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RESUMO

A formacdo de uma emulsdo multipla (A/O/Az) apresenta maior complexidade devido a
coexisténcia de duas barreiras interfaciais, criando a necessidade da utilizacdo de tensoativos de
natureza distintas. Para a formagdo da emulséo primaria (A1/O) utiliza-se um de carater lipofilico,
e outro hidrofilico, para a emulsdo externa (O/Az). Estas emuls6es tem sido alvo de pesquisas que
se concentram em encontrar métodos para torna-las viaveis. Além da utilizacdo dos tensoativos,
muitos estudos incorporam biopolimeros para aumentar a estabilidade. Este tipo de emulsao possui
grande potencial na encapsulacéo, protecao e liberacdo de compostos bioativos e na formulagédo de
produtos com reduzido teor caldrico. Tendo este carater de alimento funcional, neste trabalho,
utilizou-se o Oleo de abacate, o qual € rico em &cidos graxos monoinsaturados e quantidades
apreciaveis de vitaminas lipossoliveis A, D e E. Portanto, este trabalho teve como um dos objetivos
caracterizar o 6leo de abacate e utiliza-lo na formacéo das emulsdes maltiplas. E, como objetivos
principais, verificou-se a influéncia da concentragdo dos agentes estabilizantes da emulséo
primaria: tensoativo lipofilico (poliglicerol poliricinoleato — PGPR) e gelatina (biopolimero), a
utilizacdo de dois tensoativos hidrofilicos distintos, os polissorbatos: Tween 40 e 80 e a influéncia
da temperatura de armazenamento (4 e 25 °C), na estabilidade e caracterizagcdo das emulsdes. A
emulsdo priméria é composta por uma solucéo salina (2% m/m) acrescida de gelatina (3 e 4% m/m)
dispersa na fase oleosa, contendo PGPR (6 e 5% m/m). Esta emulséo foi incorporada na fase aquosa
externa onde é adicionado o tensoativo hidrofilico (2% m/m). O 6leo de abacate foi caracterizado
através de andlises de umidade, densidade, teor de fosfolipideos, indice de iodo, acidez e perfil de
acidos graxos. As emulsdes maltiplas foram caracterizadas através de microscopia, espalhamento
de luz dindmico, calorimetria exploratéria diferencial, reologia, separacdo de fases e eficiéncia de
encapsulacdo, sendo esta Ultima para verificar a retencdo do NaCl incorporado na fase aquosa
interna. Os resultados da caracterizacdo do 6leo de abacate confirmaram sua boa qualidade e a
maior fracdo lipidica como sendo o acido graxo monoinsaturado oléico (52,9 %). A partir das
imagens obtidas por microscopia verificou-se a morfologia das emulsfes primarias e maltiplas,
sendo possivel aferir sobre a ordem de grandeza das gotas. Com as analises de espalhamento de
luz foi obtido o didmetro médio das gotas e o indice de dispersdo, evidenciando que ndo houve
diferencas significativas entre os tamanhos das gotas, o que indica estabilidade contra a
coalescéncia para o periodo de 15 dias. Com a calorimetria exploratéria diferencial foi validada a
formacdo das emulsdes mdaltiplas e verificou-se o desequilibrio osmatico entre as fases aquosas
devido a quantidade de NaCl adicionada. A partir das analises de reologia foi observado que a
maior quantidade de gelatina (4%) e a utilizacdo do Tween 40 atribuiram a emulsdo multipla maior
viscosidade formando uma emulsdo mais estavel (100%) frente a separacdo de fases (creaming)
nas duas temperaturas estudadas, para o periodo de 20 dias. Todas as emulsdes apresentaram
comportamento pseudopléstico e se apresentaram como solugdes concentradas a 25°C. O Tween
40 também se mostrou melhor na avaliacdo da eficiéncia de encapsulacao (92,57 %) para a emulséo
mantida a 4°C e com maior quantidade de PGPR (6%), demonstrando que o PGPR é mais eficiente
contra a difusdo comparado a gelatina, para o periodo de 20 dias. Com isto, este trabalho fornece
informacdes que podem ser utilizadas para otimizagéo deste sistema e sua posterior aplicagcdo na
formulacéo de alimentos.

Palavras-chave: Emulsio multipla. Oleo de abacate. PGPR. Tween 40. Tween 80. Estabilidade.



ABSTRACT

Multiple emulsion formation (A1/O/Az) presents greater complexity due to the
coexistence of two interfacial barriers, creating the need to use surfactants of different nature. For
the formation of the primary emulsion (A1/O) is used a lipophilic, and other hydrophilic, for
external emulsion (O/A2). These emulsions have been the subject of researches that focus on
finding methods to make them viable. Besides the use of surfactants, many works have
incorporated biopolymers to increase stability. This kind of emulsion has great potential for the
encapsulation, protection and release of bioactive compounds and product formulation with
reduced calorie. Taking this character of functional food, in this study was used avocado oil, which
is rich in monounsaturated fatty acids and appreciable amounts of liposoluble vitamins A, D and
E. Therefore, this work had, as one of the goals, characterize the avocado oil and use it in the
preparation of the multiple emulsions. And, as the main goals, was verified the influence of the
stabilizers concentration of the primary emulsion: lipophilic surfactant (polyglycerol
polyricinoleate — PGPR) and gelatin (biopolymer), the use of two different hydrophilic surfactants,
polysorbates: Tween 40 and 80, and the influence of storage temperature (4 and 25 °C), in the
characterization of these emulsions. Primary emulsion consists of a saline solution (2% w/w) plus
gelatin (3 and 4% wi/w) dispersed in the oily phase, containing PGPR (6 and 5% w/w). This one is
incorporated in the external aqueous phase containing the hydrophilic surfactant (2% w/w).
Avocado oil was characterized by analysis of moisture, density, phospholipid content, iodine value,
acidity and fatty acid profile. Multiple emulsions were characterized by microscopy, dynamic light
scattering, differential scanning calorimetry, rheology, phase separation and encapsulation
efficiency, the latter was realized to verify NaCl retention, which was incorporated in the internal
aqueous phase. The results of avocado oil characterization confirmed its good quality and the lipid
fraction with greater amount as being the monounsaturated oleic acid (52.9%). From the images
obtained by microscopy was verified the morphology of primary and multiple emulsions, being
possible to check the order of magnitude of the droplets. With light scattering was obtained the
average droplet diameter and the dispersion index. There were not significant differences between
the droplets sizes, indicating stability against coalescence for 15 days. With differential scanning
calorimetry was validated the formation of multiple emulsions and were observed the osmotic
imbalance between the aqueous phases due to the amount of NaCl added. From the rheology it was
observed that the larger amount of gelatin (4%) and the use of Tween 40 produced a multiple
emulsion with higher viscosity and, as consequence, a more stable emulsion (100%) to the phase
separation (creaming) at the two temperatures of this study, during 20 days. All emulsions exhibited
pseudoplastic behavior and behaved as concentrated solutions at 25 °C. Tween 40 was also better
in the evaluation of encapsulation efficiency (92.57%) to the emulsion kept at 4 °C and greater
amount of PGPR (6%), demonstrating that the PGPR is more efficient against diffusion, compared
to gelatin, for the period of 20 days. This study provides information that can be used to optimize
this system and its subsequent application in the food formulation.

