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RESUMO

SOARES, Lucas de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2015. Avaliagdao do potencial do quitosano como estabilizante de
emulsdes alimentares acidas. Orientador: Eduardo Basilio de Oliveira.
Coorientadores: Alvaro Vianna Novaes de Carvalho Teixeira, Jane Sélia
Coimbra dos Reis e Jodo Marcos de Arauijo.

No presente trabalho, objetivou-se formular e caracterizar emulsées O/A
contendo quitosano disperso na fase continua. Para isso, adicionou-se 0,1%
(m/V) de quitosano e 1% (V/V) do emulsificante Tween 20 as solugbes de acido
latico (pH 3,0, 3,5 e 4,0) e utilizaram-se as misturas resultantes como fase
continua para a preparagdo de emulsdes-modelo, com 10% (V/V) de 6leo. O
processo de emulsificacdo consistiu em uma dispersdo em Ultra Turrax (24.000
rom, 1 min), seguida de seis passagens por um homogeneizador de alta
pressao (69 MPa). Avaliou-se o comportamento reoldgico, as caracteristicas
visuais, o tamanho médio e o potencial { das goticulas de 6leo das emulsdes,
imediatamente apds a fabricagdo das emulsdes (t = 0) e apos sete dias (t = 7).
Adicionalmente, a fim de constatar uma eventual interacéo direta do quitosano
com a interface O/A, avaliou-se a tensao interfacial entre o 6leo de girassol e
as solugdes acidas de quitosano. Observou-se que as emulsdes contendo
quitosano apresentaram-se trés vezes mais viscosas, em relagdo ao controle
(solugdo de acido latico e 1% V/V de Tween 20, sem adigdo de quitosano),
entretanto ndo diferiram estatisticamente entre si. Pelas analises visuais nao
foram observadas diferencas evidentes entre as emulsées contendo quitosano
e os controles, em t = 7. As emulsdes contendo quitosano apresentaram duas
populagdes de goticulas de 6leo (~ 30 nm e ~ 500 nm) e valores de potencial
~50 mV,emt=0et=7, enquanto os controles apresentaram apenas uma
populagdo (~ 700 nm), emt =0 e t = 7. Observou-se que o quitosano contribuiu
para a reducdao do valor da tensao interfacial de equilibrio, entre o 6leo e
solugdo aquosa de acido latico. Dessa forma, concluiu-se que o quitosano

apresentou acao estabilizante nas emulsdes O/A.
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ABSTRACT

SOARES, Lucas de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Chitosan potential evaluation as a stabilizer of acidic food
emulsions. Adviser: Eduardo Basilio de Oliveira. Co-advisers: Alvaro Vianna
Novaes de Carvalho Teixeira, Jane Sélia Coimbra dos Reis and Jodo Marcos
de Araujo.

The aim of this study was to develop and characterize O/W emulsions
containing chitosan dispersed in the continuous phase. For this purpose, 0,1%
(w/V) of chitosan and 1% (V/V) of Tween 20 emulsifier were added in lactic acid
solutions (pH 3.0, 3.5 or 4.0) and the resulting mixtures were used as the
continuous phase for the preparation of model emulsions, with 10% (V/V) oil.
The emulsification process consisted of a dispersion in Ultra Turrax (24,000
rom, 1 min), followed by six passages through a high-pressure homogenizer (69
MPa). The rheological behavior, the visual characteristics, the average size and
C-potential of the oil droplets of the emulsions were assessed immediately after
the preparation of the emulsions (t = 0) and after seven days (t = 7).
Additionally, in order to examine possible interactions of chitosan at the O/W
interface, the interfacial tension between the sunflower oil and the acidic
chitosan solutions was determined. It was observed that the emulsions
containing chitosan proved to be three times more viscous when compared to
control (lactic acid solution and 1% V/V Tween 20, without chitosan), though
they were not statistically different. By visual analysis obvious differences could
not be observed between the emulsions containing chitosan and controls at t =
7. The emulsions containing chitosan showed two populations of oil droplets (~
30 nm and ~ 500 nm) and {-potential values ~ 50 mV, att =0 and t = 7, whilst
controls showed a single population (~ 700 nm), att =0 and t = 7. It was
concluded that the chitosan can contribute to reduce the value of the equilibrium
interfacial tension between the oil and aqueous lactic acid. Thus, the results

suggest that chitosan has potential applicability as stabilizer of O/W emulsions.
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1. INTRODUGAO

Emulsdes sdo sistemas coloidais formados por um liquido imiscivel
disperso na forma de goticulas (com tamanhos da ordem de micrémetros) em
outro liquido. Por exemplo, em uma emuls&o oleo-em-agua (O/A) as goticulas
de Oleo estao dispersas em uma fase aquosa. O contato entre dois liquidos
imisciveis causa o aumento do potencial quimico do sistema que, em
condicdes de pressao e temperatura constantes, é representado pelo aumento
da energia livre de Gibbs. A razdo da variagdo da energia livre de Gibbs pela
variacdo da area desse sistema ¢é definida como tensao interfacial (y), e indica
0 quao desfavoravel energeticamente € o contato entre os dois liquidos
imisciveis. Assim, as emulsdes sido sistemas termodinamicamente instaveis
que tendem a separagao das fases, a fim de minimizar o contato das mesmas.

Entretanto, a producao de emulsdes cineticamente estaveis (durante um
dado intervalo de tempo) pode ser possibilitada pela utilizagdo de agentes
emulsionantes que se posicionam na interface dos dois liquidos, reduzindo a
tensdo interfacial do sistema. Simultaneamente, os emulsificantes podem
contribuir para a estabilizagdo do sistema pelos mecanismos de repulsao
eletrostatica e/ou estérica entre as goticulas. Além disso, a estabilizacédo
cinética do sistema pode ser favorecida por agentes espessantes que
aumentam a viscosidade da fase continua, reduzindo a velocidade das
goticulas em movimento browniano e, com isso, a frequéncia e a intensidade
dos choques entre as mesmas. Em emulsdes alimenticias é frequente a
utilizacado de diversos polissacarideos (celuloses modificadas, gomas guar e
xantana, por exemplo) atuando como espessantes e estabilizantes e, assim,
contribuindo para a manutencado da estabilidade cinética de emulsdes. Além
disso, a busca por novos ingredientes, bem como o estudo de sistemas-modelo
para a caracterizacdo dos mecanismos de ag¢ao, fomentam muitas atividades
de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos.

Nesse contexto, surge como uma alternativa inovadora a incorporagao
de quitosano em produtos alimenticios. Quitosano € um biopolimero
industrialmente obtido pela desacetilagdo da quitina, que € extraida das

carapagas de crustaceos (subprodutos das industrias de processamento de
1



pescado). Em condi¢des ambientais, esse biopolimero apresenta-se sob a
forma de pds ou flocos de granulometria variavel, esbranquigado, opaco, pouco
denso e inodoro. Ja foi comprovada sua inocuidade toxicologica, sua
biocompatibilidade com tecidos humanos e sua biodegradabilidade, o que
possibilita muitas aplicagdes tecnologicas ja conhecidas. Por exemplo, na area
meédico-farmacéutica o quitosano é utilizado na fabricagdo de excipientes para
farmacos e de proteses é6sseas e dérmicas, ou ainda, como inibidor da
absor¢cao de lipidios no trato gastrointestinal (consumido diretamente em
capsulas).

Se por um lado as aplicagbes do quitosano na area médico-farmacéutica
sdo abundantes, na industria de alimentos essas ainda sao limitadas. Ha, de
acordo com a nossa analise da literatura, alguns trabalhos que mencionam sua
utilizacdo em filmes plasticos para embalagens e em revestimentos
comestiveis. Entretanto, ndo foram encontrados estudos especificos relatando
a utilizagcdo do quitosano diretamente como ingrediente ou aditivo em
formulacdes alimenticias emulsionadas.

Com efeito, se disperso ou solubilizado em alimentos fluidos o quitosano
poderia ter agcado espessante e estabilizante, consistindo em uma alternativa a
outros polissacarideos utilizados para esse fim. O interesse disso reside no fato
de que, simultaneamente ao papel espessante/estabilizante, o quitosano
poderia ter um papel biofuncional, devido a sua ja mencionada capacidade de
restringir a biodisponibilidade de lipidios no trato gastrointestinal. Todavia, para
que tais aplicagcbes sejam futuramente possibilitadas, necessita-se antes da
compreensao das interagdes moleculares e dos efeitos fisicos do quitosano
adicionado a emulsdes-modelo. Diante disso, no presente trabalho, buscou-se
analisar os efeitos da adicdo de quitosano em emulsdes-modelo, a fim de
verificar se esse polimero apresenta um potencial de aplicagdo como

estabilizante de emulsoes.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Formular e caracterizar emulsdes O/A, contendo quitosano disperso na

fase continua aquosa.

2.2. Objetivos especificos

» Preparar solugdes acidas contendo 0,1% (m/V) de quitosano, a partir da
adicdo do polissacarideos a solugdes de acido latico com valores de pH
iguais a 3,0; 3,5 e 4,0.

= Preparar emulsdes-modelo O/A, a partir das solugdes acidas contendo
quitosano.

= Caracterizar o comportamento reoldgico das emulsdes, em t = 0 dias.

= Analisar visualmente as emulsdes, emt =0 et =7 dias.

= Determinar o tamanho médio e o potencial { das goticulas de o6leo das
emulsdes,emt=0et=7 dias.

= Analisar a tensao interfacial entre o 6leo e solugbes acidas contendo o

quitosano.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Emulsoes

Essa secdo objetiva definir o que sdo emulsdes, além de apresentar
uma breve descricdo dos aspectos termodinamicos relacionados a sua
produgdo, aos mecanismos de desestabilizagcdo desses sistemas coloidais e o

controle de sua desestabilizagao.

3.1.1. Aspectos termodinamicos de formagao
As emulsdes sao sistemas coloidais formados por um liquido finamente
disperso sob a forma de goticulas em outro liquido. Exemplos de alimentos
processados que sdo emulsdes incluem creme de leite, manteiga, margarina,
maionese, molhos para salada e recheios para bolos. O leite e a gema de ovo
sdo emulsdes naturalmente encontradas em alimentos.
Termodinamicamente, em um sistema heterogéneo formado por dois
liquidos distintos e imisciveis (A e B) a energia livre de Gibbs inicial € dada por:
Gi=Giy+Gip+ Gy (1)

Em que: G;4 e G;p s&o os valores da energia livre de Gibbs associada aos
liquidos A e B, respectivamente; G;; € a energia livre de Gibbs associada a
interface entre A e B.
Apos a emulsificagao do liquido B no liquido A, a energia livre de Gibbs
do sistema emulsionado (G.) € dada, analogamente, por:
Ge=0GeptGept Gey —TAScongig (2)

Em que: TAS representa a entropia configuracional do sistema, devido a

config
formacgao de um grande numero de goticulas dispersas.

Se a temperatura e a pressdao permanecem constantes, a energia livre
de Gibbs das fases, individualmente, permanece a mesma apds a
emulsificacdo. Dessa forma, a variagdo de energia livre de Gibbs no processo

pode ser escrita como:



AG = (Ge,A - Gi,A) + (Ge,B - Gi,B) + (Ge,l - Gi,I) - TASconfig (3)
AG = (Ge,l - Gi,I) - TASconfig (4)
AG == AGI - TASCanig (5)

ApOs a dispersédo de um liquido em outro, devido ao aumento do numero
de posigOes possiveis no sistema para as goticulas criadas, o valor de AS q,yig4
torna-se positivo. Esse aumento de entropia pode ser estimado aplicando-se a
Eq. 6:

-k
ASconfig = nT ‘[p-Inp+(1—¢) In(1—-¢)] (6)

Em que: k é a constante de Boltzmann (1,3806488:10% kg m?s?K™"); n é o
numero de goticulas na emulsao; e ¢ é a fragdo volumétrica de fase dispersa.
Todavia, especificamente durante a produgcdo de macro-emulsdes, o

valor numérico de AS €, na pratica, muitas ordens de grandeza inferior ao

config
valor de AG;, podendo assim ser negligenciado (McCLEMENTS, 2005). Logo, a
variagado de energia livre na formagao da emulsdo € muito préxima do valor da
variacao de energia livre associada ao aumento da area interfacial no sistema:

Por outro lado, a termodinamica classica nos apresenta que a tensao
interfacial (y) entre dois liquidos se define como a raz&o entre o incremento da
energia livre de Gibbs (G;) necessario para aumentar a area interfacial em um
sistema e o proéprio valor do incremento dessa area (4). Matematicamente, isso

pode ser assim expresso:

y = (@) - (ﬁ) (8)
0A/prn \AA/prn
Ao se combinar as informacdes das Eq. 7 e 8, obtém-se:
AG =y AA (9)



Como os valores de y e de AA sdo ambos positivos, o valor de AG
também o é. Disso, depreende-se que a formagdo de emulsbées € uma
transformacado ndo espontadnea e que tais sistemas, uma vez formados, séo
termodinamicamente instaveis. Por isso, a fim de minimizar a area interfacial e,
consequentemente, a energia livre de Gibbs do sistema, as emulsbdes tendem
naturalmente a separacao de fases.

