados acima, foi
escolhida a melhor composicdo, dentre as que continha o whey protein como
estabilizante, para estudar o encapsulamento. Também foi feito uma comparacéo desta

formulacdo, que ndo continha tensoativo, com uma formulagdo com DSS.

Como a concentracdo do encapsulado ndo deve ser muito elevada, pois isso
pode acarretar uma desestabiliza¢do da emulsao, a concentracdo para ambos 0s nutrientes
foi igual a 0,5% (m/v). As Tabelas 22 e 23 apresentam os resultados do indice de

emulsifica¢do na presenca dos nutrientes -caroteno e a-tocoferol, respectivamente.

Tabela 22. Resposta do encapsulamento do (3-caroteno.

Tenséo
0, 0, 1
Experimento A A s TS L Superficial IE (%)
Oleo WPl (ppm) (mV) NN
1 60 15 0 -60 47 100
2 60 15 100 -53 45 100
Desvio padrao da 5 1

triplicata

Tabela 23. Resposta do encapsulamento do a-tocoferol
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Percebe-se que a adi¢do de nutrientes ndo resultou em qualquer instabilidade
para os sistemas. Os valores de tensdo superficial continuaram elevados, indicando que
ndo houve liberacdo de 6leo. J& o potencial zeta apresentou magnitude mais elevada em
relacdo aquelas emulsdes que ndo contém B-caroteno ou a-tocoferol. Uma hipétese para
tal € que as moléculas dos nutrientes provavelmente estéo interagindo com as moléculas
de proteinas presentes na superficie das gotas. Esta interagdo faz com que o modulo do

potencial zeta aumente, e este ajuda a conferir uma estabilidade adicional através das

. Tenséo
Experimento % Oleo % WPI ?Ssm) fr?x;l cial G Superficial 1E (%)
bp y(mN/m)
3 60 15 0 -61 49 100
4 60 15 100 -58 46 100
Desvio padréo da triplicata 2 1,2

repulsdes eletrostaticas. Nota-se também que a presenca de tensoativo ndo resulta em
grandes mudancas nas propriedades fisico-quimicas, podendo seu uso ser facultado.
4.3.2. Quantidade encapsulada
Para avaliar a quantidade encapsulada ao fim do preparo da emulsdo e a
estabilidade do nutriente, primeiro fez-se as curvas de absorcdo e calibracdo, nos
respectivos comprimentos de onda, para os nutrientes. Esses graficos sao apresentados no

anexo 1.

As quantidades encapsuladas nas emulsdes sdo apresentadas na tabela a seguir

(Tabela 24)
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Tabela 24. Quantidade de nutriente encapsulado.

Quantidade encapsulada

a-tocoferol p-caroteno
1 95,8% |3 94,6%
2 96,4% | 4 96,0%
Desvio padréo das triplicatas 1,5 1,7

As quantidades encapsuladas em todas as emulsdes foram bastante elevadas.
Levando-se em consideracao as possiveis perdas em decorréncia de erros experimentais,
pode-se dizer que houve um encapsulamento total dos nutrientes. Nota-se também que a
presenca de DSS ndo resultou em uma quantidade encapsulada maior. A estabilidade do
nutriente foi constatada pois ap6s 10 dias de encapsulados, ndo foi observada variacdo
significativa na quantidade de nutriente encapsulado. Pode-se dizer, entdo, que o

estabilizante foi capaz de proteger as propriedades quimicas dos nutrientes.
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Capitulo V

Conclusodes

5.1. Conclusao

O estudo das propriedades fisico-quimicas e dos fendbmenos de superficie
presentes nas emulsdes sdo essenciais para avaliar a estabilidade destas emulsdes e

consequentemente a qualidade final do produto.

Com as analises das isotermas de compressao para 0s agentes emulsionantes pdde-
se constatar que a goma arabica esta passivel de sofrer degradacdo em sua composicao. E
que a proteina isolada do soro do leite pode ser considerada um bom estabilizante para
emulsGes uma vez que esta forma um filme eléstico junto a superficie e é capaz de
acompanhar as deformacdes da gota. No caso do tensoativo DSS, apesar deste também
formar um filme elastico, neste trabalho constata-se que seu uso é dispensavel, pois sua

adicdo ndo acarreta em melhoria significativa na estabilidade das emulsoes.

As respostas obtidas através do planejamento de experimentos revelaram que A
proteina isolado do soro de leite é capaz de formar emulsdes com estabilidades elevadas
guando comparadas aquelas com goma arabica. Na analise da tensdo superficial, foi
possivel observar que quanto mais instavel uma emulsdo €, menor sera sua tensao

superficial.

O potencial zeta, apesar de ser uma resposta util para caracterizacdo dos efeitos
eletrostaticos no sistema, ndo se mostrou uma resposta sensivel para traduzir a
estabilidade de todas as emulsfes contendo goma arabica. Ja para as emulsdes contendo

a proteina isolada do soro do leite os potenciais obtidos sdo considerados baixos. Isso
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sugere que os efeitos eletrostaticos para a estabilizacdo destas emulsGes podem ser

considerados pequenos.

Na analise do tamanho de gota observado nas emulsdes contendo goma arabica
pdde-se constatar que um aumento na concentracao das varidveis estudadas ocorre uma
diminui¢do no tamanho de gota. Ja para as emulsdes contendo WPI, nenhuma variagao

no tamanho de gota foi estatisticamente significativas.

A analise de turbidez das emulsbes, através do equipamento Turbiscan, €
considerada uma excelente ferramenta para o estudo da estabilidade de emulsdes, uma
vez que é capaz de retratar a evolucdo do processo de desestabilizacdo, que neste estudo

foram os de floculacéo e flotacdo, principalmente.

Em relacdo os modelos propostos para cada resposta em cada planejamento de
experimentos, conclui-se que devido degradacdo da goma arébica, 0 que acarreta em
emulsbes mais instaveis, praticamente todos os modelos foram considerados
insatisfatorios para descrever os dados experimentais, exceto para a modelo do tamanho
de gota. Ja para o planejamento cujo emulsdes continham a proteina isolada do soro do

leite todos os modelos propostos foram capazes de predizer os dados experimentais.

Para o encapsulamento de nutrientes, notou-se que o processo de encapsulamento
por emulsdo é bastante promissor, uma vez que foram obtidas emulsdes altamente
estaveis e a estabilidade quimica dos nutrientes foi mantida durante o periodo de tempo

em estudo.
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5.2. Sugestdes

Como sugestdes para trabalhos futuros propdem-se:

v’ Estender esse estudo com outros tipos de 6leos essenciais, para avaliar o efeito desses na
estabilidade;

v’ Testar o uso antioxidantes naturais em substituicdo aos sintéticos;

v Avaliar o encapsulamento de outros nutrientes, assim como sua quantificaco;

v Desenvolver um método para analise para quantificar a quantidade de nutriente que possa
ser liberada com o decorrer do tempo;

v" Realizar analises sensoriais.
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ANEXO 1

Curvas de Calibracéo
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