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RESUMO

SILVA, Barbara Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de 2022. Emulsoes
agua em oleo de baru (Dipteryx alata Vogel) carreadoras de vitamina C. Orientadora:
Marcia Cristina Teixeira Ribeiro Vidigal. Coorientador: Luis Antonio Minim.

A vitamina C ¢ altamente soluvel em agua e ¢ facilmente oxidada na forma solubilizada. Desta
forma, emulsdes do tipo dgua em 6leo podem ser utilizadas para promover a sua protegao.
Dentre os oOleos vegetais, fontes alternativas como o baru tem ganhado atengdo por sua
composicao, principalmente pela presenca de compostos bioativos. Nesse contexto, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a estabilidade cinética, bem como a capacidade antioxidante
(CA), retencdo do acido ascorbico e composicdo quimica de emulsdes dgua em 6leo (A/O) na
proporcao 35:65, contendo na fase aquosa 1 % (m/m) de gelatina, 1 % de sulfato de s6dio (m/m)
com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA - 0, 10, 20 e 30 % m/m). A fase continua
continha 6leo de baru e 3,5 % de surfactante (PGPR). As amostras foram preparadas em um
homogeneizador de alta velocidade, a 7500 rpm por 7 min e posteriormente armazenadas a 25
°Ce a4 °C, durante 7 dias. O tamanho médio das goticulas dispersas foram analisados por meio
de imagens microscopicas e determinado usando o software Carl Zeiss Vision AxioVision
Viewer 4.8. A composi¢do quimica foi determinada pela técnica de FTIR. O tamanho médio
das goticulas foi influenciado pelo tempo de armazenamento (p < 0,05), variando de (3,0 um -
4,3 um). O tempo de armazenamento reduziu a estabilidade cinética das emulsdes (A/O) que
apresentaram maior tamanho das goticulas, favorecendo fendmenos de desestabilizagdes
coloidais, como floculagdo, que foram observadas nas imagens microscopicas. Entretanto, para
as andlises macroscopicas de cremeacdo das emulsdes, a estabilidade cinética ndo foi
influenciada pela concentragdo de AA e pelo tempo de armazenamento (p > 0,05), ndo sendo
observado separacao de fases. As emulsdes foram caracterizadas como fluidos newtonianos e
a viscosidade variou de 0,22 a 1,60 mPa. As emulsdes armazenadas a 4 °C apresentaram maior
viscosidade do que aquelas a 25 °C (p < 0,05). Para as amostras a temperatura de 25 °C, houve
o efeito do tempo de armazenamento na reologia. Independente da temperatura estudada, as
emulsdes contendo até 20 % AA, analisadas no mesmo tempo, ndo apresentaram diferengas
significativas (p > 0,05) entre si em relacdo a CA. As amostras contendo 30 % de AA
apresentaram significativamente maior atividade antioxidante (p < 0,05), com valores médios
entre 216,32 uMOL Trolox/g e 221,45 uMOL Trolox/g no tempo 0, e 138,84 ¢ 184,57 uMOL

Trolox/g amostra apos 7 dias de armazenamento, a 25 °C e 4 °C, respectivamente. Ja a retengao


https://carl-zeiss-vision-axiovision-viewer.software.informer.com/4.8/
https://carl-zeiss-vision-axiovision-viewer.software.informer.com/4.8/

do AA foi significativamente maior para as amostras armazenadas a 4 °C. A partir das analises
no FTIR, foi possivel observar que nao houve degradagdo do AA no processo de emulsificagdo.
Portanto, emulsdes contendo alta concentragdo de acido ascorbico (até 30 % m/v disperso na
fase aquosa) e 0leo de baru possuem potencial para aplicagdo na induastria de alimentos,

atendendo a demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis.

Palavras-chave: Estabilidade cinética. Capacidade antioxidante. Curva de escoamento.



ABSTRACT

SILVA, Barbara Moreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2022. Emulsions
water in baru oil (Dipteryx alata Vogel) vitamin C carriers. Advisor: Marcia Cristina
Teixeira Ribeiro Vidigal. Co-advisor: Luis Antonio Minim.

Vitamin C is highly soluble in water and is easily oxidized in the solubilized form. In this way,
water-in-oil emulsions can be used to promote their protection. Among vegetable oils,
alternative sources such as baru have gained attention due to their composition, mainly due to
the presence of bioactive compounds. In this context, the present study aimed to evaluate the
kinetic and thermal stability, as well as the antioxidant capacity (CA), ascorbic acid retention
and chemical composition of water-in-oil emulsions (W/O) in the proportion 35:65, containing
in aqueous phase 1% (m/m) gelatin, 1% sodium sulfate (m/m) with different concentrations of
ascorbic acid (AA- 0, 10, 20 and 30% m/m). The continuous phase contained baru oil and 3.5%
surfactant (PGPR). Samples were prepared in a high-speed homogenizer at 7500 rpm for 7 min
and then stored at 25 °C and 4 °C for 7 days. The mean size of the dispersed droplets were
analyzed using microscopic images and determined using the Carl Zeiss Vision AxioVision
Viewer 4.8 software. The chemical composition was determined by the FTIR technique. The
mean droplet size was influenced by storage time (p < 0.05), ranging from (3.0 um - 4.3 pm).
The storage time reduced the kinetic stability of the emulsions (W/O) that presented larger
droplets, favoring colloidal destabilization phenomena, such as flocculation, which were
observed in the microscopic images. However, for the macroscopic analysis of the creamation
of the emulsions, the kinetic stability was not influenced by the AA concentration and the
storage time (p > 0.05), and no phase separation was observed. The emulsions were
characterized as Newtonian fluids and the viscosity ranged from 0.22 to 1.60 mPa. Emulsions
stored at 4 °C showed higher viscosity than those at 25 °C (p < 0.05). For samples at 25 °C,
there was an effect of storage time on rheology. Regardless of the temperature studied, the
emulsions containing up to 20% AA, analyzed at the same time, did not show significant
differences (p > 0.05) between them in relation to CA. Samples containing 30% AA showed
significantly higher antioxidant activity (p < 0.05), with mean values between 216.32 uMOL
Trolox/g and 221.45 pMOL Trolox/g at time 0, and 138.84 and 184.57 uMOL Trolox/g sample
after 7 days of storage at 25 °C and 4 °C, respectively. AA retention was significantly higher
for samples stored at 4 °C. From the FTIR analysis, it was possible to observe that there was no

degradation of AA in the emulsification process. Therefore, emulsions containing a high



concentration of ascorbic acid (up to 30% w/v dispersed in the aqueous phase) and baru oil have

potential for application in the food industry, meeting consumer demand for healthier products.