Na industria de alimentos e de cosméticos, as emulsdes sdo comumente
fabricadas utilizando-se equipamentos do tipo rotor-stator (moinhos coloidais) e
homogeneizadores de alta pressao. Métodos em desenvolvimento para a
produgdo de emulsdes incluem a cavitagdo ultrassbnica e a utilizagdo de
membranas. As diferentes técnicas de emulsificagdo podem produzir emulsdes
com goticulas de didmetro médio entre 100 nm e 1 um (SANTANA,
PERRECHIL e CUNHA, 2013). Entretanto, tais processos produzem emulsdes
polidispersas, ou seja, contendo goticulas com didmetros dentro de uma faixa
de valores, e ndao com valores uniformes. Quanto maior for essa variabilidade
de tamanho, diz-se que as emulsdes sdo mais polidispersas. Na verdade,
emulsdes monodispersas sao extremamente dificeis de serem obtidas.
Algumas pesquisas recentes na area de microfluidica buscam esse fim, mas
para outras aplicagdes muito especificas.

Em termos praticos, durante a producao de emulsbes as forcas de
cisalhamento devem fornecer uma taxa de energia significativamente maior do
que o gradiente de pressao de Laplace:

ar _ 2y (10)
dr  r?

Em que: r representa o raio das goticulas; y, a tensao interfacial entre as
fases; e Z—I;, o gradiente de pressao de Laplace.

A pressao de Laplace (AP;), responsavel por manter a forma esférica
das goticulas, é determinada por:

2
r

Observa-se que AP; tende a aumentar com a diminuicdo no tamanho

das goticulas, ou seja, a energia necessaria para deformar goticulas menores
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devera ser maior, durante a formacado da emulsdo. Por esse motivo, durante a
emulsificacdo, uma grande quantidade de energia € requerida para deformar as
goticulas e aumentar a area interfacial. Além disso, nota-se que o valor de AP,

tende a ser reduzido com a diminuigdo da tensé&o interfacial (y).

3.1.2. Mecanismos de desestabilizacio e estabilidade cinética de emulsdes
De acordo com McClements (2005), a separacao de fases pode ocorrer
por quatro mecanismos distintos: floculagdo, sedimentagdo ou cremeacao,

amadurecimento de Otswald e coalescéncia (Figura 1).

Floculagao

¥ &

Coalescéncia .
Separagéo

Cremeacao/Sedimentacéo de fases

Emulséo / . .
| L '

el o
o L,0%% » -

Figura 1 - Mecanismos de desestabilizacdo das emulsdes

Durante a floculagdo, a cremeagao ou a sedimentacao, as goticulas se
agregam sem que ocorra uma “fusao” entre as elas, ou seja, ndo ha a perda da
integridade do filme interfacial. Em muitos desses casos, uma agitagdo branda
no sistema pode permitir a redispersédo das goticulas e a recuperacdo da
emulsdo. Na floculagdo as goticulas se agregam formando clusters (estruturas
similares a cachos), que permanecem dispersos na emulsdo. Na cremeacéo,
as goticulas agregadas se elevam ao topo, enquanto na sedimentagdo os
agregados tendem a emergir ao fundo, da emulsao. Na maturacao de Ostwald,
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por difusdo massica de moléculas presentes nas goticulas menores da
emulsdo, ocorre o aumento de tamanho das goticulas maiores, a fim de reduzir
o potencial quimico do sistema. Isso decorre do fato de a presséo interna
(pressao de Pascal) das goticulas ser inversamente proporcional ao seu raio. A
coalescéncia € um fendbmeno mais drastico, em que as goticulas dispersas se
fusionam sucessivamente até a separacao definitiva das fases, isto €, a fase
dispersa migra inteiramente para superficie ou para o fundo da emulsdo, em
funcao da diferenca de densidade em relacao a fase continua.

Apesar da instabilidade intrinseca, existem estratégias para se controlar
a velocidade com que as fases de uma emulséo irdo se separar, 0 que pode
viabilizar econbmica e tecnologicamente a existéncia de produtos
emulsionados.

A adicao de tensoativos altera as propriedades interfaciais das emulsdes
propiciando estabilidade cinética ao meio (DALTIN, 2011). Quando um
tensoativo € adsorvido na superficie das goticulas da fase dispersa, ele tende a
diminuir a tensao interfacial e aumentar a viscosidade interfacial e, assim,
propiciar a formacao e a estabilizagdo cinética das emulsdes. Isso porque os
tensoativos possuem, na mesma molécula, pelo menos uma regido hidrofébica
e uma hidrofilica. Em uma emulsao O/A, por exemplo, as partes hidrofilicas
tendem a interagir com a fase continua, ou seja, a fase aquosa, e a partes
hidrofébicas com a fase dispersa, o 6leo. Os tensoativos podem ser divididos
em dois grandes grupos: emulsificantes de baixa massa molar e estabilizantes

e/ou espessantes poliméricos.

3.1.3. Emulsificantes de baixa massa molar

De acordo com a presenga de cargas elétricas explicitas em sua
molécula, os emulsificantes de baixa massa molar podem ser classificados
como anibnicos, nao ibnicos, catibnicos ou zwiteribnicos (apresentam um grupo
catiénico e um anibénico). Exemplos de tensoativos n&o ibnicos tradicionalmente
utilizados em emulsdes alimentares sdo: monolaurato de polioxietileno
sorbitana (Tween 20), monopalmitato de polioxietileno sorbitana (Tween 40),
monooleato de polioxietileno sorbitana (Tween 80), monoestearato de sorbitana
(Span 60), trioleato de sorbitana (Span 85), monoestereato de propileno glicol
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(Atlas 2158), monoestearato de glicerol (Atmul 84) e monoestearato de
polioxietileno (Myrj 52). A principal diferenca entre esses emulsificantes se
relaciona a afinidade dos mesmos pela fase aquosa ou oleosa da emulsao.
Nesse caso, o balango lipofilico-hidrofilico (HLB, acrénimo em inglés de
hidrophile-lipophile balance) pode ser utilizado durante a sele¢cdo de um
emulsificante para uma determinada aplicacdo. O HLB € definido como a razao
entre a massa molar dos grupos hidrofilicos sobre a massa molar total da
molécula. Emulsificantes com baixo valor de HLB sao indicados para a
producdo de emulsdes A/O, enquanto aqueles com altos valores de HLB sao
para emulsdes O/A. Na Figura 2 é apresentada a estrutura molecular do
emulsificante Tween 20, utilizado na preparacado das emulsdes caracterizadas

nesse trabalho.

,-[“O\/\}OH
. X
O\/\}OH
Y
Of\/OhCHQ(CHQ)QCH;j
o}
r4

Figura 2 - Estrutura quimica do emulsificante Tween 20

Emulsificantes ibnicos, catidnicos ou zwiteridbnicos poderdo originar
cargas elétricas nas superficies das goticulas dispersas em uma emulsdo,
sendo esse efeito devido a grupos carregados positiva ou negativamente
presentes nos tensoativos adsorvidos na interface que, durante processo de
adsorcao e em fungdo das caracteristicas do meio dispersante, podem ser
ionizados. A existéncia de carga elétrica na superficie das goticulas pode
favorecer a repulsao eletrostatica entre elas. Dessa forma, a agregacgéo da fase
dispersa e a desestabilizacdo termodindmica desse sistema podem ser
desaceleradas.

Outro fator que inibe a desestabilizacdo da emulsdo é a repulsao
estérica, que esta relacionada a adogédo de arranjos conformacionais das

moléculas de surfactante que minimizem o numero de contatos entropicamente



desfavoraveis de suas moléculas na superficie das goticulas de dleo e,
portanto, mantém as goticulas de 6leo afastadas umas das outras.

De acordo Santana, Perrechil e Cunha (2013), variaveis como
formulagcdo, composicao e processo de emulsificagcdo sdo decisivas quando
objetiva-se a formacéo de goticulas estaveis. As variaveis de formulagéo estao
relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas das fases e do tensoativo, além
da temperatura e outras condigdes ambientais, enquanto as de composi¢cao
referem-se a proporcéo entre as fases e quantidade de emulsionante. Ja o
processo de emulsificacdo deve levar em consideragcdo o tempo, a intensidade
e o0 equipamento utilizado na homogeneizagéao.

O tamanho das goticulas e a viscosidade sao utilizados para descrever o
efeito de cada variavel na eficiéncia de homogeneizacdo da emulsao, uma vez
que estas variaveis sao utilizadas para compreender os mecanismos de
interacdo de diferentes emulsionantes em sistemas o6leo-em-agua durante o
processo de emulsificacdo (SANTANA, PERRECHIL e CUNHA, 2013).

3.1.4. Estabilizantes e espessantes poliméricos

Outra forma que se tem de conferir certa estabilidade cinética de
emulsdes é pela adicdo de substancias que elevem a viscosidade da fase
continua e, dessa forma, reduzam a velocidade das goticulas de 6leo da fase
dispersa em movimento browniano . Logo, a frequéncia e a intensidade dos
choques entre as goticulas sao reduzidas e, a desestabilizagdo do sistema,
desacelerada. Comumente, hidrocoloides sdo utilizados com essa finalidade
(DICKINSON, 2009).

O termo hidrocoloide remete a um grupo bastante heterogéneo de
biopolimeros de cadeia longa, elevada massa molar e carater hidrofilico.
Entretanto, devido a grande variedade e complexidade das estruturas
quimicas, essa definicdo torna-se vaga. Tanto proteinas quanto
polissacarideos poderiam se enquadrar nessa defini¢ao.

As proteinas sao utilizadas, principalmente, como agentes
emulsionantes. Durante a formagao de uma emulsdao O/A contendo proteinas,
essas moléculas (muitas vezes desnaturadas, com sitios hidrofdbicos
expostos) sao adsorvidas sobre as superficies das goticulas de 6leo recém-
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formadas, reduzem a tensédo interfacial atuando, pois, como emulsificantes
(McCLEMENTS, 2005). Além disso, uma vez adsorvidas na superficie das
goticulas, proteinas podem favorecer a repulsdo estérica e, dependendo do pH
e da presenga/concentracdo de sais, também a repulsdo -eletrostatica,
dificultando o contato e a consequente aglomeracao dessas goticulas. Por fim,
proteinas remanescentes na fase continua das emulsdes também podem
aumentar a viscosidade da mesma, o que, como mencionado, pode contribuir
para a estabilidade cinética da emulsao.

Na industria de alimentos a aplicagado de hidrocoloides com a finalidade
de espessamento esta quase totalmente restrita a utilizacdo de
polissacarideos. Os polissacarideos estdao largamente distribuidos na natureza,
desempenhando diversas fungdes bioldgicas. Com efeito, diversos
hidrocoloides podem ser extraidos a partir de sementes, algas e animais, assim
como de exsudados de plantas e fontes microbianas. Na literatura correlata, é
comum referir-se a esses polissacarideos como “gomas”, apesar de varios
pesquisadores terem restrigdes ao uso desse termo por acharem-no vago e
pouco especifico.

Na estrutura molecular dos polissacarideos existem abundantes
grupamentos que conferem carater hidrofilico as moléculas. De maneira
simplificada, o espessamento do meio ocorre devido as interagdes fisicas das
cadeias poliméricas com moléculas de agua, gerando aumento do atrito interno
no fluido, o que se traduz macroscopicamente como um aumento na
consisténcia/viscosidade. As gomas irdo interagir mais ou menos
favoravelmente entre si e com moléculas de agua em funcdo de duas
caracteristicas principais: estrutura quimica da molécula (massa molar, grau de
polimerizagdo, pureza, entre outras) e propriedades fisico-quimicas do meio
(pH, forga ibnica, composicéo e temperatura).

Goma guar, goma xantana, celuloses modificadas e alguns tipos de
pectinas sao alguns exemplos de hidrocoloides tradicionalmente utilizados em
alimentos emulsionados. Entretanto, diversos estudos tém objetivado
apresentar, caracterizar e descrever a utilizagdo de novos hidrocoloides em
emulsdes, bem como discutir contribuicbes que esses conferem para a

estabilizacdo das mesmas. Goma da amendoeira (MAHFOUDHI et al., 2014),
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do cajueiro (PORTO e CRISTIANINI, 2014), da coroa de espinhos (PERDUCA
et al., 2013), angum (JAFARI, BEHESHTI e ASSADPOOR, 2012) e do
pessegueiro (QIAN et al, 2011) sdo exemplos de hidrocoloides alvos de
estudos recentes.

Além desses, nas ultimas décadas, diversos estudos na area meédico-
farmacéutica vém descrevendo as propriedades bioldgicas e fisico-quimicas do
polissacarideo quitosano. De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, a
incorporagao direta de quitosano em formulagdes de alimentos emulsionados
ainda permanece a ser investigada. Contudo, a utilizagdo desse polimero na
estabilizacdo de emulsdes-modelo tem comegado a ser alvo de estudos.
Acredita-se que, caso constatada a atividade estabilizante e a partir da
elucidagado dos mecanismos, 0 quitosano possa ser mais uma opgao de agente

estabilizante para emulsdes alimentares.

3.2. Quitosano

Inicialmente sera apresentado um topico relacionado a obtencao,
estrutura  molecular, propriedades  fisico-quimicas do  quitosano.
Posteriormente, aplicagdes na area médico-farmacéutica, na area de alimentos

e em emulsdes-modelo serdo resumidamente apresentadas e discutidas.