Keywords: Multiple emulsion. Avocado oil. PGPR. Tween 40. Tween 80. Stability.
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1 INTRODUCAO

Uma emulsdo simples consiste na mistura de dois liquidos imisciveis, no qual um deles é
disperso em outro na forma de goticulas. Tem-se como exemplos de emulsGes alimentares diversos
produtos do cotidiano, como a maionese, manteiga, leite, molho para salada e sorvete. Uma
emulsdo mdaltipla, ou também chamada de emulsdo dupla, possui estas mesmas caracteristicas,
porém ha mais de uma fase dispersa.

O estudo das emulsées multiplas apresenta maior complexidade, comparado & uma
emulséo simples, pois nelas coexistem duas barreiras interfaciais distintas, uma entre a fase aquosa
interna (A1) e a fase oleosa (O) e outra entre essa mesma fase oleosa, dispersa na fase aquosa
externa continua (A2). Sendo assim, também haverd a necessidade de utilizar tensoativos de
natureza distintas. Para a formacao da emulsdo primaria (A1/O) utiliza-se um tensoativo de carater
lipofilico, e outro hidrofilico, para a emulsao externa (O/A2) (MCCLEMENTS et al., 2007). Neste
trabalho sera abordada exclusivamente a formacdo do primeiro tipo de emulsdo multipla, Ai1/O/A:.

Nesta pesquisa, como tensoativo lipofilico, foi utilizado o poliglicerol poliricinoleato
(PGPR), o qual é amplamente empregado e sua eficacia comprovada na manutencdo da estabilidade
de emulsdes A/O (USHIKUBO; CUNHA, 2014). E como tensoativos hidrofilicos foram utilizados
0s polissorbatos: Tween 80, por ser 0 mais encontrado para este tipo de aplicacdo (O/A), e 0 Tween
40, ainda pouco utilizado.

Por se tratar de um sistema termodinamicamente instavel, a utilizacdo comercial de
emulsdes multiplas, para fins alimenticios, ainda ndo € encontrada. Por isso, inimeras pesquisas se
concentram em encontrar métodos eficientes para tornar a emulsdo multipla viavel. Uma das
opc¢Oes para aumentar a estabilidade é a adigdo de biopolimeros nas fases aquosas, tanto interna
quanto externa. Os biopolimeros também sdo estudados como forma de reduzir a quantidade de
PGPR, pois sua utilizagao é regulada e sua presenca pode produzir um sabor ndo agradavel quando
adicionado em concentracfes acima de 5% m/m. Embora concentracdes superiores sejam
normalmente requeridas para estabilizagdo das emulsées por um periodo longo de tempo
(DICKINSON, 2011). Desta forma, neste trabalho, como um dos objetivos, foi testada se uma
maior quantidade de gelatina comercial, utilizada como biopolimero, frente a reducdo do PGPR
produz emulsdes multiplas com estabilidade e caracteristicas semelhantes as formuladas com

reduzido teor de gelatina e maior quantidade de PGPR.
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A pesquisa das emulsBes multiplas é importante pois as mesmas possuem diversas
aplicacdes e beneficios, entre eles destacam-se a encapsulacao, protecao e liberacdo de compostos
bioativos e producdo de produtos com reduzido teor caldrico (JIMENEZ-COLMENERO, 2013).
Essas aplicacBes tornam as emulsGes multiplas com potencial de utilizagdo em alimentos
funcionais.

Com o intuito de aumentar o valor nutricional desta emulsdo, uma alternativa para a fase
oleosa ¢ a utilizacdo do Oleo de abacate. Este é rico em acidos graxos monoinsaturados, essenciais
para alimentacdo humana e relacionados a prevencgéo de doencas cardiovasculares, além de possuir
quantidade apreciavel de vitaminas lipossoliveis A, D e E. Suas caracteristicas sdo muito
semelhantes ao 6leo de oliva, o qual ja é amplamente utilizado na culinaria brasileira ( TANGO;
TURATTI, 1992).

Tendo em vista uma maior preocupacao da populacdo com habitos de vida mais saudaveis,
0 que inclui uma dieta composta por alimentos funcionais e mais ricos do ponto de vista nutricional,
a preparacdo destas emulsdes multiplas tem como destaque a utilizacao do 6leo de abacate, o qual
ainda é pouco empregado neste tipo de aplicagdo, mesmo com suas caracteristicas benéficas a
salde humana, servindo de estimulo para sua maior utilizacdo. Este trabalho também estudou a
formacdo e caracterizacdo de emulsdes multiplas com diferentes concentracfes de agentes
estabilizantes e com reduzido teor de gordura, devido a dispersao da fase aquosa no interior da fase
oleosa, podendo ser utilizadas para encapsulagao de compostos.

Apesar de seu grande potencial de aplicacdo, as emulsdes maltiplas ainda tém sido pouco
estudadas no Brasil. E esta pesquisa se mostra como o inicio dos esforgos aplicados a este tipo
especifico de emulsdo dentro do Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia de Alimentos na

Universidade Federal do Parana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia das concentracdes de tensoativo lipofilico (PGPR) e de gelatina
comercial, bem como a utilizacdo de tensoativos hidrofilicos distintos (Tween 40 e 80) na formagéo

e caracterizacdo de emulsdes multiplas utilizando como fase oleosa o éleo de abacate.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar 0 Oleo de abacate através de analises de umidade, densidade, teor de
fosfolipideos, indice de iodo, acidez e perfil de &cidos graxos.

e Avaliar a morfologia das emulsdes formadas através de microscopia Optica e obter as
distribuicdes dos tamanhos de gota, utilizando o recurso de espalhamento dinamico de luz,
para o periodo de 24 horas e 2 semanas (emuls6es mantidas a 4 e 25°C) apds o preparo.

e Validar a formacéo das emulsdes maltiplas, determinar os calores latentes de congelamento
e a quantidade de fase aquosa interna retida nas emulsGes primarias através da analise de
calorimetria exploratoria diferencial.