Keywords: Kinetic stability. Antioxidant capacity. Flow curve.
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ARTIGO. EMULSOES DE AGUA EM OLEO DE BARU (Dipteryx alata Vogel) (A/O)
COMO CARREADORAS DE VITAMINA C

RESUMO

O 4acido ascorbico (AA) ¢ altamente solivel em agua e ¢ facilmente oxidado na forma
solubilizada. Desta forma, a emulsificagdo pode ser utilizada para promover a sua prote¢ao.
Dentre os o6leos vegetais, o de baru tem ganhado atengdo devido a sua composicao,
principalmente pelo teor de compostos bioativos. Nesta pesquisa objetivou-se avaliar a
estabilidade cinética, bem como a capacidade antioxidante (CA), retencdo do AA e composi¢ao
quimica das emulsdes dgua em 6leo (A/O), contendo na fase aquosa gelatina e diferentes
concentragdes de AA (0 - 30 % m/m) e na fase continua 6leo de baru e PGPR. As amostras
foram preparadas em um homogeneizador de alta velocidade e armazenadas a 25 °C e a 4 °C,
durante 7 dias. No geral, as emulsdes armazenadas a 4 °C apresentaram maior estabilidade
cinética, com menor tamanho médio das goticulas, elevada viscosidade, maior CA e retencao
do AA. Ademais, a emulsdo contendo maior concentragao de AA apresentou maior viscosidade
e CA. Assim, as emulsdes carreadoras de vitamina C possuem potencial para aplicacdo nas

industrias de alimentos, atendendo a demanda dos consumidores por produtos mais saudaveis.

Palavras-chave: Estabilidade cinética; viscosidade; capacidade antioxidante.

ABSTRACT

Ascorbic acid (AA) is highly soluble in water and is easily oxidized in the solubilized form. In
this way, emulsification can be used to promote its protection. Among vegetable oils, baru oil
has gained attention due to its composition, mainly due to the content of bioactive compounds.
The objective of this research was to evaluate the kinetic stability, as well as the antioxidant
capacity (CA), ascorbic acid retention and chemical composition of water-in-oil (W/O)
emulsions, containing gelatin in the aqueous phase and different concentrations of AA ( 0 -

30% w/w) and in the continuous phase baru oil and PGPR. Samples were prepared in a high-
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speed homogenizer and stored at 25 °C and 4 °C for 7 days. In general, the emulsions stored at
4 °C showed greater kinetic and thermal stability, with smaller average droplet size, high
viscosity, higher CA and AA retention. Furthermore, the emulsion containing the highest
concentration of AA had higher viscosity and CA. Thus, vitamin C carrier emulsions have

potential for application in the food industry, meeting consumer demand for healthier products.

Keywords: Kinetic stability; viscosity; antioxidant capacity.

1. INTRODUCAO

O acido ascorbico (AA), também conhecido como Vitamina C, ¢ uma vitamina
essencial, com elevado potencial antioxidante, ¢ vem sendo amplamente aplicado pelas
industrias farmacéutica, de alimentos, bebidas, cosméticos e ragdes. A Vitamina C pode
prevenir o escorbuto em humanos ¢ desempenha um papel importante na desintoxicacao e
remocao de radicais livres (WANG et al., 2018). No entanto, o processamento de alimentos
enriquecidos com AA tende a ser muito complexo, uma vez que, este composto € muito
instavel em solugdes aquosas e a inimeros fatores fisico-quimicos como temperatura, luz, pH,
oxigénio, dentre outros (DE MATOS-JR et al., 2017). Essa instabilidade limita sua aplicagao,
o que pode ser melhorado por meio das técnicas de encapsulamento e emulsificagao.

As emulsdes sdo sistemas coloidais termodinamicamente instaveis, compostos por
liquidos que sdo imisciveis, geralmente oleo e dgua. Esses sistemas apresentam uma ou mais
fases dispersas formadas por pequenas goticulas esféricas com didmetro que podem variar de
0,1 um a 100 pm, e uma fase continua (PEREIRA; GARCIA-ROJAS, 2015). As emulsdes
vém sendo utilizadas para encapsulamento, liberacdo controlada, e entrega de compostos
bioativos (TAN; MCCLEMENTS, 2021).

Os sistemas coloidais contendo a fase aquosa em maior propor¢ao, como por exemplo
Oleo-em-dgua (O/A) e 6leo-agua-oleo (A/O/A), sdo menos eficientes na prote¢do da vitamina
C. Uma vez que, essa vitamina ¢ altamente solivel em compostos polares o que facilita o
processo de oxidacdo da mesma. Assim, os métodos de emulsificacdo do tipo 4gua em Oleo
(A/O) e agua-dleo-agua (A/O/A) estao sendo estudados e aplicados, pois a interface dessas

emulsdes, atuam como uma barreira para o oxigénio para evitar que o AA encapsulado sofra
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degradacdo induzida pela oxidagio (FARAHMAND et al., 2006; KHALID et al., 2013;
KHALID et al.,2014). No entanto, os trabalhos existentes na literatura utilizam 6leos de fontes
convencionais, como o 6leo de soja e ndo contemplam as analises de composi¢ao da estrutura
quimica do sistema e capacidade antioxidante, as quais sdo importantes para caracterizagao da
estabilidade quimica e fisica das emulsdes. Além disso, emulsdes contendo 6leos de fontes
ndo convencionais, com alto valor nutricional e potenciais beneficios a satde, contribuem para
o desenvolvimento de produtos com qualidade, saudaveis e sustentaveis.

