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RESUMO

FARIA, Janaina Teles de, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Fevereiro
de 2015. Propriedades emulsificantes de saponina de Quillaja e -
lactoglobulina: efeitos do pH, da forga idnica e das condigoes de
homogeneizagao. Orientador: Luis Antonio Minim. Coorientadores: Eduardo
Basilio de Oliveira, Luis Henrique Mendes da Silva e Valéria Paula Rodrigues
Minim.

A formacdo e a estabilizacdo de emulsbes sido consideravelmente
influenciadas pelo tipo de emulsificante empregado, bem como pelas
condicbes da fase continua que as compdem e pelas condicbes de
homogeneizacdo. Inicialmente efeitos do numero de ciclos de
homogeneizagdo, pH e concentracdo de NaCl sobre a formacgédo e
estabilidade de emulsbes 6leo em agua (O/A) contendo mistura de saponina
de Quillaja (QBS) e B-lactoglobulina (B-lg) foram estudados separadamente.
Posteriormente, as propriedades emulsificantes e estabilizantes da mistura de
QBS e B-lg sob diferentes valores de pH e concentragcdo de NaCl foram
avaliadas e comparadas as de seus componentes puros. As emulsdes foram
preparadas em duas etapas: pré-homogeneizagdo sob agitagéo
(7.500 rpm/3 min) e homogeneizagéo a alta pressao (10.000 psi/4-8 ciclos), e
entdo caracterizadas em termos de suas propriedades: tamanho e distribuicédo
de tamanho de gota, carga superficial de gota, comportamento reoldgico, e
estabilidade fisica apos 7 dias de armazenamento, a 25 °C. Verificou-se no
presente estudo que a utilizagao de 4 ciclos de homogeneizagdo mostrou-se
adequada para a obtengao de gotas pequenas estabilizadas pela mistura de
QBS e B-lg. Todas as emulsbes estabilizadas pela mistura e por seus
componentes puros apresentaram carga superficial liquida negativa em todas
as condi¢cbes de pH (7, 8 e 9) e concentragcdo de NaCl (0, 100 e 200
mmol L") avaliadas. As distribuigcdes de tamanho de gota foram multimodais
e as emulsdes foram polidispersas, embora seus didmetros médios de gota
tenham sido relativamente pequenos (< 500 nm). As emulsdes apresentaram
comportamento ligeiramente pseudoplastico, com presengca de pequena
tensdo inicial e baixa viscosidade aparente. O comportamento viscoelastico
foi caracteristico de gel fraco. A influéncia do pH e da concentragdo de NaCl

sobre as propriedades das emulsdes dependeu do emulsificante utilizado para

XV



estabiliza-las. As emulsdes apresentaram boa estabilidade frente a separacao
de fase e, em sua maioria, a agregagéo apds o armazenamento. A mistura de
QBS e B-lg apresentou desempenho semelhante ao de seus componentes
puros quanto a capacidade de formar emulsdées com gotas de didmetro médio
inferior a 500 nm. No entanto, a mistura aparenta ter apresentado melhor
capacidade de estabilizar as emulsées quando comparada a QBS e a 3-Ig

separadamente, revelando assim um efeito sinergistico da mistura.

Xvi



ABSTRACT

FARIA, Janaina Teles de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Emulsifying properties of Quillaja saponin and B-lactoglobulin:
effects of pH, ionic strength and homogenization conditions. Adviser: Luis
Antonio Minim. Co-advisers: Eduardo Basilio de Oliveira, Luis Henrique
Mendes da Silva and Valéria Paula Rodrigues Minim.

The formation and stabilization of emulsions are significantly influenced by the
emulsifier type, the conditions of the continuous phase that compose them and
the homogenization conditions. Initially the effect of the number of
homogenization cycles, pH and NaCl concentration on the formation and
stability of O/W emulsions containing Quillaja saponin (QBS) and
B-lactoglobulin (B-lg) mixture were studied separately. Subsequently, the
emulsifying and stabilizing properties of the mixture of QBS and -Ig under
different pH and NaCl concentration were evaluated and compared with those
of the pure components. The emulsions were prepared in two steps: pre-
mixing with stirring (7,500 rpm/3 min) and homogenization at high pressure
(10,000 psi/4-8 cycles). Subsequently, they were characterized in terms of
droplet size distribution, droplet surface charge, rheological behavior, and
physical stability after 7 days of storage at 25 °C. It was found that the use of
four cycles of homogenization was adequate for obtaining small droplets
stabilized by mixing QBS and 3-Ig. All emulsions and its pure components
showed negative net surface charge at all pH conditions (7, 8 and 9) and NaCl
concentration (0, 100 and 200 mmol L™"). The droplet size distributions were
multimodal and the emulsions were polydisperse, however their average
droplet diameters were relatively small (< 500 nm). The emulsions showed
slightly pseudoplastic behavior with the presence of small yield stress and low
apparent viscosity. The viscoelastic behavior indicated a weak gel-like
behavior. The influence of pH and NaCl concentration on the emulsions
properties depended on the emulsifier used to stabilize them. The emulsions
showed good stability against phase separation and, in most cases, against
the aggregation after storage. The mixture of QBS and B-LG showed similar
performance compared with its pure components regard to the ability to form
emulsions with droplets of average diameter less than 500 nm. However, the

mixture appears to have presented the best ability to stabilize the emulsions
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when compared with the QBS and (-lg separately, thus revealing a synergistic
effect of the mixture.
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INTRODUGAO GERAL

Emulsdes sédo de grande aplicagdo para a industria de alimentos uma
vez que diversos produtos sao constituidos inteiramente ou parcialmente por
emulsdes. As emulsdes sao compostas por duas fases liquidas imisciveis,
sendo uma dispersa na outra. No entanto, o contanto entre essas fases é
termodinamicamente desfavoravel, o que faz das emulsdes sistemas coloidais
termodinamicamente instaveis. Logo, a elevada instabilidade das emulsbes
acarreta diversos mecanismos de desestabilizacdo, os quais podem resultar
na completa separacado de suas fases, o que compromete a qualidade dos
produtos emulsionados. No entanto, a presenca de agentes emulsificantes
pode conferir estabilidade cinética as emulsdes por um determinado periodo
de tempo, até que essas possam ser utilizadas ou consumidas.

Os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas que promovem a formacgao
e estabilizacdo das emulsdes por acdo interfacial. Dois grandes grupos
compdem os emulsificantes: os surfactantes de baixa massa molar e os
emulsificantes macromoleculares, como as proteinas. Os surfactantes de
baixa massa molar adsorvem rapidamente na interface e sao eficientes na
reducao da tensao interfacial, o que facilita a deformacéao e ruptura das gotas
durante o processo de homogeneizagdo. As proteinas, embora sejam menos
efetivas na redugao da tenséo interfacial do que os surfactantes, estabilizam
emulsdes a longo prazo devido a formagéao de interfaces viscoelasticas e por
promoverem repulséo estérica e/ou eletrostatica entre as gotas revestidas por
elas. Assim, proteinas e surfactantes complementam um ao outro, conferindo
estabilidade a curto e longo prazo as emulsodes.

Desta forma, o desenvolvimento de combinagdes de emulsificantes
mais sofisticadas empregando misturas complexas de surfactantes e
proteinas para melhorar a estabilidade das emulsdes tem se tornado mais
significativo e importante. Nos ultimos anos muitos estudos tém se voltado
para 0 emprego de surfactantes sintéticos, em especial os derivados de
petroleo. No entanto, o crescente interesse e demanda dos consumidores e,

consequentemente, da industria de alimentos por produtos mais saudaveis e



ambientalmente corretos tém impulsionado a utilizagdo de biossurfactantes
como alternativas aos surfactantes sintéticos.

Um biossurfactante que tem ganhado destaque em pesquisas recentes
sdo as saponinas, as quais sao glicosideos de elevada massa molar,
constituidos por uma aglicona com esqueleto de triterpeno ou esteroide unida
por meio de ligagdes glicosidicas a uma ou mais cadeias de agucar. Dentre
as saponinas, as mais exploradas sdo as saponinas presentes no extrato da
casca de uma arvore nativa no Peru e Chile. Essas saponinas recebem o
nome de “saponina da casca de Quillaja” (QBS). Produtos de QBS sao
aprovados para consumo humano como aditivo alimentar de acordo com
termos e leis de regulamentagdo de alimentos em diversos paises, sendo
utilizados principalmente como agentes emulsificantes e formadores de
espuma. Para essas aplicacbes, QBS € misturada a outros surfactantes ou
polimeros, como as proteinas.

Desta forma, alguns estudos tém se dedicado a avaliagdo das
propriedades interfaciais, emulsificantes e de formagdo de espumas de
misturas de saponina de Quillaja com diferentes proteinas, como lisozima,
caseina e B-lactoglobulina. Contudo, apesar desses estudos e da ja utilizagédo
de saponinas em diversas industrias e produtos comerciais, até o presente
momento pouco se conhece sobre as capacidades emulsificante e
estabilizante de misturas de saponina de Quillaja e B-lactoglobulina em
diferentes condicdes de pH e forga ibnica.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo da mistura de
saponina de Quillaja e B-lactoglobulina na formagao e estabilizagcdo de
emulsdes 6leo em agua em diferentes condi¢des de pH e concentragdo de
NaCl.

Este trabalho é apresentado apresentado em trés capitulos. O Capitulo
1 consiste em uma revisdo bibliografica geral sobre emulsbes e sua
caracterizagdo, as propriedades gerais dos emulsificantes utilizados
(saponina de Quillaja e B-lactoglobulina) e as propriedades emulsificantes de
misturas de proteina e surfactante. Na sequéncia s&o abordados, também na
forma de artigos, os seguintes temas:

Capitulo 2: Propriedades emulsificantes e interfaciais da mistura de

saponina de Quillaja e B-lactoglobulina;



Capitulo 3: Avaliagado e comparagao das propriedades emulsificante e
estabilizante da mistura de saponina de Quillaja e B-lactoglobulina as de seus

componentes puros.



Capitulo 1 — REVISAO DE LITERATURA

1. EMULSOES

Emulsdo é um sistema coloidal termodinamicamente instavel
constituido por duas fases liquidas imisciveis, sendo uma dispersa na outra.
A maior parte das emulsbes contém agua como uma fase e um liquido
organico como a outra fase. Normalmente a fase orgéanica é referida como
Oleo, embora ndo necessariamente seja um 6leo propriamente dito. Emulsdes
nao aquosas também existem, bem como emulsdes contendo duas fases
aquosas (normalmente duas solugdes de polimeros diferentes, como dextrana
e polietileno glicol) (Holmberg et al., 2002).

A substancia ou solugdo que compde as gotas é a fase dispersa,
enquanto aquela que compde o meio (matriz) é a fase continua. As emulsdes
podem ser convenientemente classificadas de acordo com a distribuicdo
relativa das fases aquosa e oleosa. Assim, um sistema o qual consiste de
gotas de dleo dispersas em uma fase aquosa € chamado de emulséo 6leo em
agua (O/A), como por exemplo, leite, maionese, sopas e molhos. Ja um
sistema com gotas de agua dispersas em 6leo é chamado de emulsdo agua
em o6leo (A/O), como margarina e manteiga (McClements, 2004).

O processo de formacdo de emulsdes consiste na mistura dos dois
liquidos imisciveis por meio da homogeneizagao, a qual pode ser dividida em
duas etapas. Uma etapa inicial (homogeneizag&o primaria) na qual ocorre a
producdo da emulsdo diretamente a partir das duas fases, formando assim
uma pré-emulsdo, e uma etapa posterior de homogeneizagao
(homogeneizacdo secundaria) que consiste na reducdo dos tamanhos de
gotas ja existentes na pré-emulsdo. A homogeneizagdo secundaria € muito
importante para definir algumas propriedades fisico-quimicas e sensoriais,
tais como textura, sabor, aparéncia e estabilidade (McClements, 2004).

Com o tempo, as emulsdes tendem a retornar para o estado

termodinamico mais estavel, ocasionando assim uma separacio total de



fases (Myers, 1999). Particularmente para emulsdes O/A existem diversos
mecanismos de desestabilizacdo, sendo o0s principais a cremeacgao
gravitacional, sedimentacéo, floculagao e coalescéncia das gotas (Dickinson,
1995) (Figura 1). Esses mecanismos estdo normalmente correlacionados,

podendo ocorrer consecutivamente ou simultaneamente (Tadros, 2013).
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Figura 1. Mecanismos de desestabilizagado de emulséo. Fonte: adaptada de
Holmberg et al. (2002).

A cremeacéo e a sedimentagao sédo formas de separagao gravitacional
que ocorrem como resultado da diferengca de densidade entre as fases
continua e dispersa. A cremeacao descreve o0 movimento ascendente das
gotas, devido a sua menor densidade em relagédo a fase continua, enquanto
a sedimentacdo descreve o movimento descendente das gotas, devido a
maior densidade da fase dispersa em relagcao a fase continua. A cremeacgao
€ mais comum do que a sedimentagao devido a grande parte das emulsbes
ser do tipo O/A e ao fato da fase organica/oleosa geralmente apresentar
menor densidade que a fase aquosa (Holmberg et al., 2002; McClements,
2004). A cremeacao/sedimentagcdo ocorre sem a perda da identidade
individual das gotas, ocorrendo com o tempo em quase todas as emulsdes
nas quais ha uma diferenca na densidade das fases que as compdem. A
velocidade de cremeacéo/sedimentacdo depende das caracteristicas fisicas



do sistema, como as densidades das fases, o didmetro da gota e,
principalmente, a viscosidade da fase continua (Myers, 1999; McClements,
2004).

A floculagéo e a coalescéncia sdo fenbmenos de agregagao das gotas.
Na floculagdo as gotas encontram-se em uma situagdo energeticamente
estavel na qual estdo proximas uma das outras, mas mantém sua integridade
individual (Holmberg et al., 2002; McClements, 2004). Esse mecanismo ocorre
quando as forgas atrativas de van der Waals excedem as forcas repulsivas do
sistema (Tadros, 2004). A taxa com que a floculagéo se processa depende da
frequéncia de colisbes (total de colisbes por tempo por volume) e da eficiéncia
de colisao (fracdo de colisbes que leva a agregacgao, isso €, probabilidade da
colisao resultar em floculagao) (McClements, 2004).

A floculagdo pode acontecer por meio de dois mecanismos distintos,
conhecidos como floculag&o por pontagem e floculagédo por deplecao (Figura
2). A floculagdo por pontagem € promovida pela adsor¢do simultdnea de
biopolimeros as superficies de gotas adjacentes, formando assim pontes
entre as gotas (McClements, 2004; Bouyer et al., 2012). Esse tipo de
floculagao tende a ocorrer em sistemas nos quais biopolimeros s&o utilizados
como emulsificantes e estdo presentes em quantidade insuficiente para
recobrir completamente a interface das gotas durante a homogeneizagao.
Outra possibilidade para sua ocorréncia € a presencga na fase continua de
polimeros de cargas opostas as gotas (McClements, 2004). Neste caso a
floculagéo tem origem eletrostatica, sendo, portanto, fortemente dependente
do pH, da forca i6nica e das caracteristicas das proteinas adsorvidas e dos
biopolimeros nao adsorvidos (McClements, 2004). De acordo com Schramm
(2006), a presenca de polimeros constituidos por cadeias lineares e de alta
massa molar pode promover a floculagdo por pontagem e a formagéo de
flocos porosos. Um exemplo comum de floculagdo por pontagem é a
aglomeracgao dos glébulos de gordura durante a homogeneizagao do leite, na
qual micelas de caseina sao compartilhadas por globulos de gordura
adjacentes (McClements, 2004; Damodaran et al., 2010).



Zona de deplegdo

>
Figura 2. Representacdo esquematica dos mecanismos de floculagao por
deplecédo (A) e por pontagem (B). Na zona de deplecg&o (A) a concentragao
do polimero é reduzida ou mesmo zero (Vp). Fonte: adaptada de Corredig
(2009) e Bouyer et al. (2012).

A floculagdo por deplegdo ocorre quando a expulsédo (deplecdo) de
particulas coloidais (polimeros ou micelas de surfactantes) ndo adsorvidas do
espagco entre as gotas cria um gradiente de concentragdo, e,
consequentemente, um gradiente de pressao, o qual forgca as gotas a se
aproximarem (McClements, 2004; McClements, 2005). A expulsdo do
biopolimero esta relacionada a entropia conformacional do mesmo, que busca
um estado termodinamicamente mais favoravel (de menor energia livre, maior
entropia) fora do espaco entre as gotas quando este espago € menor do que
o tamanho do biopolimero em seu estado entropicamente mais favoravel
(Damodaran, 2005). Inicialmente o aumento da concentracédo de particulas
coloidais ndo adsorvidas aumenta a taxa de floculagdo devido ao aumento da
atracado entre as gotas (maior eficiéncia de colisdo). No entanto, a partir de
certa concentracdo a taxa de floculagdo normalmente diminui, porque a
viscosidade da fase continua aumenta ao ponto de retardar o movimento das
gotas, diminuindo a frequéncia de colisées (McClements, 2004).

O processo de coalescéncia, por sua vez, diferentemente da
floculagdo, promove a fusdo das gotas agregadas formando assim gotas
maiores (McClements, 2004; Damodaran, 2005; McClements, 2009). Tal
processo ocorre somente quando as gotas encontram-se em estreita
proximidade e a fina pelicula que as separam se rompe. Logo, a tendéncia a
coalescéncia é governada pelas interagdes entre as gotas, principalmente as

forcas de curto alcance, e pela estabilidade da camada interfacial a ruptura.



Assim, se a forga de repulsdo entre as gotas for elevada ou a interface for
altamente resistente a ruptura, as gotas nao coalescerao. Por outro lado, se a
forca de atracao sobressai e a interface nao oferece resisténcia mecanica, a
coalescéncia ocorrera (McClements, 2004); e se de forma extensiva,
eventualmente pode levar ao oiling off (formagao de uma camada de 6leo livre
sobre a emulséo) (Holmberg et al., 2002; McClements, 2004). A coalescéncia
€ o principal mecanismo pelo qual a emulsdo “move-se” em direcao ao seu
estado termodinamicamente mais estavel, pois envolve a reducdo da area
interfacial entre as fases (McClements, 2004).

Cremeacao, floculagado e sedimentacao sdo fenbmenos reversiveis, o
que significa que o estado inicial da emulsdo pode ser recuperado pela
aplicacdo de elevado cisalhamento (Myers, 1999; Holmberg et al., 2002;
McClements, 2004). Ja a coalescéncia é um processo irreversivel
(Damodaran, 2005; McClements, 2004). A taxa com que ocorre e 0S
mecanismos fisicos pelos quais se processa sao altamente dependentes da
natureza do emulsificante utilizado para estabilizar o sistema. Em geral a
susceptibilidade das gotas a coalescéncia € determinada por diferentes
fatores, como a natureza das forgas que atuam entre essas e a resisténcia da
pelicula interfacial a ruptura (McClements, 2004).

Outro mecanismo de desestabilizacdo € o amadurecimento de
Ostwald. Assim como a coalescéncia, 0 amadurecimento de Ostwald € um
mecanismo irreversivel (McClements, 2004). Neste mecanismo, gotas
pequenas, as quais tém uma grande relacdo de area por volume, perdem
matéria e desaparecem, enquanto gotas maiores crescem em tamanho. Esse
processo € proporcionado pela difusdo de moléculas de uma gota (menor)
para outra (maior) através da fase continua (Holmberg et al., 2002;
McClements, 2004). Esse processo ocorre porque a solubilidade do material
dentro da gota aumenta com a diminuicdo do tamanho da mesma
(McClements, 2004; Tadros, 2013). O aumento da solubilidade com a redugéo
do didmetro da gota indica que ha uma maior concentragao de soluto em torno
das gotas menores do que ao redor das gotas maiores. Consequentemente,
as moléculas de soluto movem-se das gotas menores para as maiores devido
a esse gradiente de concentragdo (McClements, 2004; McClements, 2009).

No caso de emulsdes do tipo O/A, a velocidade do amadurecimento de
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Ostwald depende da solubilidade do éleo na agua (Holmberg et al., 2002). Na
pratica esse mecanismo de desestabilizagdo geralmente ndo é uma
preocupacao para emulsdes constituidas por 6leos com baixa solubilidade em
agua, como triglicerideos de cadeias longas, mas € preocupante para
emulsdes constituidas por oleos essenciais e triglicerideos de cadeia curta
(McClements, 2004).

A desestabilizacdo das emulsbes € inevitavel, uma vez que estes
sistemas estdo fora do equilibrio termodindmico. No entanto, existe uma
disting&o entre estabilidade termodinamica e estabilidade cinética (Dickinson,
1992). A primeira indica se um processo podera ocorrer ou ndo, enquanto a
segunda informa a taxa na qual o processo ocorrera. Embora as emulsdes
sejam termodinamicamente instaveis, € possivel controlar sua
desestabilizagdo cinética pelo uso de emulsificantes e assim produzir
emulsdes com maior vida util, uma vez que a estabilidade € um dos fatores
determinantes da vida util de produtos emulsionados (McClements, 2004). Os
emulsificantes sdo moléculas anfifilicas que promovem a formacgao da
emulsao e estabilizagao por acao interfacial. Por serem constituidas por um
dominio hidrofébico e outro hidrofilico, suas moléculas adsorvem rapidamente
na interface 6leo-agua durante a homogeneizagdo, reduzindo a tenséao
interfacial e prevenindo a agregacgao das gotas (floculagao e/ou coalescéncia)
(McClements, 2004). Assim, tem-se a formacdo de gotas de tamanhos
menores e, consequentemente, a area interfacial total € aumentada (Friberg
et al., 2003).

Os emulsificantes podem ser divididos em dois grandes grupos: os
emulsificantes de baixa massa molar (monoglicerideos, polissorbatos, lecitina,
entre outros) e os de alta massa molar, como as proteinas (principalmente as
do leite e do ovo), que possuem forte tendéncia a adsorg¢ao na interface 6leo-
agua. Apesar das proteinas serem menos efetivas na diminuicao da tensao
interfacial do que os surfactantes, elas podem produzir emulsdes
cineticamente estaveis (Bouyer et al., 2011) ao promoverem repulsao
eletrostatica e/ou estérica entre as gotas dispersas quando adsorvidas as
suas interfaces, ao modificarem a viscosidade da fase continua quando nao
adsorvidas, e ao formarem interfaces viscoelasticas quando adsorvidas
(Dickinson, 1999; McClements, 2004; Bouyer et al., 2012; Lam e Nickerson,
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2013). Os emulsificantes de baixa massa molar sdo bastante utilizados na
elaboracao de emulsdes devido a sua rapida adsorcao na interface e eficiente
reducao da tenséao interfacial, o que facilita a deformacao e a ruptura das gotas
durante a homogeneizagdo (McClements, 2004). No entanto, alguns desses
emulsificantes podem causar maleficios a saude dos consumidores, podendo
ser utilizados apenas em niveis limitados ou até mesmo terem seu uso
restringido em alimentos. Além disso, ha um crescente interesse e demanda
por parte dos consumidores e, consequentemente, das industrias de
alimentos por produtos mais saudaveis e ambientalmente corretos, o que tem
voltado o interesse para a utilizagcdo de alternativas de origem bioldgica
(Kitamoto et al., 2002; Wojciechowski et al., 2011). Diante deste contexto,
proteinas e biossurfactantes surgem como alternativas promissoras para a
estabilizacdo cinética de emulsdes.

A seguir serdo descritas brevemente as caracteristicas da f-
lactoglobulina e da saponina de Quillaja, uma proteina e um biossurfactante

que tém sido utilizados com sucesso na estabilizacido de emulsdes O/A.

2. B-LACTOGLOBULINA

A B-lactoglobulina (B-lg) é encontrada naturalmente no soro de leite e
pertence a familia das Lipocalinas (proteinas com fungao de transporte), cuja
principal caracteristica € sua habilidade de se ligar a pequenas moléculas
lipofilicas em sua cavidade central hidrofébica para minimizar o contato
dessas moléculas com o solvente polar (Flower, 1996). Sendo assim, a p-Ig é
conhecida por sua capacidade de se ligar a varias moléculas hidrofébicas,
incluindo retinol, acidos graxos, vitaminas lipossoluveis e colesterol (Flower et
al., 2000; Sawyer e Kontopidis, 2000; Kontopidis et al., 2002). No entanto, em
sua superficie existem cadeias laterais de anomiacidos polares que
possibilitam a interagao da proteina com macromoléculas hidrofilicas (Flower,
1996), o que faz com que a B-Ig possa se ligar tanto a moléculas hidrofébicas

quanto a moléculas hidrofilicas.
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Foi sugerido que uma das fungdes da [3-Ig é se ligar a moléculas nao
polares para protegé-las e transporta-las através do ambiente acido do
estdmago para o ambiente basico do intestino (Pérez e Calvo, 1995).

A B-lg é a principal proteina do soro de leite, representando cerca de
45 a 57 % em massa do total das proteinas do soro e até 12 % em massa das
proteinas presentes no leite. Por ser a maior fragdo proteica do soro, suas
caracteristicas tendem a dominar as propriedades dos produtos elaborados
com soro de leite. A B-Ig tem sido estudada extensivamente e € muito bem
caracterizada. Essa proteina possui massa molar de 18.283 g mol! e ponto
isoelétrico em pH = 5,2 (Cheftel et al., 1985). Sua estrutura primaria consiste
de 162 residuos de aminoacidos, principalmente os sulfurados, o que confere
a ela um elevado valor bioldégico devido ao alto teor de aminoacidos
essenciais. Sua conformagdo globular é consequéncia da distribuigao
uniforme de residuos nao polar, polar e iénico, o que torna possivel o arranjo
dos residuos hidrofébicos no interior da proteina (Cheftel et al., 1985). Sua
estrutura secundaria € composta por 15 % de a-hélice, 50 % de folhas
antiparalelas, 20 % de estruturas em curvas (reverse turns) e 15 % de
estruturas casualizadas (Figura 3) (Vetri e Militello, 2005). Essa estrutura
ocorre na forma de 8 folhas 3, as quais se arranjam formando um barril capaz
de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no seu interior (Wong et al., 1996;
Brownlow et al., 1997). As liga¢des dissulfidicas, junto com as ligacbes de
hidrogénio, estabilizam a estrutura terciaria da proteina (Bryant e
McClements, 1998) e, em condigbes experimentais apropriadas, dirigem seu

processo de agregacao (Vetri e Militello, 2005).
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Figura 3. Representacado esquematica da estrutura terciaria de B-Lg. Fonte:
Brownlow et al. (1997).

A B-Ig contém duas ligagdes dissulfidicas e um grupo tiol livre muito
reativo que possibilita um intercambio entre as ligagdes dissulfidicas durante
mudancas conformacionais associadas ao tratamento térmico e a alteracdes
de pH (Bottomley et al., 1990). Em seu complexo globular proteico, a parte
hidrofébica da cadeia de aminoacidos fica voltada para o interior, enquanto a
parte polar fica exposta para o exterior. Quando aquecidas, tem-se a abertura
parcial do complexo globular, expondo os aminoacidos hidrofobicos
localizados no interior e levando, entdo, a agregacgao parcial ou completa da
proteina desnaturada (Eleya e Turgeon, 2000). Segundo De Wit e
colaboradores (2009), o desdobramento parcial da 3-Ig em “glébulo fundido”
(molten globule) e modificacdes irreversiveis dos mondémeros, induzidas por
exposi¢cao dos grupos tidis, sdo observadas entre 60 e 70 °C. Entre 65 e 75
°C ha a formacédo de pequenos oligbmeros, os quais sdo ampliados por
associagdes nao covalentes (hidrofébicas e induzidas pelo sal), as quais
ocorrem predominantemente entre 75 e 85 °C (De Wit et al., 2009).