e Estudar o comportamento reologico das emulsdes multiplas formadas, para as temperaturas
de 4 e 25°C e ajustar os modelos reoldgicos as curvas de fluxo.

e Realizar testes de reologia oscilatoria, a 4 e 25°C, para determinacdo do comportamento
viscoelastico das amostras.

e Avaliar a estabilidade macroscopica das emulsées multiplas através da visualizacdo da
separagdo de fases, para o periodo de 20 dias nas temperaturas de 4 e 25°C.

e Auvaliar a eficiéncia de encapsulacéo através de medidas de condutividade, verificando a
liberacdo de NacCl, adicionado a fase aquosa interna da emulsdo para o periodo de 20 dias

nas temperaturas de 4 e 25°C.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EMULSOES

Emulsdes fazem parte de um tipo especifico de dispersdo coloidal, onde ambas as fases,
dispersa e continua sdo liquidas. Este sistema também € caracterizado por ser composto por gotas
de um fluido imerso em outro, no qual é imiscivel. Sendo assim, as emulsdes sao amplamente
utilizadas para misturas envolvendo agua e 6leo, como por exemplo: maionese, leite, margarina e
molho de salada, porém h& outras formas de emulsdo, sem carater alimenticio, como algumas tintas
compostas por particulas poliméricas aglutinantes dispersas em agua (HUNTER; WHITE; CHAN,
1989; BOOM, 2008).

As emulsdes podem ser do tipo 6leo em &gua (O/A) onde a fase dispersa, neste caso, 0
6leo, é formada por gotas em uma fase continua, a &gua. Mas também ha emulsdes do tipo agua
em 6leo (A/O). Devido a imiscibilidade entre essas fases hd uma tensdo interfacial causada pela
diferenca de coesdo entre as moléculas dos dois meios. O balanco de energia para formacao da
emulsdo é dado pela Equacdo 1 (KAWAGUCHI, 2015).

AG = AH — AS.T + 6.AA 1)

Durante a formagéo da emulsdo a temperatura (T) é considerada constante, o que anula o
termo da variacdo da entalpia (AH). A variagdo de area (AA), devido a formagao das goticulas para
producdo da fase dispersa ¢ muito maior comparado a variagdo da entropia (AS), a qual também
pode ser considerada desprezivel. Sendo assim, comumente, a quantidade de energia necessaria

para criacdo da interface é descrita pela Equagéo 2.

AG = 6.AA 2

Sendo AG (J) a energia livre de Gibbs, ¢ € a tensdo interfacial (J/m?) e A ¢ area da interface
criada (m?).
A Equagdo 2 é util para compreender a origem da instabilidade em emuls@es, sob a Gtica

da termodindmica. Essa quantidade de energia, expressada como energia livre de Gibbs, sempre
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sera positiva, com excecao de poucos casos onde a formacdo de emulsdo é espontanea, 0s quais
fogem do escopo do trabalho. Nos demais casos o processo de emulsificacdo precisa de energia
para quebrar a fase, que serd dispersa em pequenas goticulas. O sistema tende a minimizar essa
quantidade de energia, sendo assim, uma das formas é a coalescéncia, ou seja, a fusdo das gotas,
diminuindo a area interfacial e a energia como consequéncia. No entanto a presenca de substancias
na interface, como emulsificantes, diminuem a tensdo interfacial, atuando como uma barreira
contra a coalescéncia, tornado o sistema mais estavel (HUNTER; WHITE; CHAN, 1989; BOOM,
2008; KAWAGUCHI, 2015).

3.2 ESTABILIDADE
De acordo com McClements (2005) a estabilidade de uma emulsédo pode ser definida

como sua habilidade em resistir a mudancas com o tempo. Ha diversos mecanismos fisico-quimicos

que provocam alteracao nas propriedades da emulsdo, conforme apresentado na FIGURA 1.

o
Q

Emulsdo estavel O O
o

558 & Q
€ @

Creaming Sedimentacéo Floculagéo Coalescéncia

FIGURA 1: DIFERENTES TIPOS DE INSTABILIDADE EM EMULSOES
FONTE: ADAPTADO DE MCCLEMENTS (2005)

O processo de creaming pode acontecer de maneira rapida ou lenta e é o contrario da
sedimentacdo, ja que as gotas permanecem aglomeradas na superficie do sistema. Este processo

pode ser acelerado por centrifugacdo. No entanto, também pode ser retardado caso a viscosidade
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do meio dispersante seja alta ou se for possivel diminuir a diferenca relativa entre as densidades do
meio disperso e dispersante (HUNTER; WHITE; CHAN, 1989; TADROS, 2013).

Outro fendmeno presente é a floculagdo, caracterizada pela agregacdo das gotas. Ela
ocorre nos casos em que nao ha repulsdo suficiente para que as gotas permanecam separadas. A
floculacdo é um dos fatores que aumenta a velocidade de creaming, além dos agregados se
movimentarem com maior rapidez eles também carregam outras particulas menores no caminho.

Finalmente, a coalescéncia € o processo no qual duas ou mais gotas se unem formando
uma Unica gota maior. Este mecanismo pode levar a quebra da emulsdo, produzindo duas fases,
claramente separadas, com minima area interfacial, processo também conhecido por oiling-off
(HUNTER; WHITE; CHAN, 1989; TADROS, 2013; MCCLEMENTS, 2005). A coalescéncia
inicia-se através de uma pressao aplicada sobre a area interfacial das goticulas deformando-as de
modo que a &rea interfacial aumente, diminuindo sua forca e entdo rompendo o filme que as
separam (MYERS, 2006).

As emulsdes também podem sofrer com o fenbmeno conhecido como maturacao de
Ostwald. Nele, pequenas gotas sdo incorporadas as maiores, através de um processo de difuséo,
sem ruptura do filme interfacial, fazendo com que estas cresgam ainda mais. A forga motriz para
que isto ocorra é a diferenca de potencial quimico entre as gotas de diferentes tamanhos. Se a fase
dispersa possuir uma solubilidade consideravel com a fase continua, a maturacdo de Ostwald
podera ocorrer a taxas significativas (PIORKOWSKI; MCCLEMENTS, 2013).