O dleo extraido da semente de baru, espécie vegetal do cerrado brasileiro, tem ganhado
destaque na industria alimenticia e farmacéutica, sendo exportado para diversos paises como
Alemanha e EUA por apresentar alto teor de compostos bioativos, elevado grau de insaturagdo
(81,2 %), conteudo de a-tocoferol (5,0 mg/100 g) e composi¢ao em acidos graxos semelhantes
a do o6leo de amendoim, destacando-se os acidos oleicos (50,4 %) e linoleico (28,0 %)
(ALMEIDA et al., 2016). A composi¢do do 6leo de baru confere ao mesmo propriedades
antioxidantes, importantes para a prevencao e controle de doengas cronicas ndo transmissiveis,
como o cancer, diabetes, entre outras (OLIVEIRA et al., 2011).

Além da importancia nutricional, o 6leo de baru possui alegagdes tecnoldgicas
importantes para elaboragdo de emulsdes por apresentar naturalmente moléculas tensoativas
que atuam na interface agua-o6leo, contribuindo para retardar os fenomenos de desestabilizacao
coloidal (PAULO, 2020). Entretanto, apesar do 6leo de baru possuir alegagdo dos efeitos
benéficos a satide e do seu potencial tecnologico, o mesmo ainda € pouco explorado pelas
industrias. Estudos que possibilitem a ampliacdo do uso do o6leo de baru nos produtos
alimenticios se fazem necessarios e estdo alinhados as demandas dos consumidores por
alimentos com potencial funcional.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver emulsdes do tipo
agua-oleo de baru (A/O) como carreadoras de acido ascorbico e analisar sua estabilidade
cinética, bem como a capacidade antioxidante, a eficiéncia do encapsulamento de AA e a

composi¢ao quimica do sistema pelo método FTIR.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Material

A fragdo oleosa foi composta por 6leo de baru bruto adquirido da Mundo dos Oleos
(Brasilia DF, Brasil) e o emulsificante PGPR (Polirricinoleato de poliglicerol) adquirido da
Granolab (Araucéria PR, Brasil). O 6leo de baru foi usado sem purificagdo adicional, a fim de
estudar a estabilidade cinética das emulsdes sob condigdes em que geralmente ¢
comercializado.

A fragdo aquosa foi composta por acido ascorbico (99,9 % de pureza), sulfato de sodio
adquirido da Synth (Sao Paulo, Brasil), p6 de gelatina (Dr.Oetker) adquirido comercialmente
e agua deionizada (Bedford, EUA). Todos os demais produtos quimicos utilizados eram de

grau analitico (Sigma, EUA).

2.2 Preparo das emulsoes

Inicialmente foram preparadas a solugdo oleosa contendo 6leo de baru e 3,5 % m/m do
emulsificante polirricinoleato de poliglicerol (PGPR). A solu¢ao oleosa preparada foi aquecida
a 40 °C e posteriormente submetida a agitacdo magnética durante 30 min a temperatura
ambiente (25 °C). As solucdes aquosas foram preparadas contendo gelatina (1 % m/m), sulfato
de sodio (1 % m/m) e azida de s6dio (0,02 % m/m). As concentragdes de AA adicionadas a
fase aquosa foram de 0, 10, 20 e 30 % m/m. Apds esses procedimentos, a solugdo aquosa foi
adicionada gota a gota a solug@o oleosa ainda sob agitagdo magnética. O volume da fracao
aquosa em todas as emulsdes foi de 35% (m/m). Posteriormente, as solugdes formadas foram
submetidas a homogeneizag¢ao de alta velocidade (Omni Macro ES Digital Programmable
Homogenizer, Kennesaw, EUA) a 7500 rpm durante 7 min, originando as emulsdes 4gua em
6leo (A/O). Apds, as emulsdes foram armazenadas em BOD em recipientes de vidro a

temperatura de 25 °C e 4 °C durante 7 dias. O experimento foi realizado em trés repeticoes.

2.3 Caracterizaciao das emulsoes
As emulsdes foram avaliadas ap6s 1 h de armazenamento a temperatura de 25 °C e 4

°C e apos o periodo de armazenamento de 7 dias.

2.3.1 Propriedades reologicas das emulsdes
As propriedades reoldgicas das emulsdes foram determinadas utilizando um redmetro

rotativo Brookfield, modelo R/S plus SST 2000 (Brookfield Engineering Laboratories, EUA).
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Os ensaios foram realizados utilizando a geometria de cilindros concéntricos 45 (CC45) em
aco inoxidavel para as amostras armazenadas a 25 °C e cilindros concéntricos 15 (CC15) para
as amostras a 4 °C. O uso de geometrias diferentes se deu pelas especificagdes técnicas quanto
a faixa de viscosidade. Antes do inicio das analises, as amostras permaneceram em repouso
por 5 min para garantir o equilibrio da temperatura e o rearranjo estrutural. Uma nova amostra
foi utilizada a cada ensaio devido a possibilidade de ruptura ou coalescéncia das gotas. Para
determinag¢do do comportamento ao escoamento, medidas de tensdo de cisalhamento e de
viscosidade aparente foram obtidas aplicando-se uma rampa continua de taxa de deformagao
variando de 0,01 a 200 s durante 120 s. Os modelos de Newton e Lei da Poténcia foram

ajustados aos dados experimentais, de modo a definir o perfil de escoamento das emulsdes.