3.2.1. Obtencao, estrutura molecular e propriedades fisico-quimicas

Quitosano [poli-B-(1—4)-2-amino-2-deodxi-D-glicopiranose] € o nome
usual de um grupo de polissacarideos obtidos por meio da reagao de
desacetilagao total ou parcial da quitina, e utilizado em uma variedade de
aplicagdes biotecnoldgicas (DHIWAR, TIWARI e BAJPAI, 2013; KHAN et al.,
2013; ANRAKUA et al., 2014; ZAIN, STAPLEY e SHAMA, 2014). Os diversos
quitosanos diferem principalmente quanto a propor¢do relativa de D-
glicosamina e N-acetil-D-glicosamina, ou seja, dos mondmeros que formam a
cadeia polimérica, e & massa molar (VARUM e SMIDSR@D, 2006).

Industrialmente, o processo de obtencdo do quitosano consiste na

desacetilagdo parcial da quitina [poli-B(1—4)-2-acetamida-2-dedxi-D-
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glicopiranose], que € obtida a partir do exoesqueleto de lagostas, caranguejos,
siris, camardes e crustaceos processados pela industria pesqueira. Durante
essa reagao, uma grande parte dos grupos acetamido da quitina (-NHCOCHS3)
sdo convertidos em grupos amino (-NH;) dando origem ao quitosano
(HONARKAR e BARIKANI, 2009).

Na Figura 3 sdo apresentadas as etapas de produgéo de quitosano pelo

processo industrial convencional.

Residuos da indUstria pesqueira

Selegao do material e limpeza com
solugdo de HCI 1% (V/V)

Redugao de tamanho

Particulas de 10 a 100 mm obtidas
por trituracdo do material

Desproteinagédo

[NaOH 10% (m/V), 1h a 60-70 °C]

Particulas desproteinadas

Desmineralizagéo

[HCI 10% (V/V), 1-2h a 50-60 °C]

Particulas desproteinadas e
desmineralizadas

Despigmentacéo

[KMnO4 0,02% (m/V), 2h a 60 °C]

Particulas desproteinadas,
desmineralizadas e despigmentadas

[ Quitina ]

Desacetilagéo

[NaOH 50%, 2-5h a 100 °C]

Quitosano
R —

Figura 3 - Fluxograma de obten¢ao do quitosano pelo processo industrial

A primeira etapa do processo consiste na reducao de tamanho das
matérias-primas que pode ser realizada, por exemplo, submetendo o material a
um moinho de facas. Entdo, realiza-se um tratamento para remocao de
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proteinas com hidroxido de sodio. Em seguida, € realizada a desmineralizagao
do material com &acido cloridrico, extraindo-se os carbonatos e fosfatos de
calcio presentes. O material também devera passar por uma extragcdo com
permanganato de potassio (0,02%) a 60 °C, visando remover pigmentos como
melaninas e carotenoides. Ao final desse processo obtém-se a quitina. A
quitina obtida é ent&do tratada com hidroxido de sédio concentrado (50%) a
altas temperaturas (100 °C) por um periodo que varia de 2 a 5 horas, para que
ocorra desacetilagao, dando origem ao quitosano (KNORR, 1991).

Dentre os fatores que podem afetar a eficiéncia da reacdo de
desacetilagdo e, por conseguinte, as caracteristicas do quitosano obtido,
podem-se citar a temperatura, o tempo de reagéo, a concentragdo da solugao
alcalina utilizada, a razdo existente entre quitina e solugao alcali, o tamanho
das particulas de quitina, a atmosfera utilizada durante a reacédo e a presenca
de agentes que evitem a despolimerizacdgo (AZEVEDO et al, 2007).
Geralmente, considera-se que a quitina foi efetivamente convertida em
quitosano quando se obtém pelo menos 50% dos grupos acetamido
desacetilados. O percentual médio de grupos desacetilados nas cadeias do
quitosano é denominado “grau de desacetilagdo” (DD, acrénimo em inglés de
degree of deacetylation). O prolongamento excessivo da reacdo de
desacetilagdo pode provocar a hidrélise das cadeias poliméricas (KONG et al.,
2010), o que nao é desejavel do ponto de vista tecnolégico. Quitosanos
disponiveis para comercializagdo tém em geral DD entre 75 e 85% (SIGMA
ALDRICH, 2015). Em condigdes de temperatura e pressdo ambientais, o
quitosano apresenta-se sob a forma de pds ou flocos de granulometria variavel,

esbranquigado, opaco, pouco denso e inodoro (Figura 4).

Chitosan

w
I 200 gélules

Figura 4 - llustragdes de um produto nutracéutico composto por quitosano em
capsulas e da aparéncia do quitosano em po
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Embora a quitina possa ser encontrada naturalmente na parede celular
dos fungos Aspergillus niger, Mucor rouxii e Streptomyces, utilizados
industrialmente para a producgéo de acido citrico, a desacetilacdo da quitina de
crustaceos continua sendo a maior fonte industrial para a obtencdo de
quitosano, devido a reatividade de outros compostos resultantes das vias
metabdlicas fungicas, dificuldades de reprodutibilidade do processamento
(KUMAR, 2000) e rendimento baixo.

O quitosano possui uma estrutura molecular bastante analoga a da
celulose. Pela Figura 5 observa-se que, estruturalmente, a cadeia de quitina
pode ser comparada a de celulose, estando os grupos hidroxil (-OH) ligados ao
carbono C2 de cada mondmero substituidos por grupos acetamido (-
NHCOCH3). No quitosano os grupos acetamido sdo, em sua maioria,
desacetilados e convertidos em grupos amino. Devido a presenga de grupos
amina, o quitosano apresenta propriedades diferenciadas sendo, por esse

motivo, mais versatil quimicamente do que a celulose (KNORR, 1991).

/é%u H\O/\V\ 4%» Hf’/%”/\agé;%}/o@/\ﬁ\cr
(A) OH l\ OH OH

o} HO NHAc NHAc NHAG
Ho&/w\Hﬂo\/z\H\m HOW}onf\\m HOW}QOW ©
(B)

OH OH OH

/i/o HO i ,ﬁ/o HO N /&/0 HO N o
HOX/?\H:/O\Z%?\OHOL/W}IZ/OJ%?OHOW\HE/O\/%?O
( C) OH [\ OH OH

Figura 5 - Estruturas moleculares da celulose (A), quitina (B) e quitosano (C)
Fonte: Adaptado de Honarkar e Barikani (2009).

A presenga de grupos amino confere ao quitosano a solubilidade em
meios aquosos acidos (pH < 6,5), o que nao se observa com a quitina. Isso

pode ser explicado pelo fato de que, em meio acido, os grupos amino podem
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ser protonados (Eqg. 12) carregando-se positivamente, 0 que ndo ocorre com 0s
grupos acetamido (VARUM e SMIDSR@D, 2006). O aparecimento de cargas
elétricas positivas nas cadeias poliméricas propicia a repulsdo eletrostatica
entre elas, sendo este um dos fatores que favorecem a dispersdo do quitosano
no meio solvente.

RNH, + H" 5 RNH;3 " (12)

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas tecnologicamente relevantes no
nosso contexto, do quitosano destacam-se sua dispersibilidade em meios
aquosos (que é dependente da natureza, concentragéo e pK, do acido utilizado
como cossolvente) e sua capacidade de desenvolver viscosidade quando em
solugdo ou em dispersao coloidal (SHAH, MEWADA e MEHTA, 2013). A
magnitude dessas propriedades dependerdo da massa molar e do DD do
quitosano analisado, que em conjunto com o pH meio, determinardo a carga
elétrica liquida das cadeias do biopolimero (SCHULZ, 1998).

A partir dessas propriedades, diversas aplicagbes na area médico-
farmacéutica (segao 3.2.2) e algumas aplicagdes alimentares (sec¢do 3.2.3) tém
sido propostas para o0 quitosano in natura. Além disso, estudos tém
demonstrando a melhoria de propriedades tecnologicamente relevantes de
quitosanos quimicamente modificados. Entretanto, esses ultimos n&o serao
aqui detalhados, por ndao estarem no contexto especifico do presente trabalho

de pesquisa.

3.2.2. Aplicagbes na area médico-farmacéutica

Estudos da area médica apresentaram propostas de utilizagdo do
quitosano em préteses cirurgicas como agente anti-bacteriano (ZHAO et al.,
2014; RENOUD et al., 2012), cicatrizante ou componente estrutural de préteses
de pele para o tratamento de queimaduras (CAO et al., 2014; GOPAL et al.,
2014; TAO et al., 2013). O sucesso do uso do quitosano nessas areas
relaciona-se com a capacidade do composto em estimular o sistema imune.
Além disso, em artigos relacionados a essa area, notou-se uma busca em
valorizar propriedades do quitosano, como a biocompatibilidade com tecidos
animais, biodegradabilidade, n&do toxicidade, agao antimicrobiana, ou ainda
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acao antioxidante (MATTIOLI-BELMONTE et al., 2014; LEE et al., 2014; ZHAO
et al., 2014; RENOUD et al., 2012). Dentro da aplicabilidade visada por cada
um dos estudos, resultados relevantes foram relatados, confirmando o
interesse da continuidade das pesquisas fundamentais e aplicadas sobre esse
material.

Além disso, também, o efeito hipolipidémico desse composto vem sendo
estudado (HERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2010; LIU, ZHANG e XIA, 2008;
BENNEKUM et al., 2005). No estdmago, o quitosano interage com o acido
cloridrico tornando-se soluvel. Por meio de interacbes hidrofébicas e
eletrostaticas, o quitosano pode interagir com os acidos graxos, triglicerideos e
moléculas de colesterol presentes nos alimentos. No intestino, em pH préximo
a 6,3 e devido a interagbes que ocorrem com Os sais e acidos biliares, o
quitosano torna-se insoluvel e precipita-se formando agregados com acidos
graxos, triglicérides e colesterol. Esse agregado se desprende e podera ligar-se
a lipidios adicionais no intestino, provavelmente por meio de interagdes
hidrofébicas (MUDGIL e BARAK, 2013). Uma parte destes lipidios adsorvidos
podera ser excretada sem ser metabolizada. O quitosano pode ainda interagir e
formar complexos com uma variedade de anions, como acidos biliares e acidos
graxos livres em solugdes com pH reduzido, principalmente por meio das
ligacdes ibnicas feitas pelos grupos amina protonados (LIU, ZHANG e XIA,
2008). Baseado nessas propriedades fisioldgicas, atualmente existe no
mercado uma variedade de produtos nutracéuticos com alegagdes de “redutor

dos niveis de colesterol no sangue” e “emagrecedor”.

3.2.3. Aplicagbes na area de alimentos

O Codex Alimentarius foi o primeiro érgédo a reconhecer o quitosano
como agente de clarificagdo de bebidas, em 1991. Mais de 10 anos se
passaram até que aprovagao da utilizagdo do quitosano como coadjuvante de
processos de filiracdo e agente de floculacdo para a clarificacdo de sucos e
néctares de frutas fosse permitida. Desde 2003, a Food and Agriculture
Organization (FAQO) aprovou a utilizagdo do quitosano como agente de

floculagao e clarificagdo de sucos de frutas e vinhos, agente de endurecimento
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e impermeabilizante para frutos e sementes, agente espessante e estabilizante
de alimentos, e como fonte de fibras (FAO, 2003).

No Brasil, toda a cadeia produtiva relacionada a produtos e servigos que
possam afetar a saude da populagado deve seguir as normatizagdes, estando
inclusive sob fiscalizagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). De acordo com a Resolugdo n° 18, de 30 de abril de 1999, da
ANVISA, o quitosano € classificado como uma “fibra dietética que pode ser
utilizada na alimentagdo humana com alegagbes de redugdo da absorgdo de
gordura e colesterol, desde que a por¢do do produto pronto para consumo
fornega no minimo 3 g de quitosano se o alimento for sélido ou 1,5 g se o
alimento for fluido, devendo ser atendidos na recomendacdo de consumo diaria
do produto” (BRASIL, 1999).

Ressalta-se que a legislagdo brasileira de alimentos encontra-se
majoritariamente harmonizada com as legislagbes de outros 0Orgaos
internacionalmente reconhecidos no que se refere a seguranga dos alimentos,
bem como da populagdo que os consome. Nesse sentido, as alegacgdes
relacionadas aos alimentos com propriedades funcionais e de saude fazem
parte de um processo continuo de avaliagao e reavaliacdo das propriedades e
caracteristicas desses alimentos, com base em evidéncias cientificas.

A partir da comprovagao da inocuidade e nao-toxicidade do quitosano,
bem como da regulamentacédo de sua ingestao pelos érgdos competentes que
tratam da saude no Brasil e no mundo, pesquisas tém sido realizadas propondo
a utilizagdo desse polissacarideo na elaboragdo de filmes de embalagens e
coberturas comestiveis, nas quais existe o contato do produto final com
alimentos (KUREK, GALUSC e DEBEAUFORT, 2014; LIN e PASCAL, 2014;
PENG e LI, 2014; SUN et al., 2014; CHIEN, SHEU e LIN, 2007).