A B-lg apresenta diversas propriedades funcionais tecnolégicas, como
elevada solubilidade, propriedades emulsificantes e de formacéo de espuma,
as quais sao de grande interesse para a industria de alimentos (De Wit et al.,
2009). Por causa dessas propriedades, a 3-Ig é foco de muitos estudos, sendo
uma das proteinas que mais vem sendo pesquisada por sua capacidade
emulsificante (Bejrapha et al., 2011). Segundo Elias e colaboradores (2006),

a B-lg apresenta atividade emulsificante satisfatoria na faixa de pH alcalino,
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com perda desta habilidade na faixa de pH acido, reflexo da reduzida
adsorcao da proteina na interface devido a perda de flexibilidade da molécula,
resultado de interagdes intermoleculares e enovelamento, causando elevada
agregacao da proteina. Diversos estudos encontrados na literatura tém
demonstrado com sucesso a utilizagdo de B-lg na formacgao e estabilizagao de
emulsdées O/A (Tcholakova et al., 2006; Bouyer et al., 2011; Schmelz et al.,
2011; Bouyer et al., 2013).

3. BIOSSURFACTANTES

Os biossurfactantes foram descobertos no inicio da década de 60 como
compostos extracelulares anfifilicos em pesquisas de fermentacdes de
hidrocarbonetos (Kitamoto et al., 2002; Matsuura, 2004).

Inicialmente, os biossurfactantes atrairam atencdo como agentes de
dissolucéo de hidrocarbonetos, mas o interesse por essas biomoléculas tem
crescido consideravelmente nas ultimas cinco décadas como alternativa aos
surfactantes sintéticos, especialmente nas industrias de alimentos,
farmacéutica e de petréleo (Nitschke e Costa, 2007; Kralova e Sjoblom, 2009),
uma vez que grande parte dos surfactantes sintéticos € biorecalcitrante (n&o
degradados por sistemas bioldgicos convencionais) (Tan, 2009). Além da alta
biodegradabilidade e seguranga, propriedades Uunicas como atividades
biolégicas (agdo antimicrobiana e antitumoral) colaboram para a maior
atencao dada aos biossurfactantes (Kitamoto et al., 2002).

Os biossurfactantes sao classificados de acordo com sua composicao
quimica e sua origem (Matsuura, 2004; Nitschke e COSTA, 2007; Kralova e
Sjoblom, 2009) e estao presentes nos diferentes reinos, sendo que no vegetal
desempenham um papel importante em diversas funcbes Vvitais
(Wojciechowskl et al., 2011). Esses surfactantes também sao intensivamente
produzidos por micro-organismos durante seu metabolismo, sendo as
bactérias as principais produtoras (Kitamoto et al., 2002; Nitschke, 2004).
Quanto a composigao, a maioria dos biossurfactantes € neutro ou anibnico.

Sua porg¢ao apolar é frequentemente uma cadeia de hidrocarboneto que pode
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ser saturada, insaturada, hidroxilada ou ramificada, enquanto a por¢ao polar
pode ser um carboidrato, aminoacido, fosfato ou peptideos ciclicos, podendo
ser i6nica (anidnica ou catibnica), ndo i6nica ou anfotérica (Nitschke e
Pastore, 2002; Kralova e Sjoblom, 2009). Alguns pesquisadores sugerem que
os biossurfactantes sejam divididos em dois grupos: moléculas de pequena
massa molar, as quais eficientemente reduzem as tensdes interfacial e
superficial, e moléculas de elevada massa molar, as quais sao mais efetivas
como agentes estabilizantes de emulsbes. As principais classes de
surfactantes de pequena massa molar incluem glicolipideos, lipopeptideos e
fosfolipideos, enquanto surfactantes de massa molar elevada incluem
surfactantes particulados, os quais compreendem células e vesiculas
extracelulares, e surfactantes poliméricos, constituidos por polissacarideos,
proteinas, lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas desses
biopolimeros (Ron e Rosenberg, 2001; Matsuura, 2004; Nitschke e Costa,
2007; Kralova e Sjéblom, 2009).

Apesar da diversidade de composi¢cao quimica e propriedades, os
biossurfactantes compartilham algumas caracteristicas comuns quanto a:

% tolerancia a grandes faixas de temperatura, pH e forga idnica:
alguns biossurfactantes apresentam elevada estabilidade, podendo
assim ser utilizados em ambientes com condigdes mais drasticas
(Nitschke e Pastore, 2002). Biossurfactantes toleram concentragdes
de até 10 % de NaCl, enquanto surfactantes convencionais sao
inativados a 2-3 % de NaCl (Bognolo, 1999).

+» baixa toxicidade: sua baixa toxicidade possibilita seu uso em
cosméticos, produtos farmacéuticos e alimentos (Nitschke e
Pastore, 2002).

Além dessas caracteristicas, os biossurfactantes apresentam ainda as
vantagens de poderem ser obtidos a partir de matérias-primas naturais de
fontes renovaveis, e possuirem grande diversidade quimica (Carli, 2006). A
composi¢cao, bem como as propriedades fisicas dos biossurfactantes, pode
ser modificada por meio de manipulag¢des genéticas, bioldgicas ou quimicas,
de modo a permitir o desenvolvimento de produtos que atendam a

necessidades especificas (Nitschke, 2004; Okoliegbe e Agarry, 2012).
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3.1. SAPONINA

Saponinas sdo um grupo grande e estruturalmente diversificado de
produtos naturais bioativos encontrados em cerca de 500 variedades de
plantas e em algumas espécies de animais marinhos, como estrela do mar e
pepino marinho (Osbourn et al., 2011; Wojciechowski et al., 2014). Seu nome
deriva do latim sapo, que quer dizer sabdo, devido a suas propriedades
surfactantes e por formarem espuma quando agitadas em solugdo aquosa
(Osbourn et al., 2011; Wojciechowski et al., 2011; Wojciechowski et al., 2014).

Saponinas s&o glicosideos de elevada massa molar, estruturalmente
constituidos por uma aglicona com esqueleto de triterpeno ou esteroide, a
qual esta unida por meio de ligagdes glicosidicas a uma ou mais cadeias de
agucar que podem ser lineares ou ramificadas (Figura 4) (Stanimirova et al.,
2011; Wojciechowski et al., 2011; Golemanov et al., 2012; Wojciechowskl et
al., 2014). Sado moléculas anfifilicas, ja que possuem regides hidrofilica
(agucares) e lipofilica (aglicona).

As saponinas s&o geralmente classificadas com base (i) no tipo do
grupo hidrofébico (triterpendide, esterdide ou esteroide alcaldide) e (ii) no
numero de cadeias de agucar ligadas ao grupo hidrofébico. As saponinas mais
comuns tém duas cadeias de agucar (bidesmosidicas), mas algumas tém uma
(monodesmosidicas) e, em casos raros, trés cadeias de acgucar

(tridesmosidicas) (Golemanov et al., 2012).
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Figura 4. Estrutura da saponina de Quillaja, principal componente
tensoativo presente no extrato da casca de Quillaja saponaria. Fonte:
adaptada de Yang et al. (2013).

As saponinas apresentam uma ampla gama de atividade biologica,
dada sua diversidade estrutural (Osbourn et al., 2011; Stanimirova et al., 2011;
Golemanov et al., 2012), o que faz delas alvos de especial interesse para o
desenvolvimento de novos compostos com aplicagdes industrial, agricola e
farmacéutica (Osbourn et al., 2011). Muitas das moléculas de saponinas tém
atividade antimicrobiana, anti-herbivoro e/ou atividade citotoxica, e seu papel
na natureza esta relacionado a defesa contra patdégenos, pragas e
predadores. As saponinas podem afetar a palatabilidade de culturas de
plantas para os animais, incluindo os seres humanos. Elas tém sido
relacionadas a sabores indesejaveis em ervilha e a sabor amargo em alfafa e
soja (Osbourn et al., 2011). Apesar de serem altamente toxicas para animais
de sangue quente, as saponinas apresentam baixa toxicidade para mamiferos
(Wojciechowski et al., 2014).

Dentre as diversas possiveis fontes de saponinas para uso industrial, a
arvore Quillaja saponaria Molina (nativas no Chile e Peru), cultivadas em
regides de clima quente, principalmente na América do Sul, parece ser a fonte

mais promissora € mais explorada para obtencdo de saponinas
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(Wojciechowski et al., 2014). Uma analise empregando espectrometria de
massa identificou pelo menos 60 tipos diferentes de saponinas presentes em
sua casca (Nord e Kenne, 1999). As saponinas presentes no extrato da casca
de Q. saponaria Molina sdo principalmente do tipo triterpénica com duas
cadeias de agucar contendo glicose, galactose, xilose, raminose, arabinose e
acido glucorénico (Kezwon e Wojciechowski, 2014). Essas saponinas
recebem o nome geral “saponina da casca de Quillaja” (QBS) (Golemanov et
al., 2012; Yang et al., 2013; Yang e McClements, 2013; Wojciechowski et al.,
2014). No entanto, deve-se ressaltar que os produtos baseados em QBS
disponiveis comercialmente variam muito em fungdo da sua origem e do
processo de extragdo. Logo, suas propriedades de superficie também
apresentam grandes variagbes (Wojciechowski et al., 2014). Apesar dessa
variabilidade e da falta de definigdo clara, QBS é um ingrediente aprovado
para uso em alimentos e bebidas como agente saborizante pelo FDA (Food
and Drugs Administration — regulamento 21 CFR 172.510) e FEMA (Flavour
and Extract Manifacturer’s Association) com status GRAS (Generally
Recognized As Safe — FEMA numero 2973). Na Unido Europeia, é um
ingrediente aprovado (E999) para uso em bebidas nao alcéolicas e cidras,
enquanto no Japao, o extrato de Quillaja € permitido para consumo humano
como agente emulsificante e espumante e para uso em cosmeéticos
(Wojciechowski et al., 2011; Wojciechowski et al., 2014).

Na industria de alimentos, saponinas sao utilizadas como (i)
conservantes, (ii) modificadores de sabor (conferem dogura e amargor)
(Oakenfull, 1981; Heng et al., 2006), (iii) principais ingredientes de tecnologias
para a diminuigdo do nivel de colesterol em alimentos (como gorduras, leite e
manteiga) (Micich et al., 1992; Guglu-Ustindag e Mazza, 2007), (iv) agentes
espumante e emulsificante em cervejas e refrigerantes (Oakenfull, 1981;
Guclu-Ustundag e Mazza, 2007), (v) agentes solubilizantes de vitaminas
(Jenkins e Atwal, 1994) e minerais (Southon et al, 1988) em aditivos
alimentares. Na industria de cosméticos, saponinas tém sido utilizadas como
estabilizantes de emulsbes, reforcadores de espuma em xampus e
condicionadores, e como tensoativos em produtos de antienvelhecimento

(Olmstead, 2002; Yoo et al., 2003). Na area médica, tém sido empregadas
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como adjuvantes em vacinas (Bomford et al., 1992) e como agentes
antitumoral e antimicrobiano (Guglu-ustindag e Mazza, 2007).

Extratos de Quillaja atualmente encontram aplicagdes em escala
comercial principalmente como agentes emulsificantes e formadores de
espuma na industria de alimentos e de cosméticos. Para essas aplicagdes,
formulagbes de QBS sdo misturadas a outros surfactantes, sintéticos ou
naturais, e polimeros. No caso de aplicagbes ligadas a alimentagéo, essas
misturas muitas vezes incluem proteinas do ovo e do leite, como a lisozima, a
B-caseina e a B-lactoglobulina (Kezwon e Wojciechowski, 2014). Desta forma,
diversos trabalhos recentes tém se dedicado as misturas de QBS com essas
proteinas (Wojciechowski et al., 2011; Piotrowski et al., 2012; Kezwon e
Wojciechowski, 2014; Wojciechowski et al., 2014).

4. PROPRIEDADES DE SUPERFICIE DE MISTURAS DE SAPONINA

E PROTEINAS

Nos ultimos anos, alguns trabalhos a respeito das propriedades de
superficie de misturas de saponinas da casca de Quillaja com algumas
proteinas tem sido reportados na literatura.

Wojciechowski e colaboradores (2011) avaliaram a adsorgdo de
saponina da casca de Quillaja e de suas misturas com lisozima da clara de
ovo em interface ar-agua. Os autores verificaram que em concentragdes
maiores de saponina (razdo saponina/lisozima maior do que 10), a interface
foi dominada pelo surfactante, o qual deslocou a lisozima e o complexo
lisozima-saponina da superficie. No entanto, em baixas concentracdes de
saponina (raz&o saponinal/lisozima menor do que 4), Wojciechowski e
colaboradores (2011) observaram um efeito sinergistico na adsor¢céo de
saponina devido a formacao do complexo saponina-lisozima, o qual aumentou
a atividade de superficie. Esse efeito sinergistico na cinética de adsorgéo da
mistura foi também verificado em testes de formagao de espuma.

Piotrowski e colaboradores (2012) estudaram as propriedades
interfaciais e emulsificantes de misturas de saponina de Quillaja e
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B-lactoglobulina (B-lg), proteina globular correspondente a principal fragéo
proteica do soro de leite, sob diferentes razbes de mistura. Efeito sinergistico,
devido a formacao do complexo proteina-surfactante, foi observado para a
cinética de adsorgao do surfactante em interface agua-6leo quando a razao
de mistura surfactante/proteina foi baixa, sendo o efeito menos pronunciado
na formacéao/estabilidade das emulsdes (Piotrowski et al., 2012).

Em um estudo mais recente, Kezwon e Wojciechowski (2014)
compararam as propriedades de superficie e 0 comportamento de agregagao
de saponinas da casca de Quillaja de dois fabricantes, e o efeito das proteinas
alimenticias lisozima, B-lactoglobulina e B-caseina sobre a tensao superficial
dessas saponinas. Ainda que de mesma origem, as saponinas apresentaram
caracteristica significativamente distintas, tanto quando isoladas, como em
misturas com as proteinas avaliadas. A tensao superficial de equilibrio das
misturas dependeu, portanto, ndo somente da proteina, como também da
saponina utilizada (Kezwon e Wojciechowski, 2014). Os autores verificaram
que, em geral, as misturas de saponina com menor carater ibnico e menor
concentragdo micelar critica apresentaram efeito sinergistico menos
pronunciado.

Outro estudo publicado recentemente por Wojciechowski e
colaboradores (2014) avaliou o efeito da B-caseina sobre a atividade de
superficie de saponina da casca de Quillaja em diferentes interfaces liquido-
liquido (ar-agua, azeite de oliva-agua e tetradecano-agua). Esses autores
verificaram, por meio de medidas de tensao interfacial, que a atividade de
superficie do complexo B-caseina-saponina varia com a estequimetria da
mistura. Assim como em estudos com outras proteinas (Wojciechowski et al.,
2011; Piotrowski et al., 2012), efeito sinergistico foi observado nas tensdes
interfaciais das misturas quando a raz&o saponina/B-caseina foi baixa (menor
do que 1,5) (Wojciechowski et al., 2014). Os autores reportaram também que
a qualidade da emulsdao e da espuma formadas com misturas nessa
proporcdo parece ter aumentado. Por outro lado, misturas com maior
concentragdo de saponina resultaram na diminuicdo da atividade de
superficie, o que refletiu na reducéo das capacidades de formacgao de espuma

e de emulsdes monodispersas.
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Em geral, os estudos sobre as propriedades de superficies e
emulsificantes das misturas de saponinas e proteinas tém sido realizados com
concentracdes de proteina e 6leo muito baixas, as quais ndo correspondem a

situagdes reais encontradas em alimentos.

5. CARACTERIZAGAO DAS EMULSOES

Nos ultimos anos muitas técnicas analiticas, novas e melhoradas,
tornaram-se disponiveis para avaliagao das propriedades fisico-quimicas das
emulsdes (McClements, 2004). Diferentes técnicas tém sido utilizadas para
caracterizar tais sistemas, uma vez que nenhuma técnica sozinha fornece
uma caracterizacdo completa. Dentre as principais propriedades avaliadas em
emulsdes, destacam-se o potencial {, a distribuicdo de tamanho de gota e a
reologia das emulsoes.

As gotas em emulsdes alimenticias apresentam carga elétrica devido a
adsorcdo de moléculas ionizadas ou ionizaveis, como proteinas, alguns
polissacarideos, surfactantes ibnicos e alguns ions. Sua caracteristica elétrica
depende do tipo e concentragdo das espécies adsorvidas, bem como das
propriedades fisicas e da composicao idnica da fase continua. Normalmente
as propriedades elétricas das gotas sdo caracterizadas em termos de seu
potencial ¢ (McClements, 2004).

O potencial ¢ corresponde a medida do potencial elétrico no plano de
cisalhamento da particula, o qual é definido como o plano que separa as
moléculas carregadas que se movem junto a particula daquelas que n&o se
movem com essa (Karlsson e Bschade, 2005). O potencial ¢ é fungédo do pH
e da forca ibnica do meio. Sua magnitude depende da carga superficial da
particula e da natureza e composi¢gao do meio que a circunda (McClements,
2004).

O potencial { ndo pode ser medido diretamente, portanto, utiliza-se
algum método indireto a partir do qual esse possa ser calculado. O método
mais utilizado para mensura-lo é pela determinacdo da mobilidade
eletroforética (Lieberman et al., 1988; Roland et al., 2003), que se baseia no

principio de que particulas com carga elétrica liquida suspensas em um
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liquido migram sob influéncia de um campo elétrico em dire¢ao ao eletrodo de
carga oposta tdo mais rapidamente quanto maiores forem sua carga elétrica
e 0 campo elétrico aplicado. A partir dessa velocidade determina-se a
mobilidade eletroforética, relacdo entre a velocidade da particula e o campo
elétrico aplicado, a qual é entdo convertida em potencial ¢ a partir da equagao

de Henry (Equacao 1) (Kwaambwa e Rennie, 2012; Malvern Zetasizer, 2014)

3nu

= 2ef (kR

(Eq. 1)

onde ¢ é a constante dielétrica do meio (adimensional), n é a viscosidade do
solvente (Pa s™), f(kRy) é afungdo de Henry (adimensional), v € a mobilidade
eletroforética (V Pa' s), k' é o comprimento de Debye (medida da
espessura da dupla camada ibénica em volta da particula) (nm) e Ry é o raio
da particula (nm). Dois valores sao geralmente utilizados como aproximagao
para determinacdo da fungdo de Henry: 1,5 ou 1,0 (Kwaambwa e Rennie,
2012). Quando a determinagédo de { é realizada em meio aquoso e com
concentragdo de eletrdlito moderada, f(kRy) € 1,5 e referida como
aproximagdo de Smoluchowski (Kwaambwa e Rennie, 2012; Malvern
Zetasizer, 2014). Essa aproximacao € utilizada para particulas coloidais
“‘grandes”, cujo raio € muito maior que o comprimento de Debye (isso €,
kRy > 100) e a superficie da particula pode ser assumida como sendo plana
em relagdo a espessura da dupla camada (Pashley e Karaman, 2004).

Nos equipamentos comerciais, a velocidade da particula é
frequentemente determinada automaticamente utilizando-se técnicas
sofisticadas de espalhamento de luz (McClements, 2004). As tecnologias
atuais utilizam a medida da velocidade de /aser Doppler. Nesta técnica, feixes
de laser cruzam-se em uma posicao especifica da amostra de modo a formar
um padrao de interferéncia constituido por regides de alta e baixa intensidade
de luz. As particulas carregadas movem-se sob aplicagdo de um campo
elétrico através desse padrao de interferéncia, espalhando luz quando nas
regides brilhantes, mas ndo nas escuras. Quanto mais rapido a particula
move-se nesse padrao de interferéncia, maior a frequéncia de flutuacido da

intensidade da luz espalhada. Pela medida e analise dessa frequéncia de
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flutuagbes € possivel calcular a velocidade da particula (McClements, 2004,
Malvern, 2007).

A analise do potencial { € extremamente importante e util, pois pode
ser utilizada para otimizar formulacdes e predizer a estabilidade de emulsdes,
uma vez que reflete a carga efetiva sobre a particula (Karlsson e Bschade,
2005; Malvern, 2007). Sua magnitude pode ser relacionada a estabilidade das
emulsdes: emulsdes com altos valores, positivo ou negativo, de potencial
tendem a ser estaveis, enquanto aquelas com baixo potencial ¢ tendem a
flocular ou coalescer (Karlsson e Bschade, 2005; Kulkarni, 2009), pois a forca
de repulsdo eletrostatica ndo é suficiente para prevenir a aproximacao das
gotas, possivelmente resultando em baixa estabilidade fisica. Sugere-se que
em sistemas nos quais os valores de potencial ¢ sdo superiores a 30 mV, em
maodulo, a forga repulsiva da dupla camada é maior do que a forga atrativa de
van der Waals (Lieberman et al., 1988; Roland et al., 2003; Malvern Zetasizer,
2014) e os sistemas sao normalmente considerados estaveis (Malvern, 2007;
Malvern Zetasizer, 2014). No entanto, essa regra ndo pode ser aplicada
irrestritamente, pois outros fatores também influenciam a estabilidade das
emulsdes, de modo que uma emulsdo composta por gotas com pequeno
potencial ¢ pode ser mais estavel do que outra de maior potencial .

Por refletir o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado
por alteracbes na interface, suas medidas podem ser uteis ao fornecer
informacgdes a respeito da dissociagao de grupos funcionais na superficie da
particula ou da adsorgéao de espécies carregadas. O potencial { pode ser util
também para o entendimento e determinacdo da natureza das interacbes
entre particulas, auxiliando na determinagao do mecanismo de estabilidade e,
portanto, no desenvolvimento de produtos emulsionados com maior
qualidade.

Outra avaliagao importante para a caracterizagao das emulsdes € a
determinacao do tamanho da gota, pois sua dimenséo exerce forte impacto
em sua estabilidade ao influenciar os mecanismos de desestabilizacido
(separacédo gravitacional, floculagdo, coalescéncia e amadurecimento de
Ostwald). O tamanho da gota interfere também nas propriedades Opticas

(como cor e transparéncia), reoldgicas (como na viscosidade) e sensoriais
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(como na liberagdo de aroma e na sensacgao bucal) das emulsdes (Farinato e
Rowell, 1983; McClements, 2004).

A probabilidade da ocorréncia de fenbmenos de cremeacdo e
coalescéncia é determinada pelo tamanho das gotas da emulséo, assim como
a velocidade de cremeacdo. A estabilidade da emulsdo a separacao
gravitacional aumenta bastante com a redug¢do do tamanho das gotas, ja que
a velocidade de cremeacéao é proporcional ao raio da gota ao quadrado. No
entanto, diminuir o tamanho da gota aumenta sua area superficial, que por
sua vez pode levar a floculagédo se a concentracdo de emulsificantes nao for
suficiente (McClements, 2004). O tamanho das gotas depende de varios
fatores, como a tensao interfacial, o grau de cisalhamento, a natureza do
emulsificante, além das propriedades da fase continua e dispersa.

Emulsées alimenticias normalmente apresentam uma variedade de
tamanho de gotas, sendo definidas como emulsdes polidispersas. Conhecer
a distribuicdo de tamanho de gotas de uma emulséo € importante, pois permite
a avaliacdo da eficiéncia da homogeneizagdo e o monitoramento de
mudangas na distribuicdo de tamanho de gotas ao longo do tempo, o que
permite a determinagdo do mecanismo de desestabilizagdo envolvido. Desta
forma, medidas de distribuicao de tamanho devem fazer parte das operacoes
de controle de qualidade de produtos emulsionados (Sjoblom, 2010).

Logo, é extremamente importante medir e especificar de forma
confiavel e precisa o tamanho das gotas presentes na emulsao (Farinato e
Rowell, 1983; McClements, 2004). Diversas técnicas podem ser aplicadas
para a determinacdo do tamanho de particula. Uma delas é o espalhamento
dinédmico de luz (DLS, Dynamic Light Scattering), também conhecido como
espectroscopia de correlagdo de fotons (McClements, 2004). Essa técnica
baseia-se na medida do coeficiente de difusdo translacional das gotas
determinado pela analise da interagcdo entre o feixe de /laser e a emulsao
(Horne, 1995; Karlsson e Bschade, 2005; Brar e Verma, 2011). A natureza do
padrao de espalhamento de luz resultante dessa interacdo depende da
posicao relativa das particulas (Horne, 1995). Como as particulas encontram-
se em constante movimento browniano, a luz espalhada por essas sofre
interferéncias de fases destrutiva e construtiva, causando assim flutuacédo da

intensidade da luz espalhada (Karlsson e Bschade, 2005). A frequéncia dessa
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flutuacdo depende da velocidade com a qual a particula se move, e,
consequentemente, do seu tamanho (Horne, 1995). Quanto menor a particula,
maior a frequéncia de flutuagdo da intensidade da luz espalhada, pois as
particulas movem-se mais rapidamente. Logo, existe uma relagdo entre a
frequéncia de flutuagdo da intensidade da luz espalhada e o coeficiente de
difusdo das particulas (Cardoso, 2001).

As flutuacbes da intensidade da luz espalhada sdo medidas pela
funcdo de autocorrelacdo, que se relaciona ao coeficiente de difusdo
translacional. A partir do coeficiente de difusdo, o raio hidrodinamico da
particula é determinado segundo a equacéo de Stokes-Eintein (Equagéo 2)
(Karlsson e Bschade, 2005; McClements, 2004; Brar e Verma, 2011):

kT
"= 6mnD

(Eq. 2)

onde r é o raio da particula esférica (m), k € a constante de Boltzmann (1,381
x 102 m? kg s? K'), T é a temperatura absoluta (K), n é a viscosidade do
meio (Pa s) e D é o coeficiente de difusdo (m? s™).

O conhecimento das propriedades reoldgicas das emulsdes também é
de suma importancia para a caracterizacdo das emulsdes. Consideracoes
praticas surgem do fato de que a vida util de produtos emulsionados depende
de suas caracteristicas reologicas. Além disso, dados reoldgicos sdo uteis em
(i) calculos de processos envolvendo tubulagdes, agitadores, bombas,
trocadores de calor e homogeneizadores; (ii) determinar a funcdo de
ingredientes no desenvolvimento de produtos; (iii) controlar a qualidade do
produto final e intermediario, etc (Steffe, 1996).

Medidas reoldgicas sao frequentemente utilizadas para a obtengéo de
informagdes fundamentais sobre a organizagao estrutural e interagbes entre
os componentes da emulsao (McClements, 2004; McClements e Weiss,
2005). Muitos atributos sensoriais dos alimentos a base de emulsédo estao
diretamente relacionados as propriedades reoldgicas (como por exemplo,
cremosidade, espalhabilidade, fluidez, dureza, dentre outros) (McClements,
2004), o que possibilita o desenvolvimento de metodologias que permitem a
correlagao entre o perfil reolégico de um determinado produto emulsionado

com sua avaliagao sensorial.
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As propriedades reoldgicas das emulsdes dependem de alguns fatores
como fragdo volumétrica da fase dispersa, tamanho de gota e sua carga,
comportamento reolégico das fases, interagdes entre as gotas e adigéo de
modificadores reoldgicos como espessantes (Barnes, 1994; Tadros, 1994,
McClements, 2004).