2.3.2 Microscopia e tamanho médio das goticulas

Observagdes microscopicas obtidas por microscopio dptico modelo AxioCam ERc5s
(Carl Zeiss, Alemanha) foram realizadas para as emulsdes A/O. A partir dessas micrografias, o
tamanho das goticulas foi medido e expresso como didmetro médio de gota (dav). Os didmetros
de 250 gotas foram medidos com um software de processamento de imagem (Carl Zeiss,

Alemanha), com projecdes de escalas micrométricas.

2.3.3 Estabilidade cinética das emulsdes a cremeacao

A estabilidade a cremeac¢ao das emulsdes com diferentes concentragdes de AA na fase
aquosa (0, 10, 20 e 30 % m/m) foram avaliadas logo apds o preparo das emulsdes (tempo zero)
e ao final do periodo de armazenamento de 7 dias. Aliquotas de 5 mL de emulsdao foram
transferidas para frascos de vidro, imediatamente apds o processo de homogeneizagao, e em
seguida selados e armazenados em camaras BOD, a 25 °C e 4 °C. O processo de cremeagao
foi determinado pela avaliagdo da alteracao na espessura das fases de creme e de soro (camada
inferior transparente ou turva) apds o armazenamento. A extensdo da cremeacdo foi
caracterizada pelo indice de separacao de fases (ISF), determinado de acordo com a Equacao

1.

ISF (%) =100 . Hy/H; (1)
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Em que Hs e H: correspondem a altura de soro formado na fase inferior do
tubo e a altura inicial da emulsdo, respectivamente. A aparéncia das amostras apos o

armazenamento foi registrada por foto utilizando camera digital.

2.3.4 Capacidade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH)

A avaliacao da capacidade antioxidante do 6leo de baru e das emulsdes A/O com e sem
adicao do AA foram realizadas utilizando o radical livre 2,2-difenil-1- picrilhidrazil (DPPH)
de acordo com o método descrito por Rufino et al. (2007), com modificagdes. Para o ensaio,
foi preparado no dia da analise uma solu¢io de DPPH 0,1 mmol.L"! dissolvido em metanol
P.A. Para constru¢do da curva padrao do método foi utilizado o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico). Dessa forma, foram pesados cerca de 0,25 g de cada amostra
em um baldo de 25 mL, o qual foi completado com metanol acidificado (1 % HCI). Apds essa
etapa, as amostras foram submetidas a agita¢do orbital por 2h em uma incubadora shaker de
bancada (Novatecnica, Italia) e posteriormente centrifugadas a 3000 rpm por 15 min utilizando
a centrifuga Excelsa II. Em seguida, foram pipetadas 150 uL do sobrenadante e adicionou-se
2,85 mL da solucdo DPPH. As absorbancias foram lidas em espectrofotometro UV-VIS
FEMTO modelo 7008, ap6s 30 min de reagdo no escuro, no comprimento de onda de 515 nm.
Os resultados finais foram expressos em capacidade antioxidante equivalente ao trolox (UM

de trolox/L de amostra).

2.3.5 Cinética de reten¢ao do acido ascorbico (AA)

O contetido de vitamina C foi avaliado por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em um sistema HPLC SHIMADZU Proeminence LC - 20A, com uma
bomba quaternaria LC - 20AT, injetor Manual com loop de 20 pL, desgaseificador, um
integrador CBM- 20A e um detector SPD- 20AV DAD, coluna ODS-2 HYPERSIL (250 mm
4.6 mm, Sum) e forno CTO-20A a 40°C. A fase movel foi preparada com brometo de cetil-
trimetilamonia (Snmol.L!) e fosfato monobasico de potassio (50 nmol.L ') na propor¢io de
1:1, seguindo a metodologia proposta por BENLLOCH et al. (1993). Os experimentos foram
realizados em triplicata. A taxa de retencdo (r) do AA foi definida pela razdo da concentragdo

de 4cido ascorbico final (CAA) e inicial (CAAO), de acordo com a Equagao 2.
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_ CAA (2)

2.3.6 Analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros FTIR das emulsdes A/O contendo diferentes concentragdes de AA foram
determinados usando um espectrofotdometro infravermelho de transformada de Fourier (660-
IR, Varian, EUA) equipado com acessorio de refletancia atenuada (GladiATR, PIKE
Technologies, EUA) na regido de 4004000 cm™! com 16 varreduras e 4 cm™! de resolucdo

espectral.

2.4 Analises Estatisticas

O experimento foi realizado segundo Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
em esquema de parcelas subdivididas, tendo nas parcelas dois fatores: concentragdo de AA e
temperatura de armazenamento (4x2), e na subparcela o tempo de armazenamento (0 ¢ 7 dias).

A adequacdo dos ajustes dos modelos reoldgicos aos dados experimentais foi avaliada
pela significincia estatistica dos coeficientes do modelo (p < 0,05) e coeficiente de
determinagdo (R?).

Os resultados obtidos das andlises de atividade antioxidante pelo método DPPH,
viscosidade, tamanho das goticulas, indice de cremeagdo e cinética de retengdo do AA das
emulsdes foram analisados por meio de ANOVA considerando cada fator em estudo ¢ a
interagdo entre os mesmos, em cada tempo de armazenamento (0 e 7). Para comparacdo entre
médias foi utilizado o teste de Tuckey (a =0,05 %). As andlises estatisticas foram realizadas

com auxilio do software R core Team (versao 4.0.2).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacio reologica das emulsoes

A viscosidade (1) ¢ uma propriedade reoldgica 1util para o estudo da estabilidade
cinética das emulsdes, por exercer influéncia na mobilidade das gotas (USHIKUBO e
CUNHA, 2014). Quanto maior a viscosidade, menor a mobilidade das goticulas e, portanto,

menor a probabilidade de agregacio, ruptura do filme interfacial e coalescencia (MARQUEZ
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et al., 2010; SOUSA; PEREIRA; MATOS, 2022; SU et al., 2006). Os valores de n para as
emulsdes estdo apresentados na Tabela 1. O modelo de Newton foi o que melhor se ajustou
aos dados experimentais para as emulsdes armazenadas a 25 °C (R? > 0,99) e a 4 °C (R?>
0,96). Assim, para uma mesma temperatura, a viscosidade (n) das emulsdes ndo sofreu
alteracao com o aumento da taxa de deformacao.