3.3 ESTABILIZANTES

O uso dos agentes estabilizantes é necessario para aumentar a estabilidade das emulsdes.
Para que isso ocorra, 0 emulsificante deveréa ser adsorvido rapidamente e com forca suficiente para
resistir a dessorcdo durante as colisbes das gotas. De modo geral, hd quatro classes de
estabilizantes: eletrdlitos inorganicos, tensoativos, macromoléculas e finas particulas sélidas que
aderem a interface, devido a energia superficial (pickering). Neste trabalho o foco sera a utilizagdo
de tensoativos, 0s quais sdo adsorvidos entre as duas fases imisciveis formando uma barreira contra
a coalescéncia (HUNTER; WHITE; CHAN, 1989).
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3.3.1 Tensoativos
Como caracteristica os tensoativos apresentam moléculas que possuem afinidade com

ambas as fases. Parte desta molécula é hidrofobica, possuindo maior afinidade com a fase oleosa,

enquanto outra parte é hidrofilica e possui maior afinidade com o meio aquoso, como mostra a

FIGURA 2.

Extremidade Apolar Extremidade Polar
Hidrofébico Hidrofilico
Afinidade com o dleo Afinidade com a agua

FIGURA 2: REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DE UM TENSOATIVO
FONTE: GUARACIARA et al. (2006)

Os tensoativos sdo adsorvidos nas interfaces orientando-se de maneira que o grupo polar
fique voltado para a fase aquosa e o grupo apolar para a fase oleosa, formando um filme molecular
que reduz a tensao interfacial. A extremidade hidrofobica, normalmente, € composta por uma longa
cadeia carbdnica, ja a hidrofilica deve ser formada por um grupo idnico ou altamente polar. Sendo
assim, os tensoativos podem ser classificados de acordo com a natureza deste grupo hidrofilico,
como apresentado na TABELA 1 (ROSEN; KUNJAPPU, 2012).

TABELA 1: CLASSIFICACAO DOS TENSOATIVOS DE ACORDO COM SEU GRUPO POLAR

Classificagao Descricao
Catibnicos Grupo polar com carga positiva, por exemplo, sais de amonio quaternarios
(RN(CHs3)3*CI") e aminas de cadeia longa (RNH3*CI)
Anidnicos Grupo polar com carga negativa, por exemplo, sabdes (RCOO'Na*)
Zwiteriénicos Grupos com carga positiva e negativa podem estar presentes, por exemplo,
sulfobetaina (RN*(CH3)2CH,CH,SO3)
N&o-ibnicos N&o apresenta carga ibnica, por exemplo, alcodis polietoxilados
(R(OC3H4)xOH)

FONTE: ROSEN; KUNJAPPU (2012)

Para os tensoativos ndo-i6nicos a razdo entre os grupos hidrofilicos e hidrofébicos do
tensoativo é medida pelo balango hidrofilico-lipofilico (HLB), um conceito introduzido por
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Griffith (1949) e amplamente utilizado para correlacionar o comportamento dos tensoativos em
diferentes situacdes. Um alto valor de HLB tera a tendéncia em produzir uma curvatura a favor do
sistema O/A, enquanto o oposto ocorrera para baixos valores de HLB (HUNTER; WHITE; CHAN,
1989).

Os valores de HLB néo sdo bem definidos devido a diferentes formas de obté-los, porém
uma media pode ser obtida observando o comportamento do tensoativo em diferentes sistemas,

através da experiéncia do uso dos mesmos, como mostra a TABELA 2.

TABELA 2: ESCALA HLB PARA TENSOATIVOS NAO-IONICOS

HLB Aplicacéo
4-6 AJO emulsificante
7-9 Agente molhante
8-18 O/A emulsificante

13-15 Detergente

10-18 Solubilizante

FONTE: ADAPTADO DE CHEMMUNIQUE (2004)

Estes nimeros indicam a percentagem hidrofilica do tensoativo, sendo que o numero 20
corresponde a 100% de caracteristica hidrofilica. O que indica que a natureza do tensoativo ira
definir o tipo de emulsdo que sera formada.

A estabilizacdo de emulsdes por tensoativos ndo idnicos ocorre pelo impedimento estérico
de suas moléculas que apresentam partes polares muito longas, como mostra a FIGURA 3, para

um exemplo de uma emulséo de 6leo em &gua (DALTIN, 2012).

FIGURA 3: ESTABILIZACAO DAS GOTICULAS DE OLEO COM TENSOATIVO NAO-IONICO POR
IMPEDIMENTO ESTERICO
FONTE: DALTIN (2012)
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Neste trabalho foram utilizados apenas tensoativos ndo idnicos. Entre as vantagens na
utilizacdo de um tensoativo ndo-idnico estdo sua menor sensibilidade a eletrolitos e ao pH da
solucdo (MYERS, 2006).

Emulsbes que contem aditivos para estabiliza-las, como os citados anteriormente, podem
permanecer estaveis por horas, dias ou meses. Nestes sistemas a movimentacdo das gotas e a
colisdo entre elas continuam, porém, a barreira interfacial é forte o suficiente para prevenir a
coalescéncia (MYERS, 2006).

As emulsdes multiplas (A1/O/A>) apresentam duas barreiras interfaciais, sendo necessario
para sua formacdo tensoativos de natureza distintas. Um tensoativo lipofilico para a formacéo da
emulséo primaria (A1/0), e outro hidrofilico, para a emulséo externa (O/Ay).

Como tensoativo lipofilico foi utilizado o poliglicerol poliricinoleato (PGPR), o qual
também é o mais utilizado na formulacdo de emulses mdultiplas com grau alimenticio. Este
emulsificante sintético tem se mostrado altamente eficaz na producéo de emulsdes finas e estaveis
do tipo A/O, possuindo valor de HLB entre 2 e 4 (BRENNTAG FOOD & NUTRITION EUROPE,
2011; DICKINSON, 2011).

Na industria de alimentos o PGPR é tradicionalmente utilizado como modificador da
viscosidade do chocolate, com intuito de melhorar suas caracteristicas de processamento, reduzir
0 teor de gordura e o custo de fabricacdo. Ele é sintetizado através da reacdo do poliglicerol com
6leo de mamona, sua estrutura quimica é mostrada na FIGURA 4 (HASENHUETTL; HARTEL,
2008).

OH
EOH

FIGURA 4: ESTRUTURA QUIMICA DO PGPR (FRAGAO CORRESPONDENTE A UMA MOLECULA DE TRI-
GLICEROL TRI-RICINOLEATO)
FONTE: FDA (2008)
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Ja como tensoativos hidrofilicos, utilizou-se neste trabalho o monopalmitato de
polioxietileno sorbitano, comumente conhecido como Tween 40 (FIGURA 5) e 0 monooleato de

polioxietileno sorbitano, Tween 80, também chamado de polissorbato 80 (FIGURA 6).

o)

f ——CH,00CC5H3;
H(OCH,CH,),0 < L O(OCH,CH,)H
\/

|

O(OCH,;CH,),H a+b+¢=20

FIGURA 5: ESTRUTURA QUIMICA DO TWEEN 40
FONTE: IRON GROUP INC. (2011)

0
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FIGURA 6: ESTRUTURA QUIMICA DO TWEEN 80
FONTE: IRON GROUP INC. (2011)

Estes emulsificantes fazem parte do grupo dos polisorbatos, compostos produzidos a partir
da modificacao de ésteres de sorbitano com a adicdo de Oxido de etileno. Os ésteres de sorbitano
possuem baixo HLB e assim sdo considerados lipofilicos, mas a adicdo do éxido de etileno, em
média de 20 mols por mol de éster sorbitano, forma uma longa cadeia fortemente polarizada,
tornando estes polisorbatos altamente hidrofilicos, tanto que o valor de HLB do Tween 40 é de
15,6 e do Tween 80 € 15,0 (COTTREL; PEIJ, 2004).