Além disso, em iogurtes, molhos, sobremesas e diversos alimentos
fluidos acidos, o quitosano poderia ser utilizado, simultaneamente, como
espessante e como regulador da absorcao de lipideos, exercendo assim uma
funcdo tecnoldgica e outra nutracéutica. Acidos organicos (acético, ascorbico,
citrico, latico, por exemplo) presentes em variados alimentos fluidos poderiam
favorecer a solubilizagado do quitosano. Nesse caso, os acidos citrico (INS 330)
ou latico (INS 270), frequentemente, utilizados como aditivos (aromatizante,
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antioxidante, antimicrobiano ou regulador de acidez) na industria de alimentos
poderiam produzir a acidez requerida para a solubilizagdo do quitosano (Figura
6).

H o)

(A) 0 0 (B) G
3
H H j)kOH

OH OH

Figura 6 - Estruturas moleculares dos acidos citrico (A) e latico (B),

respectivamente, INS 330 e 270

A solubilidade é uma propriedade relacionada a interagédo do solvente
com o soluto. Dentro de uma solucéo de polimeros, o soluto tende a hidratar as
cadeias poliméricas (essa hidratagdo € chamada de solvatagdo, quando o
soluto é a agua), ao passo que as cadeias dos polimeros tendem a um
equilibrio de interagdes entre si e com as moléculas do solvente. As interagbes
solvente-solvente, solvente-polimero e polimero-polimero sao estabelecidas
até que se atinja um equilibrio dindmico, em que a energia livre do sistema €&
minimizada.

A temperatura, a forga ibnica e o pH sao variaveis que podem aumentar
ou reduzir a solubilidade de polimeros em solugao. Por exemplo, como o pH é
uma medida da atividade dos céations H® dos &cidos desprotonados em
solugdo, os polimeros podem ser protonados ou desprotonados dependendo
do pH do meio. Dessa forma, a solubilizacdo podera ser aumentada em meios
acidos, como é o caso do quitosano, por mecanismos eletrostaticos.
Adicionalmente, a estrutura quimica do anion do acido presente no meio pode
afetar positiva ou negativamente a solubilidade do quitosano, devido a fatores
entropicos bastante especificos (CUlI; BEACH e ANASTAS, 2011; TIAN et al.
2009).

Objetivando viabilizar e difundir aplicagdes para o quitosano na industria
de alimentos, a utilizacdo desse hidrocoloide na formulacdo de emulsdes
alimentares pode ser uma alternativa a mais para aproveitar suas propriedades

fisiologicas benéficas.
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3.2.4. Aplicagbes em sistemas-modelo
Nesse ponto, torna-se importante apresentar estudos em que se propés
avaliar a utilizacdo do quitosano no espessamento de solugdes aquosas

(Quadro 1) e em emulsdes-modelo (Quadro 2).
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Quadro 1 - Exemplos de estudos em que se avaliou a viscosidade de solugdes de quitosano, com concentragdes variadas,

solubilizado em diferentes meios acidos

Acido utilizado na

Concentragoes estudadas Analises Viscosidade Referéncia
solubilizagao
1,9% (m/m) de quitosano na forma nativa | Solu¢des de acido acético | Ensaios n (Pa-s): ~2 MikeSova et al.
(CH) 2% (m/m) reolégicos (2014)
(0-100 s™)
1% (m/V) de quitosano na forma nativa (CH) | Solugdes de acido acético | Ensaios n (Pa-s): ~0,036 (acido acético) e | Zavaleta-Avejar
1% ou latico 1% (V/V) reoldgicos ~0,057 (acido latico) et al. (2014)
(0-100 s™)
0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25% (m/V) de | Solugdo de acido acético | Ensaios n (mPa-s). ~5, ~10, ~14, ~40 e ~70 | Li e Xia (2011)
quitosano na forma nativa (CH) 1% (V/IV) reolégicos respectivamente para 0,25; 0,50;
0,75; 1,00 e 1,25% (m/V) de CH
0,25; 0,50; 1,00; 1,50 e 2,50% (m/m) de | Solugdo de acido acético | Ensaios n (Pa-s) - 10,8; 0,86; 0,15; 0,09 e | Calero et al.
quitosano na forma nativa (CH) com pH 3,90 reolégicos 0,007 respectivamente para 2,50; | (2010)
(0-100s™) 1,50; 1,00; 0,50 e 0,25% (m/m) de
CH
0,50; 1,00; 1,50 e 2,00% (m/m) de quitosano | Solugdo de &acido acético | Ensaios n (Pas): ~40, ~10, ~2 e ~0,25 | Martinez et al.
na forma nativa (CH) 1% (m/m) reoldgicos respectivamente para 2,00; 1,50; 1,00 | (2004)
(0-100s™) e 0,50% (m/m) de CH

0,2; 1,0 e 2,0% (m/V) de quitosano na forma
nativa (CH), com diferentes DD (75 a 95%)

Solugédo de HCI 0,1 M

Viscosimetro

n (mPa-s) 0,2% (m/V): 1 a 3; 1,0%
(m/V):3a174 € 2,0% (m/V): 7 a 999

Rodriguez,
Albertengo e
Agullé (2002)
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De acordo com as informacdes constantes no Quadro 1, a analise de
trabalhos em que se variou a concentracado de quitosano indica que o aumento
da concentragdo do polimero em solugdo promoveu o0 aumento das
viscosidades nos sistemas. Adicionalmente, Rodriguez, Albertengo e Agullé
(2002) observaram que o grau de desacetilacdo também exerce grande
influéncia sobre a viscosidade, pois a utilizagdo de quitosano com maiores
percentuais de DD, mantendo-se constante a concentracdo de 2% de
quitosano, levou a um aumento na viscosidade das solugdes.

Nos trabalhos realizados por MikeSova et al. (2014), Martinez et al.
(2004) e Rodriguez, Albertengo e Agulld (2002), quando se analisaram
solugbes contendo a mesma concentracédo de 2% (m/V) de quitosano,
observaram-se valores diferentes de viscosidade (2 Pa's, 40 Pa's e 1 Pa's,
respectivamente). Nos estudos realizados por Li e Xia (2011), Calero et al.
(2010) e Martinez et al. (2004), com solugdes contendo 0,5% m/V de
quitosano, também foram observadas variagées expressivas nas viscosidades
(0,01 Pa's, 0,25 Pa-e 0,09 Pas, respectivamente).

A variagao nesses resultados reportados pode ser atribuida a natureza
do quitosano (fornecedor, massa molar e DD), as solugdes acidas (tipo e
concentragcéo dos acidos) e a metodologia analitica utilizada para determinagéo
da viscosidade. Solugdes preparadas com quitosanos de diferentes origens,
massas molares médias e DD apresentardo de fato diferentes propriedades
fisicas, visto que a magnitude do espessamento esta condicionada a essas
caracteristicas, como pOde ser observado nos artigos apresentados.

O papel do acido utilizado como cossoluto na dispersdo do quitosano
nao se restringe apenas a reducdo do pH. Adicionalmente, interagoes
especificas entre o anion do acido e polimero podem influenciar (aumentando
ou reduzindo) tanto a concentragdo maxima de polimero dissolvida quanto sua
cinética de solubilizagdo. Nos trabalhos analisados, todavia, esses efeitos
especificos do tipo de acido utilizado ndo sao experimentalmente investigados
e nem discutidos em profundidade. E importante enfatizar que, caso a
concentragcdo adicionada do acido seja excessiva, podera ocorrer a hidrolise
das cadeias e, consequentemente, a reducio as interagdes polimero-polimero

que levam ao aumento da viscosidade.
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Quadro 2 - Exemplos de estudos em que se caracterizaram emulsdes contendo quitosano solubilizado na fase continua

Formulagéao Homogeneizagao: Analises Resultados Referéncia
2 mL de triglicerideo de cadeia média | Ultra-Turrax (10 | Distribuicdo de tamanho das | Tamanho: ~750 nm Lei et al
(TCM) e 98 mL de solugéo de 0,5% (m/V) | min) e HAP (60 | goticulas: DLS Potencial ¢: 50,0 + 7,00 mV (2014-a)
de quitosano em tampao acetato pH 3,0 | MPa) Potencial ¢ (Pot. {): mobilidade
contendo -caroteno (2,5% em massa de eletroforética
TCM)
2 mL de TCM e 98 mL de solugdao de | Ultra-Turrax (10 | Distribuicdo de tamanho das | Tamanho: 653,0 £ 15,63 nm; Lei et al
0,5% (m/V) de quitosano em tamp&o | min) e HAP (60 | goticulas: DLS Potencial ¢: 56,4 + 2,40 mV (2014-b)
acetato pH 3,0 MPa) Pot. ¢: mobilidade eletroforética
40% de oleo de girassol, 40% pré- | Misturador (10.600 | Avaliagdo da microestrutura das | 0% (m/m) de quitosano: goticulas > | Calero et
emulsdo [50% (m/m) de 6leo de girassol | rpm, 4,5 min) emulsdes: microscopia confocal | 10 ym em t = 1; 0,25% (m/m) de | al. (2013)
e 50% (m/m) solugdo de proteina de quitosano: goticulas ~5-10 ym em t
batata 2,0% (m/m de 06leo)] e 20% = 1, 1,0% (m/m) de quitosano:
solugdes de quitosano [0,0; 0,25 e 1,0% goticulas ~5-10 ymemt=1et=15
(m/m)] em tampé&o acetato pH 3,9
1% (m/m) de 6leo de colza e 0,1% (m/m) | Ultra-Turrax Tamanho das goticulas: | Tamanhos de 0,3 a 30 ym (t = 1) e | Sreedhara
de quitosano em solugcédo tampao glicina- | (13.000 rpm, 2 min) | microscopia confocal (tamanho | 0,3 a 70 ym (t = 16) et al.
HCI e HAP (8-10 Kpsi, 8 | e distribuicdo de cumulantes, (2013)

passagens) por software integrado)

10% de TCM, 0,5% proteina isolada do | Misturador (2 min) | Distribuicdo de tamanho das | ds;: 0,035 ym [0% (m/m)] e 11,5 ym | Yuan et al.
soro em tampéo acetato (pH 6,5) e 0 a | e HAP (10.000 psi) | goticulas: DLS [0,025% (m/m)]; (2013-a)

0,025% (m/m) de quitosano em tampéo
acetato (pH 6,5)

Pot. ¢ : mobilidade eletroforética

Potencial ¢: - 15 + 2 mV [0% (m/m)]
e 0+2mV[0,025% (m/m)]
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Quadro 2 - Exemplos de estudos em que se caracterizaram emulsdes contendo quitosano solubilizado na fase continua

Formulagéao Homogeneizagao: Analises Resultados Referéncia
Solugdes de glicinina (5 mg-mL”") em | Ultra-Turrax Distribuicdo de tamanho das | dss: 2,5 um Yuan et al.
tampao acetato (pH 3), solugdo de | (10.000 rpm, 2 min) | goticulas: DLS Potencial ¢: 41 £ 1 mV (2013-b)
quitosano em tampao acetato (pH 3) | HAP (400 bar, 2 | Pot. : mobilidade eletroforética
0,05:0,8 (glicinina: quitosano) e 6leo de | passagens)
milho 20:1 (6leo:glicinina)
10% (m/m) 6leo e um complexo formado | Homogeneizador Distribuicdo de tamanho das | ds,: 0,05 0,01 um [0% (m/m)]; 4,5 £ | Zinoviadou
por caseinato de soédio [0,5% (m/m)]- | ultrassénico goticulas: DLS 2,5 ym [0,2% (m/m)]; 2,5 + 0,5 uym | et al.
quitosano [0 a 0.6% (m/m)] em tampao | (intervalos de 20 s, | Pot. {: mobilidade eletroforética | [0,3% (m/m)]; 1,8 £ 0,6 um [0,4% | (2012)
fosfato (pH 5,7) e n-tetradecano 10% | por 2 min) (m/m)]; 1,2 £ 0,5 ym [0,5% (m/m)];
(m/m) 1,3+ 0,7 um [0,6% (m/m)]

Potencial ¢: -30 £ 1 mV [0% (m/m)] e
+30 £ 1 mV [0,6% (m/m)]
15 mL de 6leo de girassol e 185 mL de | Ultra-Turrax (3 min) | Distribuicdo de tamanho das | ds3: 2,83; 1,92; 1,22; 1,48 € 1,64 um | Li e Xia et
solugdes de quitosano no estado nativo | e HAP (10-25 MPa) | goticulas: dispersdo de Iluz | para 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25% | al. (2011)
[0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 1,25% (m/V) em integrada (m/V) de CH
acido acético 1% (V/IV)]
5% (m/m) de carvona, 1% (m/m) de citren | Ultra-Turrax (20000 | Distribuicdo de tamanho das | Tamanho: 100 (auséncia CH) e 300 | Kaasgaard
LR10 e 1% (m/m) de quitosano (CH) em | rpm, 2 min) e HAP | goticulas: DLS nm (1% CH) et al.
tampao acetato (pH 4,0) (69 MPa, 5 | Pot. ¢: mobilidade eletroforética | Potencial ¢: -50 (auséncia CH) e 50 | (2010)
passagens) mV (1% CH)
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Diversas constatacdes interessantes sao obtidas da analise dos estudos
agrupados no Quadro 2. Nos trabalhos de Lei et al. (2014-a), Lei et al. (2014-b)
e Sreedhara et al. (2013), utilizaram-se métodos de emulsificacdo semelhantes
(dispersdao em Ultra-Turrax, seguida de homogeneizagdo com pressdes
proximas a 60 MPa) durante o preparo de emulsdes, que continham
quantidades de fase dispersa similares (2%, 2% e 1%, respectivamente) e
concentragcbes quitosano diferentes (0,5%; 0,5% e 0,1%, respectivamente).
Observou-se que os tamanhos médios das goticulas obtidos por Lei et al.
(2014-a) e Lei et al. (2014-b) pouco diferiram entre si, enquanto os observados
por Sreedhara et al. (2013) apresentaram-se muito maiores. Tais resultados
parecem indicar que a concentragao de quitosano pode ter sido decisiva na
manutengao das goticulas com didmetros médios menores. Com efeito, Li e
Xia (2011) ja haviam observado que o aumento da concentragcédo de quitosano
na emulsao promoveu uma diminui¢do no tamanho das goticulas.