As emulsdes apresentaram valores de viscosidade dinamica variando de 0,12 a 1,60
mPa. No geral, observou-se que a temperatura de armazenamento afetou significativamente a
viscosidade das emulsdes (p < 0,05); e para as emulsdes armazenadas a temperatura de 25 °C
houve também o efeito do tempo de armazenamento.

As emulsdoes a 4 °C apresentaram maior viscosidade em relagdo as que foram
armazenadas a 25 °C (p < 0,05). Este comportamento pode estar relacionado com a elevada
propor¢ao do o6leo de baru (65% m/m) nas emulsdes. Em baixas temperaturas, ha uma
diminuicdo na distancia entre as moléculas, fazendo com que as forgas de atracdo
intermoleculares presentes nos mesmos fiquem mais fortes, aumentando a resisténcia ao
escoamento (SANTOS et al., 2005). Além disso, outro fator que pode ter desencadeado o
aumento da viscosidade na temperatura de 4°C ¢ a presenca da gelatina nas emulsdes. Esse
aditivo € capaz de formar gel com a solucdo aquosa em baixas temperaturas aumentando
significativamente a viscosidade aparente das emulsdes dgua em oOleo. JI et al. (2021)
utilizaram gelatina no preparo de emulsao primaria A/O para aumentar a viscosidade da fase
aquosa interna e melhorar as propriedades interfaciais. Esses autores constataram que a
viscosidade da emulsdo primaria A/O com gelatina na fase interna era significativamente
superior a emulsdo sem gelatina.

Para as emulsdes armazenadas a 25 °C, foi observado um aumento da viscosidade em
fun¢do do tempo de armazenamento (Tabela 1). Ushikubo e Cunha (2014) relataram um
comportamento semelhante em emulsdes liquidas do tipo A/O, contendo diferentes tipos de
0leo (soja e hexadecano) e trés emulsificantes (PGPR, Span 80 e lecitina) em duas relacdes
agua:oleo. Os autores atribuiram esse comportamento a formagado de uma rede de gel, que foi

intensificada ao longo do tempo.

Tabela 1. Viscosidade absoluta (mPa s) das emulsdes A/O contendo 6leo de baru carreadoras

de 4cido ascorbico (AA) em diferentes concentragdes, temperatura e tempo de armazenamento.
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Concentracao Temperatura (°C) Tempo (Dias) n (mPas)
(%)
0 4 0 1,23 +0,00 ¢
0 4 7 1,27 + 0,00 ¢
0 25 0 0,12+0,02F
0 25 7 0,33 +0,02 ¢
10 4 0 1,28 + 0,00 ¢
10 4 7 1,33 +0,02 ¢
10 25 0 0,12 +0,06 "
10 25 7 0,25+ 0,03 ©
20 4 0 1,30 £ 0,00¢
20 4 7 1,33+ 0,00 ¢
20 25 0 0,13+£0,01°
20 25 7 0,27 0,01 ©
30 4 0 1,59 £ 0,03 2
30 4 7 1,60 + 0,01 2
30 25 0 0,59 +0.01 ¢
30 25 7 0,70 +0.00 ®

Meédias de tratamentos seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tuckey a
5 de probabilidade.

A concentragdo de AA influenciou na viscosidade das emulsdes (p < 0,05). As
emulsdes contendo 30 % de AA apresentaram viscosidade significativamente superior as
demais. Khalid ef al. (2014) também relataram que o aumento da concentragao de 10 - 30 %
(p/v) de AA nas emulsdes de A/O de soja proporcionou um aumento da viscosidade do

sistema.

3.2 Analises microscopicas

As micrografias das emulsdes mostradas na Figura 1 revelaram a presenga de goticulas
floculadas em todos os tratamentos. A presenca de agregagdo de goticulas indica que em
determinado momento, forgas atrativas entre goticulas superaram as forcas repulsivas, levando
a floculagdo das goticulas (MCCLEMENTS e JAFARI, 2018). Em emulsdes A/O ¢
importante esclarecer que a inexisténcia de altas cargas elétricas na superficie das goticulas de
agua, devido ao meio apolar circundante, favorece a agregacao de goticulas (KOROLEVA et
al., 2015).

Ademais, a ocorréncia da floculacdo das goticulas de forma nao extensa (Figura 1) e a
pequena alteracdo no tamanho das goticulas das emulsdes avaliadas podem ser atribuidas ao

surfactante escolhido oferecer impedimento estérico entre as goticulas de agua. Ushikubo e
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Cunha (2014) reportaram que as emulsdes A/O produzidas com PGPR e 6leo de soja foram as
mais estavel, resultando em baixos indices de separacdo ao longo do tempo de observagao.
Provavelmente, as espessas camadas interfaciais promovidas pelo surfactante em torno das
goticulas de 4gua, criaram uma barreira fisica que parece ter sido suficiente para evitar a
floculacdo e coalescéncia extensa das goticulas dispersas, evitando assim a separacao de fases
no periodo de armazenamento avaliado (DRIDI et al., 2016). Em emulsdes do tipo A/O,
fenomenos de floculacdo e coalescéncia que levam ao aumento do tamanho das goticulas sdo
comuns de ocorrer durante o periodo de armazenamento, e foram relatados a partir do sétimo

dia de armazenamento, por Darjani et al. (2020) nas emulsdes de A/O contendo 6leo de soja.