3.4 EMULSOES MULTIPLAS

Uma emulsdo multipla é definida pela dispersao de gotas, dentro das quais ha gotas ainda
menores de uma diferente fase. H& dois possiveis tipos de emulsdo multipla: agua-6leo-agua
(A/O/A) ou 6leo-agua-6leo (O/A/O). No primeiro caso a estrutura consiste de pequenas gotas de
agua dentro de gotas maiores de 0leo que séo dispersas em uma fase aquosa continua. O segundo

sistema é composto por gotas de agua, que contém goticulas de 6leo, dispersas em um meio oleoso
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(JIAO; BURGESS, 2008). Neste trabalho o foco foi o primeiro caso, para este sistema agua-6leo-
agua, a nomenclatura das fases é geralmente dada como A1/O/A; de modo a diferenciar a fase
interna (A1) da fase externa (Az).

Devido a sua estrutura, uma emulsdo multipla possibilita a liberacdo controlada de
substancias quimicas, que inicialmente estdo encapsuladas nas gotas internas, a partir de um
estimulo externo, por exemplo: o contato com boca, estbmago ou intestino. Porém a emulséo
multipla também pode agir como meio para proteger essas substancias quimicas, geralmente
compostos funcionais, que permanecem encapsulados dentro da fase interna, evitando sua
degradacdo quimica por impossibilitar a reacdo das mesmas com outros compostos. A indudstria
farmacéutica e cosmética ainda sdo as maiores areas de pesquisa e aplicacdo, pois a emulséo
multipla é um potencial veiculo para drogas e ativos (vacinas, enzimas, vitaminas, hormoénios) que
podem ser liberadas no organismo (PAYS etal., 2002; MCCLEMENTS et al., 2007; DICKINSON,
2011).

Na area alimenticia as pesquisas se concentram na utilizacdo das emulsdes multiplas para
encapsular compostos bioativos e reduzir calorias de produtos, 0s quais ja existem como emulsdes
simples de O/A (maionese, molho de salada, sobremesas). Neste Gltimo caso a redugdo caldrica
acontece pela insercdo de goticulas de agua na fase oleosa, reduzindo a quantidade de gordura e
calorias, com a vantagem de manutencdo das propriedades fisico-quimicas e sensoriais
(MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007).

Jiménez-Colmenero (2013) sintetizou as pesquisas realizadas sobre as aplicacdes das
emulsdes multiplas no desenvolvimento de alimentos funcionais. O autor esclarece a importancia
da pesquisa sobre compostos ativos na nutricdo humana, os quais sao capazes de reduzir o risco de
doencas. Assim, a emulsdo multipla tem se apresentado com grande potencial de aplicacéo, ja que
atualmente ha uma preocupacdo maior na busca de alimentos mais saudaveis e com maior valor
nutricional. O autor também cita a utilizacdo da emulsdo multipla para reducéo de calorias e as
pesquisas desenvolvidas nesta area, além da aplicacdo das pesquisas voltadas a encapsulacdo de
compostos funcionais, como: minerais, carotenoides, vitaminas, micro-organismos, lactoferrina,

compostos fenolicos, aminoacidos, 6leos.
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3.4.1 Estabilidade em emulsées multiplas

Uma das maiores dificuldades da inddstria alimenticia é a formacdo de uma emulsdo
maltipla estavel, usando estabilizantes com grau alimenticio, diferentes dos tradicionalmente
aplicados na industria farmacéutica e cosmética, o que dificulta sua aplicacdo apesar das vantagens
descritas anteriormente. Esse tipo de emulsdo ¢é altamente suscetivel a quebrar durante o estoque
ou quando expostas a forcas mecéanicas, temperatura, desidratacdo, entre outros (MCCLEMENTS
et al., 2007).

A FIGURA 7 exemplifica a estrutura de uma emulsdo Ai/O/A> (MCCLEMENTS;
DECKER; WEISS, 2007).

~ Tensoativo hidrofilico

St

— Fase oleosa

— Fase aquosa interna

Tensoativo hidrofébico

~Fase aquosa externa

FIGURA T: REPRESENTACAO’ESQUEMATICA DE UMA EMULSAO AJ/O/A,
FONTE: ADAPTADO DE KOVACS et al. (2005)

Para obtencdo de uma emulsdo multipla estivel, é necessario que a emulsdo primaria
apresente alta estabilidade, para isso a mesma deve ser composta por pequenas goticulas, de
aproximadamente 1 pm, ou menor. A formacdo de uma emulsdo com gotas tdo pequenas é
dependente nao so pelo tipo e quantidade de tensoativo adicionado e pela intensidade de agitacéo,
mas também pelo aumento da viscosidade do meio, podendo ser este ultimo alcangado atraves da
adicdo de biopolimeros, os quais também séo responsaveis por formar um filme interfacial rigido
(GARTI, 1996; MUSCHIOLIK, 2007).
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A adicdo de uma quantidade significativa de tensoativo lipofilico na fase oleosa, ird
aumentar a estabilidade da emulséo primaria, porém o PGPR, o qual se apresenta como o tensoativo
preferido para este tipo de emulsdo, é sintético e sua utilizacao regulada. Neste sentido, a adicao
de macromoléculas, como os biopolimeros, se consagram na formacdo da emulsdo mudltipla,
produzindo emulsbes mais estaveis e permitindo reduzir a quantidade de tensoativo sintético na
formulacdo, como mostra o trabalho realizado por Su et al. (2006), onde foi possivel reduzir a
quantidade de PGPR pela adicdo de caseinato de sodio, mantendo a eficiéncia da emulséo.