Essa redugao de tamanho das goticulas pode estar relacionada tanto ao
aumento da viscosidade da fase continua quanto a efeitos eletrostaticos
originados de algumas cadeias de quitosano eletricamente carregadas que
porventura interajam com os tensoativos adsorvidos na superficie das goticulas
(j& que o quitosano nao possui, ele proprio, atividade interfacial, por ndo ser
anfifilico). De fato, Lei et al. (2014-a) e Lei et al. (2014-b) analisaram o potencial
C de goticulas de emulsdes formuladas com quitosano, tendo reportado valores
proximos a +55 mV. Isso fortalece a hipétese a hipotese acima descrita, de
que o quitosano pode ter contribuido para a manutencdo das goticulas com
didmetros médios menores devido a fatores eletrostaticos.

Ainda, em relacdo ao tamanho das goticulas, Yuan et al. (2013-a) e
Zinoviadou et al. (2012) observaram que, a medida que aumentou-se a
concentragcdo de quitosano, aumentou-se o tamanho das goticulas.
Possivelmente, a interface das goticulas de 6leo recoberta por uma camada de
proteinas pode ter se tornado mais espessa devido ao aumento de quitosano e,
assim, observou-se o incremento no tamanho. Entretanto, no estudo realizado
Calero et al. (2013) observou-se uma reducao do tamanho das goticulas de
6leo, em funcdo do aumento da concentracao de quitosano. Nesses mesmos

trabalhos, foi observado que a adicao do quitosano promoveu o aumento em
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modulo no potencial {. Possivelmente, as cadeias policatibnicas do quitosano
puderam interagir com as superficies das goticulas revestidas com proteinas
propiciando um aumento na densidade de cargas elétricas positivas. Esse
efeito pode ser devido a complexagao entre proteina e polissacarideo.
Observa-se que a estabilizacio cinética de emulsdes deve ser encarada
como um conjunto de estratégias que devem estar inter-relacionadas para que
se atinja esse objetivo. A utilizagdo conjunta das técnicas analiticas pode trazer
relevantes informagcbes em relacdo as eventuais propriedades técnico-
funcionais do quitosano quando presente em diferentes concentracbes em
sistemas emulsionados. A problematica persistente € a seguinte: quando o
quitosano apresenta propriedades estabilizantes, isso se deve a mecanismos
puramente reoldgicos (aumento da viscosidade da fase continua) ou ha
também alguma contribuicdo eletrostatica, se o biopolimero interagir com os
tensoativos presentes na superficie das goticulas? A resposta a isso deve ser
buscada, haja vista que a substituicdo de hidrocoloides convencionais por
hidrocoloides emergentes em formulagdes alimentares esta condicionada as
evidéncias de que esses sao eficazes na substituicdo, além de
tecnologicamente diversificadores e viaveis econdmica e operacionalmente.
Estudos em sistemas-modelo que proponham a utilizacdo do quitosano
em emulsdes poderdao possibilitar futuras aplicacbes estratégicas para esse
biopolimero. Por exemplo, em emulsdes alimenticias, se comprovada a
funcionalidade estabilizante do quitosano, esta se somaria a sua ja conhecida
funcionalidade nutracéutica, que € consequéncia da sua capacidade de
restringir a biodisponibilidade de lipidios no trato gastrointestinal. As duas
funcionalidades juntas em um so6 produto representariam uma alternativa
inovadora para desenvolvimento de produtos alimenticios, especialmente para

individuos em dietas de restricdo do consumo de triacilglicerdis e de colesterol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1. Instalacbes e equipamentos

A preparagdo das solugbes e a formulagdo das emulsdes foram
realizadas no Laboratério de Operagdes e Processos (DTA - UFV). A etapa de
homogeneizagdo das emulsdes sob altas pressbes e as analises reoldgicas
foram realizadas no Laboratério de Desenvolvimento e Simulacdo de
Processos (DTA - UFV). As analises de tamanho e de potencial { das goticulas
de ¢6leo foram realizadas no Laboratério de Embalagens de Alimentos (DTA -
UFV). As analises de tensao interfacial foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia e Higiene de Alimentos (DTA - UFV).

Os equipamentos utilizados durante a preparagdo e analise das

emulsdes sao listadas no Quadro 3.

Quadro 3 - Equipamentos utilizados na preparagdo e analise das solugdes e

emulsdes
Equipamento Marca Modelo Pais
Agitador magnético Tecnal MAO085 Brasil
Analisador de tamanho e potencial ¢ Malvern Zetasizer Nano ZS Inglaterra
Balanga analitica Shimadzu AUY220 Japéo
Banho ultratermostatizado Thermo Phoenix 2C30P Alemanha
Electron Corp.
Densimetro Anton Paar DMA 35 Austria
Filtro de agua Millipore Direct QUV3 Italia
Geladeira Consul PRATICE 410 Biplex Brasil
Homogeneizador de alta presséo Avestin Emulsiflex-C5 Canada
Homogeneizador Ultra-Turrax Yellow Line DI 25 Basic india
Potencidmetro Hanna HI 2221 EUA
Refratbmetro Kiltler 972A Brasil
Rebmetro Thermo HAAKE MARS Alemanha
Electron Corp.
Tensidmetro Kruss-GmbH DSA-100 Alemanha
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4.1.2. Reagentes quimicos e materiais diversos
No Quadro 4 é apresentada uma descricdo resumida dos reagentes

quimicos e outros materiais utilizados neste trabalho de pesquisa.

Quadro 4 - Descri¢cao dos reagentes quimicos e outros materiais utilizados para

a preparacao das solucdes e das emulsdes

Material Descrigao Marca
Azida sdédica Forma cristalina, com grau de pureza = 99% Synth
Acido latico Liquido denso, com grau de pureza 285% Impex
Oleo de girassol Liquido, com grau alimenticio Salada
Preto de Sudan B Forma em po Dinamica

) Forma em p6, com massa molar média (60.000- . )
Quitosano Sigma Aldrich
120.000 Da), com grau de pureza 294,5%

Tween 20 Liquido denso, com grau de pureza 299,9% Sigma Aldrich

4.1.3. Solugdes acidas

Primeiro, foram preparadas solu¢gdes de estoque de acido latico (1
moI-L'1). Em outro recipiente, foram preparadas solu¢des de azida sddica a 0,3
mg-mL™" [0,03% (m/V)]. Entéo, utilizando-se um micro-pipetador automatico, a
solugdo de estoque de acido latico foi gotejada nessa ultima, com
monitoramento continuo do pH, até se obter as solugdes de trabalho com os
valores iniciais de pH objetivados (Quadro 5). Para cada uma das repeti¢cdes do

experimento, prepararam-se novas solugdes-estoque de acido latico.

Quadro 5 - Solugdes acidas e tratamentos (emulsdes) obtidos a partir dessas

solucdes
Solugao acida Quitosano [% (m/V)] pH Tratamento/ Codificagao
Emulsao
1 3,0 (30) 1 Q30
2 0,1(Q) 3,5 (35) 2 Q35
3 4,0 (40) 3 Q40
4 3,0 (30) 4 A30
5 - (A) 3,5(35) 5 A35
6 4,0 (40) 6 A40
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Para a preparagao das solugdes de quitosano, adicionou-se 1 mg-mL'1
[0,1% (m/V)] do polimero e as misturas resultantes foram entdo mantidas sob
agitacdo a temperatura ambiente (25 + 2 °C), por 24 horas. Ao fim das 24
horas, foi feito um novo ajuste do pH das solugdes contendo quitosano aos
valores iniciais, pelo gotejamento de solu¢do de estoque de acido latico. Em
seguida, filtraram-se as solugbes em uma membrana de filtragdo (0,45 pm),
utilizando um funil de Blichner e um kitasato acoplados a uma bomba a vacuo.

O filtrado foi coletado e submetido a uma caracterizagao preliminar de
densidade (densimetro oscilatério), indice de refragao (refratbmetro de Abbe) e

viscosidade (viscosimetro de Otswald, a 25 °C) (Quadro 6).

Quadro 6 - Caracteristicas fisicas das solugdes acidas contendo 0,1% (m/V) de

quitosano utilizadas como fase continua durante o preparo das emulsdes

Solucéo acida Densidade (g-cm™) indice de refragao Viscosidade (mPa-s)
Q40 1,0004 + 0,0010° 1,3331 + 0,0002° 4,05+ 0,20°
Q35 1,0013 + 0,0001° 1,3332 + 0,0001° 4,05+ 0,30°
Q30 1,0017 + 0,0004° 1,3333 + 0,0001° 3,72 +0,20°

*Letras iguais dentro de cada uma das colunas indicam médias

estatisticamente iguais, ao nivel de 5% de probabilidade, pela ANOVA

Observa-se que a densidade, o indice de refragdo e a viscosidade das
solugdes acidas Q30, Q35 e Q40 apresentaram valores estatisticamente iguais,
indicando que a concentragcdo de acido utilizada ndao promoveu alteracbes
detectaveis dessas propriedades fisicas nas solug¢des contendo 0,1% (m/V) de
quitosano.

Essas solugbes acidas foram utilizadas como fase continua para a
preparacdo das emulsdes, e também como diluente das emulsdes, nas
analises para determinagcdo dos tamanhos e do potencial zeta das goticulas.
Assim, os valores obtidos nessa caracterizacao preliminar das solugoes foram
utilizados na correcdo dos indices de refracdo e das viscosidades dos
diluentes. Para as solugbes em que ndo houve adicdo de quitosano,
assumiram-se valores de indice de refragdo e viscosidade iguais aos da agua
pura (25 °C).
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4.2. Metodologia

4.2.1. Planejamento experimental

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). De acordo
com o Quadro 5, cada uma das seis solu¢des acidas foram utilizadas como
fase continua durante a preparacdo das emulsdes, juntamente com 1% (V/V)
de Tween 20. Nos tratamentos 1, 2 e 3 adicionou-se também quitosano (1
mg-mL™"), a fim de estudar o efeito desse polissacarideo nas emulsdes
produzidas. Nos tratamentos 4, 5 e 6 nao se adicionou nenhum polissacarideo
(tratamentos controle), a fim de investigar se os eventuais efeitos estabilizantes
se devem a adicdo do quitosano, ou se nao diferirdao daqueles em que se
adicionou somente o emulsificante Tween 20 a formulacdo. Repetiu-se cada

um dos tratamentos trés vezes obtendo-se 18 unidades experimentais.

4.2.2. Preparo das emulsdes

Prepararam-se as emulsdes-modelo utilizando-se as solucbdes acidas
adicionadas de 1% (V/V) de Tween 20 como a fase continua [90% (V/V)] e 6leo
de girassol como a fase dispersa [10% (V/V)]. Primeiramente, realizou-se uma
dispersao do oleo nas solugdes aquosas utilizando Ultra-Turrax, a 24.000 rpm,
durante 1 minuto. A partir da dispersao obtida, preparou-se a emulsao com o

homogeneizador de alta pressédo a 10.000 psi (69 MPa), com 6 passagens.

4.2.3. Analise das emulsdes

As emulsdes obtidas foram analisadas imediatamente apds a
preparagao (t = 0) e no sétimo dia apds a preparacao (t = 7 dias), conforme
descrito nos itens subsequentes. Nesse intervalo, as emulsdes foram
armazenadas a 25 + 2 °C, em provetas graduadas transparentes com
capacidade de 10 mL devidamente identificadas, hermeticamente fechadas
com Parafilm® e com as laterais recobertas com papel aluminio. Na Figura 7 é
apresentado um esquema que resume as etapas de preparacao das emulsdes

e das analises a que elas foram submetidas.
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Solugéo &cida de quitosano (Quadro 5)

Solugao acida de quitosano solavel +
1,0% (V/V) de Tween 20

10% de dleo de
girassol (V fase
dispersa /V total)

90% (V continua /V total)

Dispersdo em
Ultra-Turrax

Pré-emulsdo

Homogeneizagdo em HAP
(6 ciclos — 69 MPa)

EMULSAO
‘ Testes
reolégicos
Avaliagéo visual Diluigao (1:250) Diluigao (1:250) Comportamento
das emulsdes  com a solugdo com a solugéo reoldgico e
acida de quitosano acida de quitosano
modelos
Fotografias DLS Mobilidade reologicos das
eletroforética
emulsdes
indice de Distribuiao e Potencial {

s

cremeagao didmetro das goticulas
(IC) das médio das
emulsdes goticulas

\/

Figura 7 - Representacdo esquematica das etapas de preparacdo das

emulsdes e das analises realizadas

4.2.4. Avaliagao reoldgica das emulsdes
As emulsdes foram avaliadas quanto ao comportamento ao escoamento

e também em ensaios dinamico-oscilatérios com varredura de frequéncia.