A determinagcdo das propriedades reoldgicas consiste em obter a
relagdo entre a forga aplicada, tensdo de cisalhamento, e sua resposta, a
deformagdo. A avaliagéo reoldégica das emulsdes pode ser realizada a partir
de testes de cisalhamento estacionario, transientes e oscilatorios. Testes de
cisalhamento estacionario sao realizados para avaliar a curva de escoamento,
enquanto testes transientes e oscilatorios estudam as propriedades
viscoelasticas da amostra (Schramm, 2000).

A partir do teste de cisalhamento, os fluidos podem ser classificados
como newtonianos e nao newtonianos. Os newtonianos sdo aqueles em que
a viscosidade independe da taxa de cisalhamento em uma dada temperatura,
ou seja, apresentam viscosidade constante (viscosidade newtoniana)
(Schramm, 2000). Todos os outros fluidos que n&do apresentam esse
comportamento sdo chamados de fluidos ndo newtonianos. Esses podem
ainda ser divididos em pseudoplastico (quando a viscosidade diminui com o
aumento da taxa de cisalhamento) e dilatantes (quando a viscosidade
aumenta com o aumento na taxa de cisalhamento) (Steffe, 1996).

A maioria das emulsbdes apresenta comportamento pseudoplastico.
Quando em repouso, as gotas apresentam um estado desordenado, e quando
submetidas a uma tensao de cisalhamento, tendem a se orientar na direcéo
da forgca aplicada, causando assim a diminuicdo da viscosidade.

Emulsdes alimenticias exibem diferentes comportamentos reoldgicos,
variando desde fluidos de baixa viscosidade, como o leite, até mesmo sélidos
duros, como manteiga sob refrigeracdo (Rao, 1999). Muitas emulsoes,
entretanto, apresentam estrutura mais complexa, ndo sendo nem liquidos
nem solidos puros. Essas emulsdes apresentam simultaneamente
propriedades reoldgicas que s&o parcialmente elasticas e viscosas (Walstra,
2003), sendo, portanto, fluidos viscoelasticos. O método mais comum para
estudo do comportamento viscoelastico de alimentos € o teste dindmico

oscilatorio (Steffe, 1996), em que uma determinada tensdo ou deformagao
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oscilatéria senoidal é aplicada ao material, a uma determinada frequéncia e
amplitude, e a diferenga de fase entre a deformag&o provocada ou tensao
desenvolvida € registrada, respectivamente. Seus resultados sdo muito
sensiveis a composicdo quimica e a estrutura fisica do material avaliado
(Steffe, 1996; Rao 1999). A varredura oscilatoria de frequéncia é
provavelmente o teste oscilatorio mais comum, pois mostra como o
comportamento elastico e viscoso do material muda com a taxa de aplicacao
da deformacdo ou tensdo. E um teste bastante util para comparar os efeitos
de varios ingredientes e métodos de processamento sobre a viscoelasticidade
do produto. A partir do espectro mecanico obtido € possivel, inclusive, avaliar

a estabilidade das emulsdes (Steffe, 1996).

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BARNES, H. A. (1994). Rheology of emulsion — a review. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, Amsterdam, 91,
89-95.

BEJRAPHA, P. CHOI, M-J.; SURASSMO, S.; CHUN, J-Y.; MIN, S-G. (2011).
Formulation and Antimicrobial Activity on Escherichia coli of
Nanoemulsion Coated with Whey Protein Isolate. Korean Journal for Food
Science of Animal Resources, 31(4), 543-550.

BOUYER, E.; MEKHLOUFI, G.; HUANG, N.; ROSILIO, V.; AGNELY, F.
(2013). B-Lactoglobulin, gum arabic, and xanthan gum for emulsifying
sweet almond oil: Formulation and stabilization mechanisms of
pharmaceutical emulsions. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 433(0), 77-87.

BOUYER, E. MEKHLOUFI, G.; LE POTIER, I|.; DE KERDANIEL TDU, F.;
GROSSIORD, J. L.; ROSILIO, V.; AGNELY, F. (2011). Stabilization
mechanism of oil-in-water emulsions by (-lactoglobulin and gum arabic.
Journal of Colloid and Interface Science, 354(2), 467-477.

BOUYER, E.; MEKHLOUFI, G.; ROSILIO, V.; GROSSIORD, J. L.; Agnely. F.
(2012) Proteins, polysaccharides, and their complexes used as stabilizers
for emulsions: Alternatives to synthetic surfactants in the pharmaceutical
field? International Journal of Pharmaceutics, 436(1-2), 359-378.

26



BOGNOLO, G. (1999) Biosurfactants as emulsifying agents for hydrocarbons.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects,
152(1-2), 41-52.

BOMFORD, R.; STAPLETON, M.; WINSOR, S.; BEESLEY, J. E.; JESSUP, E.
A.; PRICE, K. R.; FENWICK, G. R. (1992) Adjuvanticity and ISCOM
formation by structurally diverse saponins. Vaccine, 10(9), 572-577.

BOTTOMLEY, R. C.; EVANS, M. T. A.; PARKINSON, D. J. (1990). Whey
proteins. In: HARRIS, P. (Ed.). Food Gels. London/New York: Elsevier
Applied Science, cap. 11, p.435-466.

BRAR, S. K.; VERMA, M. (2011). Measurement of nanoparticles by light-
scattering techniques. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 30(1), 4-17.

BROWNLOW, S.; CABRAL, J. H. M.; COOPER, R.; FLOWER, D. R;
YEWDALL, S. Y.; POLIKARPOQV, I.; NORTH, A. C. T.; SAWYER, L.
(1997). Bovine B-lactoglobulin at 1.8 A resolution - still an enigmatic
lipocalin. Structure, 5(4), 481-495.

BRYANT, C. M.; MCCLEMENTS, D. J. (1998). Molecular basis of protein
functionality with special consideration of cold-set gels derived from heat-
denatured whey. Trends in Food Science & Technology, 9(4), 143-151.

CARLI, I. C. (2006). Sintese de ésteres derivados de carboidratos com
propriedades surfactantes utilizando lipases imobilizadas em suporte
solido. (Mestrado). Centro de Ciéncias Naturais, Universidade Regional
de Blumenau, Blumenau.

CARDOSO, A. 0. (2001). Espalhamento de luz dinamico aplicado no estudo
de sistemas micelares. Campinas, SP, p.1-12

CHEFTEL, J. C.; CUQ, J. L.; LORIENT, D. (1985). Protéines Alimentaires. In:
LAVOISIER, T. E. D. (Ed.). Biochimie, Propriétés Fonctionnelles, Valeur
Nutritionnelle,  Modifications  Chimiques. Paris:  Technique et
Documentation Lavoisier. p.156-192.

CORREDIG, M. (2009). Dairy-Derived Ingredients: Food and Nutraceutical
Uses. Elsevier Science.

DAMODARAN, S. (2005). Protein Stabilization of Emulsions and Foams.
Journal of Food Science, 70(3), p. R54-R66.

DAMODARAN, S.; PRKIN, K. L.; FENNEMA, O. R. (2010). Quimica de
Alimentos de Fennema. 42 Porto Alegre: Artmed Editora.

27



De WIT, J. N. (2009). Thermal behaviour of bovine b-lactoglobulin at
temperatures up to 150 °C. A review. Trends in Food Science &
Technology, 20, 27-34.

DICKINSON, E. (1999). Adsorbed protein layers at fluid interfaces:
interactions, structure and surface rheology. Colloids and Surfaces B-
Biointerfaces, 15(2),161-176.

DICKINSON, E. (1992) Interfacial interactions and the stability of oil-in-water
emulsions. Pure and Applied Chemistry, 64(11), 1721-1724.

DICKINSON, E.; MCCLEMENTS, D. J. (1995). Advances in food colloids.
London; New York: Blackie Academic & Professional.

ELIAS, F. O.; CAPITANI, C. D.; MOLINA, S.; ANON, M. C.; PACHECO, M. T.
B. (2006). Propriedades Emulsificantes de Complexos de Proteinas de
Soro de Leite com Polissacarideos. Brazilian Journal of Food Technology,
jan.

ELEYA, M. M. O.; TURGEON, S. L. (2000). The effects of pH on the rheology
of b-lactoglobulin/k-carrageenan mixed gels. Food Hydrocolloids, 14(3),
245-251.

FARINATO, R. S.; ROWELL, R. L. (1983). Optical properties of emulsions. In:
BECHER, P. (Ed.). Encyclopedia of emulsion technology. New York:
Marcel Dekker, v.1. cap. 8, p.439-480.

FLOWER, D. R. (1996). The lipocalin protein family: structure and function.
Biochemical Journal, 318(1), 1-14.

FLOWER, D. R.; NORTH, A. C. T.; SANSOM, C. E. (2000). The lipocalin
protein family: structural and sequence overview. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology,
1482(1-2), 9-24.

FRIBERG, S. E.; LARSSON, K.; SJOBLOM, J. (2003). Food Emulsions. In:
(Ed.). 4 th ed. Hoboken: Marcel Dekker Inc.

GOLEMANOV, K. TCHOLAKOVA, S.; DENKOQV, N.; PELA, E.; STOYANOV,
S. D. (2012). Surface Shear Rheology of Saponin Adsorption Layers.
Langmuir, 28(33), 12071-12084.

GUCLU-USTUNDAG, ©O.; MAZZA, G. (2007). Saponins: Properties,
Applications and Processing. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 47(3), 231-258.

28



HENG, L. VINCKEN, J.-P.; VAN KONINGSVELD, G.; LEGGER, A;
GRUPPEN, H.; VAN BOEKEL, T.; ROOZEN, J.; VORAGEN, F. (2006).
Bitterness of saponins and their content in dry peas. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 86(8), 1225-1231.

HOLMBERG, K. JONSSON, B.; KRONBERG, B.; LINDMAN, B. (2002).
Surfactants and Polymers in Aqueous Solution. Wiley.

HORNE, D. S. (1995). Light Scattering Studies of Colloid Stability and
Gelation. In: DICKINSON, E. (Ed.). New physico-chemical techniques for
characterization of complex food systems. Londres: Blackie Academic &
Professional, cap. 11, p.240-267.

JENKINS, K. J.; ATWAL, A. S. (1994). Effects of dietary saponins on fecal bile
acids and neutral sterols, and availability of vitamins A and E in the chick.
Journal of Nutritional Biochemistry, 5(3), 134-137.

KARLSSON, O. J.; BSCHADE, B. E. H. (2005). Particle Analysis: Particle Size,
Particle Shape and Structure and Surface Characterisation. In: HERK, A.
M. V. (Ed.). Chemistry and Technology of Emulsion Polymerisation. 12.
Oxford: Blackwell Publishing, cap. 8, p.186-225.

KEZWON, A.; WOJCIECHOWSKI, K. (2014). Interaction of Quillaja bark
saponins with food-relevant proteins. Advances in Colloid and Interface
Science, 209(0), 185-195.

KITAMOTO, D.; ISODA, H.; NAKAHARA, T. (2002). Functions and potential
applications of glycolipid biosurfactants — from energy-saving materials
to gene delivery carriers —. Journal of Bioscience and Bioengineering,
94(3), 187-201.

KONTOPIDIS, G.; HOLT, C.; SAWYER, L. (2002). The Ligand-binding Site of
Bovine B-Lactoglobulin: Evidence for a Function? Journal of Molecular
Biology, 318(4), 1043-1055.

KRALOVA, |.; SJIOBLOM, J. (2009). Surfactants Used in Food Industry: A
Review. Journal of Dispersion Science and Technology, 30(9), 1363-
1383.

KULKARNI, V. S. (2009). Handbook of Non-Invasive Drug Delivery Systems:
Science and Technology. Elsevier Science.

KWAAMBWA, H. M.; RENNIE, A. R. (2012). Interactions of surfactants with a
water treatment protein from Moringa oleifera seeds in solution studied

29



by zeta-potential and light scattering measurements. Biopolymers, 97(4),
209-218.

LAM, R. S. H.; NICKERSON, M. T. (2013). Food proteins: A review on their
emulsifying properties using a structure—function approach. Food
Chemistry, 141(2), 975-984.

LIEBERMAN, H. A.; RIEGER, M. M.; BANKER, G. S. (1988). Pharmaceutical
dosage forms: disperse systems. Dekker.

LOH, W.; TEIXEIRA, L. A. C.; LEE, L. T. (2004). Isothermal Calorimetric
Investigation of the Interaction of Poly(N-isopropylacrylamide) and lonic
Surfactants. Journal of Physical Chemistry B, 108(1), 3196-3201.

MALVERN. (2007). Malvern Instruments Zetasizer Nano User Manual, Issue
1.1. UK: Worcestershire.

MALVERN ZETASIZER (2014). Zeta potential: an introduction in 30 minutes.
Disponivel em: < http://www3.nd.edu/~rroeder/ame60647/slides/zeta.pdf
>. Acessado em 30 de janeiro de 2014.

MATSUURA, A. B. J. (2004). Produgéo e caracterizagdo de biossurfactantes
visando a aplicacdo industrial e em processos de biorremediagéo.
(Doutorado). Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas.

MCCLEMENTS, D. J. (2004). Food Emulsions: Principles, Practice, And
Techniques. CRC PressINC.

MCCLEMENTS, D. J.; WEISS, J. (2005). Lipid Emulsions. In: SHAHIDI, F.
(Ed.). Bailey’s Industrial Oil and Fat Products. 6 th. New Jersey: John
Wiley & Sons, v.6.

MCCLEMENTS, D. J. (2009). Biopolymers in Food Emulsions. In: KASAPIS,
S.;NORTON, I. T.; et al (Ed.). Modern Biopolymer Science. San Diego:
Academic Press.; p.129-166.

MICICH, T. J.; FOGLIA, T. A.; HOLSINGER, V. H. (1992). Polymer-supported
saponins: an approach to cholesterol removal from butter oil. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 40(8), 1321-1325.

MYERS, D. (1999). Surfaces, Interfaces, and Colloids: Principles and
Applications. New York: John Wiley & Sons, Inc.

30



NITSCHKE, M. (2004). Producdo e caracterizacdo de biossurfatante de
Bacillus subtilis utilizando manipueira como substrato. (Doutorado).
Faculdade de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas.

NITSCHKE, M.; COSTA, S. G. V. A. O. (2007). Biosurfactants in food industry.
Trends in Food Science & Technology, 18(5), 252-259.

NITSCHKE, M.; PASTORE, G. M. (2002). Biossurfactantes: propriedades e
aplicagdes. Quimica Nova, 25, 772-776.

NORD, L. I.; KENNE, L. (1999). Separation and structural analysis of saponins
in a bark extract from Quillaja saponaria Molina. Carbohydrate Research,
320(1-2), 70-81.

OAKENFULL, D. (1981). Saponins in food—A review. Food Chemistry, 7(1).
19-40.

OKOLIEGBE, I. N.; AGARRY, O. O. (2012). Application of microbial surfactant
(a review). Scholarly Journals of Biotechnology, 1(1), 15-23.

OLMSTEAD, M. J. (2002). Organic toothpaste containing saponin. 6, 485,711.
6, 711. US Patent. 6, 485, 711.

OSBOURN, A.; GOSS, R. J. M,; FIELD, R. A. (2011). The saponins - polar
isoprenoids with important and diverse biological activities. Natural
Product Reports, 28(7), 1261-1268.

PEREZ, M. D.; CALVO, M. (1995). Interaction of [beta]-Lactoglobulin with
Retinol and Fatty Acids and Its Role as a Possible Biological Function for
This Protein: A Review. Journal of Dairy Science, 78(5), 978-988.

PIOTROWSKI, M.; LEWANDOWSKA, J.; WOJCIECHOWSKI, K. (2012).
Biosurfactant—Protein Mixtures: Quillaja Bark Saponin at Water/Air and
Water/Qil Interfaces in Presence of B-Lactoglobulin. The Journal of
Physical Chemistry B, 116(16), 4843-4850.

RAO, M. A. (1999). Rheology of fluids and semisolid foods, Kluwer Academic
Publishers, New York.

RON, E. Z.; ROSENBERG, E. (2001). Natural roles of biosurfactants.
Environmental Microbiology, 3(4), 229-236.

31



ROLAND, |I.; Piel, G.; Delattre, L.; Evrard, B. (2003). Systematic
characterization of oil-in-water emulsions for formulation design.
International Journal of Pharmaceutics, 263(1-2), 85-94.

SAWYER, L.; KONTOPIDIS, G. (2000). The core lipocalin, bovine -
lactoglobulin. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Protein Structure
and Molecular Enzymology, 482(1-2), 136-148.

SCHMELZ, T. LESMES, U.; WEISS, J.; MCCLEMENTS, D. J. (2011).
Modulation of physicochemical properties of lipid droplets using B-
lactoglobulin and/or lactoferrin interfacial coatings. Food Hydrocolloids,
25(5), 1181-1189.

SCHRAMM, L. L. (2006). Emulsions, Foams, and Suspensions: Fundamentals
and Applications. Wiley.

SJOBLOM, J. (2010). Encyclopedic Handbook of Emulsion Technology: CRC
Press; p. 214.

SOUTHON, S.; Wright, A. J.; Price, K. R.; Fairweather-Tait, S. J.; Fenwick, G.
R. (1988). The effect of three types of saponin on iron and zinc absorption
from a single meal in the rat. British Journal of Nutrition, 59(3), 389-396.

STANIMIROVA, R.; MARINOVA, K.; TCHOLAKOVA, S.; DENKOV, N. D,
STOYANOV, S.; PELAN, E. (2011). Surface Rheology of Saponin
Adsorption Layers. Langmuir, 27(20), 12486-12498.

STEFFE, J. F. (1996). Rheological Methods in Food Process Engineering:
Freeman Press.

TADROS, T. F. (2013). Emulsion Formation and Stability. John Wiley & Sons.

TAN, H. W. (2009). Rheology and stability of olive oil cream emulsion stabilized
by sucrose fatty acid esters nonionic surfactants. (Mestrado).
Faculdade de Ciéncia, Universidade da Malasia, Kuala Lumpur.

TCHOLAKOVA, S. DENKOV, N. D.; IVANOV, |. B.; CAMPBELL, B. (2006).
Coalescence stability of emulsions containing globular milk proteins.
Advances in Colloid and Interface Science, 123-126(0), 259-293.

VETRI, V.; MILITELLO, V. (2005). Thermal induced conformational changes
involved in the aggregation pathways of beta-lactoglobulin. Biophysical
Chemistry, 113(1), 83-91.

32



WALSTRA, P. (2003). Physical Chemistry of Foods, Marcel Dekker, New York,
NY.

WOJCIECHOWSKI, K.; PIOTROWSKI, M.; POPIELARZ, W.; SOSNOWSKI,
T. R. (2011). Short- and mid-term adsorption behaviour of Quillaja Bark
Saponin and its mixtures with lysozyme. Food Hydrocolloids, 25(4),
687-693.

WOJCIECHOWSKI, K.; KEZWON, A.; LEWANDOWSKA, J;
MARCINKOWSHI, K. (2014). Effect of p-casein on surface activity of
Quillaja bark saponin at fluid/fluid interfaces. Food Hydrocolloids, 34(1),
208-216.

WONG, D. W.; CAMIRAND, W. M.; PAVLATH, A. E. (1996). Structures and
functionalities of milk proteins. CRC Critical Reviews in Food Science &
Nutrition, 36, 807-844.

YANG, Y.; LESER, M. E.; SHER, A. A;; MCCLEMENTS, D. J. (2013).
Formation and stability of emulsions using a natural small molecule
surfactant: Quillaja saponin (Q-Naturale®). Food Hydrocolloids, 30(2),
589-596.

YANG, Y.; MCCLEMENTS, D. J. (2013). Encapsulation of vitamin E in edible
emulsions fabricated using a natural surfactant. Food Hydrocolloids,
30(2), 712-720.

YOO, B.; KANG, B.; YEOM, M.; SUNG, D.; HAN, S.; KIM, H.; JU, H. (2003).
Nanoemulsion comprising metabolites of ginseng saponin as an active
component and a method for preparing the same, and a skin care
composition for anti-aging containg the same. Pantent US20030175315
A1.

33



Capitulo 2 — PROPRIEDADES EMULSIFICANTES E
INTERFACIAIS DA MISTURA DE SAPONINA DE QUILLAJA E
B-LACTOGLOBULINA

RESUMO

Efeitos do numero de ciclos de homogeneizagéo, pH e concentragao
de NaCl sobre a formacéo e estabilidade de emulsdes 6leo em agua (O/A)
contendo mistura de saponina de Quillaja (biossurfactante) e B-lactoglobulina
foram estudados. As emulsdes formadas foram avaliadas em termos de sua
carga superficial, distribuicdo de tamanho de gota, reologia e estabilidade
fisica apos 7 dias de armazenamento. As emulsdes avaliadas nas diversas
condigdes (4, 6 e 8 ciclos de homogeneizagao, pH 7, 8 e 9, e concentragao
de NaCl de 0, 100 e 200 mmol L") apresentaram distribuicdo de tamanho de
gota multimodal e polidispersa, com gotas de diametro médio < 400 nm e
carga liquida superficial negativa. A utilizacéo de 4 ciclos de homogeneizagao
mostrou-se adequada para obtengdo de gotas pequenas nas condigdes
avaliadas. Emulsdes obtidas por diferentes ciclos de homogeneizagao
exibiram comportamento pseudoplastico, com a presenca de pequena tensao
inicial e baixa viscosidade aparente. Comportamento viscoelastico também foi
observado, sendo as emulsdes caracterizadas como géis fracos. Os
didametros médios das gotas ndo foram significativamente afetados pela
concentragao de NaCl nem pelo pH (p > 0,05), diferentemente do potencial ,
cuja magnitude diminuiu e aumentou significativamente (p < 0,05) com os
aumentos da concentracdo do sal e do pH, respectivamente. A tenséo
interfacial de equilibrio também foi significativamente influenciada pelo pH.
Misturas de surfactante e proteina em pH 9 e sob adicdo de NaCl
apresentaram maior taxa de adsorcdo das moléculas emulsificantes na
interface 6leo-agua, embora n&o tenha sido observada relagdo entre a taxa
de adsorgdo e o tamanho final das gotas. Verificou-se também que as
emulsdes submetidas a diferentes ciclos de homogeneizacéo (4, 6 e 8 em pH

7 e 9, sem adicado de NaCl), assim como as preparadas em condigdes basicas
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(pH 7, 8 € 9) e na presenca de baixa concentragdo de NaCl (< 200 mmol L),
foram estaveis a separacao de fases. Para todas as emulsdes avaliadas foi
observado um rearranjo espacial das gotas apdés o periodo de
armazenamento devido a cremeacdo, no entanto, ndao foram observadas
variagbes significativas no didmetro médio das gotas com o tempo. A
estabilidade das emulsdes foi viabilizada pela elevada repulsao eletrostatica
quando formuladas sem adi¢cao de NaCl e pelo impedimento estérico quando

na presenca do sal.

Palavras-chave: emulsdo, saponina, [-lactoglobulina, espalhamento
dinamico de luz, potencial {, reologia, homogeneizagao, estabilidade, tensao

interfacial.

1. INTRODUGAO

Emulsdo é um sistema coloidal termodinamicamente instavel
constituido por duas fases liquidas imisciveis, sendo uma dispersa na outra.
No entanto, a presenca de agentes emulsificantes pode conferir estabilidade
cinética a esse sistema (McClements, 2004). Proteinas e surfactantes
compdem os principais tipos de substancias emulsificantes, uma vez que
ambos adsorvem na interface e reduzem a tensao interfacial (Kezwon &
Wojciechowski, 2014; Piotrowski et al., 2012). Nos ultimos anos, muitos dos
estudos sobre misturas de proteinas e surfactantes de baixa massa molar tém
se dedicado ao emprego de surfactantes sintéticos, em especial os derivados
de petroleo (Wan et al., 2014). No entanto, devido ao crescente interesse e
demanda por parte dos consumidores e das industrias de alimentos por
produtos mais saudaveis e ambientalmente corretos, o interesse por
alternativas de origem biolégica como os biossurfactantes tém ganhado
espaco (Kitamoto et al., 2002; Wojciechowski et al., 2011).

Saponinas sao glicosideos de elevada massa molar, estruturalmente
constituidos por uma aglicona com esqueleto de triterpeno ou esterdide, a
qual esta unida por meio de ligagdes glicosidicas a uma ou mais cadeias de
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agucares, que podem ser lineares ou ramificadas (Golemanov et al., 2012;
Stanimirova et al., 2011; Wojciechowski et al., 2014; Wojciechowski et al.,
2011), o que confere as moléculas seu carater anfifilico. Dentre as diversas
fontes de saponinas para uso industrial, a arvore Quillaja saponaria Molina
(nativa no Chile e Peru) parece ser a fonte mais promissora e explorada para
obtencgao de saponinas (Wojciechowski et al., 2014).

Desta forma, saponina de Quillaja tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores, de modo que diversos estudos tém se dedicado a avaliagéao
das propriedades interfaciais, emulsificantes e de formacdo de espumas de
suas misturas com diferentes proteinas (Piotrowski et al, 2012,
Wojciechowski et al., 2014; Wojciechowski et al, 2011). Piotrowski e
colaboradores (2012) estudaram as propriedades interfaciais e emulsificantes
de misturas de saponina de Quillaja e B-lactoglobulina (3-1g), proteina globular
correspondente a principal fracdo proteica do soro de leite, sob diferentes
razdes de mistura. Efeito sinergistico, devido a formacdo do complexo
proteina-surfactante, foi observado para a cinética de adsorgao do surfactante
em interface agua-6leo quando a razdo de mistura surfactante/proteina foi
baixa, sendo o efeito menos pronunciado na formacgao/estabilidade das
emulsdes (Piotrowski et al., 2012). No entanto, o estudo de Piotrowski e
colaboradores (2012) foi realizado com concentragdo de B-Ig (107 mmol L)
e fragdo de volume da fase dispersa das emulsdes (0,2 % m/m de 6leo)
minimas, as quais ndo correspondem a situag¢des reais encontradas em
alimentos. Além disso, ndo se sabe muito a respeito dos efeitos da condicao
de homogeneizagdo bem como da composi¢do da fase continua sobre a
formacao e estabilidade de emulsdes 6leo em agua (O/A) contendo saponina
de Quillaja e B-Ig.

Deste modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do
numero de ciclos de homogeneizagao, do pH e da concentragdo de NaCl do
meio sobre a formacgao e estabilidade de emulsdes O/A estabilizadas pela
mistura de saponina de Quillaja e B-lg. A caracterizagdo das emulsdes foi
determinada pela analise visual, distribuicdo de tamanho de gota, carga
superficial e reologia das emulsdes, de modo a explorar os efeitos dessas
variaveis e os possiveis mecanismos de estabilizacido. A tensao interfacial das

misturas também foi avaliada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

B-lactoglobulina (90 % de pureza) foi fornecida pela Davisco Foods
International Inc. (La Sueur, MN, EUA). Saponina da casca de Quillaja (QBS,
Quillaja Bark Saponin) (32 % de pureza), uma mistura de glicosideos de
terpenos ciclicos extraida da casca da arvore Quillaja saponaria Molina, foi
adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Oleo de girassol (Liza,
Cargill Foods, SP, Brasil) foi adquirido no comércio local. Cloreto de sadio,
hidroxido de sodio, azida de sddio e acido cloridrico de grau analitico foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os materiais foram
utilizados tal como recebidos, sem purificagdo adicional.