1° Dia—4°C 7°Dia—4°C 1° Dia—25°C 7°Dia—25°C

0%

30%

Figura 1. Micrografias das emulsdes, preparadas com 6leo de baru, carreadoras de acido
ascorbico em diferentes concentragdes em relagdo a fase aquosa (0 — 30% m/m), nos tempos 1

e 7 dias, durante armazenamento a 4 °C e 25 °C.

3.3 Analise do tamanho médio das goticulas
O tamanho médio das goticulas das emulsdes agua em 6leo de baru e incorporadas com
diferentes concentragdes de AA estdo apresentadas na Tabela 2. O tamanho médio de goticulas

variou entre 3,0 a 3,4 um apds a formacao das emulsdes e, entre 3,2 a 4,3 um apds 7 dias de
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armazenamento. A concentracdo de AA na fase aquosa (0 - 30 % m/m) ndo alterou
significativamente (p > 0,05) o tamanho médio das goticulas de 4gua.

Para as amostras armazenadas a 25 °C, o periodo de armazenamento afetou
significativamente o tamanho médio das goticulas (p < 0,05). O tamanho médio das goticulas
aumentou apds 7 dias de armazenamento a 25 °C. Efeito nao observado para as amostras
armazenadas a 4°C. E provéavel que a maior viscosidade observada nas emulsdes mantidas a 4
°C tenha contribuido para a redugdo da agregacdo das goticulas. De acordo com Jiet al. (2021),
a maior viscosidade das emulsdes oferece menor mobilidade das goticulas de solu¢ao aquosa
e reduz o niimero de colisdes entre as goticulas. De modo contrario, a menor viscosidade em
razdo do aumento da temperatura, favorece o movimento browniano das goticulas. A alta
mobilidade das goticulas de dgua tende a favorecer a desestabilizacdo de emulsdes A/O por
sedimentacdo, floculagdo e coalescéncia (USHIKUBO, 2014; MCCLEMENTS, 2015).

De modo geral, as emulsdes apresentaram pouca alteragdo de tamanho das goticulas,
provavelmente devido a adi¢do de emulsificante PGPR e a gelatina. O PGPR ¢ conhecido por
excelentes propriedades na estabilizacdo de sistemas do tipo A/O devido a capacidade de sua
longa cadeia hidrofilica se ligar a 4gua (MARQUEZ et al., 2010). Além disso, o PGPR
proporciona a formagdo de espessas camadas interfaciais em torno das goticulas de agua,
criando uma barreira fisica contra a floculacao e ndo coalescéncia das goticulas (DRIDI et al.,
2016). Ademais, a rede de gel formada na emulsdao devido a presenca da gelatina, pode ter
restringido a fase aquosa interna em um espago confinado por gelificacdo, evitando dessa
forma as colisdes e coalescéncia de goticulas, obtendo assim um menor tamanho (JI et al.,
2021).

Além disso, pequenas goticulas tornam o sistema cineticamente mais estavel, devido
ao menor namero de colisdes entre goticula-goticula que consequentemente, reduz o processo
de coalescéncia entre gotas, responsavel pela alteracdo do tamanho das goticulas

(MCCLEMENTS, 2016).

Tabela 2. Diametro médio (dav, nm) das goticulas da solucdo aquosa das emulsdes contendo
oleo de baru com diferentes concentragdes de acido ascorbico (AA), nos tempos 0 e 7 dias apos

o armazenamento a 4 °C e 25 °C.

Concentracio (%) Temperatura (°C) Tempo (Dias) Tamanho médio (um)
0 4 0 3,0+£0,00°
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0 4 7 3,5+0,00°
0 25 0 3,1 £0,00°
0 25 7 4,0 + 0,00 ®
10 4 0 3,1£0,00°
10 4 7 3,2+0,00°
10 25 0 3,4+0,01°
10 25 7 43 +0,00?
20 4 0 3,1+£0,00°
20 4 7 3,2+0,00°
20 25 0 3,0+0,00°
20 25 7 42 +0,002
30 4 0 3,2+0,01°
30 4 7 3,3+0,00°
30 25 0 3,1£0,00°
30 25 7 4,0+0,00°

Meédias de tratamentos seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tuckey a 5
% de probabilidade.

3.4 Analise de cremeacio

Existem alguns fatores de desestabilizacdo coloidal, podendo ser classificados em
instabilidades quimicas e fisicas. Dentre os mecanismos fisicos mais recorrentes em emulsoes
do tipo agua em Oleo, pode-se citar a separagdo gravitacional por sedimentacao, devido a maior
densidade das goticulas de 4gua em relagdo a fase oleosa (continua) (HONG et al., 2021). No
entanto, a partir da andlise visual das emulsdes com diferentes concentracdes de AA e
armazenadas a 4 °C e 25 °C (Figura 2), pode-se constatar estabilidade cinética ao longo de 7
dias, com um indice de separagdo de fases tendendo a 0 %. Este resultado indica que o sistema
permaneceu homogéneo no periodo avaliado. Apesar do aumento do tamanho das goticulas
mensurados a partir das micrografias das emulsdes (A/O) e da presenga de agregacdo de
goticulas observadas por microscopia Optica, visualmente nao foi notado nenhuma separagao
de fases durante o periodo de armazenamento avaliado.

Estudos preliminares sem a adi¢cdo do emulsificante PGPR e de gelatina, resultaram em
nas emulsdes A/O desestabilizadas pelo mecanismo de sedimentagdo, com separa¢do de fases
num periodo de aproximandamente 24 horas (dados ndo mostrados). Portanto, o PGPR ¢ a
gelatina proporcionam maior estabilidade cinética ao sistema, reduzindo as taxas de colisdo
entre as goticulas de agua, coalescéncia das gotas e, consequente separagao de fases das

emulsdes no periodo de 7 dias de armazenamento.
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25°C

4°C

0% 10% 20% 30% 0% 10% 20% 30%

Figura 2. Fotografias das emulsdes com 6leo de baru carreadoras de 4cido ascorbico (AA) em

diferentes concentrag¢des, nos tempos 0 ¢ 7 dias ap6s o armazenamento a 4 °C e 25 °C.