Comportamento ao escoamento

Foi avaliado medindo-se a tensdo de cisalhamento aplicadas as
emulsdes submetidas a taxas de cisalhamento variando de 0,01 a 300 s™ (25 +
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1 °C). Para tal, utilizou-se um sensor com geometria cone-placa. Realizaram-se
analises em duplicata para cada uma das emulsdes, em trés repeticdes. A
partir dos reogramas, os modelos reolégicos mais adequados foram

selecionados (Eq. 13 e 14) para modelagem dos dados experimentais.

T=py (13)
=K ()" (14)

Avaliou-se a adequagado dos modelos reoldgicos por meio da analise do
coeficiente de determinacdo (R?) e do absolute mean percentage error
(AMPE).

n

100
AMPE = z
n
i=1

Y;-Y) (15)

Y;

Varreduras de frequéncia em ensaios dindmico-oscilatérios

Foram realizadas utilizando-se um sensor com geometria cone-placa
placa de ago inoxidavel (1°/60 mm e gap de 52 ym), a 25 + 1 °C. Pelo
movimento oscilatério da placa superior, as amostras dispostas no gap foram
cisalhadas a frequéncias compreendidas entre 0,1 e 3,0 Hz, aplicando-se uma
tensao cisalhante maxima de 10 Pa.

Nessas analises, como a placa superior do sensor oscila, a magnitude
da deformacgao de cisalhamento da amostra depende do tempo:

Y =Y, sen(w X t) (16)

Em que: y, € a amplitude da deformacéo igual a Llh e w é a frequéncia da
oscilacédo da placa (rad s™).
A tensao (1) correspondente a cada valor de deformacéao é obtida por:

T =1,sen(wt + ) (17)
Em que: & é o angulo de defasagem. Em um material sélido perfeitamente

elastico, a deformacéao e a tensao estdo completamente em fase, de forma que

6 = 0. Em um material fluido perfeitamente viscoso, a defasagem entre a
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deformacédo e a tensdo é maxima. Isso ocorre para § = 90° ou =/2 rad.
Materiais viscoelasticos apresentardo 0 < § < 90°.

Uma vez 6 determinado, pode-se definir o médulo de armazenamento
(G') e o mddulo de dissipacao (6'') do material:

G = (%) cos(&) (18)

G’ = (]E/) sen(8) (19)

A relacao entre tensédo e deformagao em um material viscoelastico pode

ser entao expressa como:

ot (5. (20)
T=Gy+(—|¥

Também é possivel observar que:
G" (%) sen(6) (21)

? = W = tan(é‘)

Dessa maneira, valores de tan(8)>1 resultam de casos em que G" > G’
indicando que o material tem a componente viscosa (carater fluido) mais
pronunciada que a componente elastica (carater solido). Em um fluido
perfeitamente viscoso tan(d)— . Analogamente, casos em que G' > G"
resultardo em valores de tan(6)<1, indicando predominio da componete
elastica (carater solido) sobre a componente viscosa (carater fluido) do

material. Em um sélido perfeitamente elastico tan(8)— 0.

4.2.5. Analises visuais

Para facilitar a realizagdo das analises visuais das emulsdes, o dleo de
girassol utilizado foi previamente adicionado de corante lipofilico Preto de
Sudan B [0,05% (m/V de 6leo)]. A partir da anélise de fotografias obtidas em t =
0 e t = 7 dias, calculou-se o indice de cremeagao das emulsées (IC), definido

como:
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v
IC (%) = V—C x 100 (22)
T

Em que: V. é o volume de 6leo cremeado em t = 7 dias e V; € o volume total

de emulséo inicialmente disposto na proveta.

4.2.6. Analise do tamanho das goticulas de 6leo
A distribuicdo do tamanho e o tamanho médio das goticulas de 6leo nas
emulsdes foram avaliados utilizando a técnica do espalhamento dinamico de
luz (DLS). Por meio dessa técnica, a variagao de intensidade de luz espalhada
pelas particulas em movimento browniano pode ser medida. A partir da
flutuacdo da intensidade calcula-se fungdo de correlacdo temporal da
intensidade espalhada g"(t) e pode-se medir o tempo de relaxacdo das
flutuagdes (T;). A distribuicdo por volume pode ser obtida por:
e (23)

g = j P(De Ttdr
0

v(r)=PI)-I3 (24)
AT  6\° (25)
=(Fsenz) xp

O coeficiente de difusividade (D) pode ser calculado utilizando a
equacao Strokes-Einstein (Eq. 26), o tamanho médio pode ser calculado.
kT (26)

- 3nnd

Em que: k é a constante de Boltzmann (1,3806488:102% kg m?s?K™"), T é a
temperatura absoluta (K), n a viscosidade do meio (Pa-s).

Para um sistema polidisperso, a representacédo grafica de In[g“)(t)] em
funcao do tempo nao é linear e os dados sao, neste caso, analisados utilizando
o método CONTIN pelo software do equipamento (Zetasizer Software 7.03,
2013, Malvern Instruments Ltd.). Analogamente, o método calcula a distribuicéo
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das amplitudes de intensidade espalhada para cada tamanho médio de
particula.

Em cada caso, uma aliquota de 6 uL da emulsao foi retirada do tubo, em
um ponto localizado a uma distancia compreendida entre 0,5 cm e 1 cm abaixo
da interface emulsao-ar, e diluida (1:250) com a mesma solug¢ao acida utilizada
como fase continua na elaboragédo da respectiva emuls&o. A diluicdo objetiva
que a distancia goticula-goticulas seja muito maior que o tamanho tipico das
goticulas (regime diluido).

Cada uma das amostras foi analisada em ftriplicata obtendo-se o
tamanho médio das goticulas e o percentual de representatividade, a partir das
distribuicées de volume dos picos que representam cada uma das populagdes
presentes. Para o calculo do tamanho médio das goticulas feito pelo software
do equipamento (Zetasizer Software 7.03, 2013, Malvern Instruments Ltd.),
corrigiu-se a viscosidade e o indice de refragdo das solug¢des utilizadas como
diluente das emulsdes. Realizou-se a analise em trés repeticbes e,
posteriormente, calculou-se a média do tamanho e da representatividade

percentual das amostras.

4.2.7. Analise do potencial ¢ das goticulas de 6leo

Para as andlises de potencial ¢ das goticulas de oleo, utilizou-se a
técnica de espalhamento de luz eletroforético. Cada uma das amostras foi
analisada em triplicata, obtendo-se o potencial { das goticulas a partir das
distribuicbes de intensidade das populagbdes de goticulas presentes. Realizou-
se a analise em trés repeticbes e, posteriormente, calculou-se a média do
potencial { das amostras.

Em cada caso, uma aliquota de 6 uL da emulsao foi retirada do tubo, em
um ponto localizado a uma distadncia compreendida entre 0,5 cm e 1 cm abaixo
da interface emulsao-ar, e diluida (1:250) com a mesma solugao acida utilizada
como fase continua na elaboragéo da respectiva emulsao.

No equipamento utilizado (Zetasizer Software 7.03, 2013, Malvern
Instruments Ltd.) as analises sdo feitas como segue: as amostras diluidas séo
acondicionadas em uma cubeta apropriada e entdo submetidas a um campo

elétrico E, de intensidade pré-determinada, aplicado por um par de eletrodos.
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Dessa forma, as goticulas carregadas eletricamente moveram-se em diregcéo
ao eletrodo de carga oposta a uma velocidade v, dependente da magnitude de
sua carga elétrica. A mobilidade eletroforética, u,, € entdo calculada:

v (27)

He = —

|E|

Utilizando o modelo de Smoluchowski (Eq. 28), o potencial ¢ das
goticulas é entao calculado pelo software do equipamento:
£rE0C (28)
n

He =

Em que: 1. € a mobilidade eletroforética; ¢, € a constante dielétrica do meio; g,
€ permissividade no vacuo; ¢ € o potencial zeta; e n viscosidade dinamica.
Para o calculo preciso do potencial {, corrigiu-se a viscosidade e o indice

de refracao das solugdes utilizadas como diluente das emulsées.

4.2.8. Determinagao da tensao interfacial das solugdes de quitosano

A tensao interfacial entre o 6leo de girassol e as solugdes acidas de
quitosano foi medida utilizando-se o método da gota pendente, pelo
tensiébmetro.

O método da gota pendente pode ser usado para determinar a tenséo
interfacial existente entre dois liquidos. O formato da gota é resultado do
equilibrio entre a tensao interfacial e a gravidade, ou seja, as for¢cas que atuam
sobre ela. A gota tende a ser esférica devido a tensao interfacial e tende a se
alongar verticalmente em consequéncia da for¢a peso (DALTIN, 2011), assim o
contato entre os liquidos € minimizado. A partir do volume da gota, diametro e
comprimento vertical, a deformacdo decorrente da for¢ca peso, contraria a
tensdo interfacial, pode ser calculada (THIESSEN e MAN, 1999).

Analisaram-se solucdes acidas com o valor de pH de 3,5 contendo 0,05
mg-mL" de quitosano e 1% (V/V) de Tween 20. Avaliou-se, também, um
controle contendo apenas 1% (V/V) de Tween 20, em solugado de acido latico

com pH 3,5.
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Assim, formou-se uma gota da solugao acida de quitosano com 20,0
2,0 yL na ponta de uma agulha imersa em uma cubeta contendo 6leo de
girassol e mediu-se a tenséao interfacial durante 900 s consecutivos, a 23 + 2
°C. As medigdes foram realizadas em fung¢ao do tempo, a fim de determinar o
tempo necessario para o equilibrio da tensao interfacial até um valor constante.
Realizou-se trés repeticdes, em triplicata, para cada uma das solugdes.
Posteriormente, utilizou-se o seguinte modelo (Eq. 29) para relacionar a
reducao da tensao interfacial (y) em fungéo do tempo.
Y=Veq+ A-e™? (29)

Em que: y.4 € a tensao de equilibrio do sistema e t € o tempo considerado (s).

4.2.9. Tratamento estatistico dos resultados
Utilizou-se o software SAS versédo 9.3 (Statistical Analysis System 9.3,

2012, SAS Institute Inc.), licenciado pela Universidade Federal de Vigosa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo do comportamento reolégico das emulsdes

5.1.1. Comportamento ao escoamento

No Quadro 7 sdo apresentados os parametros reoldgicos obtidos para

ambos os modelos, bem como indicadores da sua adequacgdo (R?> e AMPE)

aos dados reologicos obtidos para as emulsdes.

Quadro 7 - Parametros reoldgicos e indicadores de adequagdo dos modelos

matematicos utilizados para caracterizar as emulsdes

Parédmetros dos modelos Adequacao
Emulséo Wodelos , AMPE

reolégicos K (mPa-s") n R

(%)

Lei da Poténcia | 2,8643 +0,0600 | 0,9990  0,0041 | 0,999 1,46

Q30 Newtoniano 2,8492 + 0,0040™? - 0,999 1,46

Lei da Poténcia | 1,1966 +0,0100 | 1,0033 £ 0,0020 | 0,999 0,96

A30 Newtoniano 1,2183 + 0,0008"° - 0,999 0,90

Lei da Poténcia | 2,9709 +0,2000 | 1,0004 +0,0100 | 0,989 4,73

Q35 Newtoniano 2,9775 £ 0,0100"° - 0,989 4,74

Lei da Poténcia | 1,2180 + 0,0500 | 1,0008 + 0,0080 | 0,996 3,07

A3 Newtoniano 1,2232 + 0,0030°° - 0,996 3,06

Q40 Lei da Poténcia | 2,8494 +0,2000 | 0,9983 +0,0100 | 0,994 3,25

Newtoniano 2,8240 + 0,0100™? - 0,994 3,25

A40 Lei da Poténcia | 1,2604 +0,1000 | 0,9922 + 0,2000 | 0,987 6,13

Newtoniano 1,2085 + 0,0060°° - 0,987 6,22

*Para o modelo newtoniano K = n (mPa-s).

**Letras maiusculas iguais dentro das colunas n&o indicam diferenga
significativa da viscosidade (n) entre as emulsdes, ao nivel de 5% de
probabilidade, pela ANOVA.

***Letras minusculas diferentes dentro das colunas indicam diferenca
significativa da viscosidade (n) entre as emulsées, ao nivel de 5% de

probabilidade, pela ANOVA.
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A andlise visual dos reogramas das emulsdes indicou que, nas
condigbes de cisalhamento das analises, nenhuma das seis emulsdes
apresentou tensao critica de escoamento n&do nula. Todos os reogramas
apresentaram-se bastante semelhantes entre si. No Apéndice 1, a titulo de
exemplo, sdo apresentados os reogramas das emulsdes Q35 e A 35. Como 7 =
0 em todos os casos, dois modelos reoldgicos classicos podem ser adequados
para descrever o escoamento desses fluidos: o de Newton ou o de Ostwad-de-
Waale (Lei de Poténcia). A fim de avaliar qual deles melhor se ajustou aos
dados experimentais de escoamento, analises de regressao foram realizadas.