2.2. PREPARO DAS SOLUGOES MISTAS DE QBS E B-LG

Inicialmente, foram preparadas separadamente solucdes estoques de
Blg (4 mmol L', QBS (4 mmol L"), NaCl (1,5 mol L) e
tris(hidroximetil)aminometano (tris) (1 mol L-') em agua deionizada contendo
0,02 % (m/v) de azida de sodio (para inibir o crescimento microbiano). As
solugdes foram deixadas em repouso de um dia para o outro para garantir a
completa disperséo e reidratagdo. Misturas contendo 0,6 mmol L' de QBS e
0,6 mmol L' de B-Ig foram preparadas em tampao tris 5 mmol L-' em diferentes
pH (7, 8 e 9) e concentragdes de NaCl (0, 100 e 200 mmol L") a partir das
solugdes estoques. O pH das misturas foi ajustado com solugado de HCI 0,1
mmol L' ou NaOH 0,1 mmol L' apds mistura das solugdes estoques sob
agitacdo com um agitador magnético. O volume final da mistura foi ajustado

com agua deionizada contendo 0,02 % (m/v) de azida de sédio.
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2.3. PROPRIEDADES DINAMICAS INTERFACIAIS

A tenséo interfacial foi determinada pelo método da gota pendente em
um medidor de angulo de contato e tens&o superficial (Easy drop, DSA 100,
Kruss, Alemanha). Gotas das solugdes aquosas correspondentes as fases
continuas utilizadas nas emulsbes avaliadas no presente estudo foram
formadas na fase 6leo contida em uma cubeta, a uma taxa de injecao
constante (105 yL/min). O maior volume de gota possivel, que permitisse que
as medidas fossem realizadas sem que a gota se desprendesse da ponta da
agulha (didmetro = 1,8 mm) da seringa antes do término da analise (15
minutos), foi utilizado. A imagem da gota formada foi monitorada pelo software
do equipamento e a tensdo interfacial entre as fases foi determinada em
funcdo do tempo, de acordo com a equacéo de Laplace. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente sem o controle de temperatura.

Para determinagdo da tensado interfacial de equilibrio (y.), uma
equacao exponencial (Equacdo 1) foi ajustada aos dados experimentais da

cinética de decaimento de tens3o.
Y = Yeq + A exp(—Bvt) (Eq. 1)

Onde y (MmN m™) é a tenséo interfacial no instante t (s), y.,, (MN m™')é a

tensao interfacial de equilibrio e A (MmN m') e B (s2) sdo constantes.
2.4. PREPARO DAS EMULSOES

Emulsdes 6leo em agua (O/A) foram preparadas pela dispersdo de
10 % (m/m) de 6leo de girassol nas misturas contendo 0,6 mmol L' de QBS
e 0,6 mmol L' de B-lg em tamp3o tris 5 mmol L', em diferentes pH (7, 8
e 9) e concentragbes de NaCl (0, 100 e 200 mmol L") dependendo do
experimento. Emulsdes iniciais (pré-emulsdes) foram preparadas utilizando
um homogeneizador de alta velocidade (Omni Macro ES Digital
Programmable Homogenizer, Kennesaw, EUA) por 3 min a 7.500 rpm a
temperatura ambiente. Apos essa primeira homogeneizagao, as pré-emulsdes

foram “refinadas” em um homogeneizador de alta pressdo (Emulsiflex-C5,
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Avestin, Ottawa, Canada) operando a cerca de 10.000 psi. Para os
experimentos de analise dos efeitos de pH e da concentracdo de NaCl foram
utilizados 4 ciclos de homogeneizagao, enquanto para o experimento de
analise do efeito da condigdo de homogeneizagao foram utilizados 4, 6 e 8

ciclos, dependendo do experimento.

2.5. PROPRIEDADES DAS EMULSOES

2.5.1. Estabilidade das emulsdes a separagao de fases

Imediatamente apds o processo de homogeneizagao, aliquotas de 5
mL de emulsdo foram transferidas para tubos de vidro graduados, os quais
foram selados e armazenados por 7 dias a 25 °C. O processo de separagao
de fases foi visualmente determinado pela avaliagdo da alteragcdo na
espessura das fases de creme e de soro (camada inferior transparente ou
turva) apés o armazenamento. A extensdo da da separagdo de fases foi
caracterizada pelo indice de separacgao de fases (/SF), determinado de acordo

com a Equacgao 2:

1/
ISF (%) = 100 X 75 (Eq. 2)

1

na qual V; e V; correspondem ao volume de soro formado na fase inferior do
tubo e ao volume inicial da emulsao, respectivamente.

Para facilitar a visualizagdo da separagdo de fases, Sudam Ill (um
corante vermelho lipossoluvel) foi adicionado previamente ao 6leo de girassol
antes do processo de homogeneizagdo. Aliquotas de 3 mL das amostras
foram também armazenadas em frascos de vidro selados para posterior
avaliagao da distribuicdo de tamanho de gota e do potencial ¢ apos o
armazenamento. A aparéncia das amostras apos o armazenamento foi

registrada por foto utilizando cadmera digital.
2.5.2. Caracterizagao do tamanho médio das gotas

A distribuigdo de tamanho de gota foi determinada por um instrumento
de espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instrument

Ltd., Worcestershire, Reino Unido), o qual se baseia nas medi¢cdes das
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flutuagdes da intensidade da luz que ocorrem ao longo do tempo quando a luz
€ dispersa pelas particulas que mudam sua localizacdo espacial relativa
devido ao movimento browniano. Para evitar efeitos de espalhamento
multiplo, as emulsdes foram diluidas em solugdo tampao contendo o mesmo
pH e a mesma concentracdo de NaCl que a amostra. Os tampdes foram
previamente filtrados em membranas de acetato de celulose de 0,45 mm de
didmetro. As medidas foram realizadas imediatamente apds o preparo e
também apds o periodo de armazenamento para determinar a estabilidade
fisica das emulsdes. No caso das emulsbes armazenadas, amostras foram
cuidadosamente coletadas do topo, meio e fundo do frasco (mantido
verticalmente), evitando promover grandes perturbagdes. O tamanho das
gotas foi caracterizado em termos do diametro médio de gota (z-médio) e do
indice de polidispersidade (PDI), os quais foram obtidos pela analise de
Cumulant da fungao de correlagao utilizando a porgéao inicial dos dados até
2.000 ps. As medidas foram realizadas a 25 °C com, no minimo, 3 leituras
sequenciais. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao de

duas repetigdes.

2.5.3. Potencial ¢

A carga elétrica (potencial ) das gotas foi determinada pela medida de
sua mobilidade eletroforética em um instrumento de eletroforese capilar
(Zetasizer Nano ZS, Malvern Instrument Ltd., Worcestershire, Reino Unido).
Emulsdes foram avaliadas imediatamente apés a homogeneizacéo e também
apos o armazenamento (7 dias a 25 °C). Assim como para a determinagao da
distribuicdo de tamanho de gota apds o armazenamento, amostras foram
cuidadosamente coletadas no topo, meio e fundo dos frascos, e foram
previamente diluidas em solugdo tampéao correspondente (mesmo pH e
concentragdo de NaCl) para evitar efeitos de espalhamento multiplo. As
amostras diluidas foram suavemente agitadas para garantir a homogeneidade
da amostra e foram lentamente injetadas nas células de medigdo com auxilio
de uma seringa, checando para que nao houvesse bolhas. A mobilidade
eletroforética é determinada pela medida da diregédo e velocidade das gotas
submetidas a um campo elétrico, e convertida a valores de potencial ¢ pelo
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préprio equipamento utilizando o modelo de Smoluchowski (Malvern, 2007),
uma vez que o raio da particula € muito maior do que o comprimento de
Debye, o que permite assumir que a superficie da particila € plana em relagéo
a dupla camada de elétrons (Pashley e Karaman, 2004). As medidas foram
realizadas a 25 °C e o potencial ¢ foi calculado a partir da média de 5 leituras
sequenciais. Os resultados sao reportados como média e desvio padrao de

duas repeti¢oes.

2.5.4. Medidas reolégicas

Emulsdes preparadas em diferentes ciclos de homogeneizagao tiveram
suas propriedades reoldgicas determinadas em um redmetro rotacional
(Haake Mars Il, Thermo Electron Corp., Karlsruhe, Alemanha) equipado com
banho termostatico (Phoenix 2C30P, Thermo Electron Corp., Alemanha) e
geometria cone e placa (1 °/60 mm e gap de 52 ym) em acgo inoxidavel. As
medidas foram conduzidas a 25 °C apds o processo de homogeneizagao.
Antes do inicio das analises, as amostras permaneceram em repouso por 5
min para garantir o equilibrio da temperatura e o rearranjo estrutural. Uma
nova amostra foi utilizada a cada ensaio devido a possibilidade de ruptura ou
coalescéncia das gotas.

Para determinacdo do comportamento ao escoamento, medidas de
tensdo de cisalhamento e de viscosidade aparente foram obtidas aplicando-
se uma variagdo continua na taxa de deformagéo de 0 a 300 s (rampa
ascendente, decrescente e ascendente) durante 120 s. O modelo reoldgico
de Herschel Bulkley (Equacdo 3) foi ajustado aos dados experimentais da
ultima rampa ascendente, que corresponde ao escoamento em estado
estacionario, de modo a definir o perfil de escoamento das amostras.

T=10+ k-y" (Eq. 3)
Onde 7 é a tensao de cisalhamento (Pa), 7, é a tensao inicial (Pa), k € o indice
de consisténcia (Pa.s"), y é a taxa de deformacéo (s') e n é o indice de
comportamento (adimensional).

Varreduras oscilatérias de frequéncia foram realizadas no intervalo de
0,1 a 10 Hz utilizando valores de deformacao determinados previamente por
varreduras oscilatérias de deformacéo (0,1 a 10%, 1 Hz) de forma a assegurar
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que os espectros mecéanicos das amostras fossem obtidos dentro da regido
de viscoelasticidade linear.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados com pelo menos duas
repeticoes. Os resultados foram analisados por meio da analise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05). Os coeficientes dos
modelos ajustados aos dados de decaimento de tensao interfacial e de curva
de escoamento foram avaliados pelo teste t de Student (p < 0,05). A
adequacao dos ajustes dos modelos foi julgada pela significancia estatistica
do modelo (p < 0,05), coeficiente de determinacdo (R?*) e o erro médio
percentual absoluto (MAPE, mean absolute percentage error), o qual é

calculado conforme Equacéo 4

n

100
MAPE = Z

n 3
=1

(Y, — %)
7 ‘ (Eq. 4)

onde Y; é a iésima resposta experimental, ¥; é a iésima resposta predita e n é
0 numero de respostas.

Comparacbes entre médias foram realizadas pelo teste t de
comparacgao pareada quando avaliadas em relacdo ao tempo e pelo teste de
Tukey para comparag¢des no mesmo tempo ao nivel de 5 % de significancia
Os célculos estatisticos foram realizados com auxilio do software SAS (SAS,
versao 9.1, SAS Institute Inc., NC, EUA) licenciado para uso pela Universidade

Federal de Vicosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Efeito do numero de ciclos de homogeneizagao
Durante a homogeneizacgéo a altas pressdes, uma grande quantidade

de energia deve ser suprida ao sistema de forma a promover o rompimento e

a diminuigdo do tamanho das gotas, bem como melhorar a distribuicdo do
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emulsificante sobre a superficie das gotas recém-formadas, aumentando sua
estabilidade frente aos mecanismos de desestabilizagdo (McClements, 2004).

Para avaliar o efeito da condicdo de homogeneizagédo, emulsdes O/A
contendo QBS e B-Ig em pH 7 e 9 foram preparadas pela homogeneizagcéo
das pré-emulsdes em diferentes ciclos (4, 6 e 8) a 10.000 psi. As propriedades
fisicas das emulsdes: distribuicdo de tamanho de gota, carga superficial,

reologia e estabilidade fisica, foram analisadas.
Carga superficial
A carga superficial da gota foi analisada apds diferentes ciclos de

homogeneizagao. As medidas de potencial ¢ das emulsdes sdo apresentadas
na Tabela 1.

Tabela 1. Potencial ¢ (mV) das emulsdes estabilizadas por QBS e B-lgem pH 7 e

9 apos diferentes ciclos de homogeneizagao a 10.000 psi.

Ciclos de homogeneizagao

pH 4 6 8
7 -76,4 £ 0,53 -70,6 + 1,8 -74,0 £ 0,148
9 -79,6 £ 0,14 -75,9 £ 0,1%8 -83,3 £ 1,2°C

Letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,05). Letras mindsculas: compara
diferengas entre pH para um mesmo numero de ciclos de homogeneizagdo. Letras
mailsculas: compara diferengas entre niUmero de ciclos de homogeneizagdo para um
mesmo pH.

Para os dois valores de pH avaliados, o potencial ¢ variou
significativamente com o numero de ciclos de homogeneizagao. Inicialmente
sua magnitude diminuiu com o aumento no numero de ciclos de 4 para 6 e
depois aumentou em 8 ciclos. Essas variagdes na carga superficial das
particulas podem ser explicadas pelo efeito da intensidade do cisalhamento
(aumento da temperatura) sobre as moléculas de proteina, cujas interagdes
intramoleculares podem ter sido modificadas, causando possiveis mudangas
conformacionais na molécula de B-lg. Essas mudangas conformacionais

podem ter promovido alteragdes na interacao entre a proteina e o surfactante
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bem como ter promovido a agregagdo das moléculas de proteina. Kuhn e
Cunha (2012) observaram em seu estudo sobre os efeitos da
homogeneizagcado a altas pressdes em emulsdes estabilizadas por isolado
proteico de soro que com um unico ciclo de homogeneizagéo a 80 MPa ja
havia a formagao de agregados com massa molar acima de 64 kDa e que
essa formacgao se intensificou apoés 4 e 5 ciclos devido ao aumento da
temperatura promovido pela recirculagdo da amostra. Esses autores
verificaram assim que, ainda que a temperatura de desnaturagao das fragdes
de proteinas do soro ndo tenha sido atingida ap6s um numero minimo de
ciclos de homogeneizagéo, a pressdo promoveu a formagao dos agregados.
Assim, o mesmo pode ser esperado para o presente estudo, uma vez que a
B-lg corresponde a principal fragdo proteica do soro e que a pressao de
homogeneizagao utilizada no presente estudo (= 70 MPa) foi préxima a
utilizada por Kuhn e Cunha (2012).

O potencial { desempenha um papel importante na estabilizagao de
sistemas coloidais (Adamson e Gast, 1997), uma vez que seus valores
encontram-se diretamente relacionados a intensidade das forgas de repulsao
entre as gotas. Quanto maior a magnitude da carga superficial, mais intensas
sdo as forgas de repulsao eletrostatica entre as gotas, e quanto mais intensa
as forgas de repulsdo entre as gotas, mais elas impedem a agregacao das
gotas e, consequentemente, promovem maior estabilidade. De acordo com
Muller e colaboradores (1996), valores absolutos de potencial ¢ maiores do
que 60 mV indicam excelente estabilidade eletrostatica. Assim, com base nos
elevados valores de potencial ¢ apresentados pelas emulsdes apds diferentes
ciclos de homogeneizacgao (Tabela 1), espera-se que as emulsdes tendam a

permanecerem estaveis devido a forte repulsdo eletrostatica entre suas gotas.

Diametro médio e distribuicao de tamanho de gotas

As curvas de distribuicdo de tamanho das gotas obtidas pela técnica de
espalhamento dindmico de luz (DLS) foram multimodais. Somando-se a isso,
a presenca de picos “esticados/abertos” revelou a ocorréncia de emulsdes
polidispersas, confirmada pelos elevados valores do indice de
polidispersidade (PDI) (Tabela 2). Como as distribuigdes de tamanho de gota
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nao foram monomodais, um didmetro médio foi determinado para fornecer
uma indicagdo do tamanho das gotas estabilizadas por QBS e B-Ig sob as

diferentes condicdes avaliadas.

Tabela 2. Valores de didmetro médio de gota e indice de polidispersidade (PDI)
das emulsbes compostas por QBS e B-lg obtidas por diferentes ciclos de

homogeneizagcdo em pH 7 e 9.

pH Ciclos de Diametro médio (nm) PDI
homogeneizagao
4 3234807 0,507+0,1412
7 6 3221412 0,471+0,0332
8 298+46° 0,378+0,040°
4 250+6° 0,325+0,0022
9 6 257+12b 0,319+0,0712
8 3981472 0,458+0,0082

Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p < 0,05) entre um mesmo parametro
para diferentes ciclos de homogeneizagdo em cada pH.

O aumento no numero de ciclos de homogeneizagao resultou em
redugdes nao significativas (p > 0,05) no didmetro médio das gotas e na
polidispersidade (PDI) das emulsdes preparadas em pH 7. Ja para emulsées
preparadas em pH 9, observou-se que o aumento no tempo de residéncia das
emulsbées no homogeneizador (ciclos de homogeneizagdo) resultou no
aumento do didmetro médio das gotas, sendo esse aumento significativo
(p < 0,05) quando o numero de passagens pelo homogeneizador aumentou
de 6 para 8. Esse resultado pode indicar uma maior recoalescéncia durante o
processo de homogeneizagao, embora o aumento da polidispersidade das
emulsdes nessas condi¢gdes ndo tenha sido significativo (p > 0,05).

A utilizagao de 8 ciclos de homogeneizagdo em pH 9 pode ter levado a
producdo de gotas muito pequenas, e, consequentemente, uma area
superficial muito extensa, a qual pode ter sido parcialmente recoberta pelos
emulsificantes, propiciando assim, um aumento na taxa de recoalescéncia das
gotas durante a homogeneizagdo. Simultaneamente, o aumento da

temperatura e a produgdo de gotas menores aumentam a frequéncia de
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colisdes (McClements, 2004), o que também pode ter intensificado a
recoalescéncia das mesmas ainda no homogeneizador. Assim, se a taxa de
recoalescéncia supera a taxa de formagdo das gotas, o tamanho da gota
aumenta. Além disso, o aquecimento proveniente da recirculagdo da amostra
pode afetar adversamente as propriedades emulsificantes (Jafari et al., 2007),
uma vez que certos tipos de emulsificantes como proteinas e polimeros
podem perder sua capacidade de estabilizar as gotas contra coalescéncia
quando aquecidos acima de uma temperatura critica (Floury et al., 2003). O
aumento no tamanho da gota com o maior numero de ciclos de
homogeneizagao pode também estar associado ao possivel desdobramento
da proteina, o qual leva a exposi¢cao de grupos hidrofébicos e a interagéo entre
eles através da formacgao de ligagbes covalentes, o que resulta na diminuigao
da capacidade de emulsificacdo e promove a recoalescéncia das gotas (Kuhn
e Cunha, 2012). Além das interacbes proteina-proteina, as possiveis
interagdes proteina-surfactante podem, também, ter sido alteradas devido as
possiveis modificacdes sofridas pela proteina. A variagdo significativa do
potencial { das gotas obtidas por diferentes ciclos de homogeneizagdo em pH
9 reforga essas possibilidades.

Sob um conjunto de condicbes de emulsificagdo (composicdo da
emulsdo, temperatura, fornecimento de energia) ha um certo didmetro limite
abaixo do qual a distribuicdo de tamanho ndo pode mais ser reduzida com
adicional homogeneizacdo. Assim, homogeneizagdes sucessivas apds esse
limite de tamanho ser atingido séo ineficientes, ou, por vezes, levam ao
aumento na distribuicdo de tamanho devido a ma estabilizagdo das gotas
recém-formadas (Jafari et al., 2008). Os resultados obtidos pela avaliagdo do
numero de ciclos de homogeneizagdo no presente trabalho estdo de acordo
com o exposto por Jafari e colaboradores (2008). Nesse caso, a presenga de
valores de didmetro médio praticamente constantes entre 4-8 e 4-6 ciclos de
homogeneizagdo em pH 7 e 9, respectivamente, indicam que o equilibrio entre
0s processos de ruptura de gotas e de recoalescéncia, os quais ocorrem
simultaneamente durante a homogeneizacao, foi atingido nessas condigdes.
Assim, tem-se que a utilizacdo de 4 ciclos de homogeneizagao foi
suficientemente adequada, dentro das condigbes avaliadas, para a obtengao

de emulsbes com gotas pequenas.
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Reologia

Medidas reolégicas em estado estacionario foram realizadas para
todas as emulsdes. Os resultados da analise do comportamento de
escoamento revelaram que as emulsdes apresentaram comportamento nio
newtoniano com presenca de pequena tensao inicial. O modelo de Herschel
Bulkley (Equacéo 3) foi, entdo, adequadamente ajustado aos dados da curva
de escoamento das emulsdes (R? > 0,97 e MAPE < 11,2 %). Os coeficientes
do modelo, bem como os valores de viscosidade aparente a uma taxa de
deformacao de 100 s™', encontram-se na Tabela 3. A taxa de deformagéo de
100 s foi escolhida para andlise da viscosidade aparente por ser tipica de
processos que envolvem alimentos, como o escoamento por tubulagodes,

agitacdo e mastigacao (Steffe, 1996; McClements, 2004).

Tabela 3. Pardmetros reologicos obtidos do ajuste do modelo de Herschel Bulkley
e viscosidade aparente a 100 s™ (,,,) para emulsdes O/A estabilizadas por QBS
e B-lg.

Parametros reolégicos

pH Ciclos de
homogeneizagdo ¢, (mPa) k (mPa.s") n N100 (MPa.s)
4 214,8+3,02* 5,45+0,38%* 0,77+0,01** 2,03+0,36%"
7 6 30,1+4,1°%  2,38+0,29°* 0,91+0,02°* 1,85+0,04%A
8 17,5+4,6*  1,76+0,28°* 0,95+0,03** 1,56+0,072
69,3+1,8%8  2,26+0,12%8 0,92+0,01® 2,12+0,12%*
9 39,9+3,6"  2,20+0,25** 0,92+0,02** 1,90+0,03%A
15,3+4,5"*  1,83+0,26** 0,94+0,0224 1,57+0,02°4

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras minusculas: compara
diferengas entre niumero de ciclos de homogeneizacdo para um mesmo pH. Letras
maiusculas: compara diferengas entre pH para um mesmo numero de ciclos de

homogeneizagéo.

Para a maioria das emulsdes avaliadas, os valores do indice de

comportamento (n) foram ligeiramente menores do que 1, classificando as
1996),

comportamento mais comum para a maioria das emulsdes alimenticias

emulsbes como fluidos pseudoplasticos (Steffe, sendo esse
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(McClements, 2004). Esse comportamento é tipico de intera¢des associativas
fracas (Maskan e Gogus, 2000) e pode ocorrer por diversas razées como, por
exemplo, a alteragdo da distribuicdo espacial devido a aplicagcdo de
cisalhamento, alinhamento de gotas nao esféricas, remogao de moléculas de
solvente ligadas as gotas, ou deformacédo e rompimento de flocos (Hunter,
1993).

As emulsdes apresentaram baixa pseudoplasticidade, uma vez que os
valores do indice de comportamento variaram entre 0,91 e 0,96, com exceg¢ao
da emulsao de pH 7 obtida por 4 ciclos de homogeneizagéo, a qual apresentou
n igual a 0,77. O indice de comportamento manteve-se praticamente
constante e independente dos ciclos de homogeneizagdo em pH 9. Ja em pH
7, um aumento significativo (p < 0,05) nos valores de n foi observado para o
aumento dos ciclos de homogeneizagao, sendo portanto a emuls&o obtida por
4 ciclos mais pseudoplastica do que as demais.

O indice de consisténcia (k) € um indicador da natureza viscosa dos
fluidos (Fonseca et al., 2009; Ibanescu et al., 2010; Wu et al., 2009). De acordo
com a Tabela 3 é possivel observar que para pH 7, o valor de k diminuiu com
o0 aumento dos ciclos de homogeneizagao, enquanto o valor de n aumentou,
sugerindo uma diminuicdo na viscosidade e na pseudoplasticidade das
emulsdes, respectivamente, estando a diminuigdo na viscosidade de acordo
com os valores de n,,, obtidos. Para emulsées em pH 9, no entanto, o numero
de ciclos de homogeneizagdo nao afetou a consisténcia das emulsdes, de
forma que os valores de k nao variaram significativamente entre 4 e 8 ciclos.

Adicionalmente foi observada a existéncia de uma pequena tensao
residual (ou tensao inicial) nas emulsdes. Esse é um parametro importante
em situagbes que envolvem baixas deformacdes, como o processo de
cremeacgao das gotas das emulsdes durante seu armazenamento, uma vez
que tenséo inicial oferece resisténcia ao escoamento a baixas deformagdes.
De acordo com a Tabela 3, o aumento nos ciclos de homogeneizagao reduziu
de forma significativa (p < 0,05) os valores da tenséo inicial (z,), indicando que
emulsdes mais frageis e menos estruturadas foram formadas com o aumento
no tempo de homogeneizagéo, o que pode ser prejudicial para a estabilidade

do sistema visto que quanto menor o valor de t,, menos desfavorecida é a
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mobilidade das gotas, as quais devem exceder uma tensdo menor para
iniciarem o movimento.

Quanto a viscosidade aparente das emulsbes, observou-se que o
aumento nos ciclos de homogeneizagédo reduziu significativamente a 7y,
apenas em pH 9 (p < 0,05). Nesse pH, uma relacao direta foi observada entre
o diametro médio da gota e a viscosidade: valores maiores de 17,4, foram
observados em emulsdes com didametros de gota menores. A redugdo no
tamanho das gotas pode ter aumentado as interagdes hidrodinadmicas entre
as gotas devido a diminui¢cdo na distancia média de separagéo entre as gotas
quando o didmetro médio diminuiu (Pal, 2000). Simultaneamente, a maior
viscosidade das emulsdes pode ter favorecido a formacao de gotas menores
ao reduzir a mobilidade das gotas, limitando a colisdo e, consequentemente,
a agregacao e recoalescéncia das mesmas durante a homogeneizagao. Para
emulsées em pH 7, no entanto, 0 numero de ciclos de homogeneizagéo nao
reduziu a viscosidade aparente de forma significativa (p > 0,05) e nenhuma
relagdo com o tamanho da gota foi observada, pois esse parametro também
nao foi influenciado pelos ciclos de homogeneizagéo.

As caracteristicas viscoelasticas das emulsdes também foram
avaliadas. Espectros mecanicos (Figura 1) foram obtidos por varredura
dinamica de frequéncia para avaliar o comportamento viscoelastico das
emulsdes, uma vez que seus resultados s&do sensiveis a composi¢ao quimica
e estrutura fisica da amostra (Steffe, 1996). Dados dos modulos viscoelasticos
foram considerados até 3 Hz, pois a partir dessa frequéncia foi verificado o
deslizamento das amostras (provavelmente devido a separagdo de fases

durante o ensaio a frequéncias maiores).
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Figura 1. Espectro mecanico para emulsdes estabilizadas por QBS e B-lg em pH
7 (A) e 9 (B) obtidas por 4 (®), 6 (V) e 8 (m) ciclos de homogeneizagao. Mddulo

elastico (G’) em simbolos fechados, médulo viscoso (G”) em simbolos abertos.

Para todas as emulsdes € possivel observar que o comportamento foi
predominantemente elastico (valores de G’ > G”) em todo o intervalo de
frequéncia aplicado e que 0 aumento no numero de ciclos de homogeneizagao
reduziu os valores de G’ e G”, principalmente para emulsées em pH 7, cujos
modulos viscoelasticos foram mais dependentes da frequéncia. Os pequenos
valores dos mddulos viscoelasticos, juntamente com a pseudoplasticidade
das amostras, indicaram a presenca de estrutura tridimensional elastica fragil.
Essa analise esta coerente com os resultados obtidos para tensao inicial das

emulsbes, a qual diminuiu significativamente com o aumento nos ciclos de
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homogeneizagao, indicando que estruturas mais frageis foram formadas sob
maior tempo de homogeneizagéao.