3.5 Atividade antioxidante pelo método do sequestro de radicais livres (DPPH)

A capacidade antioxidante das emulsdes contendo AA avaliada pelo método DPPH
estd apresentada na Tabela 3. O AA ¢ uma vitamina hidrossoltvel, a qual consegue atuar como
um antioxidante natural, eliminando radicais livres e consequentemente auxiliando na inibi¢do
da oxidagdo lipidica (NIJUS et al., 2020). No entanto, 0 mesmo ¢ muito sensivel a inimeros
fatores fisico-quimicos, os quais tendem a impactar negativamente a estabilidade quimica das
emulsdes, podendo reduzir a atividade antioxidante do sistema. Esses fatores incluem luz, pH
elevado, altas temperaturas e oxigénio dissolvido (KHEYNOOR, 2018; ZHANG et al., 2020).

Independente da temperatura estudada, emulsdes analisadas no mesmo tempo (0 ou 7
dias) contendo até 20 % de AA ndo apresentaram diferencas significativas (p > 0,05) entre si
em relacdo a atividade antioxidante. No entanto, as amostras contendo 30 % de AA
apresentaram significativamente maior atividade antioxidante (p < 0,05), com valores médios
variando entre 216,32 e 221,45 pmoL Trolox/g amostra no tempo 0, e entre 138,84 ¢ 184,57
umoL Trolox/g amostra ap6s 7 dias, a 25 °C e 4 °C respectivamente. Tendo em vista que a
reacdo de oxidacdo ocorre na regido interfacial, uma maior concentragdo de AA no interior da

gota deve resultar na presenca de mais moléculas de AA na interface, favorecendo a reagao
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antioxidante. Provavelmente 30 % de AA na fase aquosa foi a concentra¢do necessaria para
que as moléculas atingissem a interface e reduzissem significativamente os radicais livres,
favorecendo a atividade antioxidante do sistema. Segundo Mosta et al. (2008), a concentragdo
de 900 ppm de AA na emulsdo de 4gua em azeite, foi a concentragdo minima necessaria para
reduzir significativamente (aproximadamente 20 %) os valores de peroxidos formados pela
oxidacdo em comparagdo com a amostra controle (sem a adicdo de AA).

Além disso, para todas as emulsdes, apos 7 dias de armazenamento, houve uma reducao
significativa (p < 0,05) da capacidade antioxidante, sendo essa diminui¢do mais acentuada na
temperatura de 25 °C. O armazenamento em temperaturas mais baixas tende a diminuir a taxa
de degradacdo do acido ascorbico (KHEYNOOR, 2018; SAPEI, 2014; ZHANG, 2020),
portanto, as emulsdes armazenadas a 4 °C apresentaram maior capacidade antioxidante. Além
do efeito da temperatura, a maior viscosidade das emulsdoes A/O a 4 °C (ver se¢do 3.1) pode
favorecer a estabilidade desse composto quimico, uma vez que reduz a absor¢ao do oxigénio
no sistema, o que torna o processo de degradagdo do AA mais lento ao longo do tempo
(SHERAZ et al., 2014). Assim, quanto menor a taxa de degradagdo do AA, maior a atividade

antioxidante das emulsdes.

Tabela 3. Analise da capacidade antioxidante pelo método de DPPH das emulsdes contendo
0leo de baru carreadoras de acido ascorbico (AA) em diferentes concentragdes, nos tempos 0 e

7 dias apos o armazenamento a 4 °C e 25 °C.

Concentracio Temperatura (°C) Tempo (Dias) DPPH*
(%)
0 4 0 124,60 + 9,37°
0 4 7 111,27 + 11,284
0 25 0 121,65 + 10,02°
0 25 7 65,78 + 9.82¢
10 4 0 125,13 + 8,70°
10 4 7 110,46 + 8,024
10 25 0 125,36 + 7,06°
10 25 7 70,39 + 7,93¢
20 4 0 127,13 + 12,80°
20 4 7 115,71 £ 11,159
20 25 0 120,49 + 12,01°
20 25 7 75,43 + 8,11¢
30 4 0 221,45+ 13,142
30 4 7 184,57 + 13,11°
30 25 0 216,32 + 14,332
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30 25 7 188,84 £ 14,01°
Medias de tratamentos seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade.
* Atividade antioxidante equivalente a uMOL Trolox/g amostra.

As emulsdes sem adigdo de AA também apresentaram atividade antioxidante ndo
diferindo daquelas com até 20 % de AA (p <0,05). Provavelmente, essa atividade antioxidante
se refere a composi¢ao do dleo de baru. Esse 6leo possui elevado teor de compostos bioativos
com potencial antioxidante, entre mono e sesquiterpenos, fitoesterdis (limoneno, B-elemeno,
y-elemeno, o- cariofileno, [-cariofileno, campesterol, estigmasterol, [-sitosterol e
cicloartenol) e tocoferéis (MARQUES et al., 2015). Entretanto, assim como o AA, os
polifendis sdo compostos muito sensiveis e podem ser rapidamente degradados em funcao do
tempo (RABELO et al., 2018). Essa degradagdao também pode contribuir na reducido da

capacidade antioxidante do sistema.

3.6 Cinética de retencao do acido ascorbico (AA)

A andlise de retengdo do AA foi utilizada para avaliar a estabilidade quimica e a
eficiéncia do encapsulamento desse composto no sistema coloidal. Os resultados da retencao
de AA nas emulsdes armazenadas a 4 e 25 °C ao final do setimo dia estdo apresentados na
Tabela 4. As emulsdes apresentaram elevadas taxas de reten¢do, as quais variaram de 88,05 %
a 99,36 %, demonstrando que o processo de emulsificagdo foi eficiente na protecdo de AA.