Esses resultados mostram que ambos os modelos se ajustaram muito
bem aos dados de T = f(y), com valores de R*> 0,98 em todos os casos. Além
disso, valores de AMPE, que indicam os desvios relativos entre os valores
experimentais de T e os valores previstos pelo modelo ajustado foram inferiores
a 10% (maximo de 6,2%), indicando que os modelos tém uma boa
confiabilidade em prever valores experimentais, se aplicados para taxas de
cisalhamento compreendidas dentro da faixa estudada (< 300 s™). Nota-se, no
Quadro 7, uma leve tendéncia de aumento de valores de AMPE a medida que
aumenta o pH dos sistemas, sem que haja no entanto uma explicagao fisico-
quimica clara para essa observagao.

Todas as emulsdes apresentam-se como fluidos newtonianos ou
levemente pseudoplasticos, ou seja, tanto o modelo newtoniano poderia ser
utilizado para caracterizar essas emulsées, como o modelo da lei da poténcia
com indices de comportamento de fluxo (n) ~ 1.

Ao se comparar Q30, Q35 e Q40 entre si, observa-se que, variacdoes
entre os trés valores do pH ndo levam a alteragcdes substanciais nos valores de
K (0o mesmo ocorrendo quando se compara A30, A35 e A40). Por outro lado,
nota-se que os valores de K das emulsées contendo 0,1% (m/V) de quitosano
na fase continua foram aproximadamente 3 vezes maiores, em relagcdo aos
tratamentos com mesmo pH mas sem adi¢cao de polissacarideo.

Portanto, esses ensaios indicam que a adigdo de uma concentragao
relativamente pequena de quitosano [0,1% (m/V)] teve um efeito expressivo no
espessamento das emulsées. Como sabido, 0 aumento da viscosidade é um

dos fatores que pode contribuir para a estabilidade cinética das emulsoes, por
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reduzir a velocidade de translagao, a frequéncia e a intensidade das colisdes

entre as goticulas.

5.1.2. Ensaios dinamico-oscilatérios - varreduras de frequéncia

As emulsdes também foram submetidas a analises reoldégicas dindamico-
oscilatorias, com tensdo e temperatura controladas, e frequéncia variavel entre
0,1 e 3,0 Hz. Na Figura 8 s&do mostrados os resultados para as emulsdes
contendo (Q35) e ndo contendo (A35) quitosano em pH 3,5. Aquelas
correspondentes aos tratamentos Q30, Q35 e Q40 tiveram espectros
mecanicos muito similares entre si (0 mesmo ocorrendo quando se compara

A30, A35 e A40), razado por que os demais graficos ndo foram incluidos.
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Figura 8 - Varreduras de frequéncia em dinamicos oscilatorios das emulsdes
Q35 (A)e A35(B). ® ¢', © G" e B tané
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Para a emulsdo Q35 (contendo quitosano), o valor de G" apresentou um
ligeiro aumento, de ~ 0,5 a ~ 0,8 Pa, com o aumento da frequéncia (Figura 8 -
A). Entretanto, o valor de G’ sofreu um aumento muito mais expressivo com o
aumento da frequéncia, tendo também se iniciado a = 0,5 Pa e atingido = 2,2
Pa, a partir de 1 Hz. De fato, os valores de tané foram inicialmente préximos
de 1, mas decresceram acentuadamente e atingiram ~ 0,5 para frequéncias a
partir de 1 Hz. Esse resultado mostra que a emulsao contendo quitosano teve
um carater menos viscoso e mais elastico, principalmente quando
mecanicamente solicitada.

A emulsdo A35 (sem adigdo de quitosano) apresentou valores de
modulos ¢’ e G"' muito proximos entre si, compreendidos entre ~ 0,15 e ~ 0,45
Pa, em todo o intervalo de frequéncias avaliado (Figura 8 - B). Apesar disso, os
valores de G" foram maiores que aqueles de G', o que é confirmado pelos
valores de tané > 1 (entre 1,1 e 2,0). Esses dados sao coerentes, uma vez que
as emulsdes tinham carater fluido visualmente nitido.

Esse conjunto de observagdes sugere que uma concentragao
relativamente pequena de quitosano [0,1% (m/V)] é capaz de alterar as
caracteristicas mecanicas da emulsdo, acentuando seu carater “solido”. Tais
inferéncias sdo compativeis com aquelas feitas a partir da analise do
comportamento ao escoamento, indicando que o quitosano teve um papel

espessante na formulacdo das emulsoes.

5.2. Analises visuais e do indice de cremagao das emulsoes (IC)

No Quadro 8 sao apresentadas as fotografias das emulsbées preparadas
a diferentes valores de pH, com e sem adi¢cdo de quitosano a fase continua
aquosa,emt=0et=7 dias.

Nas fotografias, observa-se que, em t = 0, para todos os seis
tratamentos, sistemas opacos e visualmente homogéneos foram obtidos, o que
¢ tipico de emulsdes O/A. A coloragao azulada deve-se ao corante hidrofébico
Sudam Black B, previamente adicionado ao 6leo. Nao sdo observados sinais

evidentes de cremeagao em nenhuma das emulsdes.

41



Quadro 8 - Fotografias das diferentes emulsées, emt=0et =7 dias

Tempo t =0 dias

Q40 Q35 Q30 A40 A35 A30

Tratamento
Tempo t=7 dias
Q40 Q35 Q30 A40 A35 A30
Tratamento

Apos 7 dias, pode-se notar que todos os tratamentos apresentaram na
parte superior da proveta uma camada com coloragdo azul levemente mais
intensa do que aquela do restante do material. Isso se deve a exsudagao de
O0leo das emulsbes e evidencia a ocorréncia de separacdao de fases, mais
pronunciada em alguns casos que em outros. Possivelmente, ocorreu uma
aglomeracao de goticulas de éleo e, ndo necessariamente, um rompimento das
mesmas. A fim de avaliar de forma quantitativa a extensdo dessa separacao de

fases em cada caso, calculou-se o cremeacao (IC) das emulsdes (Quadro 9).

Quadro 9 - indice de cremeacéo (IC) das emulsées, em t = 7 dias

Tratamento
Q40 Q35 Q30 A40 A35 A30
t=7 | 1,7+1,0 | 20+1,0 | 47+3,0® | 23+2,0 | 1,0+£0,0* | 1,0+0,0™

IC (%)

*Letras maiusculas iguais dentro das linhas nao indicam diferenga significativa
do indice de estabilidade (IC) das emulsdes, ao nivel de 5% de probabilidade,
pela ANOVA.
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**Letras minusculas iguais dentro das linhas ndo indicam diferenga significativa
do indice de estabilidade (IC) das emulsdes que continham 0,1% (m/V) de
quitosano (Q40, Q35 e Q30) e os tratamentos analogos sem a adicao de
nenhum polissacarideo (A40, A35 e A30) na fase continua, ao nivel de 5% de
probabilidade, pela ANOVA.

Pelo Quadro 9, ndo se observa diferenga significativa entre os
tratamentos contendo 0,1% (m/V) de quitosano (Q40, Q35 e Q30), em t = .
Além disso, ndo se observa diferengas significativas entre os tratamentos
contendo 0,1% (m/V) de quitosano (Q40, Q35 e Q30) e os tratamentos
analogos sem a adigdo de nenhum polissacarideo (A40, A35 e A30) na fase
continua, em t = 7. Isso pode indicar que a adicao de quitosano a fase continua
dos tratamentos Q30, Q35 e Q40 nao interferiu significativamente na
estabilidade da emulsdo, em t = 7 dias.

Nesse caso, a cremeagao observada pode ser resultado da
incorporagao de ar durante a dispersdo em Ultra-Turrax e na homogeneizagao
em alta pressao. Com o passar do tempo, a emulsdo tende a se desaerar e
goticulas de 6leo nédo cobertas completamente com o emulsificante tendem a

cremear.

5.3. Tamanhos médios das goticulas de 6leo

Durante a analise dos tamanhos médios das goticulas de o6leo das
emulsdes, considerou-se a existéncia de distribuicdes unimodais (com uma
unica populacédo) de tamanhos para os tratamentos sem a adi¢cao de quitosano
(A40, A35 e A30) na fase continua, ao passo que para os tratamentos analogos
(mesmo pH) contendo 0,1% (m/V) de quitosano (Q40, Q35 e Q30), considerou-
se distribuicbes bimodais (com duas populagdes) de tamanho. Tal
caracteristica foi observada tanto em t = 0, quanto em t = 7 dias. Na Figura 9
sao apresentados os tamanhos médios das populagdes de goticulas de dleo

das emulsoes, emt=0e t =7 dias.
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*Nao houve diferenca significativa no tamanho médios das goticulas de 6leo
das populagdes existentes em cada uma das emulsées emt =0 et =7 dias, ao

nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t.

Figura 9 - Tamanhos médios das goticulas de 6leo das populagbes existentes
em cada uma das emulsdes, emt =0 e t = 7 dias (na figura, barras com cores
mais fortes indicam o tamanho médio das goticulas em t = 0, enquanto as

barras com cores menos intensas indicam o tamanho médio em t = 7 dias)

Nas emulsdes que ndo continham quitosano na fase continua em t = 0,
os tamanhos médios das goticulas foram ~ 240 nm, » 370 nm e ~ 580 nm,
respectivamente, para A30, A35 e A40. Em t = 7 dias, esses valores foram ~
345 nm, 350 nm e 740 nm. Tendo em vista os valores de desvio padrdo, pode-
se afirmar que os valores de didametro médio permaneceram praticamente sem

alteragdes significativas.
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Nas emulsdes contendo quitosano, em t = 0 observa-se que a populagao
de goticulas de menor tamanho apresentou diametro médio ~ 24 nm, ~ 30 nm e
~ 33 nm, respectivamente, para Q30, Q35 e Q40. Apods 7 dias, esses valores
de didmetro médio permaneceram praticamente inalterados (33 nm, 34 nm e
37 nm, respectivamente). Para esses trés tratamentos, a populagcdo de
goticulas de maior tamanho apresentaram diametros médios compreendidos
entre 310-410 nm, em t = 0 e t = 7. Nota-se uma similaridade entre os
tamanhos médios das populagbes de goticulas de maior tamanho das
emulsdes contendo quitosano com os tamanhos médios das goticulas das
emulsdes sem quitosano.

Tais resultados podem indicar que ndo somente o emulsionante ou o
sistema de homogeneizagdo, separadamente, foram responsaveis pelos
tamanhos médios observados. Adicionalmente, as solu¢des acidas contendo
quitosano 0,1% (m/V) usadas como fase continua na elaboragcdo dos
tratamentos (Q30, Q35 e Q40) conferiram caracteristicas de textura e
consisténcia distintas as, respetivas, emulsdes. Possivelmente, a alteragao das
caracteristicas reolégicas da fase continua das emulsbes pode ter sido
determinante para as distribuicdes de tamanho observadas. Segundo
McClements (2005), o aumento da viscosidade pode -contribuir para a
diminuicdo do tamanho das goticulas, para uma dada pressdo de
homogeneizacéo. Tal efeito é atribuido ao aumento das interacdes
hidrodinamicas e diminuicdo na distancia de separacao entre as goticulas.

No trabalho realizado por Kaasgaard et al. (2010) observaram-se
goticulas com tamanhos médios de 300 nm, no tratamento contendo 1% (m/m)
de quitosano (tampéao acetato pH 4,0) e 1% (m/m) do emulsificante Citren LR10
na fase continua, e 5% (m/m) de fase dispersa. Embora os autores tenham
utilizado o dobro das concentragdes de quitosano e de emulsificante (em
relacdo ao percentual de 6leo), os tamanhos obtidos por eles encontram-se
proximos ao observados no nosso estudo. Possivelmente, o processo de
emulsificacao tenha tido um papel critico na formagao das goticulas com tais
tamanhos encontrados. Kaasgaard et al. (2010) relatam a utilizagdo de duas

etapas durante a emulsificagdo, dispersao em Ultra-Turrax (20.000 rpm, 2 min)
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e HAP (69 MPa, 5 passagens), ou seja, um processo similar ao utilizado nesse
trabalho.

Observa-se que tanto as emulsbes que continham 0,1% (m/V) de
quitosano (Q40, Q35 e Q30) na fase continua, quanto as emulsées que néo
continham nenhum polissacarideo (A40, A35 e A30), apresentaram-se estaveis
durante o intervalo de tempo analisado. Assim, ndo foram detectadas
diferengas estatisticamente significativas nos tamanhos médios das goticulas
de oOleo das populagdes, em cada uma das emulsdes, emt =0 e t = 7 dias.
Tais resultados indicam que as variaveis de emulsificagdo utilizadas
(relacionadas a composigao e ao processo de emulsificagdo) parecem ter sido
suficientes para formar goticulas estaveis, em t = 7 dias.