Pela andlise dos espectros mecanicos, observa-se que gotas com
didmetro médio diferente resultaram em similar dependéncia dos mddulos
viscoelasticos em relacdo a frequéncia quando em pH 9. Entretanto,
diferengas na dependéncia de G’ e G” em relagao a frequéncia foram
observadas para gotas com diametro médio semelhante em pH 7. Esse
resultado indica que o tamanho das gotas nao foi o unico fator que influenciou
as propriedades viscoelasticas das emulsoes.

A ligeira dependéncia dos modulos G’ e G” em relagao a frequéncia
sem o cruzamento dos médulos (G’ = G”), junto a razdo G'/G” entre 1 e 10 em
todo intervalo de frequéncia avaliado, permitem caracterizar as emulsdes
como géis fracos (também conhecidos como géis fisicos) (Steffe, 1996), os
quais podem ser vistos como “liquidos estruturados” (Tokita e Nishinari, 2009).
Géis fracos quando submetidos a altas deformacgdes (ensaio de escoamento)
escoam, diferentemente dos géis verdadeiros, que se rompem (lkeda e
Nishinari, 2001). A estrutura tipica de gel fraco esta relacionada a presenca
de uma estrutura tridimensional. Emulsdes obtidas por 6 e 8 ciclos de
homogeneizagdo em pH 7 apresentaram menores valores dos médulos G’ e
G” quando comparadas a emulsao obtida por 4 ciclos, o que esta de acordo
com os maiores valores de indice de comportamento e menores indices de
consisténcia (Tabela 3) exibidos por essas emulsdes, e pode ser atribuido a
formacéao de estrutura tridimensional mais fraca nessas condi¢cdes. Contudo,
como sera discutido, essas emulsdes mantiveram-se estaveis durante o
periodo de armazenamento (7 dias).

Segundo Steffe (1996), emulsdes estaveis sao caracterizadas por
espectros mecanicos com valores de G’ maiores do que os valores de G” e
modulos viscoelasticos quase paralelos ao longo do intervalo de frequéncia
avaliado. Assim, de acordo com a analise dos espectros mecanicos, pode-se
dizer que, de modo geral, as emulsdes foram estaveis, o que esta de acordo
com os resultados da analise de estabilidade a serem discutidos.
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Estabilidade fisica

A estabilidade das emulsbes a cremeacdo pode ser observada na
Figura 2. Em todas as emulsdes foi observada a presenga de uma camada de
espuma proveniente do processo de homogeneizagdo, uma vez que tanto a
QBS quanto a B-lg, além de emulsificantes, sdo também bons agentes
formadores de espuma (Giicli-Ustiindag e Mazza, 2007; Piotrowski et al.,
2012; Yang et al., 2013). Essa formagédo de espuma foi também observada
em outros estudos reportados na literatura, como o de Piotrowski e
colaboradores (2012), ao estudarem misturas de QBS e B-lg em interfaces ar-
agua e oleo-agua, e o de Yang e colaboradores (2013), ao estudarem o
encapsulamento de vitamina E em emulsées estabilizadas por saponina de
Quillaja. Yang e colaboradores (2013) verificaram ainda que a formagao de
espuma persistiu mesmo quando lisolecitina, um agente antiespumante, foi

adicionada a fase aquosa antes da homogeneizagao.

pH9

Figura 2. Aparéncia visual das emulsdes O/A estabilizadas por QBS e B-Ig a

10.000 psi apos 7 dias de armazenamento a 25 °C. Numero de ciclos de
homogeneizagéao: 4 (A), 6 (B) e 8 (C).

Conforme se observa na Figura 2, independentemente do numero de
ciclos de homogeneizacdo empregado, todas as emulsées mostraram boa
estabilidade, sem sinal de separacao de fases (/ISF = 0) ap6s 7 dias de
armazenamento a 25 °C. Para todas as emulsdes foi observado um aumento
gradativo da intensidade da cor rosa ao longo da vertical, sendo a coloragao

ligeiramente mais intensa na parte superior. Esse gradiente de cor ocorreu
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devido as diferentes velocidades de cremeacdo das gotas presentes (gotas
maiores cremeiam mais rapidamente do que as menores), uma vez que as
emulsdes nao apresentaram gotas de tamanho uniforme, conforme verificado
pelos valores elevados de PDI (Tabela 2). Assim, gotas vermelhas maiores se
concentraram na parte superior, enquanto as menores permaneceram na
parte inferior, refletindo na maior e menor intensidades de cor rosa
observadas na parte superior e inferior, respectivamente.

A estabilidade fisica das emulsdes também foi avaliada pela variagao
do diametro médio e do potencial { das gotas apos o armazenamento. Dados
obtidos apés armazenamento sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Potencial { e didametro médio de gota de emulsées O/A
estabilizadas por QBS e (-lg obtidas por diferentes ciclos de
homogeneizagao a 10.000 psi apds 7 dias de armazenamento a 25 °C.

Ciclos de Potencial ¢ Diametro

PH homogeneizagao (mV) médio (nm) PDI
4 -71,0+0,1 35849 0,470+40,040
7 6 -63,7+1,8 31835 0,448+0,068
8 -71,5+0,5 22745 0,251+0,006
4 -76,3+0,8 334140 0,431+0,018
9 6 -71,1£1,0 320+83 0,411+0,080
8 -85,1+2,4 287162 0,366+0,072

* Médias de parametros que diferiram significativamente apés o armazenamento de acordo
com o teste t pareado (p < 0,05).
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Variagbes nao significativas (p > 0,05) foram observadas para os
valores de potencial ¢ apds 7 dias de armazenamento. Em relagdo aos
parametros da distribuicdo de tamanho de gota ndo foram observadas
diferencgas significativas (p > 0,05) para o didametro médio de gota e o indice
de polidispersidade das emulsdes com o tempo, com exceg¢ao da emulsdo em
pH 9 obtida por 6 ciclos de homogeneizagdo, cujo PDI aumentou
significativamente com o tempo, embora seu didmetro médio de gota nao
tenha apresentado uma variagao significativa. Com base nesses resultados,
verificou-se que as emulsdes mantiveram-se estaveis aos processos de
agregacao.

Um dos possiveis mecanismos envolvidos na estabilizacdo das
emulsdes O/A estabilizadas pela mistura de QBS e B-lg € a repulsao
eletrostatica entre as gotas, a qual foi bastante intensa devido aos elevados
valores de potencial { observados (Tabela 4). Além disso, o tamanho reduzido
das gotas formadas pode também ter contribuido para sua estabilizagao, uma
vez que emulsdes com gotas pequenas tendem a ser mais estaveis, uma vez
que a velocidade de separacgédo gravitacional € proporcional ao quadrado do
didametro da gota.

3.2. Efeito do pH da fase aquosa

Propriedades das emulsées apés homogeneizagao

Os resultados da caracterizacdo das emulsdes obtidas apods

homogeneizagao encontram-se descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de potencial ¢, didmetro médio de gota e indice de
polidispersidade (PDI) das emulsées compostas QBS e (-Ig em diferentes pH apos

homogeneizagéo.

pH
Propriedades 7 8 9
Diametro médio (nm) 3231802 283182 246+42
PDI 0,507+0,1412 0,368+0,016° 0,326+0,0022
Potencial ¢ (mV) -76,4+0,5° -79,4+0,0° -79,6+0,1°

Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05) entre pH para um mesmo
parametro.

De acordo com a Tabela 5, observa-se que o potencial { das emulsdes
foi negativo em todas as condi¢des avaliadas, uma vez que na faixa de pH
estudada (7, 8 e 9) tanto a proteina quanto o surfactante encontram-se na
forma anibnica, pois os valores de pH estdo acima do ponto isoelétrico da
proteina (pl = 5,2 (Cheftel, 1992)) e do pKa do grupo acido glucurénico (pKa =
3,18 (Mitra e Dungan, 1997)) presente na molécula do surfactante.

A carga superficial das gotas foi significativamente influenciada pelo pH
da fase continua (p < 0,05), sendo sua magnitude ligeiramente maior quando
em pH 8 e 9 devido a maior desprotonagdo dos grupos carboxilicos da
proteina e do surfactante nesses pH, tornando as emulsbes mais
negativamente carregadas. No entanto, em toda faixa de pH avaliada os
valores de potencial ¢ foram maiores, em modulo, do que 60 mV, indicando
forte repulsao eletrostatica entre as gotas e garantindo excelente estabilidade
eletrostatica (Muller et al., 1996).

As curvas de distribuicido de tamanho revelaram emulsdes multimodais
e polidispersas. Diferentemente da carga superficial da gota, os parametros
obtidos da distribuicdo de tamanho de gota n&o foram influenciados pelo pH
da fase continua, de modo que uma diminui¢gao nao significativa (p > 0,05) foi
observada para o didametro médio de gota e a polidispersidade das emulsoes.
De modo geral, as emulsbes apresentaram didmetro médio de gota
relativamente pequeno, o que associado a elevada carga superficial é
bastante favoravel para a estabilidade das emulsdes, pois tende a reduzir a

ocorréncia de mecanismos de desestabilizagao.
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Estabilidade fisica

As emulsdes formuladas nos diferentes pH mostraram-se estaveis a
separacao de fase apds 7 dias de armazenamento, conforme pode ser
verificado na Figura 3. O indice de separacéo de fases foi, portanto, nulo para

essas emulsoes.

Figura 3. Aparéncia visual das emulsbes O/A estabilizadas por QBS e B-Ilg em pH
7 (A), 8 (B) e 9 (C) apds 7 dias de armazenamento a 25 °C. Condi¢do de
homogeneizagao: 4 ciclos a 10.000 psi.

Os dados obtidos pela determinagao da carga superficial, do diametro
meédio de gota e da polidispersidade das emulsdes apds o armazenamento de

7 dias a 25 °C encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de potencial ¢, didametro médio de gota e indice de
polidispersidade (PDI) das emulsbes compostas QBS e 3-Ig em diferentes

pH apés 7 dias de armazenamento a 25 °C.

pH
Propriedades 7 8 9
Diametro médio (nm) 35819 336122 334140
PDI 0,470+0,040 0,437+0,008 0,431+0,018
Potencial { (mV) -71,0£0,1 -72,8+0,2 -76,3+0,8

* Médias de pardmetros que diferiram significativamente apés armazenamento de acordo
com o teste t pareado (p < 0,05).

Conforme verificado na Tabela 6, variagdes significativas ao longo do
tempo foram observadas apenas para a carga superficial das emulsbes
formuladas em pH 7 e 8, as quais reduziram em magnitude apds o
armazenamento. A variacdo no potencial { das emulsdes com o tempo pode
estar associada a possiveis rearranjos na camada de emulsificantes
adsorvida a superficie da gota. No entanto, independemente das variagdes no
potencial {, as emulsdes continuaram exibindo elevada carga superficial, o
que conferiu elevada estabilidade eletrostatica as emulsdes devido a intensa
repulséo eletrostatica entre as gotas carregadas. Essa analise esta de acordo
com os resultados obtidos para analise da distribuicdo de tamanho da gota
apds o armazenamento, uma vez que nao foram observadas variagdes
significativas (p > 0,05) no didmetro médio da gota e na polidispersidade das
emulsdes, 0 que sugere que as emulsdes foram estaveis frente aos processos
de agregacao.

A boa estabilidade apresentada pelas emulsdes em diferentes pH pode
ser atribuida a elevada carga superficial das gotas, além do fato das gotas
formadas terem sido pequenas, o que favoreceu sua estabilidade ao longo do

tempo.

3.3. Efeito da concentragcao de NaCl da fase aquosa

Para avaliar o efeito da concentracdo de NaCl da fase aquosa,
emulsdes O/A contendo QBS e B-lg em pH 7 e diferentes concentragbes de
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NaCl (0, 100 e 200 mmol L") foram preparadas pela homogeneizagdo das
pré-emulsdes em 4 ciclos a 10.000 psi. As propriedades fisicas das emulsodes:
distribuicdo de tamanho de gota, carga superficial e estabilidade fisica, foram

analisadas.

Propriedades das emulsdes apés homogeneizagao

Os valores de carga superficial, didmetro médio de gota e
polidispersidade das emulsdes sob diferentes concentracbes de NaCl apds

homogeneizagc&o encontram-se descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de potencial ¢, didmetro médio da gota e indice de
polidispersidade das emulsdes O/A estabilizadas por QBS e B-Ig com diferentes

concentracdes de NaCl apds homogeneizagao.

Concentracao de NaCl (mmol L)

Propriedades 0 100 200
Diametro médio (nm) 3231802 2774372 265+192
PDI 0,507+0,141° 0,386+0,0232 0,323+0,057°
Potencial { (mV) -76,410,52 -27,6%0,3° -20,041,1°

Letras diferentes indicam diferencgas significativas (p < 0,05) entre concentragées de NaCl
para um mesmo parametro.

O potencial ¢ de uma particula depende tanto da superficie da particula
quanto do meio circundante. Assim, sua magnitude é determinada pelas
caracteristicas elétricas dos compostos adsorvidos a superficie bem como
pelas condi¢gées da vizinhanga, tais como pH e forga i6nica (McClements,
2004). Conforme esperado, todas as emulsdes apresentaram carga liquida
superficial negativa, uma vez que o pH do meio encontra-se acima do pl da 3-
lg e do pKa do grupo acido da QBS. O aumento na concentragdo de NaCl
resultou na diminuigao significativa (p < 0,05) na magnitude do potencial C.
Essa reducéo na carga superficial da gota pode ser atribuida a ligagado dos
cations Na* a grupos anidnicos presentes nas moléculas adsorvidas na

superficie da gota, bem como ao efeito de blindagem eletrostatica promovido
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pela presenga dos contra-ions adicionados (Hunter e White, 1987;
McClements, 2004).

De acordo com Mdller e colaboradores (1996), valores de potencial
com magnitude maior do que 60 mV indicam sistemas com excelente
estabilidade eletrostatica, enquanto valores entre 20 e 30 mV séao
moderadamente estaveis e aqueles menores do que 20 mV sao menos
estaveis. Assim, menor estabilidade é esperada para emulsdées formuladas
com adi¢cado de NaCl quando comparadas a emulsdo sem adi¢ao do sal, ja que
a magnitude do potencial ¢ das emulsées com NaCl esta entre 20 e 30 mV,
indicando que forgas de repulsédo eletrostatica menos intensas fizeram-se
presentes na presencga de NaCl.

Em relagdo a distribuicdo de tamanho de gota, assim como para
avaliacado dos efeitos do numero de ciclos de homogeneizagdo e do pH da
fase continua, todas as emulsdes em diferentes concentracées de NacCl
apresentaram distribuicdo de tamanho multimodal e polidispersas (0,323 <
PDI < 0,507), marcadas por picos de base ampla/aberta (dados néo
apresentados), mas com diametro meédio de gota pequeno (265-323 nm). As
propriedades da distribuicdo de tamanho ndo se mostraram dependentes da
concentragdo de NaCl, ndo apresentando, portanto, variagbes significativas

no didmetro médio de gota e na polidispersidade das emulsées (p > 0,05).

Estabilidade fisica

Os resultados de estabilidade mostraram que nenhuma emulséo
preparada no intervalo de concentragdo de NaCl avaliado apresentou
separacao de fases apds 7 dias de armazenamento (Figura 4), sendo,

portanto, seus indices de cremeacéo iguais a zero.
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Figura 4. Aparéncia visual das emulsbes O/A estabilizadas por QBS e B-Ilg em pH
7 na presenga de 0 (A), 100 (B) e 200 (B) mmol L' de NaCl. Condigdo de
homogeneizacgao: 4 ciclos a 10.000 psi.

Medidas da carga superficial e da distribuicdo de tamanho de gota
também foram realizadas apds o armazenamento das emulsées de modo a
avaliar a estabilidade das mesmas. Os valores de potencial ¢, didametro médio
de gota e polidispersidade das emulsdes obtidos apds 0 armazenamento sao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de potencial ¢, didametro médio de gota e indice de
polidispersidade (PDI) das emulsbées compostas QBS e B-lg diferentes
concentracdes de NaCl apds 7 dias de armazenamento a 25 °C.

Concentragao de NaCl (mmol L)

Propriedades 0 100 200
Diametro médio (nm) 35819 421+119 251422
PDI 0,470+0,040 0,465+0,065 0,307+0,069
Potencial ¢ (mV) -71,0£0,1 -28,8+0,1 -20,1+0,3

* Médias de parametros que diferiram significativamente apés armazenamento de acordo
com o teste t pareado (p < 0,05).

A carga superficial das emulsdes formuladas com adicdo de NaCl n&o
variou significativamente com o tempo (p > 0,05), enquanto variagado
significativa foi observada para a emulsdo sem adi¢gdo do sal. Possiveis
rearranjos moleculares podem ter ocorrido na camada de emulsificante
adsorvida a superficie da gota da emulsdo sem NaCl, o que explicaria a
variagdo do potencial { apdés o armazenamento. Entretanto, apesar da
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variagédo significativa na carga superficial da gota quando na auséncia de
NaCl, seu potencial  continuou elevado, o que provavelmente conferiu maior
estabilidade eletrostatica a emulséo devido a intensa forga de repulsao entre
as gotas, e esta de acordo com a variagao nao significativa do diametro médio
da gota e do PDI da emulsdo apo6s o armazenamento (p > 0,05).

Em contrapartida, menor estabilidade foi esperada para as emulsdes
formuladas com NaCl devido a menor magnitude de seu potencial . No
entanto, apesar da menor repulsdo eletrostatica entre as gotas devido aos
valores intermediarios de potencial ¢ (-20 > ¢ > -29 mV), as emulsdes
preparadas com adi¢cdo do sal também se mostraram estaveis, uma vez que
o didmetro médio da gota e a polidispersidade da emulsao nao variaram
significativamente com o tempo (p > 0,05).

Dessa forma, independente da concentracdo de NaCl e,
consequentemente, da magnitude do potencial ¢, todas as emulsbes
avaliadas mantiveram-se estaveis frente aos processos de agregacgao e
separagao de fases. Isto indica que o mecanismo de estabilizagdo conferido
pela mistura de QBS e 3-Ig ndo é somente por repulséo eletrostatica. Muito
provavelmente a estabilizacdo das emulsées de QBS e B-lg em presencga de
NaCl se deu principalmente pelo impedimento estérico, independente das
moléculas adsorvidas na interface serem de surfactante, proteina ou ambas.
Isso porque tanto a QBS quanto a (B-Ig conferem barreira fisica contra a
agregacao das gotas revestidas por elas (Maier et al., 2014; Tcholakova et al.,
2006; Yang et al., 2013). Além disso, deve-se também ressaltar que o
tamanho diminuto das gotas formadas ap6s a homogeneizagao pode também

ter favorecido a estabilizagdo das mesmas.

3.4. Tensao interfacial das misturas

Medidas de tensdo interfacial (y) em interface O6leo-agua foram
realizadas com as fases continuas utilizadas na formacado das emulsdes de
modo a avaliar os efeitos do pH e da concentracdo de NaCl sobre a atividade

de superficie da mistura de QBS e B-Ig (Figura 5).
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Figura 5. Tensao interfacial (y, ) de misturas de QBS e B-Ilg em diferentes pH e
concentragdes de NaCl: pH 7 e 0 mmol L' de NaCl (A), pH 8 e 0 mmol L' de NaCl
(B), pH 9 e 0 mmol L' de NaCl (C), pH 7 e 100 mmol L' de NaCl (D), e pH 7 e 200
mmol L' de NaCl (E). A linha continua em A, B e C representa a Equacgéo 1

ajustada aos dados.

As medidas de tensdo interfacial realizadas apresentaram baixa
repetitividade (desvio padrdo relativo por ponto de até 10 %), ainda que

particular atencao tenha sido dada na conducao do experimento de maneira
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a reduzir os erros experimentais. No entanto, é possivel observar que a tensao
interfacial diminuiu ao longo do tempo, o que confirma a adsorgdo de
moléculas tensoativas a interface 6leo-agua. A principio, a diminui¢do na
tensao interfacial foi bastante rapida, sendo posteriormente seguida por uma
diminuicdo mais lenta. Essa rapida diminuicdo da tensdo corresponde ao
transporte das moléculas do seio da fase (bulk) para interface e subsequente
adsor¢cao das moléculas na interface, enquanto o decaimento mais lento
corresponde a continua adsorcao e rearranjo (mudangas conformacionais)
das moléculas na camada adsorvida.

Conforme observado na Figura 5, o comportamento da tensao
interfacial ao longo do tempo se manteve similar para as misturas sem adigéo
de NaCl, com a reducgao continua da tensao. Entretanto, misturas com NaCl
(pH 7 com adigdo de 100 e 200 mmol L' de NaCl) apresentaram um
comportamento distinto: os valores de tensao interfacial aumentaram durante
um curto intervalo de tempo ap6ds a fase caracterizada pelo rapido decaimento
da tensdo. A origem molecular desse fendbmeno n&o € conhecida, porém,
pode estar relacionada a possiveis mudancas de posicionamento das
moléculas na camada adsorvida na interface.

Independente do pH ou da concentracao de NaCl da mistura, a tensao
interfacial ndao alcancgou o equilibrio termodindmico apds 15 minutos. Valores
de tensao interfacial de equilibrio (y,,) foram obtidos para as misturas sem
adicao de NaCl por meio do ajuste de uma equacéao exponencial (Equagéao 1),
a qual ajustou-se bem aos dados da cinética de decaimento de tensao
(R*> 95 % e MAPE < 1,85 %).

Os valores de tenséao interfacial de equilibrio obtidos encontram-se na
Tabela 9. Esse mesmo ajuste ndo pdde ser feito para as misturas com adigao
de NaCl devido ao desvio observado em suas curvas de decaimento de
tensdo. Assim, dados de tensao de equilibrio ndo foram obtidos para as
misturas de QBS e B-Ilg em pH 7 com adig¢&o de 100 e 200 mmol L' de NaCl.
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Tabela 9. Tensao interfacial de equilibrio (y,,) 6leo-agua para as misturas de QBS
e B-Ig em diferentes pH determinada pelo ajuste de uma equagao exponencial.

pH 7 8 9
Yeq (MN m) 5,26 + 0,20° 4,98 + 0,012 4,40 £ 0,15°

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Os valores de tensédo interfacial de equilibrio diminuiram
significativamente (p < 0,05) com o aumento do pH da mistura, embora a
variagdo em seus valores tenha sido pequena (< 1 mN m). Essa diminuigao
da tenséo interfacial indica que a energia livre requerida para aumentar a area
interfacial em uma unidade diminuiu quando o pH da mistura aumentou no
intervalo de 7 a 9.

Sabe-se que a tensdo interfacial tem um papel importante na formacgao
de gotas pequenas durante a homogeneizagdo, uma vez que esta é
proporcional a energia requerida para deformar e romper as gotas dentro da
secdo de homogeneizagdo (Walstra, 2003). Normalmente espera-se que
tensdes interfaciais pequenas resultem na formagao de gotas menores. No
entanto, conforme observado na Tabela 9, embora a tensao interfacial de
equilibrio tenha sido influenciada significativamente pelo pH da fase continua
(p < 0,05), ndo foram observadas diferengas significativas entre os diametros
médios das gotas formadas em diferentes pH (p > 0,05) (Tabela 5). Isso
porque sempre que uma nova interface é formada, sua tensao interfacial nao
¢ alterada até que moléculas tensoativas sejam transportadas para a interface
e entdo adsorvidas. Processo esse que requer um tempo finito, de modo que
sao as propriedades interfaciais dindmicas, e nao a tensdo interfacial de
equilibrio, que controlam a formagédo das gotas (Chung e Wasan, 1988;
Wojciechowski et al., 2011).

Assim, outra observacao importante que pode ser feita € a respeito da
cinética de adsorcao das moléculas na interface, a qual é crucial do ponto de
vista da formacado de emulsdes (Wojciechowski et al., 2011). Aumentos na
concentracdo de NaCl assim como no pH aumentaram a taxa de adsorgao
dos emulsificantes na interface, conforme pode ser observado pela maior
inclinacao das curvas de decaimento de tensao interfacial na Figura 5. Logo,

gotas menores seriam esperadas, pois a rapida adsor¢dao das moléculas na
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interface permitiria que as gotas fossem estabilizadas em tamanhos menores,
reduzindo a recoalescéncia durante o processo de homogeneizagao e,
consequentemente, mantendo as gotas em tamanho reduzido.

Alguns autores tém postulado sobre a existéncia de um segundo sitio
de ligagdo na molécula de B-Ig, localizado sobre a superficie externa do barril-
B (Monaco et al., 1987; Sawyer e Kontopidis, 2000), o qual pode acomodar
tanto moléculas pequenas e anfifilicas, tal como o dodecil sulfato de sédio (Hu
et al., 2011), quanto moléculas maiores que ndo sdo acomodadas no sitio
primario da proteina (na cavidade central hidrofdbica) (Piotrowski et al., 2012).
Estudo de tenséo interfacial realizado por Piotrowski e colaboradores (2012)
para diferentes concentracbes de QBS, com e sem adi¢c&o de B-Ig, sugeriram
que complexos proteina-surfactante, formados pela ligagdo no sitio
secundario externo da 3-lg, favorecem a dissociagao dos dimeros de proteina
e o “afrouxamento” de sua estrutura rigida, o que facilita o desdobramento da
molécula ao atingir a interface, aumentando sua atividade de superficie
quando a razao surfactante/proteina € baixa (< 100). Devido a localizagéo do
sitio secundario, Loch e colaboradores (2011) sugerem que a disponibilidade
desse sitio € maior quando a proteina encontra-se sob a forma monomérica.
Assim, a formacéao de possiveis complexos QBS-3-Ig pode ter sido favorecida
em pH 9, uma vez que a proteina encontra-se como monémero em pH > 8 (e
como dimero em pH 5-8) (Verheul et al., 1999), o que pode ter levado ao
aumento na taxa de adsorgao e na atividade de superficie, como verificado
pela maior inclinagao inicial da curva de decaimento de tenséo (Figura 5) e
pelo menor valor de tensdo interfacial de equilibrio (Tabela 9),
respectivamente.

Em relacdo a adicdo de NaCl, a blindagem das cargas elétricas das
moléculas de QBS e B-lg pela adigdo de contra-ions e ligagdo de ions Na* a
grupos aniénicos da proteina e do surfactante provavelmente diminuiu a
repulsao eletrostatica entre as moléculas adsorvidas, o que pode ter facilitado
sua adsorg¢ao. Dessa forma, o efeito de blindagem eletrostatica pode estar
associado a maior taxa de adsorcado apresentada pelas misturas contendo
NaCl.

Deve-se destacar, no entanto, que as diferengas na taxa de adsorcao

das moléculas na interface ndo parecem ter tido efeito significativo sobre o
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tamanho das gotas, uma vez que os diametros médios dessas né&o diferiram

significativamente entre si (Tabelas 5 e 7).