Dickinson (2011) menciona em seu trabalho pesquisas, realizadas por outros autores, que
incorporaram os biopolimeros na formacéo da emulsdo multipla, enfatizando como eles tem sido
agregados com sucesso nas fases aquosas interna e externa, aumentando sua estabilidade e
eficiéncia. Como beneficios da utilizagdo dos biopolimeros estéo a baixa susceptibilidade a difusdo,
comparados a emulsificantes de baixa massa molecular, e a formag&o de uma estrutura de rede
estabilizante para a fase aquosa. Entre os biopolimeros utilizados destacam-se: gelatina (WEISS et
al., 2005; SAPEI et al.,, 2012), caseinato de sddio (FECHNER et al., 2007, O’REGAN;
MULVIHILL, 2010), proteina do soro do leite (SURH et al., 2007; HERNANDEZ-MARIN et al.,
2013), goma acécia (SU et al., 2008), goma xantana, locusta e carragena (BENNA-ZAYANI et
al., 2008).

A gelificacdo da fase aquosa interna de emulsées multiplas ainda tem sido objeto de
estudos recentes como uma forma de aumentar a estabilidade de emulsGes mdaltiplas (PEREZ-
MORAL et al., 2014; OPPERMANN et al., 2015).

As instabilidades que ocorrem nas emulsGes multiplas sdo as mesmas de uma emulsao
simples: creaming, sedimentacdo, floculagdo, coalescéncia e maturacdo de Ostwald, porém, elas
ainda apresentam a difusdo como um processo que pode ocasionar sua ruptura. A FIGURA 8 ilustra
como ocorre a difusdo e também a coalescéncia nas emulsdes multiplas, evidenciando que a mesma
acontece tanto para as gotas de agua quanto as de 6leo. Os glébulos de 6leo sdo permeaveis a
diferentes espécies quimicas permitindo, em muitos casos, a migracdo da fase interna para a externa
Ou vice-versa, com ou sem o rompimento da barreira que separa as fases (PAYS et al., 2002;
MCCLEMENTS et al., 2007; DICKINSON, 2011).
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@@ Qea@

@ @ Emulsao estavel

FIGURA 8: INSTABILIDADE EM EMULSOES MULTIPLAS
FONTE: ADAPTADO DE ASERIN (2008)

A difuséo entre as fases aquosas ocorre devido a diferenga de pressdo osmotica entre as
fases. Naturalmente a fase aquosa externa apresenta maior pressdo osmotica comparada a fase
interna, devido seu maior contetido, sendo assim, a presenca de pequena quantidade de sal na fase
aquosa interna pode ser responsavel por equilibrar o balango osmotico, como mostra o trabalho de
Rosano et al. (1998), evitando a quebra prematura da emulsdo. Porém, se houver uma grande
quantidade de sal e, como consequéncia, uma alta pressao osmotica na fase aquosa interna, a &gua
da fase externa passara para dentro da fase aquosa interna, produzindo um inchaco destas goticulas
(swelling), o que pode levar ao posterior rompimento e liberacdo do seu contetido. O contrario
também ocorre, se a pressdo da fase aquosa externa for maior, havera a difusdo da dgua da fase
aquosa interna para a externa (shrinkage ou water leakage). Se este desequilibrio osmotico for alto
a difuséo se torna rapida o suficiente ao ponto de romper as gotas de 0leo, liberando a fase aquosa
encapsulada, a qual serd dispersa instantaneamente na fase aquosa externa (JIAO; BURGESS,
2008).

3.4.2  Metodologia para formacdo de emulsdes multiplas
Emulsdes do tipo A1/O/A2 séo normalmente formadas usando o procedimento de duas

etapas, como mostrado na FIGURA 9. O primeiro passo € obter a emulsdo primaria A1/O pela

homogeneizacdo da agua e do 6leo com um emulsificante solivel em 6leo, em seguida, a emulsao
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maltipla A1/O/A: é obtida pela homogeneizagdo de A1/O em uma solu¢do aquosa contendo um
emulsificante solivel em agua (MCCLEMENTS; DECKER; WEISS, 2007).

A/O emulsdo

Emulzificante

) solivel em AMA emulsdo
DIE‘U |j|E'|:|
-' Emulzificante
. solivel em
Agua Mistura agua
primaria -
Mistura
secundaria
Agua

FIGURA 9: REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA FORMACAO DE EMULSAO MULTIPLA (A/O/A)
FONTE: ADAPTADO DE MCCLEMENTS; DECKER; WEISS (2007)

Os métodos de homogeneizagdo podem ser 0s mesmos ja consagrados para formacéo de
uma emulsdo simples, como: misturadores de alto cisalhamento, moinhos coloidais,
homogeneizadores de alta pressdo, ultrassdnicos e de membrana. As condi¢Ges de homogeneizacao
da segunda etapa devem ser menos intensas que a primeira para evitar o rompimento das goticulas
da fase aquosa interna dentro do glébulo de éleo. O tamanho das gotas de ambas as fases ira variar
de acordo com as condi¢cdes de homogeneizacao, como o tempo e intensidade, além da influéncia
exercida pelo tipo e concentracdo do emulsificante. Outro fator que também ird alterar as
propriedades da emulsdo multipla é a relacdo entre as concentracdes de dgua e 6leo da emulsdo
primaria (A1/O) e entre a quantidade desta emulsdo e da solu¢cdo aquosa externa (MCCLEMENTS;
DECKER; WEISS, 2007).

Existem diversas metodologias para formacdo de emulsées multiplas, porém, dentre as
metodologias que utilizam o método de duas etapas e misturadores de alta taxa de cisalhamento,
podem ser citados os trabalhos apresentados na TABELA 3.
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TABELA 3: METODOLOGIAS UTILIZADAS POR DIFERENTES AUTORES PARA FORMACAO DA EMULSAO MULTIPLA
Autor Fase aquosa interna Fase oleosa Al:O0 Prepar_o e,mUIsaO Fase aquosa Al/0:A2 Preparp e_mulsao
priméria externa multipla
. 10.000 rpm por 10 Glucose e Tween
Pawlik, Cox e P.GPR ao oI_eo d~e min. Apés o preparo a 20. 10.000 rpm por 2
NaCl girassol. Agitacdo - X o N - .
Norton (2010) or 5 min emulsdo foi Homogeneizagdo minutos
P armazenada a 4-8°C por 5 min.
Gelatina (0-10%
Sapei. Naqvi m/m) e NaCl (0-8% 6% m/m PGPR ao 27.000 rpm por 3 10.000 rpm por 2
o Igoﬁssegu m/m). Hidratacéo 6leo de canola. 40: 60 minutos. Ap6s o 1% m/m de 20: 80 minutos. A emulsdo
(2012) por 30 min. Aquecimento a (% m/m)  preparo a emulsdo foi polissorbato 80 (% m/m) foi armazenada a 4°C
Aguecimento a 65°C por 25 min armazenada a 4°C
65°C por 25 min
6% m/m PGPR ao . .
0,
Iqbal et al. . 20% m/m _de 6leo de soja 40° 60 Mlstyrador de alta taxa 1% m/m de . Mesmo agltadqr, mas
isolado proteico de . de cisalhamento por 2 . 1:1 em uma baixa
(2013) - Agquecimento a (% m/m) : polissorbato 80 .
soro de leite 50°C minutos velocidade
2% m/m de
0 T . .
Perez-Moral s i de alai 3,5% rrj{m F(;GPR 40:60 18.20200 rpm por 30 s. Lecitina dg soja. 20: 80 Mesmo agltat;:iqr, mas
et al. (2015) 1% m/m de alginato a0 Oleo de (% m/m) .00(_) rpm por Homogeneizagao (% m/m) em uma baixa
' girassol mais 30 s a170rpma 30°C velocidade

por 2h
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3.5 CARACTERIZACAO DAS EMULSOES MULTIPLAS