A temperatura de armazenamento das emulsdes exerceu influéncia positiva
significativa (p < 0,05) sobre a retencdo do AA. As emulsdes armazenadas a 4 °C foram mais
eficientes em reter o AA, independente da concentragdo, ou seja, a baixa temperatura favorece
a menor taxa de degradagdao de AA. Esse resultado corrobora com estudo de Zhang et al.
(2020) que desenvolveram emulsdes duplas do tipo A/O/A carreadores de AA encapsuladas
em esferas de hidrogel de alginato de calcio, e obtiveram maiores taxas de retengcdo nas
amostras armazenadas a 4 °C. Além disso, segundo Ji et al. (2021), a rede de gel desencadeada
pela adicao da gelatina nas emulsdes A/O armazenadas em baixas temperaturas, contribui para

uma maior reten¢do de compostos encapsulados.

Tabela 4. Reten¢do do 4cido ascorbico (AA) das emulsdes contendo 6leo de baru carreadoras

de acido ascorbico (AA) em diferentes concentragdes, nos tempos 0 e 7 dias apds o



26

armazenamento a 4 °C e 25 °C.

Concentracao Temperatura (°C) Retenciao AA (%)

(%)
10 4 98,97+ 0,20°
10 25 88,97+ 0,33
20 4 98,05 + 0,152
20 25 88,05 + 0,12°
30 4 99,36 + 0,222
30 25 89,36 + 0,07°

Médias de tratamentos seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade.

3.7 Analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de espectroscopia foi realizada para detectar mudangas quimicas dos
constituintes da emulsao apds o processo de emulsificagdo. Os espectros de FTIR das emulsdes
e seus principais constituintes como o AA, 6leo de baru e gelatina estdo apresentados na Figura
3 (A e B). O 6leo de baru e as emulsdes A/O mostraram espectros bastante semelhantes (Figura
3A), associado a alta concentragdo do 6leo (65%) nas emulsdes, exibindo picos caracteristicos
em aproximadamente 3006, 2853, 2922 cm™! (C-H), 1744 cm™! (C=0), 1462 cm™ (CH>), 1160
(C-0O) e 721 (C-H). Esses resultados sdo similiares aos encontrados para o 6leo de baru puro,
nas pesquisas realizadas por Almeida ef al. (2016) e Nascimento ef al. (2021).

Componentes quimicos presentes na estrutura do AA sdo semelhantes aos da gelatina
(Figura 3B), devido aos grupamentos amino presentes em ambos os componentes. A existéncia
de uma banda larga em 3100-3400 cm™! devido as vibragdes de estiramento dos grupos OH da
composi¢ao da gelatina (PIELESZ et al., 2017; ZHANG et al., 2013), e em 3411 e 3525 cm’
!'referente ao AA, indicam a presenca dos dois constituintes nas emulsdes (DESAI & PARK,
2005; CRUZ, 2019). Espectros comuns do AA mostram ainda a presenca de picos entre 1021-
1321, 1673 e 1750 cm™ que podem ser atribuidos as vibragdes de alongamento e flexio dos
grupos C=0 ¢ OH (MATOS JR. 2017; CRUZ, 2019).

As principais bandas amidas da gelatina foram observadas em todos os espectros das
emulsdes, porém com algumas alteragdes no numero de ondas e altura de picos, devido
provavelmente a interagdo com as moléculas de hidrogénio presentes na agua. Os picos que
aparecem entre 1650-1335 cm™! sdo caracteristicos de grupos Amida I e Amida II os quais

refletem as vibragdes C=0 e C-N, respectivamente (ZHANG et al., 2013; HASHIM et al.,
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2010), e as vibragdes na regido de 1240 cm™! correspondente ao grupo Amida III. Todas essas

caracteristicas sugerem que a gelatina, AA e 6leo de baru ndo foram degradados durante o

processo de emulsificacdo.
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Figura 3. Espectros FTIR do 6leo de baru e das diferentes formulagdes de emulsdes contendo

de 0-30 % de 4cido ascorbico (A) e dos constituintes principais gelatina e dcido ascorbico (B).
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4. CONCLUSAO

Emulsdes A/O de baru contendo diferentes concentragoes de acido ascobico foram
cineticamente estaveis a 4 ¢ 25 °C, durante 7 dias de armazenamento. A adi¢do de 30% de
AA na fase aquosa das emulsdes proporcionou maior viscosidade e capacidade antioxidante
ao sistema emulsionado. Ademais, as emulsdes sem adicdo de AA apresentaram atividade
antioxidante semelhante a aquelas com até 20% de AA, que pode ser atribuida a composi¢do
do o6leo de baru. Os resultados desta pesquisa sugerem que o sistema desenvolvido pode ser
uma boa alternativa para a industria, principalmente devido ao apelo saudavel e a tendéncia
mundial de utilizagdo de fontes alternativas de oleo vegetal para o desenvolvimento
sustentavel.

As emulsdoes armazenadas sob refrigeragdo (4 °C) obtiveram melhores resultados
quanto a estabilidade fisica e quimica do sistema em comparacdo aquelas a temperatura
ambiente (25 °C). Maior estabilidade cinética, menor tamanho médio das goticulas, elevada
viscosidade, maior CA e retencdo do AA foram obtidas para as emulsdes armazenadas a 4 °C.

Apesar do aumento microscopio do tamanho das goticula apds 7 dias de
armazenamento a 25 °C, macroscopicamente as emulsdes contendo 6leo de baru e AA se
mantiveram cineticamente estaveis, o que ¢ desejavel para suas aplicagdes na industria de

alimentos, comésticos e farmacéutica.
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