No Apéndice 2 sdo apresentados os tamanhos médios das populacdes
de goticulas de 6leo das emulsdes, emt = 0 e t = 7 dias. As distribuigdes de
diametro sdo mostradas no Apéndice 3. Nas analises, ndo foram considerados
0s pequenos picos supostamente representativos de uma pequena fragao de
goticulas com valores de didametro da ordem de 5000 nm nos tratamentos Q30,
A30, Q35, A35 e Q40 (destacado pela cor cinza no Apéndice 2). Com efeito, de
acordo com o limite de detecgdo da técnica e o formato dos picos,
apresentados nos graficos analisados (Zetasizer Software 7.03, 2013, Malvern
Instruments Ltd.), € muito provavel que esses picos nao representem de fato
goticulas presentes nos sistemas, mas sim um erro da fungao de correlagéo
utilizada no tratamento dos resultados. Nota-se, além disso, que a
representatividade dessas supostas populagbes de goticulas apresentou-se
baixa (~ 2% na maioria dos casos) e, portanto, ndo considerar esses picos nao

deve trazer prejuizos a interpretagao global dos resultados.

5.4. Avaliagao do tamanho e do potencial zeta das goticulas de éleo

Os valores de potencial ¢ das goticulas de 6leo presentes nos diferentes

tratamentos, analisados emt = 0 e t = 7 dias, sdo apresentados na Figura 10.
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*Letras maiusculas iguais nao indicam diferenga significativa para o potencial {
entre os tratamentos que continham 0,1% (m/V) de quitosano na fase continua
(Q40, Q35 e Q30), ao nivel de 5% de probabilidade, pela ANOVA. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa para o potencial C entre os
tratamentos que continham 0,1% (m/V) de quitosano (Q40, Q35 e Q30) e
tratamentos analogos sem a adicdo de nenhum polissacarideo (A40, A35 e
A30) na fase continua, ao nivel de 5% de probabilidade, pela ANOVA.

**Letras minusculas iguais ndo indicam diferenga significativa no potencial ¢
das goticulas de 6leo entre t = 0 e t = 7 dias, para cada um dos tratamentos, ao

nivel de 5% de probabilidade, pelo teste t.

Figura 10 - Potencial { das goticulas de 6leo,emt=0et =7 dias

A analise desses resultados mostra diferengas muito acentuadas entre
as emulsdes que nao continham quitosano e aquelas contendo o
polissacarideo: no primeiro caso, os valores foram negativos e proximos de
zero (médulo < 5 mV), ao passo que no segundo os valores de potencial
foram positivos e cerca de 10 vezes maiores em magnitude (mddulo = 50 mV).

Considerando que o emulsificante Tween 20 possui moléculas
eletricamente neutras, valores de potencial { préximos de zero eram de fato

esperados nas emulsdes sem quitosano (tratamentos A30, A35 e A40). A
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pequena densidade de carga elétrica negativa observada na interface das
goticulas nesses sistemas pode ser atribuida a pequenas quantidades de
acidos graxos livres presentes na fase dispersa (PERRECHIL e CUNHA, 2013)
ou a anions lactato interagindo com moléculas de Tween 20 na interface O/A.

As emulsdes contendo quitosano 0,1% (m/V) previamente solubilizado
na fase continua (tratamentos Q30, Q35 e Q40) apresentaram valores positivos
de potencial ¢. Isso sugere a existéncia de interagbes intermoleculares entre o
emulsificante Tween 20 e cadeias protonadas de quitosano, que podem ter se
adsorvido sobre a interface e conferido cargas elétricas positivas as goticulas.
Nao foram observadas diferengas significativas nos valores de potencial C entre
os tratamentos que continham quitosano. Isso pode sugerir que, na faixa de
concentracdes de acido latico utilizadas, o aumento do percentual de grupos
amina protonados quando se reduz o pH é compensado pelo concomitante
aumento da concentracdo de anions lactato no meio, de modo que o balango
entre a quantidade total de entidades negativa e positivamente carregadas no
sistema permanece aproximadamente constante.

Também é importante notar que, tanto para as emulsées contendo
quitosano quanto para aquelas que nao continham, ndo se observaram
variagdes significativas nos valores de potencial { das goticulas de 6leo em t =
0 e t = 7 dias. Esse dado pode indicar a estabilidade da dupla camada elétrica
das goticulas durante o intervalo de tempo considerado.

Os resultados obtidos encontram-se coerentes com os obtidos no
trabalho realizado por Kaasgaard et al. (2010), que reportaram valores de
potencial { da ordem de de -50 mV, na auséncia de quitosano, e +50 mV em
emulsdes contendo 1% (m/m) de quitosano solubilizado em tampéao acetato pH
4,0. A divergéncia da magnitude no valor de potencial ¢ no sistema sem
quitosano reportada por esses autores, com relagcdo ao presente estudo, pode
ser devida a utilizagdo de 1% (m/m) do emulsificante Citren LR10, com
caracteristicas quimicas distintas do Tween 20 aqui utilizado. Tal observagao
pode indicar que, além da concentracdo de quitosano em solucdo, a
concentracédo do acido, bem como as propriedades quimicas do mesmo (como

0 pK,), podem influenciar os valores de potencial .
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Quando se considera, simultaneamente, que as emulsdes contendo
quitosano apresentaram um elevado percentual de goticulas didmetro na faixa
de 20-40 nm (cerca de 10 vezes menores que o diametro médio das goticulas
das emulsdes sem quitosano) e que tais goticulas possuem carga elétrica
liquida positiva, pode-se levantar a hipotese de que i) as moléculas de
quitosano adsorvem-se sobre as de Tween 20 presentes na interface das
goticulas e ii) essa adsorgao é rapida, ocorrendo nos primeiros instantes que
seguem a formagao da emulsdo, de modo a reduzir consideravelmente a taxa
de coalescéncia nesses instantes. Entretanto, ndo ha elementos que permitam
afirmar que o efeito estabilizante ao longo de 7 dias seja devido apenas a

estabilizagao eletrostatica.

5.5. Efeito da adicdao de quitosano sobre a tensdo interfacial de
sistemas compostos por solugoes aquosas de acido latico e dleo

de girassol

Os valores positivos, da ordem de + 50 mV, obtidos nas medidas de
potencial { para as emulsdes contendo quitosano sao indicativos de que as
moléculas de quitosano protonadas interagem com as moléculas do
emulsificante Tween 20 localizadas na interface das goticulas. Se essa
hipétese for verdadeira, espera-se que os valores de tensao interfacial para
interfaces 6leo e solugdo aquosa de acido latico com a presenca de Tween 20
apresente alguma variagdo devido a presenga do quitosano. Como nao se
dispbe de um aparato para medir diretamente a tenséo interfacial nas goticulas,
foi feito um experimento para a medida direta da tensao interfacial dinamica
entre os dois liquidos (6leo e solucao de acido latico) diretamente postos em
contato. Foram avaliados dois sistemas: i) éleo de girassol e solugdo de acido
latico (pH 3,5) contendo 1% (V/V) de Tween 20, e ii) 6leo de girassol e solugao
de acido latico (pH 3,5) contendo 1% (V/V) e 0,05% (m/V) de quitosano. Os
resultados sédo apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Tenséo interfacial da solugéo acida (pH 3,5) contendo 0,05% (m/V)
de quitosano e 1% (V/V) de Tween 20 e de uma solugdo acida (pH 3,5)

contendo 1% (V/V) de Tween 20, em fung¢do do tempo

Foi observado que os valores de tensao interfacial nos dois sistemas
analisados sdo inicialmente préximos de 75 mN/m, decaindo
exponencialmente com o passar do tempo e tendendo a um valor constante de
~ 55 mN/m, apdés 15 minutos. Esse decaimento se deve a migracao
progressiva das moléculas do tensoativo (Tween 20) para a interface.

Nota-se ainda que, visualmente, as curvas correspondentes aos dois
sistemas foram praticamente superpostas. Assim, a simples analise visual
dessas curvas nao permite inferir se houve ou nao contribuigdo do quitosano,
juntamente com o Tween 20, para a redugao progressiva dos valores da tenséo
interfacial liquido-liquido. Entdo, foram ajustados modelos exponenciais para
representar matematicamente o decaimento da tensao interfacial em funcédo do
tempo, nos sistemas contendo ou ndo quitosano (Egs. (30) e (31),
respectivamente):

y =52,03 + 24,29 - ¢ 007t (30)

Yy =52,19 + 22,89 007t (31)
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Observou-se R? = 0,96 e R? = 0,96 para os modelos exponenciais que
representam matematicamente o decaimento da tensao interfacial em fungao
do tempo, respectivamente, Egs. 30 e 31. Assim, considera-se que a equacao
foi adequada para modelar as variaveis experimentais.

O primeiro termo das Egs. (30) e (31) refere-se a tensédo de equilibrio,
isto €, o valor minimo atingido por essa grandeza apos decorrido o tempo
necessario para que se estabeleca o equilibrio do tensoativo entre a interface a
o seio das fases. Esse termo apresentou um valor numérico estatisticamente
menor para o sistema contendo quitosano, sugerindo que, na presencga de
Tween 20, o quitosano adicionado a solugédo de acido latico tenha contribuido
para a redugéo do valor de tenséo interfacial. O segundo termo das Egs. (30) e
(31) refere-se a taxa exponencial de decaimento da tensdo interfacial em
funcdo do tempo. A partir dos resultados apresentados, acredita-se que o
quitosano possa atuar como um coadjuvante na reducédo da tensao interfacial
agua-oleo e, possivelmente, como agente estabilizante.

Durante a pesquisa bibliografica, ndo foram identificados trabalhos
prévios que avaliassem a tensao entre solugdes de quitosano contendo Tween
20, ou qualquer outro Tween, e Oleos comestiveis. Entretanto, Calero et al.
(2010), utilizando a técnica da gota pendente para determinar a tensdo
superficial (solugéo-ar) de uma solugao contendo 0,5% (m/m) de quitosano no
estado nativo em de acido acético com pH 3,90, observaram que a tensao
superficial decaiu de 65 (mMN-m™) em 100 s para 45 (mN-m™) em 10000 s.
Concluiu-se que o quitosano na interface solucéo-ar contribuiu para a reducao

da tensao superficial.
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6. CONCLUSAO

Verificou-se que a inclusdo de quitosano (0,1 % m/V) em emulsdes
produzidas a partir de solu¢des aquosas de acido latico (90 % V/V) contendo
Tween 20 (1% V/V) + 6leo de girassol (10 % V/V), ndo teve nenhum efeito
visualmente significativo sobre a estabilidade cinética das emulsbes durante 7
dias, comparado aos tratamentos controle. Um pequeno volume de dleo
(estatisticamente igual) foi exsudado em todos os sistemas apds esse tempo.
Entretanto, analises instrumentais revelaram que a adicdo de quitosano as
emulsdes teve efeitos significativos em diferentes propriedades fisicas das
mesmas, comparado aos controles: i) a existéncia de um elevado percentual de
goticulas de 6leo com didametro médio cerca de 10 vezes menor, ii) valores de
potencial { positivos e cerca de 10 vezes maiores em maédulo, iij) um aumento
de cerca de 3 vezes na viscosidade das emulsdes. Adicionalmente, observou-
se que o quitosano, juntamente com o Tween 20, contribuiu para a redugéo do
valor da tensao interfacial de equilibrio entre o 6leo e solugao aquosa de acido
latico.

Globalmente, os resultados obtidos nesse estudo sugerem que o
quitosano tem potencial de aplicabilidade como estabilizante em emulsées do
tipo O/A, por ter sido capaz de modificar caracteristicas que sao comumente
correlacionadas com o controle cinético da desestabilizacdo desses sistemas,
como maior viscosidade e carga elétrica mais pronunciada na superficie das

goticulas.
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APENDICE 1 - Reogramas das emulsdes contendo 0,1% (m/V) de
quitosano (A), nao contendo nenhum polissacarideo (B), na fase continua

com pH 3,5
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APENDICE 2 - Tamanho médio das populagdes de goticulas de dleo das

emulsdoes,emt=0et=7 dias

Trat. Tempo | Populagao 1 o Populagéo 2 . Populagéao 3 .
(dias) (nm) (nm) (nm)

0 24 +4 847 329 £ 200 15+6 | 4964 + 100 111
Q30 7 33+10 70+ 20 419+ 20 27 +20 | 5023 £ 200 3+3

0 243 + 100 913 5164+ 50 9+3 - -
A0 7 345+ 30 89+ 1 5037 £+100 | 111 - -

0 3020 72+20 | 408,0+300 |27 +20| 4801200 1+1
Q3 7 34+10 67 £ 20 475+200 |32+20| 4883+ 200 1+2

0 369 £ 300 96 + 4 5390 + 200 62 - -
A3 7 350+ 10 94+7 5262 + 400 9+6 - -

0 331 71120 318+200 |27+20| 5074 +200 +
Q40 7 37+10 69 + 20 366 + 30 29+10| 5160 £ 100 +
A4O 0 579 + 200 1000 - - - -

7 741 £ 500 100 - - - -

62



APENDICE 3 - Distribuigdo de tamanho das populagdes de goticulas de
Oleo das emulsdes,emt=0e t =7 dias
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Yaolume (Percent)
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