Uma grande variedade de técnicas analiticas tem sido utilizada para caracterizar as
propriedades de emulsdes multiplas. Estas técnicas sdo fundamentais no monitoramento da
emulsdo em seus niveis microscopico e macroscépico. Neste sentido, os conhecimentos teéricos
sdo aliados as analises experimentais, fornecendo informacdes que podem ser utilizadas na
pesquisa e desenvolvimento de alimentos com qualidade superior. Dentre as propriedades das
emulsdes, neste trabalho serdo avaliadas: estabilidade, microestrutura, eficiéncia de encapsulacéo,

calorimetria exploratdria diferencial e reologia.

351 Microestrutura

A partir de algumas técnicas, como a microscopia e o espalhamento de luz dindmico, é
possivel obter informacdes sobre a estrutura, dimensdes e organizacdo das gotas que formam as

emulsoes.

3.5.1.1  Microscopia

A microscopia fornece informagdes sobre a estrutura das emulsdes através de imagens, as
quais sao de facil compreenséo, além da simplicidade de preparacdo da amostra e reprodutibilidade.

Teoricamente, o limite minimo de resolucdo de um microscépio 6tico € de 0,2 um, porém,
abaixo de 1 um, o movimento Browniano dessas pequenas particulas pode produzir imagens
foscas, o que dificulta a utilizacdo desta técnica para estruturas menores que este limite. Todavia,
a microscopia fornece informacdes valiosas da distribuicdo do tamanho de gotas e a visualizagdo
dos fendmenos de floculacdo e coalescéncia, o que permite aferir sobre a estabilidade microscépica
da emulsdo (MCCLEMENTS, 2005).

3.5.1.2  Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A realizacdo da técnica consiste na diluicdo da amostra em uma concentracao apropriada,

antes de ser adicionada a uma cubeta de acrilico. O laser de hélio-ne6nio (A =633 nm) é direcionado



34

para a amostra, onde é difratado pelas gotas da emulsdo. A intensidade desta luz espalhada é medida
como uma funcéo do angulo de espalhamento, utiliza-se normalmente um tnico angulo, o angulo
reto (6 = 90°). A analise da luz espalhada é normalizada para uma funcdo de autocorrelacao de
primeira ordem (Equacdo 3) (MURPHY, 1997; MCCLEMENTS, 2005).

f(tp) = exp(—Dg*tp) 3
Onde:
tp: tempo de decaimento;
D: coeficiente de difusdo transacional;

g: vetor de espalhamento, dado pelo Equacéo 4.

4MNyof 0 4)
1= Sen( )

Onde:
Nrer: indice de refragdo do solvente;

A: comprimento de onda da luz incidente.

A técnica de DLS permite avaliar o tamanho de particulas pela obtencdo do raio
hidrodindmico (Rn) calculado através do valor do coeficiente de difuséo transacional (D) utilizando

a Equacdo de Stokes-Einstein (Equacéo 5).

D= kT (5)
~ 6muRy,

Sendo:
k: constante de Boltzman;
T: temperatura absoluta;

M: viscosidade do meio.

Estas relacbes sdo aplicadas para esferas monodispersas com tamanhos de particulas
inferiores ao comprimento de onda do raio incidente. Para particulas maiores ou polidispersas a
funcdo de autocorrelacdo é dada pela soma das contribuicdes de varios tamanhos de particulas e
modos de difusdo, sendo a interpretacdo de D menos direta (MURPHY, 1997).
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A técnica de DLS permite a obtencdo da distribuicdo do tamanho de gota (DTG) das
emulsdes. Para analisar as DTGs é aplicado o calculo de didametro equivalente D43 (um), conhecido
como didametro médio volumétrico ou didametro médio de Brouckere, obtido pela Equacdo 6 e o

indice de disperséo, ou span, obtido pela Equagéo 7.

X nidi4
D3 ==—— 6
¥ Emd? ©
Sendo n; a fracdo de particulas correspondentes as gotas de diametro di (um).
D(v,0,9) — D(v,0,1
span = (v, 09) v.0.1) @)

D(v,0,5)

Nesta ultima equacdo D corresponde aos diametros de diferentes percentis da amostra,
sendo assim, D (v,0,9), D (v,0,1) e D (v,0,5) indicam que 90%, 10% e 50%, respectivamente, da

amostra possui gotas menores que estes diametros.

3.5.2  Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A anélise de DSC mede a quantidade de energia necessaria para estabelecer uma diferenca
de temperatura nula entre a amostra e o material de referéncia, os quais passardo por aquecimento
ou resfriamento a uma taxa controlada. Sendo assim, para manter as duas panelas, onde ficam as
amostras, na mesma temperatura, uma quantidade de energia equivalente deve ser fornecida para
a amostra ou para a referéncia. Os dados obtidos pelo DSC fornecem informacdes sobre a
quantidade de energia absorvida (endotérmico) ou liberada (exotérmico) pela amostra em fungéo
da temperatura, podendo ser correlacionadas a alteragdes fisico-quimicas que ocorrem na amostra
(MCCLEMENTS, 2005).

Para emulsdes multiplas, o DSC ira fornecer a curva com os fluxos de calor
correspondentes a cristalizacdo da &gua presente na fase aquosa interna e externa. Por isso sdo
esperados a formacdo de dois picos, como mostra a FIGURA 10. Sendo o maior pico

correspondente a agua da fase aquosa externa e o menor da fase aquosa interna.
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FIGURA 10: CURVA TIPICA DE DSC PARA EMULSOES A,/O/A;
FONTE: ADAPTADO DE SCHUCH, KOHLER E SCHUCHMANN (2013)

O calor latente de congelamento (Ahc) € obtido através da quantidade de calor (AH), dada
pela area dos picos, e pela quantidade de massa da amostra (m) utilizada na analise, a partir da

Equacdo 8.