4. CONCLUSAO

Emulsées O/A estabilizadas por QBS e 3-Ilg com gotas de diédmetro
meédio inferior a 400 nm foram obtidas com 4 ciclos de homogeneizag&o sob
diferentes condi¢gdes de pH (7, 8 e 9) e concentragdo de NaCl (< 200
mmol L. As distribuicdes de tamanho de gota foram multimodais e exibiram
consideravel polidispersidade. As emulsbes apresentaram gotas
negativamente carregadas nos pH avaliados (7, 8 e 9), sendo a carga
superficial da gota fortemente influenciada pelo pH e, principalmente, pela
concentragdo de NaCl, de modo que a magnitude do potencial ¢ diminuiu
significativamente (p < 0,05) com o aumento da concentragdo de NaCl e com
a diminuigédo do pH. A taxa de adsorg&o dos emulsificantes na interface parece
ter sido influenciada tanto pelo pH quanto pela concentracdo de NaCl, de
modo que maiores valores foram observados para pH 9 e para presenca de
NaCl. No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas (p > 0,05)
no didmetro médio das gotas formadas sob diferentes pH e concentra¢des de
NaCl. As emulsbes apresentaram comportamento pseudoplastico com
presenca de pequena tensdo inicial e baixa viscosidade aparente.
Comportamento viscoelastico tipico de géis fracos também foi observado,
indicando a presencga de estrutura tridimensional elastica fragil. Verificou-se
que as emulsdes, tanto quando preparadas em condigdes basicas (pH 7, 8 e
9) sem adigdo de NaCl quanto em pH neutro na presenga de baixa
concentragdo de NaCl (< 200 mmol L"), foram estaveis a separagéo de fases.
Embora um rearranjo espacial das gotas dentro das emulsdes tenha sido
observado apds o armazenamento, indicando uma variagcdo de concentracao
e de tamanho de gota ao longo da vertical, nenhuma variagao significativa (p
> 0,05) foi observada no didmetro médio da gota com tempo para as emulsdes
avaliadas. A partir dos resultados das propriedades fisicas das emulsdes, é
possivel inferir que a estabilidade cinética das emulsdes € viabilizada por

outros mecanismos além da repulsao eletrostatica, visto que emulsdes com
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menor carga superficial mantiveram-se estaveis apos 7 dias de
armazenamento. Muito provavelmente o mecanismo de estabilizagdo
predominante nas emulsbes formuladas com adicdo de NaCl foi o
impedimento estérico conferido pela camada de emulsificantes adsorvida na
superficie da gota, o que juntamente ao tamanho diminuto das gotas,
favoreceu a estabilidade das emulsdes sob as condi¢gdes avaliadas no

presente estudo.
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CAPITULO 3 — AVALIAGAO E COMPARAGAO DAS
PROPRIEDADES EMULSIFICANTE E ESTABILIZANTE DA
MISTURA DE SAPONINA DE QUILLAJA E B-lactoglobulina AS
DE SEUS COMPONENTES PUROS

RESUMO

A formacdo e a estabilizacdo de emulsdes sao consideravelmente
influenciadas pelo tipo de emulsificante empregado, bem como pelas
condicbes da fase continua que as compdem. No presente estudo, a
influéncia da razdo molar de mistura de saponina de Quillaja (QBS) e
B-lactoglobulina (B-lg) (1:0, 1:1 e 0:1 & concentragao fixa de 1,2 mmol L"), pH
(7, 8 e 9) e concentragdo de NaCl (0, 100 e 200 mmol L") sobre a formacgéo
e estabilidade fisica de emulsdes 6leo em agua (O/A) foi avaliada. Emulsdes
foram preparadas em duas etapas: pré-homogeneizagao sob agitacao (7.500
rom/3 min) e homogeneizagéo a alta presséo (10.000 psi/4 ciclos) e, entéo,
caracterizadas em termos de suas propriedades fisicas: tamanho e
distribuicdo de tamanho de gota, carga superficial de gota, comportamento
reoldgico e viscoelastico, e estabilidade fisica apds 7 dias de armazenamento
a 25 °C. As emulsdes apresentaram carga superficial liquida negativa nas
condigbes avaliadas. Suas distribuicbes de tamanho de gota foram
multimodais e as emulsdes foram polidispersas, embora seus didmetros
médios de gota tenham sido relativamente pequenos (< 500 nm). As emulsdes
apresentaram baixa viscosidade aparente, comportamento ligeiramente
pseudoplastico e com pequena tenséo inicial. Analises do espectro mecanico
das emulsdes revelaram que essas exibiram comportamento viscoelastico
tipico de gel fraco. Diferentes efeitos de pH e concentracdo de NaCl foram
observados sobre as propriedades das emulsées dependendo da razao de
mistura QBS:B-lg utilizada. Ap6s o armazenamento, analises visuais, de
distribuicdo de tamanho de gota e potencial { revelaram que as emulsdes
apresentaram boa estabilidade frente a separagao de fases e, em sua maioria,

a agregacao. A mistura de QBS e -Ig mostrou desempenho semelhante ao
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de seus componentes puros na formagao de emulsdes, no entanto, parece ter
apresentado melhor capacidade de estabilizacdo do que esses, revelando um

efeito sinergistico da mistura.

Palavras-chave: emulsdo, homogeneizagdo, saponina, proteina,
B-lactoglobulina, estabilidade, reologia, espalhamento dinamico de luz,

potencial C.

1. INTRODUGAO

Sistemas contendo proteina e surfactante estdo presentes em
inumeras situagdes cotidianas (Piotrowski et al., 2012; Kezwon e
Wojciechowski, 2014; Wojciechowski et al., 2014) por serem muitas vezes
utilizados simultaneamente em diversas aplicagdes nas industrias de
alimentos, de cosméticos e farmacéutica (Depree e Savage, 2001; Dickinson
et al., 2001; Myers, 1999).

Proteinas e surfactantes compdem os principais tipos de substancias
emulsificantes, uma vez que ambos absorvem na interface e reduzem a
tensdo interfacial (Piotrowski et al., 2012; Kezwon e Wojciechowski, 2014).
Normalmente, surfactantes de pequena massa molar sao responsaveis pela
formacéo de espumas e emulsdes devido a sua rapida adsorgéo na interface
e eficiente reducao da tensao interfacial, enquanto proteinas de maior massa
molar estabilizam emulsdes a longo prazo gracas a formacgdo de redes
interfaciais altamente (visco)elasticas (Wojciechowski et al., 2011; Piotrowski
et al., 2012) e frequentemente carregadas eletricamente (Kotsmar et al.,
2008). Assim, proteinas e surfactantes complementam um ao outro,
promovendo estabilidade a curto e longo prazo a emulsdes e espumas
(Wojciechowski et al., 2011; Kezwon e Wojciechowski, 2014), o que justifica a
atencao que esses emulsificantes tém recebido nos ultimos anos.

Muitos dos surfactantes comercialmente disponiveis sdo de origem
sintética, principalmente derivados do petrdleo. No entanto, a consideracao

dos biossurfactantes como alternativas aos surfactantes sintéticos,
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especialmente nas industrias de alimentos, farmacéutica e de petrdleo
(Nitschke e Costa, 2007; Kralova e Sjoblom, 2009), tem sido refor¢gada pela
crescente conscientizagcdo ambiental. Devido a suas caracteristicas
favoraveis, como baixa toxicidade, intrinseca biodegradabilidade e
biocompatibilidade, os biossurfactantes tém ganhado cada vez mais interesse
e aplicagbes (Kitamoto et al., 2002; Wojciechowski et al., 2011). Hoje em dia
0 uso desse tipo de surfactante tem atraido cada vez mais atencao das
industrias de alimentos e de seus consumidores.

Saponinas da casca de Quillaja (QBS, Quilajja Bark Saponin) sao
biossurfactantes extraidos da casca da arvore Quillaja saponaria Molina,
nativa do Peru e Chile (Kezwon e Wojciechowski, 2014; Wojciechowski et al.,
2014). Quimicamente as saponinas sdo glicosideos constituidos por uma
aglicona (triterpeno ou esteroide) ligada por meio de ligagdes glicosidicas a
uma ou mais cadeias de acgucares, que podem ser lineares ou ramificadas
(Hostettmann, 1995; Stanimirova et al., 2011; Golemanov et al., 2012;
Wojciechowski, 2013; Kezwon e Wojciechowski, 2014). Produtos de QBS sao
aprovados para consumo humano como aditivo alimentar de acordo com
termos e leis de regulamentacao de alimentos em varios paises como Estados
Unidos, Japao e Unido Europeia (Wojciechowski, 2013; Wojciechowski et al.,
2014). Extratos de Quillaja encontram aplicagées comerciais principalmente
como agentes formadores de espuma e emulsificantes (Oakenfull, 1981;
Golemanov et al., 2012; Yang et al., 2013) em industrias de alimentos e
cosmeéticos (Stanimirova et al,, 2011; Golemanov et al., 2012; Kezwon e
Wojciechowski, 2014; Wojciechowski, 2013; Wojciechowski et al., 2014),
sendo empregados com outros surfactantes, naturais e sintéticos, e
polimeros, como as proteinas do leite (B-lactoglobulina e B-caseina) e do ovo
(lisozima), em aplicagdes alimentares (Kezwon e Wojciechowski, 2014).

B-lactoglobulina (B-lg), uma proteina globular, é a principal proteina do
soro de leite, representando cerca de 45 a 57 % em massa do total de
proteinas do soro. Por ser a maior fragao proteica do soro, suas caracteristicas
tendem a dominar as propriedades dos produtos elaborados com soro de leite.
A B-lg tem sido estudada extensivamente e é muito bem caracterizada. Sua
estrutura primaria consiste de 162 aminoacidos, principalmente os sulfurados,

o que lhe confere alto valor bioldégico devido ao alto teor de aminoacidos
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essenciais (Cheftel, 1992). Encontra-se na forma de dimero em pH 5-8 e como
mondmero quando em pH > 8 (Verheul et al., 1999). O monémero de B-Ig
exibe duas ligagbes dissulfidicas intramolecular e uma sulfidrila livre
(Dickinson, 1998) muito reativa que possibilita o intercambio entre as ligacdes
dissulfidicas durante mudangas conformacionais associadas a tratamentos
térmicos e alteragcdes de pH (Bottomley, 1990). Possui massa molar igual a
18.283 g mol' e ponto isoelétrio (pl) em pH 5,2 (Cheftel, 1992). B-Ilg € uma
das proteinas do leite mais estudadas (Kezwon e Wojciechowski, 2014),
sendo utilizada como um ingrediente interessante em diversas formulagdes
alimentares devido ao seu elevado valor nutricional e as excelentes
propriedades funcionais.

Devido a sua importancia em produtos alimentares, a atividade de
superficie e as propriedades de bulk das misturas de B-lg com surfactantes
tém sido estudadas (Kotsmar et al., 2008; Piotrowski et al., 2012; Kezwon e
Wojciechowski, 2014). Nos ultimos anos, estudos a respeito das propriedades
interfaciais e de bulk das misturas de B-Ig e saponina de Quillaja tém sido
realizados (Piotrowski et al., 2012; Kezwon e Wojciechowski, 2014). No
entanto, a capacidade de formacéo e estabilizacdo de emulsdes por essa
mistura ainda nao foi suficientemente avaliada. Assim, no presente estudo, a
mistura de QBS e B-lg foi avaliada e comparada a seus componentes
individuais em termos de sua habilidade emulsificante sob diferentes
condi¢cbes de pH e concentracdo de NaCl, uma vez que a formacado de
emulsdes estaveis é influenciada ndo so pelas propriedades e concentracao
dos emulsificantes, mas também pelas caracteristicas do meio. Para
comparagao das habilidades emulsificantes de QBS e/ou B-Ig, propriedades
de tamanho de gota, carga superficial e reologia das emulsdes, bem como

sua estabilidade fisica apos armazenamento, foram avaliadas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

B-lactoglobulina (90 % de pureza) foi fornecida pela Davisco Foods
International Inc. (La Sueur, MN, EUA). Saponina da casca de Quillaja (QBS,
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Quillaja Bark Saponin) (32 % de pureza), uma mistura de glicosideos de
terpenos ciclicos extraida da casca da arvore Quillaja saponaria Molina, foi
adquirida da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, EUA). Oleo de girassol (Liza,
Cargill Foods, SP, Brasil) foi adquirido no comércio local. Cloreto de sdodio,
hidroxido de sodio, azida de sddio e acido cloridrico de grau analitico foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Todos os materiais foram

utilizados tal como recebidos, sem purificagdo adicional.

2.3. PREPARO DAS EMULSOES

Inicialmente, foram preparadas separadamente solucdes estoques de
B lg (4 mmol L7'), QBS (4 mmol L"), NaCl (1,5 mol L") e
tris(hidroximetil)aminometano (tris) (1 mol L™') em agua deionizada contendo
0,02 % (m/v) de azida de sddio (para inibir o crescimento microbiano). As
solugdes foram deixadas em repouso de um dia para o outro para garantir a
completa dispersao e reidratagdo. Fases continuas contendo QBS e [3-lg
foram preparadas em trés razbes molares diferentes (1:0; 1:1 e 0:1)
mantendo-se a concentracéo total de emulsificantes fixa de 1,2 mmol L' em
tampao tris 5 mmol L' em diferentes pH (7, 8 e 9) e concentragdes de NaCl
(0, 100 e 200 mmol L"). O pH de cada fase continua foi ajustado com solugéo
de HCI 0,1 mmol L' ou NaOH 0,1 mmol L' apds mistura das solugdes
estoques sob agitacdo magnética. O volume final da mistura foi ajustado com
agua deionizada contendo 0,02 % (m/v) de azida de sddio. As concentracdes
de NaCl, QBS, B-lg e azida de sddio foram expressas em relacao as fases
continuas das emulsdes.

Emulsdes 6leo em agua (O/A) foram preparadas pela dispersao de 10
% (m/m) de 6leo de girassol nas fases continuas de QBS e/ou B-Ig. Emulsdes
iniciais (pré-emulsdes) foram preparadas utilizando um homogeneizador de
alta velocidade (Omni Macro ES Digital Programmable Homogenizer,
Kennesaw, EUA) por 3 min a 7.500 rpm a temperatura ambiente. Apds essa
primeira homogeneizagdo, as pré-emulsdes foram “refinadas” em um
homogeneizador de alta pressao (Emulsiflex-C5, Avestin, Ottawa, Canada)

por meio de 4 ciclos de homogeneizagao a cerca de 10.000 psi.
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2.4. CARACTERIZAGAO DAS EMULSOES

2.4.1. Estabilidade das emulsdes a separacao de fases

Imediatamente apos o processo de homogeneizagado, aliquotas de 5
mL de emulsdo foram transferidas para tubos de vidro graduados, os quais
foram selados e armazenados por 7 dias a 25 °C. O processo de separagao
de fases foi visualmente determinado pela avaliacdo da alteracdo na
espessura das fases de creme e de soro (camada inferior transparente ou
turva) apdés o armazenamento. A extensdo da separagdo de fases foi
caracterizada pelo indice de separacgao de fases (/SF), determinado de acordo

com a Equacao 1:

v,
ISF (%) = 100 X 75 (Eq. 1)

1

na qual V; e V; correspondem ao volume de soro formado na fase inferior do
tubo e ao volume inicial da emulsao, respectivamente.

Para facilitar a visualizagdo da separagdo de fases, Sudam Ill (um
corante vermelho lipossoluvel) foi adicionado previamente ao 6leo de girassol
antes do processo de homogeneizagdo. Aliquotas de 3 mL das amostras
foram também armazenadas em frascos de vidro selados para posterior
avaliacdo da distribuicdo de tamanho de gota e do potencial ¢ apos o
armazenamento. A aparéncia das amostras apds o armazenamento foi

registrada por foto utilizando camera digital.

2.4.2. Caracterizagao do tamanho médio de gota ou particula

A distribuicdo de tamanho de gotas e particulas foi determinada por um
instrumento de espalhamento dindmico de luz (Zetasizer Nano ZS, Malvern
Instrument Ltd., Worcestershire, Reino Unido), o qual se baseia na medi¢ao
das flutuag¢des da intensidade da luz que ocorrem ao longo do tempo quando
a luz é dispersa pelas particulas que mudam sua localizagao espacial relativa
devido ao movimento browniano. Para evitar efeitos de espalhamento
multiplo, as emulsdes foram diluidas em solugao tampéo contendo o mesmo

pH e a mesma concentracdo de NaCl que a amostra. Os tampdes foram
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previamente filtrados em membranas de acetato de celulose de 0,45 mm de
diametro. As medidas foram realizadas imediatamente apds o preparo e
também apds o periodo de armazenamento para determinar a estabilidade
fisica das emulsdes. No caso das emulsbes armazenadas, amostras foram
cuidadosamente coletadas do topo, meio e fundo do frasco (mantido
verticalmente), evitando promover grandes perturbagdes. O tamanho das
gotas foi caracterizado em termos do diametro médio de gota (z-médio) e do
indice de polidispersidade (PDI), os quais foram obtidos pela analise de
Cumulant da funcdo de correlacéo utilizando a porgao inicial dos dados até
2.000 ps. As medidas foram realizadas a 25 °C com, no minimo, 3 leituras
sequenciais. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao de

duas repeti¢oes.

2.4.3. Potencial {

A carga elétrica (potencial {) das gotas e particulas da fase continua foi
determinada pela medida de sua mobilidade eletroforética em um instrumento
de eletroforese capilar (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instrument Ltd.,
Worcestershire, Reino Unido). Emulsées foram avaliadas imediatamente apos
a homogeneizagao e também apdés o armazenamento a 25 °C por 7 dias.
Assim como para determinacéo da distribuicdo de tamanho de gotas apds o
armazenamento, amostras foram cuidadosamente coletadas no topo, meio e
fundo dos frascos. As amostras foram previamente diluidas em solugao
tampao correspondente (mesmo pH e concentragdo de NaCl) para evitar
efeitos de espalhamento multiplo. As amostras diluidas foram suavemente
agitadas para garantir a homogeneidade da amostra e foram lentamente
injetadas nas células de medi¢cdo com auxilio de uma seringa, checando que
nao houvesse bolhas. A mobilidade eletroforética é determinada pela medida
da direcdo e velocidade das gotas submetidas a um campo elétrico, e
convertida a valores de potencial ¢ pelo proprio equipamento utilizando o
modelo de Smoluchowski (Malvern, 2007), uma vez que o raio da particula é
muito maior do que o comprimento de Debye, o que permite assumir que a

superficie da particila é plana em relagao a dupla camada de elétrons (Pashley
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e Karaman, 2004). As medidas foram realizadas a 25 °C e o potencial ¢ foi
calculado a partir da média de 5 leituras sequenciais. Os resultados sao

reportados como média e desvio padrao de duas repetigdes.

2.4.4. Medidas reolégicas

As propriedades reolégicas das emulsdes foram determinadas em um
redbmetro rotacional (Haake Mars Il, Thermo Electron Corp., Karlsruhe,
Alemanha) equipado com banho termostatico (Phoenix 2C30P, Thermo
Electron Corp., Alemanha) e geometria cone e placa (1 °/60 mm e gap de 52
gm) em ago inoxidavel. As medidas foram conduzidas a 25 °C apos o
processo de homogeneizagdo. As amostras permaneceram em repouso por
5 min para garantir o relaxamento da amostra e o equilibrio da temperatura
antes de se iniciarem as analises. Uma nova amostra foi utilizada a cada
ensaio devido a possibilidade de ruptura ou coalescéncia das gotas.

Curvas de escoamento foram realizadas no intervalo de taxa de
deformagdo de 0 a 300 s em trés rampas (crescente, decrescente e
crescente, com duragdo de 120 s cada). O modelo de Herschel Bulkley
(Equacédo 2) foi ajustado aos dados da ultima rampa crescente, que

corresponde ao escoamento em estado estacionario.
T=10+ k-y" (Eq. 2)

Onde 7 é a tensao de cisalhamento (Pa), 7, € a tensao inicial (Pa), k € o indice
de consisténcia (Pa.s"), y é a taxa de deformacgéo (s') e n é o indice de
comportamento (adimensional).

Varreduras oscilatérias de frequéncia foram realizadas no intervalo de
0,1 a 10 Hz utilizando valores de deformacao determinados previamente por
varreduras oscilatorias de deformacao (0,1 a 10%, 1 Hz) de forma a assegurar
que os espectros mecéanicos das amostras fossem obtidos dentro da regido

de viscoelasticidade linear.

2.5. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA
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Para comparar a habilidade emulsificante da mistura de QBS e [3-Ig
com a de seus componentes, trés razbes molares de mistura foram avaliadas
(1:0; 1:1 e 0:1) mantendo-se a concentragao total de emulsificantes fixa de 1,2
mmol L. Um delineamento fatorial completo de 2 fatores em 3 niveis com 2
repeticbes para cada razdo de mistura de QBS e B-Ig foi utilizado para avaliar
a influéncia da composigcdo da fase continua sobre as caracteristicas das
emulsdes (distribuicdo de tamanho de gota, carga superficial, reologia e
estabilidade) estabilizadas pelas misturas de QBS e [(-Ig. Os fatores
estudados e seus niveis reais e codificados sdo apresentados na Tabela 1.
Os experimentos foram realizados de modo aleatoério a fim de minimizar os
efeitos de fatores nao controlados. Os resultados foram analisados por meio

da analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia.

Tabela 1. Fatores e niveis (reais e codificados) utilizados no delineamento
fatorial completo.

Niveis codificados

Fatores

-1 0 1
pH 7 8 9
Concentragao de NaCl (mmol L) 0 100 200

A significancia estatistica dos coeficientes do modelo de Herschel
Bulkley ajustado aos dados da curva de escoamento das emulsdes foi
avaliada pelo teste t (p < 0,05) e a adequagdo do ajuste foi julgada pela
significancia estatistica do modelo (p < 0,05), coeficiente de determinagao (R?)
e o erro médio percentual absoluto (MAPE, mean absolute percentage error),

o qual é calculado conforme Equacgao 4

n ~
100 |(Y; - 1)
MAPE = (Eq. 4)
n & Y;
=

onde Y; é a iésima resposta experimental, ¥; é a iésima resposta predita e n é
0 numero de respostas.
Comparacbes entre médias foram realizadas pelo teste t de

comparacgao pareada quando avaliadas em relacdo ao tempo e pelo teste de
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Tukey para comparagdes no mesmo tempo ao nivel de 5 % de significancia.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o soffware SAS® (SAS,
versao 9.1, SAS Institute Inc., NC, EUA) licenciado para a Universidade

Federal de Vicosa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CARACTERIZAGAO DAS SOLUGOES E MISTURAS DE QBS
E B-LG UTILIZADAS COMO AGENTES EMULSIFICANTES

A fim de compreender as forgas eletrostaticas que ocorrem entre as
particulas, o potencial ¢ das solugdes e misturas de QBS e B-Ig
correspondentes as fases continuas das emulsbes estudadas foi
determinado. Os valores da carga superficial das particulas para diferentes
pH e concentracdo de NaCl das solucdes e mistura encontram-se na Tabela
2.

Conforme observado na Tabela 2, tanto o pH quanto a concentragao
de NaCl tiveram efeitos significativos (p < 0,05) sobre a carga superficial das
particulas das solucbes de B-Ig e de QBS, e de suas misturas. Tanto as
solucdes quanto a mistura sob todas as condi¢cdes de pH e concentracédo de

NaCl avaliadas apresentaram potencial { negativo.
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Tabela 2. Valores de potencial ¢ (mV) das particulas das misturas de QBS
e B-lg sob diferentes razdes molares (concentragao total fixa de 1,2 mol L)

em diferentes pH e concentragdo de NaCl.

Concentragao Razao de mistura QBS:f-lg
de NaCl pH
(mmol L) 1:0 1:1 0:1

0 7 -10,8+0,44 -12,2+0,1A -21,0+0,4¢8

0 8 -14,1+1,6°* -15,4+0,3% -22,2+0,1%8

0 9 -17,0£0,0™ -17,310,9% -25,540,8°8
100 7 -8,1+0,1%®8 -5,7+0,23 -10,140,23¢
100 8 -6,9+0,12A -8,3+0,08 -12,7+0,1%¢
100 9 -11,1+0,0% -5,6+0,02A -13,0+0,1%°¢
200 7 -5,7+0,02A -6,5+1,12A -10,3+0,1%8
200 8 6,940,324 -7,6+0,3%A -10,940,4%8
200 9 -8,8+0,1b<8 -6,2+0,5%4 -12,940,8°C

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras minusculas: compara
diferengas entre composi¢do de fase continua (pH e concentragdo de NaCl) para uma
mesma razao de mistura de QBS e B-lg. Letras maiusculas: compara diferengas entre razdo
de mistura de QBS e B-lg para uma mesma composi¢cdo de fase continua (pH e
concentracao de NaCl).

A carga negativa das solugbes de QBS pode ser atribuida a
dissociagdo do grupo carboxilico presente em sua estrutura, uma vez que
normalmente acidos carboxilicos apresentam valores de pKa proximos a pH
3,5 (Yang et al., 2013), como o acido glucurdnico (pka = 3,18) presente na
estrutura da QBS (Mitra e Dungan, 1997). Wojciechowski (2013) relatou,
baseado em curvas de titulagdo acido-base, que aproximadamente metade
das moléculas de saponinas presentes na QBS fornecida pela empresa
Sigma® contém grupos acidos com pKa = 6,1, o que suporta os resultados de
potencial ¢ negativo obtidos no presente estudo. Além disso, a concentragéo
de NaCl também influenciou os valores de potencial {, de modo que o
aumento da concentragao do sal resultou na diminuigao (em mddulo) do da
carga superficial das particulas devido ao efeito de blindagem eletrostatica

promovido pela adicdo de contra-ions ao meio.
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Similarmente, solugbes de [(-lg também apresentaram potencial ¢
negativo em todas as condi¢des avaliadas, por se tratarem de valores de pH
acima do seu ponto isoelétrico (pl = 5,2 (Cheftel, 1992)). Assim, a magnitude
da carga superficial da proteina aumentou com o aumento do pH e diminuiu
com a adigdo de NaCl devido ao efeito de blindagem eletrostatica. O mesmo
é valido para a mistura de B-lg e QBS.

Logo, maior magnitude do potencial ¢ foi verificada na condigéo de pH
igual a 9 sem adigdo de NaCl, enquanto menor magnitude foi observada, em
geral, na presenga de 200 mmol L' de NaCl (p < 0,05) tanto para as solugbes
de B-Ilg e QBS, e mistura dessas.

Em geral, o potencial ¢ da mistura apresentou valores estatisticamente
semelhantes aos valores da solugdao de QBS nas mesmas condi¢gdes em
grande parte das combinagdes de pH e concentracdo de NaCl avaliadas, e
valores significativamente inferiores aos apresentados pela solugdo de B-Ig
(p<0.05). Em seu estudo sobre a formagdo de complexos entre B-lg e
quitosana, Hong e McClements (2007) verificaram que as misturas
apresentaram valores de potencial { intermediarios aos valores das solugdes
de seus componentes em mesmo pH, sendo esses valores mais positivos (ou
menos negativos, pH 4-8) do que os valores para a solugao de B-lg pura,
indicando que complexos moleculares foram formados entre a B-Ig e a
quitosana. Por analogia, os resultados obtidos no presente estudo indicam,
portanto, a formagado de complexos entre QBS e B-lg. Presumidamente, o
complexo QBS-B-Ig € formado por ligacdes eletrostaticas entre os grupos
carboxilico anibnicos da QBS (-COO") e os grupos amino catiénicos da
proteina (por exemplo, -NH4*), além de possiveis intera¢des hidrofdbicas, o
que explica a formacdo do complexo em valores de pH acima do pl da
proteina, quando B-lg e QBS encontram-se negativamente carregadas.
Segundo Kezwon e Wojciechowski (2014), geralmente a presenca de carga
liquida negativa nas moléculas de proteinas e saponina nao previne a atragéao
entre elas. Além disso, a formagédo do complexo QBS-3-Ig ja foi evidenciada
em estudos anteriores (Gee et al., 1997; Shimoyamada et al., 2000), incluindo
condicbes em que ambas encontravam-se negativamente carregadas
(Piotrowski et al., 2012).
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3.2. PROPRIEDADES DAS EMULSOES ESTABILIZADAS PELAS
MISTURAS DE QBS E B-LG

Carga superficial

De acordo com a Tabela 3, todas as emulsdes apresentaram potencial
¢ negativo em todas as combinacgdes de pH (7, 8 e 9) e concentragdo de NaCl
(0, 100 e 200 mmol L") avaliadas, assim como suas respectivas fases
continuas (Tabela 2). No entanto, a carga elétrica superficial das emulsdes foi
maior do que a de suas fases continuas. Essa diferenca se deve ao fato de
que o potencial ¢ é dependente da carga efetiva das particulas, da camada
adsorvida em sua interface e da natureza e composicao do meio circundante.

O valor de potencial ¢ da emulsao estabilizada por B-Ig em pH 7 sem
adicdo de NaCl estda de acordo com os valores reportados por Sarkar e
colaboradores (2009) (potencial ¢ = -57 mV) e por Losso e Nakai (2002)
(potencial ¢ = -50,3 mV) para emulsdes estabilizadas por 1 % (m/m) de B-Ig
em pH 7. Por outro lado, emulsdes estabilizadas por QBS em pH 7-9 sem
adicdo de NaCl apresentaram maior carga superficial negativa do que as
emulsdes avaliadas por Yang e colaboradores (2013) contendo 1 % (m/m) de
Q-naturale®, um extrato a base de saponinas de Quillaja. Essas diferengas
podem ser devido a variabilidade da matéria-prima e as diferencas dos
meétodos de extragcdo, uma vez que sao conhecidas mais de 60 saponinas de
Quillaja (Nord e Kenne, 1999) com diferente atividade de superficie.
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Tabela 3. Valores de potencial ¢ (mV) das emulsdes estabilizadas pelas

misturas de QBS e B-lg em diferentes pH e concentracdo de NaCl

determinados apés homogeneizagao.

Concentracao Razao de mistura QBS:B-Ig
de NaCl pH
(mmol L) 1:0 1:1 0:1

0 7 -76,7+0,18¢ -76,4+0,48e -54,5+0,0Ad

0 8 -81,0+0,68¢ -79,4+0,08f -61,3+0,44¢

0 9 -86,6+0,7¢° -79,6+0,1Bf -66,4+0,8A1
100 7 -29,7+0,4¢> -27,7+0,48¢ -21,5+0,5%°
100 8 -29,3+0,3B° -28,9+0,65< -23,9+0,5%°
100 9 -29,2+0,2A8b -30,1+0,98d -26,9+0,6A°
200 7 21,840,482 -20,0+1,1ABa -18,1+0,1A2
200 8 -21,4+0,1ABa -22,4+0,28b -17,8+1,7A2
200 9 -22,2+0,472 -24,2+0,38b -21,5+0,4A°

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras minusculas: compara
diferengas entre composi¢do de fase continua (pH e concentragdo de NaCl) para uma
mesma razao de mistura de QBS e B-lg. Letras maiusculas: compara diferengas entre razdo
de mistura de QBS e B-lg para uma mesma composi¢cdo de fase continua (pH e
concentracao de NaCl).

Os resultados obtidos mostraram que tanto o pH quanto a
concentragdo de NaCl tiveram efeitos significativos (p < 0,05) sobre a carga
superficial das emulsées. Independente da razdo de mistura QBS:B-Ig
utilizada para formar a emulsédo, valores mais elevados (em méddulo) de
potencial ¢ foram obtidos para emulsdes formuladas sem adicdo de NaCl.
Esses valores diminuiram consideravelmente em magnitude quando as
emulsbdes foram preparadas na presenca de 100 mmol L' de NaCl, e mais
uma pequena diminui¢ao foi observada nas emulsdes elaboradas com adi¢ao
de 200 mmol L' de NaCl. Essa diminuigdo na carga superficial das gotas pode
ser atribuida a ligagdo de ions Na* aos grupos anibnicos presentes nas
moléculas de QBS e -lg adsorvidas na interface da gota, bem como ao efeito
de blindagem eletrostatica promovido pelos contra-ions adicionados (Hunter
e White, 1987; McClements, 2004 ). Variagbes na carga superficial da gota em

funcdo da concentragdo de NaCl foram menos pronunciadas nas emulsdes

84



estabilizadas puramente pela proteina, provavelmente porque esta apresenta
mais grupos ionizaveis do que o surfactante, como verificado pela maior carga
superficial apresentada pelas fases continuas constituidas puramente por
B-lg quando comparada as constituidas apenas por QBS (Tabela 2).

Contrariamente, para todas as razdes de mistura de QBS e B-lg, a
dependéncia do potencial { com o pH da fase continua foi oposta a observada
para a concentracdo de NaCl: o aumento do pH promoveu, em geral, um
ligeiro aumento na magnitude do potencial { a uma concentracgéao fixa de NaCl.
A carga superficial ligeiramente maior em condigdo mais basica de pH esta
associada ao maior afastamento do pl da proteina e do pKa do acido presente
na QBS. A interagao entre pH e a concentragdo de NaCl também demonstrou
efeito significativo (p < 0,05) no potencial ¢ das emulsdes, que de modo geral
apresentaram maior e menor carga superficial quando em menor
concentracdo de NaCl e maior pH e em maior concentracdo do sal e menor
pH, respectivamente.

Com relacado a composicao dos emulsificantes utilizada para formar a
emulsdo, verificou-se que a razado de mistura entre QBS e B-Ig teve efeito
significativo (p < 0,05) sobre o potencial ¢ em cada combinagdo de pH e
concentragao de NaCl avaliada. Em geral, maiores valores, em mddulo, foram
obtidos para emulsdes estabilizadas puramente por QBS, enquanto menores
valores, em mddulo, foram obtidos para emulsdes estabilizadas somente por
B-lg. Os valores de potencial { apresentados pelas emulsbes mistas
(formuladas com QBS e -lg) foram, em grande parte, estatisticamente
semelhantes aos valores das emulsdes de QBS.

A magnitude do potencial { da gota € um dos fatores determinantes na
estabilidade de emulsbes, uma vez que sua magnitude encontra-se
diretamente relacionada a intensidade das forgas repulsivas entre as gotas
(McClements, 2004). Dessa forma, forgas repulsivas mais intensas impedem
a agregacao e, consequentemente, conferem maior estabilidade a emulsao.
Assim, pode-se dizer que os valores elevados de potencial { quando NaCl ndo
foi adicionado a formulagcdo podem ter conferido maior estabilidade as
emulsdes, devido a intensa repulsdo entre as gotas, evitando-se assim a
desestabilizacdo dos sistemas durante o armazenamento. De acordo com

Mdaller e colaboradores (1996), essas emulsdes (sem adicdo de NaCl)

85



apresentam excelente estabilidade, uma vez que os valores, em mddulo, do
potencial ¢ estdo, em sua maioria, acima de 60 mV. Ja a adigao de NaCl as
formulagdes pode ter comprometido a estabilidade dos sistemas, uma vez que
sistemas com valores intermediarios de potencial { (modulo entre 20 e 30 mV)

sdo moderadamente estaveis (Mlller et al., 1996).

Diametro médio e distribuicao do tamanho de gotas

Um dos métodos mais utilizados para avaliar o processo de
emulsificacdo é a medida do tamanho das gotas (Walstra, 1983; Jafari et al.,
2007), o qual é resultante do equilibrio entre dois eventos opostos que
ocorrem simultaneamente durante o processo de homogeneizagdo: a
formacgao e a recoalescéncia das gotas (McClements, 2004; Jafari et al., 2007,
Jafari et al., 2012). Além disso, assim como o potencial ¢, a dimens&o das
gotas € um dos fatores determinantes na estabilidade de emulsdes, uma vez
que a separagdo gravitacional e a agregagao das gotas aumentam
significativamente com o tamanho dessas (McClements, 2004).

Para todas as emulsdes, independente da razdo QBS:[B-Ig utilizada e
das condicdes de pH e concentracdo de NaCl, as curvas de distribuicdo de
tamanho de gota foram multimodais e as emulsdes foram consideravelmente
polidispersas, como pode ser visto pelos valores de PDI apresentados na
Tabela 4. Como as distribuicbes de tamanho de gota nao foram monomodais,
o didmetro médio da gota (z-médio) foi considerado a forma mais adequada
para fornecer uma indicagdo do tamanho das gotas estabilizadas pelas
misturas de QBS e B-Ig sob as condi¢des avaliadas no presente estudo. Os

valores de didametro médio de gota sdo também apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Didmetro médio de gota (z-médio) e indice de polidispersidade (PDI) das emulsdes estabilizadas pelas misturas de QBS e

B-Ig em diferentes pH e concentragdes de NaCl apés homogeneizagéo.

Composicdo da fase Razao de mistura QBS:$-Ig

continua 1:0 1:1 0:1
Concentragao
de NaCl pH z-médio (nm) PDI z-médio (nm) PDI z-médio (nm) PDI
(mmol L)
0 7 289+3Akc 0,405+0,026"3 3231807 0,507+0,141%2 34443940 0,426+0,0092
0 8 275+39A0c 0,371+0,076"°° 2831872 0,368+0,016"° 282224 0,389+0,035%
0 9 236+18¢ 0,300+0,0368° 2461482 0,325+0,002"B2 3354134 0,514+0,076%°
100 7 345+16730c 0,460+0,018%2 2773742 0,386+0,023"2 289+3Aab 0,476+0,068"2
100 8 3874374 0,518+0,008%2 2931612 0,498+0,061%2 27945 0,357+0,123%2
100 9 302+398bc 0,393+0,0208atc 246+482 0,381+0,05082 4912072 0,536+0,016%2
200 7 273165 0,355+0,013"0° 265+1982 0,322+0,057%2 46217143 0,512+0,0622
200 8 41615272 0,498+0,001420 27445 0,376+0,022%2 355441430 0,434+0,046%2
200 9 282+9Abc 0,354+0,058%° 2611272 0,314+0,025%2 320+36%40 0,373+0,136%2

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras minusculas: compara diferengas entre composi¢cao de fase
continua (pH e concentracédo de NaCl) para uma mesma razdo de mistura de QBS e -Ig. Letras maiusculas: compara diferengas
entre razdo de mistura de QBS e B-Ig para uma mesma composigao de fase continua (pH e concentragao de NaCl).
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De acordo com a Tabela 4, as emulsdes apresentaram diametro médio
de gota relativamente pequeno (z-médio < 500 nm), indicando que tanto as
solugdes puras quanto a mistura de QBS e B-Ig foram efetivas em produzir
gotas pequenas sob as condi¢cdes avaliadas, o que pode ter favorecido a
estabilidade das emulsdes ao longo do periodo de armazenamento.

O diametro médio de gota da emulsdo estabilizada pela mistura de
QBS e B-lg ndo foi significativamente influenciado pelo pH nem pela
concentragdo de NaCl de suas fases continuas (p > 0,05). Por outro lado, o
pH e a interagdo pH x concentracdo de NaCl mostraram efeitos significativos
(p < 0,05) sobre o diametro médio das gotas estabilizadas puramente por 3-Ig
e por QBS, sendo ainda o efeito da concentracédo de NaCl significativo para
emulsdo de QBS (p < 0,05). Contudo, esses efeitos ndo apresentaram uma
tendéncia de variagao simples, visto que diversas composi¢cdes (combinagdes
de pH e concentragcdo de NaCl) apresentaram didmetros médios de gota
estatisticamente semelhantes (Tabela 4).

De modo geral, observa-se que para emulsdes de QBS, maior e menor
diametro médio de gota (416 nm em 200 mmol L' de NaCl pH 8 e 236 nm em
pH 9 sem adicdo de NaCl) apresentaram menor e maior magnitude de
potencial ¢ (-21,4 mV e -86,6 mV), respectivamente. Esses resultados indicam
que a formacao de gotas menores por QBS provavelmente pode ter sido
viabilizada pela maior carga superficial das gotas, uma vez que forgas de
repulsao eletrostatica mais intensas podem ter reduzido o processo de
recoalescéncia das gotas durante a homogeneizagao. Por outro lado, para
emulsdes de B-Ig, gotas menores ndo apresentaram necessariamente maior
magnitude de potencial {. Algumas das emulsdes de menor didametro médio
de gota exibiram baixa carga superficial, apresentando valores de potencial {
(em mddulo) menores do que 20 mV, condicdo de pouca estabilidade
eletrostatica (Muller et al, 1996). Esse resultado indica que outras
propriedades favoreceram a formagdo de gotas menores por -lg, como a
formacéao de interfaces viscoelasticas e a repulsao estérica, que sdo comuns
as membranas recobertas por proteinas (McClements, 2004).

Os efeitos do pH e da concentragcao de NaCl da fase continua nao
foram significativos (p > 0,05) na polidispersidade das emulsées, exceto para

as estabilizadas puramente por QBS. Para essas emulsdes, maiores valores
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de PDI foram encontrados para formulagbées em pH 8 com adicdo de NaCl,
enquanto menor polidispersidade foi observada na emulsao formulada em pH
9 sem a adicdo do sal. De modo geral, o grau de polidispersidade das
emulsdes de QBS esta relacionado a carga superficial e ao tamanho das
gotas, visto que emulsdes menos polidispersas apresentaram maior repulsao
eletrostatica e menor didmetro médio de gota, enquanto as mais polidispersas
exibiram menor repulsao eletrostatica entre as gotas e maior didametro médio
de gota (Tabelas 3 e 4).

Quando considerado o tipo de emulsificante utilizado para formar as
emulsées, a razdo de mistura entre QBS e [(-Ig teve efeito significativo
(p < 0,05) sobre o didametro médio da gota e a polidispersidade das emulsdes
em apenas algumas das combinagcbées de pH e concentragdo de NaCl, a
saber: pH 9 sem adicdo de NaCl e com adi¢do de 100 mmol L' para PDI e
diametro médio de gota, e pH 7 com adigdo de 200 mmol L' NaCl para
didmetro médio de gota. Para essas condi¢des, o didametro médio das gotas
e a polidispersidade das emulsdes estabilizadas puramente por B-lg foram
estatisticamente maiores (p < 0,05) quando comparados aos parametros
obtidos para as emulsdes estabilizadas puramente por QBS e pela mistura de
QBS e B-lg, cujos parametros da distribuicdo de tamanho n&o diferiram
significativamente entre si (p > 0,05). Esse maior tamanho das gotas e,
consequentemente, do PDI observados para as emulsdes de (B-Ig sob essas
composicdes podem estar associados a menor magnitude do potencial { das
gotas quando comparada a magnitude do potencial ¢ das emulsdes de QBS,
cujas magnitudes foram significativamente maiores (p < 0,05) (Tabela 3). Ja
para as demais composi¢cdes de fase continua (maioria das condig¢des
avaliadas), o diametro médio das gotas e o PDI das emulsdes estabilizadas
pelas solugbes de QBS e de B-lg e por sua mistura nao diferiram
estatisticamente entre si (p > 0,05).

Os resultados obtidos da analise de tamanho das gotas indicaram
entdo que tanto as solugdes quanto a mistura de QBS e 3-Ig apresentaram
capacidade emulsificante semelhante, uma vez que produziram emulsdes
com didmetro médio de gota estatisticamente iguais na maioria das condigbes
de pH e concentracédo de NaCl avaliadas (Tabela 4). Sob as formulagdes em

pH 9 sem adig¢éo de NaCl e com adi¢cdo de 100 mmol L' de NaCl, e em pH 7
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com adigéo de 200 mmol L' NaCl, QBS e a mistura de QBS e B-Ig levaram a
formagao de gotas menores quando comparadas as formadas puramente por
B-lg, indicando maior capacidade emulsificante da QBS e da mistura nessas
condigdes, o que no caso da mistura indica uma interagao sinergistica entre a
proteina e o biossurfactante sob tais condicbes de pH e concentracdo de
NacCl.

Reologia

Do ponto de vista tecnolégico, a reologia das dispersdes é
fundamental, principalmente devido a sua relagcdo com a estabilidade de
emulsdes (Gallegos et al., 2004). Assim, o comportamento de escoamento e
a viscoelasticidade das emulsdes foram analisados.

O comportamento de escoamento das emulsdes foi descrito pelo
modelo de Herschel Bulkley, o qual se ajustou adequadamente aos dados da
curva de escoamento (R* =2 99 % e MAPE < 12 %). Na Tabela 5 séo
apresentados os parametros estimados do modelo reolégico bem como os
valores de viscosidade aparente a uma taxa de deformagdo de 100 s (1714),
a qual é tipica de processos como escoamento através de tubulagdes,

agitacdo e mastigacédo (McClements, 2004).
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Tabela 5. Viscosidade a 100 s™ (114,) € coeficientes do modelo de Herschel Bulkley
(to — tensao inicial, k — indice de consisténcia e n — indice de comportamento)
ajustado aos dados da curva de escoamento das emulsées estabilizadas por QBS e
B-lg sob diferentes pH e concentragdo de NaCl determinados ap6s homogeneizagéo.

Razao Concen-
r
Qg.es:e taﬁ:?;.de (rr?Fl’g(?s) ke (mPa.s") n (rr;rlga)
B-lg (mmol L")
0 7  2,13x0,13Ac  1,85+0,0782  0,94+0,00%  77,2+3 4Ba
0 8 2,640,102  226+0,33%  0,91+0,02% 118,815,442
0 9 2,700,132t  2.03+0,0182  0,92+0,64% 131,115,142
100 7 297+0,02%  2,00+0,00% 0,940,042 143 4+4 2ra
1:0 100 8  2,32+0,15c  1,72+0,07C2  0,95+0,02%2 98,548 44
100 9  2/12+0,028c  1,79+0,3282  0,95+0,022  87,5+7,4Aa
200 7 2,41+027%c  222+0,04%  0,91+0,01%2  115,2+44 1Ae
200 8  2,59+0,00%ebc 1 58+0,4982  0,94+0,01Aba  131,3%2,3Ae
200 9  2,51+0,00%%bc 1,94+0,0382 0,930,014  109,7+10,74
0 7  2,03+0,37A2  546+0,57A2  0,77+0,028¢  214,8%1,3A
0 8 2,400,012  263+0,14%  0,89+0,01Ac  96,4+18,44
0 9 2/13+0,1282  2,26+0,308°  0,92+0,03A2c 69 4+7, 68
100 7 2,02+0,18%  210+0,02%  0,93+0,00%2c  51,1+14,08B°
1:1 100 8  2,09+0,23%  236+0,128>  0,91+0,01A¢  62,5+18,9Abc
100 9  1,96+0,02C2  2,04+0,088%  0,94+0,014Bab 51, 0+12,08°
200 7 1,980,002  2,57+0,37A  0,91+0,01Abc 52 341 2Abc
200 8 2,31+0,08%2 1,900,078  0,95+0,02Aba 78 1+8,2Bbc
200 9  2,03+0,0182  2,03+0,128>  0,93+0,01Aebc 51 8+3 38¢
0 7 181%0,06A  252+0,118  0,90+0,00%  24,6+0,6Cc
0 8  1,96+0,138«d  285+0,028  (0,89+0,01A2bc 29 4+7 4Bc
0 9  2,11+0,038«  209+0,23A  (,88+0,0182bc  36,5+11,98bc
100 7 1,94+0,188%¢  253+023A  0,91+0,01%2  28,4+10,18°
0:1 100 8  2,24+0,13Mbc  350+0,22A%  (0,85+0,018¢  37,6+2,1Bbc
100 9  2,64+0,01%  425+0,82%2  0,84+0,038c  72,9+1,54
200 7 2,00£0,08Ad  2,72+0,09%  0,92+0,01%  12,9+3,94
200 8  2,20+0,06Bbc  3,16+0,04%%b  (,89+0,0082bc 37,342 5Cbe
200 9  2,54+0,04%b  3,32+0,05%  (,88+0,01Babc 58 6+11,1Bab

Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05). Letras minusculas: compara
diferengas entre composicao de fase continua (pH e concentragdo de NaCl) para uma mesma
razdo de mistura de QBS e 3-Ig. Letras maiusculas: compara diferengas entre razdo de mistura
de QBS e B-lg para uma mesma composicao de fase continua (pH e concentracao de NaCl).
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Conforme observado na Tabela 5, as emulsbes exibiram
comportamento de fluido pseudoplastico (n<1). Esse comportamento, tipico
de interagdes associativas fracas (Maskan e Gogus, 2000), € comum a
maioria das emulsdes alimenticias (McClements, 2004) e polidispersas
(Chanamai e McClements, 2000). Diversas razbes podem levar a
pseudoplasticidade das amostras, como, por exemplo, a alteragcdo da
distribuicdo espacial das gotas devido a aplicagdo de cisalhamento, a
remogao de moléculas de solventes ligadas as gotas, o alinhamento de gotas
nao esféricas, ou a deformacéo e ruptura de flocos (Hunter, 1993).

Os valores de indice de comportamento (n) das emulsdes estabilizadas
por B-lg e pela mistura foram significativamente influenciados (p < 0,05) pelo
pH e pela concentracdo de NaCl da formulagdo, sendo ainda o efeito de
interacdo significativo para as emulsées mistas. Para as emulsées de B-Ig,
mantendo-se a concentragdo de NaCl fixa, o aumento no pH levou a
diminuicdo nos valores de n, enquanto nenhuma tendéncia de variacao
simples foi observada quanto a variagdo na concentracédo de NaCl. Maiores
valores de n foram observados em pH 7 com e sem adigdo de NaCl, ja o
menor valor foi obtido em pH 9 e 200 mmol L' de NaCl. Para as emulsdes
mistas nao foi observada uma tendéncia de variacdo nos valores de n quando
o pH da formulagdo aumentou, mas maior pseudoplasticidade foi observada
quando NaCl nao foi adicionado a formulagédo. Assim, menores valores de n
foram obtidos em pH 7 e 8 sem adigdo do sal, enquanto maior valor de n foi
obtido em pH 8 na presenga de 200 mmol L' de NaCl. Emulsées formadas
apenas com QBS, por sua vez, ndo apresentaram variagdes significativas nos
valores de n, uma vez que sua pseudoplasticidade n&o foi significativamente
influenciada pelo pH ou pela concentragédo de NaCl (p > 0,05). A razdo de
mistura de QBS e B-Ig também teve efeito significativo sobre os valores de n
na maioria das condi¢des de pH e concentragdo de NaCl avaliadas. Em geral,
as emulsdes estabilizadas puramente por QBS e por B-lg apresentaram menor
e maior pseudoplasticidade, respectivamente.

O indice de consisténcia (k) € um indicador da natureza viscosa dos
fluidos (Fonseca et al., 2009; Wu et al., 2009; Ibanescu et al., 2010). Esse

indice foi significativamente influenciado pelo pH e pela concentragdo de NaCl
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quando as emulsdes foram estabilizas por B-Ig e pela mistura de QBS e [3-Ig
(p < 0,05). Para as emulsdes de B-lg, o aumento no pH refletiu no aumento
dos valores de k, assim como o aumento na concentracdo de NacCl,
especialmente em valores de pH mais elevados. Por outro lado, os efeitos
sobre a consisténcia das emulsdes mistas foram diferentes. A adi¢cao de NaCl
e 0 aumento no pH diminuiram os valores de k das emulsdes mistas. Ja a
consisténcia das emulsées de QBS nao sofreu influéncia significativa do pH
nem da concentragao de NaCl (p > 0,05). Para a maioria das condigdes de pH
e concentragdo de NaCl avaliadas, a raz&do de mistura de QBS e B-Ig
influenciou significativamente os valores de k das emulsdes (p < 0,05). Para
a maioria dessas condigdes, as emulsdes mistas e as de QBS apresentaram
consisténcias significativamente semelhantes, enquanto as emulsdes de [3-Ig
foram significativamente mais consistentes do que essas (p < 0,05). Assim,
espera-se que as emulsdes estabilizadas pela proteina sejam mais estaveis,
visto que a maior consisténcia do sistema reduz a mobilidade das gotas e,
consequentemente, a instabilidade do sistema.

A tenséo inicial tem sido interpretada como a tensao a ser excedida a
fim de fazer um fluido estruturado fluir, sendo assim um fator relevante em
diversos processos industriais, como o bombeamento, espalhamento e
revestimento (Steffe, 1996). A presencga da tenséo inicial pode, contudo, ser
desejavel em alguns produtos, quando se deseja manter as particulas
suspensas no meio. Assim, a presenga de uma pequena tensao inicial (z,),
capaz de oferecer resisténcia ao escoamento a baixas deformacgdes, pode
favorecer a estabilidade das emulsbées. Os valores de t, das emulsbes
estabilizadas pela mistura e por B-lg foram significativamente influenciados
pelo pH, pela concentragdo de NaCl e pela interagao desses (p < 0,05). Os
efeitos desses fatores foram, de certa forma, similares aos observados para o
indice de consisténcia. Assim, maiores valores de 1, e k foram observados
em valores de pH mais basicos e concentragao de NaCl mais elevada para as
emulsdes de B-lg, e em pH 7 sem adigdo de NaCl para a emulsdo mista. Para
essas emulsdes espera-se uma menor mobilidade da gota e, assim, uma
maior estabilidade. Ja as emulsdes de QBS né&o tiveram seus valores de 1,
significativamente influenciados pelo pH ou pela concentracdo de NaCl da
fase continua (p > 0,05). O efeito da razdo de mistura de QBS e B-Ig foi
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significativo sobre os valores de 7, (p < 0,05) em todas as condi¢des de pH e
concentragdo de NaCl, exceto pH 7 com 200 mmmol L' de NaCl. Para a
maioria das combinacdes de pH e concentracdo de NaCl, maiores e menores
valores de 7, foram obtidos pelas emulsdes estabilizadas por QBS e B-lg,
(Tabela 5).

Dados de viscosidade aparente a 100 s-'também sdo apresentados na
Tabela 5. Esse parametro reoldgico permite comparagdes mais seguras entre
as amostras, uma vez que seus valores independem do ajuste de modelo. Os
valores de 1,0 das emulsbes mistas nao foram influenciados
significativamente pelo pH ou pela concentragdo de NaCl (p > 0,05). Ja as
emulsbes de B-lg tiveram seus valores de viscosidade aparente
significativamente afetados pela concentracdo de NaCl e pelo pH da fase
continua (p < 0,05). Para essas emulsdes, variagdes similares as
apresentadas para tensao inicial e indice de consisténcia foram observadas,
de forma que maiores valores para esses parametros foram observados em
pH 9 com adicdo de NaCl, indicando a formagcdao de emulsbes mais
estruturadas, o que estda de acordo com a analise do espectro mecanico
dessas emulsdes. Com relacdo as emulsdes de QBS, apenas o efeito da
interacdo pH x concentragdo de NaCl foi significativo (p < 0,05). Quando em
pH 7, os valores de 1,4, aumentaram com a adigdo de NaCl, enquanto em pH
8 e 9 o oposto foi verificado. Apenas para as formulagdes com 100 mmol L
de NaCl os valores de 1,y diminuiram com o aumento do pH.

Para as emulsdes estabilizadas por QBS e por -lg, separadamente, é
possivel observar a seguinte relagao entre a viscosidade e o didmetro de gota:
emulsdes com menor diametro médio de gota foram mais viscosas do que as
emulsdes com gotas maiores. O aumento na viscosidade com a diminuigao
do tamanho da gota pode ter ocorrido devido ao aumento na interagao
hidrodinamica entre as gotas, uma vez que, sob uma fracdo de volume de
fase dispersa fixa, a distancia de separagdo entre as gotas diminui com a
diminuicdo de seu tamanho, o que se espera aumentar a interacio
hidrodinAmica (Pal, 2000). Simultaneamente, a maior viscosidade das
emulsdes pode ter favorecido a formagado de gotas menores ao reduzir a
mobilidade das gotas, limitando a colisdo e, consequentemente, a agregacéo

e recoalescéncia das mesmas durante a homogeneizagao. Essa relagéo entre
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viscosidade aparente e diametro médio de gota n&o foi observada para a
emulsao mista, uma vez que a viscosidade aparente e o didmetro médio de
gota obtidos em diferentes condigbes de pH e concentragdo de NaCl nao
diferiram significativamente (Tabelas 4 e 5). Assim como para os demais
parametros reoldgicos, a razdo de mistura de QBS e B-lg influenciou
significativamente os valores de 1,4, (p < 0,05) na maioria das condigdes de
pH e concentragcdo de NaCl avaliadas. Em geral, maiores valores de 1,
foram observados para as emulsdes de QBS.

As caracteristicas viscoelasticas das emulsdes também foram
determinadas. Espectros mecanicos obtidos por reologia dindmica sdo uma
das medidas mais utilizadas para avaliar o comportamento viscoelastico de
uma amostra, pois seus resultados sdo muito sensiveis a composi¢cao quimica
e a estrutura fisica (Steffe, 1996). Varreduras oscilatorias de frequéncia foram
entdo realizadas empregando-se deformagdes dentro do intervalo de
viscoelasticidade linear para a obtencdo dos espectros mecanicos das
emulsdes. Dados dos mdédulos viscoelasticos dos espectros mecanicos foram
considerados até 3 Hz (Figura 1), pois a partir dessa frequéncia foi verificado

deslizamento das amostras.
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Figura 1. Variacdo dos modulos elasticos (G’) e viscosos (G”) em fungado da
frequéncia de oscilagao (w) das emulsdes estabilizadas pelas misturas QBS:[3-
LG de razdo 1:0 (A), 1:1 (B) e 0:1 (C) sob as seguintes condi¢bes: pH 7 e 0
mmol L' NaCl (e), pH8 e 0 mmol L' NaCl (o), pH 9 e 0 mmol L-* NaCl ('V),
pH 7 e 100 mmol L' NaCl (A), pH 8 e 100 mmol L-' NaCl (m), pH 9 € 100 mmol
L-* NaCl (o), pH 7 e 200 mmol L' NaCl (¢), pH 8 e 200 mmol L' NaCl (¢), e pH
9 e 200 mmol L' NaCl (A).
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De maneira geral, pela analise do espectro mecanico das emulsdes é
possivel observar que os valores de G’ foram maiores do que os de G7,
mostrando comportamento predominantemente elastico. As emulsdes
apresentaram estrutura semelhante a de um gel fraco, uma vez que os
modulos dindmicos apresentaram uma ligeira dependéncia da frequéncia de
oscilagédo e nao se interceptaram (G’ # G” em todo intervalo de frequéncia) e
a relagdo G'/G” mostrou valores sempre entre 1 e 10 (Steffe, 1996). Géis
fracos ndo sao géis verdadeiros, mas sim “liquidos estruturados” (Tokita e
Nishinari, 2009), os quais escoam quando submetidos a altas deformacgdes
(ensaio de escoamento) (lkeda e Nishinari, 2001) como observado no
presente estudo.

Independente da razdo de mistura de QBS e B-LG e das condi¢des da
fase continua (pH e concentragcédo de NaCl), os pequenos valores dos modulos
viscoelasticos indicaram que as emulsdes apresentaram estruturas frageis.
Valores de G’ e G” maiores e menor dependéncia desses com a frequéncia
foram observados para as emulsbes de QBS, enquanto moddulos
viscoelasticos menores e maior dependéncia com a frequéncia foram
observados para emulsdes de B-lg. Emulsdes mistas apresentaram modulos
viscoelasticos e dependéncia com a frequéncia intermediarios, sendo seus
resultados mais préoximos aos das emulsées de QBS do que de B-lg. Esses
resultados indicam que as emulsdes de QBS apresentaram estrutura
tridimensional mais elastica e levemente mais estuturada do que as emulsdes
de B-lg, o que esta de acordo com os maiores e menores valores de tensao
inicial obtidos para emulsdes de QBS e de B-Ig, respectivamente.

As emulsdes estabilizadas por diferentes razées de QBS e B-Ig tiveram
seus modulos viscoelasticos influenciados de formas distintas pelas
condigdes da fase continua. Menor influéncia de pH e concentragdo de NacCl
parece ter sido exercida sobre os mddulos viscoelasticos das emulsdes de
QBS, os quais apresentaram valores mais proximos entre si, indicando que a
estrutura das emulsdées de QBS formuladas em diferentes pH e concentracéo
de NaCl foi semelhante. Por outro lado, os moddulos viscoelasticos das
emulsdes de B-lg aparentam ter sofrido maior influéncia das condi¢des da fase
continua, uma vez que seus valores variaram mais, indicando que as

estruturas dessas emulsdes ndo foram tao similares.
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De acordo com os espectros mecanicos obtidos, as emulsdes podem
ser consideradas estaveis, uma vez que os valores de G’ foram superiores
aos de G” e ambos os mdédulos mantiveram-se quase paralelos ao longo das
frequéncias avaliadas (Mezger, 2006). Essa estabilidade foi reforcada pela
predominancia do modulo G’ a baixas frequéncias, o que indica que as
emulsdes apresentam certa estabilidade a longo prazo (Mezger, 2006), o que
estd de acordo com a andlise de estabilidade realizada. No entanto, a
dependéncia do médulo G’ com a frequéncia indica que alguma cremeagao
pode ocorrer durante longos periodos de armazenamento (Mezger, 2006).
Assim, de acordo com a Figura 1, as emulsdes de B-lg mostraram-se mais
propicias a eventual cremeagdo uma vez que o moédulo elastico dessas
apresentou maior dependéncia com a frequéncia quando comparado aos

modulos das emulsdes de QBS e mistas.

3.3. AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES
ESTABILIZADAS POR QBS E B3-LG

A habilidade emulsificante das misturas de QBS e B-lg também foi
avaliada em termos da estabilidade fisica das emulsdes resultantes. A
estabilidade da emulsao refere-se a sua habilidade de resistir a variacbes em
suas propriedades ao longo do tempo (Camino et al., 2011). Uma estimativa
aproximada da estabilidade fisica das emulsdes pode ser feita a partir da
avaliacdo visual do desenvolvimento da cremeagdo ao longo do
armazenamento (Eccleston, 2013).

De acordo com a avaliagao visual das emulsdes (Figura 2) observou-
se a presenca de uma fina camada na parte superior, proveniente da espuma
gerada durante o processo de homogeneizagéo, e um aumento gradativo da
intensidade da cor rosa ao longo do eixo vertical das amostras, sendo a
coloracéo ligeiramente mais intensa na parte superior. A formagao de espuma
ocorreu devido ao fato de que ambos os emulsificantes utilizados (QBS e (-
lg) sdo também agentes formadores de espuma (Oakenfull, 1981; Guglu-
Ustiindag e Mazza, 2007; Stanimirova et al., 2011; Golemanov et al., 2012;

Piotrowski et al., 2012; Yang et al., 2013). Essa formagao de espuma também
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foi verificada em outros estudos reportados na literatura, como no trabalho de
Yang e colaboradores (2013), ao estudarem o encapsulamento de vitamina E
em emulsdes estabilizadas por saponina de Quillaja, e no trabalho de
Piotrowski e colaboradores (2012), ao estudarem misturas de QBS e B-lg em

interfaces ar-agua e 6leo-agua.

1:0

QBS:B-lg

pH 7 7 7 8 8 8 9 9 9
NaCl 0 100 200 0 100 200 0 100 200

(mmol L)

Figura 2. Aparéncia visual das emulsdes O/A estabilizadas pelas misturas de QBS
e B-Ilg nas razdes molares 1:0, 1:1 e 0:1 em diferentes condi¢des de pH e

concentracao de NaCl 7 dias de armazenamento a 25 °C.

O gradiente de cor observado ao longo do comprimento dos frascos
contendo as emulsdes esta relacionado a heterogeneidade de tamanho das
gotas (confirmada pelos valores elevados de PDI da Tabela 4), o que levou a
diferentes velocidades de cremeacido devido aos diferentes tamanhos das
gotas presentes. Assim, gotas maiores e eventuais flocos que possam ter se
formados moveram-se para cima mais rapidamente, intensificando a cor rosa
na parte superior das emulsdes devido a maior concentragao de gotas de 6leo
vermelho nessa regido. Por outro lado, gotas menores devem ter permanecido

dispersas na parte inferior, 0 que resultou na coloracdo menos intensa nessa
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area. Esse gradiente de cor ao longo do eixo vertical indica, portanto, a
ocorréncia de um rearranjo espacial das gotas dentro das emulsdes durante
o periodo de armazenamento. No entanto, conforme observado na Figura 2,
em nenhuma das emulsdes avaliadas foi observada a separagao em duas
fases distintas e bem definidas. Consequentemente, o indice de separacao de
fases foi nulo e as emulsdes mostraram-se estaveis frente a separagao de
fase.

A evolugcdo do tamanho da gota com o tempo é um dos principais
parametros para caracterizar a estabilidade das emulsoes, pois fenbmenos de
instabilidade afetam ou s&do afetados pelo tamanho das gotas (McClements,
2004). Desta forma, a estabilidade fisica das emulsbes foi avaliada nao
somente em termos do indice de separagao de fases, mas também pela
evolugdo do tamanho médio das gotas e do potencial { apds o periodo de
armazenamento. Como as emulsdes nao se apresentaram homogéneas
quanto a distribuicdo espacial das gotas de diferentes tamanhos (como
verificado pela presengca do gradiente de cor ao longo da vertical) e os
resultados da analise de tamanho de gota dependem do local onde a amostra
€ selecionada, aliquotas foram coletadas nas partes superior (abaixo da
camada resultante da espuma) e inferior, bem como no meio dos frascos. Os
resultados obtidos pelas analises de distribuicdo de tamanho e de carga

superficial apds o armazenamento sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Diametro médio de gota (z-médio), indice de polidispersidade (PDI) e potencial ¢ das emulsdes estabilizadas pelas

misturas de QBS e B-Ig em diferentes pH e concentragdes de NaCl apds 7 dias de armazenamento a 25 °C.

Concentragao 1:0 (QBS:B-lg) 1:1 (QBS:B-lg) 0:1 (QBS:B-lg)
de NaCl H T T —
(mmol L P z':::':')m PDI Z (mV) Z'(’::f)w PDI Z (mV) z':::':')m PDI Z (mV)

0 7 258+4t 0,282+0,004 -77,5+0,2 358+9 0,470+0,040 -71,0%0,1 355+65 0,447+0,031 -56,8+1,2

0 8 274+6t 0,335+0,009 -80,0+0,6 336+22 0,437+0,008 -72,8+0,2 427+69 0,553+0,021 -61,0+5,2

0 9 330+32 0,411+0,024 -84,8+1,0 334+40 0,431+0,018 -76,3+0,8 322+7t 0,417+0,031 -71,9+0,7
100 7 283+7t 0,305+0,001 -30,7+0,9 421+119 0,465+0,065 -28,8+0,1 528+7 0,588+0,033 -21,2+0,2
100 8 416t4  0485:0,019 -29,2+0.1 344+85  0,450£0,073  -29,00,1 2524341 0,289+0,095 -29,0:0,3
100 9  311t51  0376+0,042 -30,6:04  315+12  0425¢0,001 -206+0,8  320431*  0460+0,088 -254+0,3
200 7 284+21 0,349+0,052 -21,0+0,6 25142271 0,307+0,069 -20,1+0,3 4404377 0,465+0,004 -18,6+0,7
200 8 425:42  0448+0,016 -22,0603  439+150  0,490%0,096 -20,0+0,1 3587 0,414+0,037 -17,9+54
200 9 273+121 0,352+0,036  -23,0+0,7 348+16* 0,431+0,010 -24,3+0,8 297+3t 0,304+0,003 -19,2+40,7

* Didmetros médios apds o armazenamento que diferiram significativamente dos respectivos didmetros médios iniciais de acordo com o teste t pareado (p <

0,05).

T Diametros que diminuiram apds armazenamento.
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Pequenas variagdes na carga superficial das gotas foram observadas
apos 7 dias de armazenamento, o0 que sugere que a camada de emulsificantes
adsorvida na superficie da gota sofreu alguma modificagdo com o tempo,
como por exemplo alguma reorientagdo de moléculas. Quanto a analise de
tamanho, assim como na determinagdo da distribuicdo de tamanho de gota
ap6s a homogeneizagdo, todas as emulsdes apresentaram curva de
distribuicdo multimodal apdés o armazenamento (dados ndo apresentados) e
permaneceram polidispersas (Tabela 6).

Pela analise dos didmetros médios apds o0 armazenamento seria de se
esperar que as variagdes no tamanho de gota, quando ocorressem, fossem
sempre positivas. No entanto, algumas variagdes foram negativas, indicando
que as gotas surpreendentemente diminuiram de tamanho apds o
armazenamento.

Essa diminuicdo no didmetro médio das gotas de algumas das
emulsbes avaliadas pode possivelmente ser atribuida as seguintes
suposicoes:

(i) gotas maiores e possiveis flocos formados durante o
armazenamento podem ter cremeado rapidamente, movendo-
se para a parte superior da cubeta de medi¢cao do equipamento,
ficando fora do alcance do /laser. Consequentemente, apenas as
gotas menores foram detectadas e medidas;

(i) flocos compostos por gotas fracamente ligadas podem ter sido
parcialmente dissociados antes da analise de dimensionamento
de particula, uma vez que as amostras avaliadas apds o
armazenamento foram mais diluidas do que as avaliadas apés
homogeneizacéo.

(i)  uma vez que as emulsdes foram polidispersas, diferentes taxas
de coalescéncia podem ter ocorrido. Como as gotas médias e
maiores coalescem mais rapidamente do que as menores, gotas
médias e grandes tornaram-se maiores € menos numerosas,
enquanto gotas menores ainda nao coalesceram e tornam-se
mais numerosas em relagdo as gotas maiores (Jafari et al.,
2012).
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Assim, de acordo com qualquer uma das suposi¢des, a reducao de
tamanho da gota apds o armazenamento esta relacionada a mecanismos de
instabilidade que podem ter sido favorecidos pela menor intensidade da
repulséo eletrostatica entre as gotas, uma vez que a maioria dessas emulsoes
exibiram valores, em modulo, de potencial ¢ inferiores a 30 mV, valor limite
para que as emulsdes sejam consideradas moderadamente estaveis (Malvern
Zetasizer, 2014).

Outras situagdes envolvendo a diminuigdo do tamanho de gota foram
também encontradas na literatura, como verificado por meio de medidas de
espalhamento dinamico de luz de emulsdes de tetradecano em agua
estabilizadas puramente por QBS e por sua mistura com -Ig (Piotrowski et
al., 2012), e de emulsdes de azeite de oliva em agua estabilizadas somente
por QBS e por suas misturas com (B-caseina (Wojciechowski et al., 2014).

Das variagdes de tamanho de gota (positivas ou negativas) observadas
no presente estudo, apenas aquelas correspondentes a emulsdo mista em pH
9 e 200 mmol L' NaCl e a emulsdo de B-Ilg em pH 9 e 100 mmol L' foram
significativas de acordo com o teste t de comparagéo pareada (p < 0,05).

Segundo Tcholakova e colaboradores (2006), a estabilidade de
emulsdes estabilizadas por proteinas globulares do leite em pH > 6 e baixa
concentragédo de eletrdlito (< 50 mmol L-') é governada principalmente por
forcas de van der Waals e eletrostatica de longo alcance. Sob essas
condigdes, a repulsao eletrostatica provavelmente mantém as moléculas de
proteina absorvidas a certa distdncia uma das outras e ndo permite a
formacdo de ligagbes covalentes e nao covalentes dentro da camada
adsorvida nem entre as camadas de gotas vizinhas. Assim, a estabilidade da
emulsdo nao varia significativamente com o tempo (Tcholakova et al., 2006),
como verificado no presente estudo. Sob a adicdo de NaCl porém, a
estabilidade eletrostatica provavelmente diminuiu devido a menor magnitude
do potencial { das emulsdes nessa condi¢ao (Tabela 6). Ainda de acordo com
Tcholakova e colaboradores (2006), em alta concentracdo de proteina e
eletrolito (= 0,1 % m/m e 2 100 mmol L, respectivamente) a estabilidade esta
relacionada a repulsdo estérica conferida pela adsor¢cdo em camadas
sobrepostas. Contudo, deve-se destacar que emulsbes estabilizadas por

proteinas globulares sdo geralmente resistentes a coalescéncia devido a
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formacédo de uma forte interface viscoelastica, a qual é capaz de resistir a
tensdes tangenciais que iniciam a ruptura do filme interfacial (McClements,
2004; Tcholakova et al., 2006). Assim, a agregacéo e, consequentemente, a
coalescéncia das gotas estabilizadas por B-lg foram provavelmente
prevenidas pela formacdo de uma forte interface viscoelastica, bem como
pelas repulsdes eletrostatica e estérica quando as emulsdes foram formuladas
sem e com a adi¢ao de NaCl, respectivamente.

Para as emulsées de QBS, tanto a repulsdo eletrostatica quanto a
repulsao estérica sdo importantes para manter a estabilidade das emulsdes
contra a agregacao (Yang et al., 2013). De acordo com Yang e colaboradores
(2013), em baixa concentragao de sal a forga eletrostatica de longo alcance é
forte o suficiente para prevenir a agregagéo, mas quando a concentragao de
sal aumenta, as forgas atrativas de longo alcance (forgas de van der Waals)
sobressaem, levando a agregacgao das gotas. No entanto, a repulsao estérica
de curto alcance entre as gotas parece ser forte suficiente para evitar que
essas se aproximem a ponto de se fundirem e coalescerem (Yang et al,
2013). Essa importante contribuicdo do efeito estérico para a estabilizagao
das gotas revestidas por QBS é atribuida a presenga de grandes grupos
laterais constituidos por moléculas de agucares que se estendem dentro a
fase aquosa (lkedo et al., 1996; Stanimirova et al., 2011; Maier et al., 2014).
Deve-se ressaltar que embora a QBS utilizada nao fosse de elevado grau de
pureza (apenas 32 % de saponina presente no extrato), supde-se que seja a
saponina a principal responsavel pela formacgao e estabilizagao das emulsoes,
pois Stanimirova e colaboradores (2011) verificaram que as propriedades de
superficie de extratos de saponina nao purificados sédo governadas pelas
moléculas de saponina, enquanto outros componentes extraidos (proteinas,
polissacarideos e polifendis) tém importédncia secundaria sobre essas
propriedades.

Emulsées mistas de QBS e B-lg mantiveram-se estaveis em
praticamente todas as condi¢cdes de pH e concentracdo de NaCl avaliadas,
uma vez que o didmetro médio das gotas n&o variou significativamente com o
tempo e apenas uma das condi¢cdes de pH e concentragdo de NaCl resultou
em encolhimento da gota (o que provavelmente esta relacionado a

mecanismos de instabilidade). Os mecanismos de estabilizagao apresentados
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pelas emulsdes mistas sdo muito provavelmente os mesmos que o0s
apresentados pelas emulsdes estabilizadas por seus componentes puros.
Nesse caso, a agregacgao provavelmente foi prevenida pela forte repulsédo
estérica entre as gotas, uma vez que tanto a proteina quanto o surfactante
apresentam essa caracteristica quando adsorvidos na interface, e
adicionalmente pela forte repuls&o eletrostatica entre as gotas, principalmente
quando formuladas sem adicdo de NaCl, quando a magnitude do potencial {
€ bastante elevada (|potencial ¢ | > 70 mv).

De modo geral, os resultados mostraram que tanto as emulsdes
estabilizadas puramente por QBS e [3-Ig quanto por sua mistura exibiram boa
estabilidade quando armazenadas por 7 dias a 25 °C, n&o exibindo separagao
de fases e, em sua maioria, sem variagdes significativas no tamanho de gota
com o tempo. Contudo, se considerarmos as variagdes de tamanho de gota
negativas como indicios de instabilidade, pode-se dizer que as emulsdes
mistas apresentaram maior estabilidade quando comparadas as emulsdes de
QBS e de B-lg. Esse resultado revela um efeito sinergistico entre a proteina e
o biossurfactante, que juntos foram mais eficientes em estabilizar emulsdes
O/A sob as condigbes avaliadas. Emulsées mistas e de B-Ig exibiram
caracteristicas que influenciam na estabilidade (como didmetro de gota, indice
de polidispersidade e viscosidade) muito semelhantes, o que pode indicar que
a repulsdo eletrostatica ligeiramente mais intensa entre as gotas das
emulsdes mistas pode ter sido um dos fatores cruciais para sua maior

estabilidade quando comparada as emulsdes de B-Ig.

4. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a habilidade emulsificante de QBS e B-Ig
isoladamente e em misturas sob condigbes basicas (pH 7, 8 e 9) na presenca
de baixa concentracdo de NaCl (< 200 mmol L). Todas as condigdes
avaliadas levaram a formacgao de emulsdes polidispersas, com distribuicdo de
tamanho de gota multimodal. No entanto, gotas relativamente pequenas
(diametro médio < 500 nm) foram formadas, o que indicou que tanto as

solugdes quanto a mistura foram efetivas em produzir gotas pequenas sob as
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condigbes avaliadas, aléem de ter favorecido a estabilidade das emulsdes.
Independente da razdo de QBS e [(-Ig utilizada para formar as emulsées, o
comportamento ao escoamento foi caracterizado por baixa
pseudoplasticidade, com presengca de pequena tensdo inicial e baixa
viscosidade aparente. As emulsdes apresentaram também comportamento
viscoelastico tipico de gel fraco. O pH e a concentragdo de NaCl influenciaram
as propriedades fisicas das emulsdes de formas distintas, dependendo da
razdo de mistura de QBS e B-Ig utilizada. Efeitos significativos desses fatores
foram verificados para a carga superficial, didmetro médio de gota e
viscosidade aparente das emulsdes estabilizadas por QBS e por B-lg,
separadamente, e para os coeficientes do modelo reolégico de Herschel
Bulkley das emulsbes mistas e de B-Ig. A razdo de mistura de QBS e (-Ig
utilizada também mostrou efeito significativo sobre as propriedades das
emulsdes. Em geral, maiores valores de potencial ¢ (em modulo), viscosidade
aparente, tensdo inicial e indice de comportamento foram obtidos para
emulsdes estabilizadas puramente por QBS. O didmetro médio de gota néo
foi influenciado pela razdo de mistura de QBS e B-lg em grande parte das
combinagcdes de pH e concentragdo de NaCl avaliadas. As emulsbes
mostraram-se estaveis a separagao de fases e com pequenas variagdes de
tamanho de gota durante o armazenamento. Mecanismos de repulsado
estérica e eletrostatica mostraram-se importantes para conferir estabilidade
as diferentes emulsdes. Quando comparadas, tanto as solugdes de QBS e de
B-lg quanto sua mistura apresentaram desempenho equivalente na formagéao
de emulsGes com gotas pequenas sob as condi¢cdes avaliadas, no entanto, a
mistura de QBS e B-lg parece ter conferido melhor estabilidade as emulsdes

quando comparada a seus componentes puros.
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho demonstrou que saponina de Quillaja (QBS), B-
lactoglobulina (B-lg) e a mistura 1:1 de QBS e B-lg podem ser empregadas
com sucesso na formacéo e estabilizagdo de emulsdes 6leo em agua (O/A)
em condi¢gdes de pH basico (7, 8 e 9) e baixa concentragdo de NaCl (< 200
mmol L).

O método de homogeneizagao a alta presséo e as condigdes do meio
(pH e concentracédo de NaCl) permitiram a obtengdo de emulsdes com gotas
com didmetro médio inferior a 500 nm quando estabilizadas por QBS e/ou
B-lg. As emulsbes apresentaram gotas negativamente carregadas nos pH
avaliados (7, 8 e 9), sendo a carga superficial das gotas fortemente
influenciada pelo pH e, principalmente, pela concentragdo de NaCl, de modo
que a magnitude do potencial ¢ diminuiu significativamente (p < 0,05) com o
aumento da concentracdo de NaCl e com a diminuicdo do pH. As emulsdes
apresentaram comportamento pseudoplastico com presenca de pequena
tensdo inicial e baixa viscosidade aparente, e comportamento viscoelastico
tipico de géis fracos, indicando a presenca de estrutura tridimensional elastica
fragil. As emulsdes estabilizadas por QBS e/ou B-lg apresentaram cremeacgao
apods 7 dias de armazenamento a 25 °C, no entanto mantiveram-se estaveis
quanto a separagao de fase e, em geral, a agregacéo devido a repulsao
eletrostatica e, muito provavelmente, a repulsdo estérica conferida pelos
emulsificantes adsorvidos na superficie das gotas.

Embora tanto as solu¢gdes de QBS e B-lg quanto a mistura dessas
tenham sido capazes de formar emulsdes O/A com gotas pequenas, a mistura
de QBS e B-Ig apresentou melhor controle da desestabilizagdo. Desta forma,
a mistura 1:1 de QBS e B-lg mostra-se promissora para aplicagbes
tecnolégicas na faixa de pH de 7 a 9 e concentragdo de NaCl até 200
mmol L.

Para estudos futuros, seria interessante:

- avaliar a capacidade emulsificante da mistura de QBS e B-lg em
condicdes de pH acido, as quais sdo mais semelhantes a situagdes reais

encontradas em alimentos;
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- avaliar a capacidade de emulsificacdo e de estabilizacdo da mistura
em diferentes proporgdes e concentragdes, a fim de determinar a melhor
propor¢gao dos emulsificantes e a concentragdo minima necessaria para
formar e estabilizar emulsdes O/A;

- avaliar as propriedades fisicas (reologia, tamanho de gota e carga
superficial) das emulsbes e sua estabilidade em temperaturas
correspondentes as de tratamentos térmicos e de refrigeracao;

- estender o estudo a outros tipos de 6leos para avaliar o efeito desses
na estabilidade, bem como determinar a concentracdo maxima de 6leo que
poderia ser emprega sem comprometer a estabilidade das emulsoes;

- utilizar técnicas de microscopia para obter informagdes a respeito do
tamanho das gotas e do estado de agregagao das mesmas;

- avaliar a interagao entre o biossurfactante e a proteina por meio de
técnicas de (i) eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccédo de
complexos especificos; (ii) espalhamento de luz dinAmico para obter a massa
molecular dos complexos; (iii) espectroscopia de dicroismo circular para
determinacdo de mudangas conformacionais na proteina induzidas pela
associagao do surfactante; (iv) espectroscopia de emissédo de fluorescéncia
para obtencdo de parametros termodindmicos dos complexos proteina-
surfactante; e (v) microcalorimetria e titulagao calorimétrica para obtencgao de

dados da entalpia de ligagao do surfactante na desnaturagéo da proteina.
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