Ah, = — (8)

A técnica de DSC também pode ser utilizada para determinar a eficiéncia de formacao da
emulsdo multipla apds preparacdo, como mostra o trabalho realizado por Oppermann et al. (2015).
Esta eficiéncia, ou fracdo da fase aquosa interna retida na emulsdo primaria (FR), é obtida atraves
da relacédo entre a quantidade de agua presente na fase aquosa interna da emulsdo multipla com a

quantidade de &gua dispersa, originalmente incorporada, na emulsdo primaria, como demonstra a

Equacéo 9.
AHy, /0/a,
FR = A1/0/A; _ XA1/0/A; )
my, /o AHA1/0
XA1/0/A;
Sendo:

m,_ 0/a,. Massa de agua presente na fase aquosa interna da emulséo maltipla;
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m, - Massa de agua dispersa na fase oleosa da emulséo primaria;

AHp, 0/, Variacdo de entalpia referente a cristalizagdo da agua presente na fase aquosa
interna da emulsdo mdaltipla;

AH,, /- variagdo de entalpia referente a cristalizagdo da agua dispersa na fase oleosa da
emulsdo primaria;

Xa,/0/A,- fracdo massica da fase aquosa interna na emulsdo multipla;

Xa, /0- fracdo massica da fase aquosa na emulséo primaria.

3.5.3 Reologia

O estudo da reologia dos alimentos é essencial para a aceitabilidade dos mesmos,
compreendendo uma diversa area de aplicacdo dentro da indudstria: projeto de equipamentos,
formulacéo de produtos, controle de qualidade, tempo de vida de prateleira, avaliacdo da textura e
sua influéncia na percepcéo sensorial. Em especial, a reologia de emuls6es, as quais possuem vasta
aplicacdo em produtos alimenticios, sempre foi muito estudada pelos cientistas tanto do ponto de
vista tedrico quanto experimental, motivados muitas vezes pelo interesse industrial. A abordagem
classica da reologia se aplica também as emulsdes, porém elas possuem algumas peculiaridades,
pois fatores como fracdo e viscosidade da fase dispersa, distribui¢cdo do tamanho de gota e o filme
interfacial produzido pela adigdo de emulsificantes irdo gerar caracteristicas distintas nos
parametros de fluxo (STEFFE, 1996; TADROS, 1994).

De modo geral, a reologia mede a deformacao de um corpo sob a influéncia de uma tenséo,
podendo este corpo ser sélido, liquido ou gasoso. Mas ao contrario dos sélidos ideais, nos fluidos
ideais (liquidos e gases) a deformacéo é irreversivel, pois o resultado da aplicagdo de uma tenséo
sobre eles é o escoamento. A deformacao de fluidos pode ser realizada de trés modos distintos:
cisalhamento, extensao e compressdo. O cisalhamento é o mais comum, mas todos eles podem ser
realizados utilizando testes estacionarios ou dinamicos. A reologia em estado estacionario é
definida desta maneira pois 0s ensaios de tensdo e deformacgéo sdo realizados com velocidade
angular constante, ao contrario do que ocorre na reologia dinamica com deformacéo oscilatéria
(STEFFE, 1996).
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3.5.3.1  Reologia em estado estacionario

A reologia em estado estacionario segue a lei basica da viscosimetria, determinada

empiricamente por Newton, dada pela Equacédo 10 (BIRD et al., 2002).

T=U.Y (10)
T: tensdo de cisalhamento (Pa)
W viscosidade (Pa.s)

y: taxa de cisalhamento (s)

A relacdo entre a tensdo e taxa de cisalhamento ira definir o comportamento do fluido. A
disposicdo grafica dessas grandezas ira produzir a denominada curva de fluxo (FIGURA 11) ou a
curva de viscosidade (FIGURA 12).

Herschel-Bulkley “¥—Plistico de Bingham

w Pscudoplastico

Newtoniano

Tensio de cisalhamento (Pa)

-—Dilatante

Taxa de cisalhamento (1/s)

FIGURA 11: CURVAS DE FLUXO PARA DIFERENTES TIPOS DE FLUIDOS
FONTE: ADAPTADO DE STEFFE (1996)
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Plastico de Bingham

Herschel-Bulkley

-— Dilatante

Viscosidade Aparente (Pa.s)

_a— Pseudoplastico

Newtoniano ¥
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FIGURA 12: CURVAS DE VISCOSIDADE PARA DIFERENTES TIPOS DE FLUIDOS
FONTE: ADAPTADO DE STEFFE (1996)

Como mostrado na FIGURA 11, a curva de fluxo para um fluido Newtoniano, apresenta
uma linha reta, desde a origem, com uma dada inclinacgdo. Este angulo de inclinagdo é constante e
correspondente a viscosidade do material. Sendo assim, fluidos Newtonianos nédo alteram sua
viscosidade com o0 aumento da tensao e da taxa de cisalhamento para uma dada temperatura, devido
a este comportamento, 0s mesmos sdo chamados de fluidos ideias. Porém, nem todos os fluidos
apresentam este comportamento, estes sdo chamados, por consequéncia, fluidos ndo Newtonianos
(SCHRAMM, 2000).

Dentre os fluidos ndo Newtonianos, os materiais descritos como Plastico de Bingham e
de Herschel-Bulkley apresentam uma tensao inicial, ou seja, a tensdo minima sob a qual o fluido
deve ser exposto para inicio do fluxo. O comportamento pseudoplastico é definido pelo decaimento
da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, ao contrario do que ocorre com 0S
dilatantes (STEFFE, 1996; SCHRAMM, 2000).

Estes materiais sdo representados por modelos matematicos, que visam descrever seu
comportamento reolégico através do ajuste de curvas. Estes modelos também sdo aplicados na
industria, pois facilitam a identificacdo do produto e seu controle de qualidade. Alguns dos modelos
reoldgicos, dentre muitos que existem, estdo dispostos na TABELA 4, contendo as Equacdes 11,
12 e 13 (BARNES et al., 1989; SCHRAMM, 2000).
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TABELA 4: MODELOS REOLOGICOS PARA AJUSTE DE CURVAS DE FLUXO

Modelo Equacdo
Ostwald-De-Waelle (Lei da poténcia) T= Kow(¥)" (11)
Herschel-Bulkey T="T9+ kpp(N" (12)
Casson % = ko + k(1) (13)

Kow, Knb € Kes: indices de consisténcia;

To: tensdo de cisalhamento inicial (Pa);
ko: constante de Casson;

n: indice de comportamento dos modelos.

Além da classificagdo apresentada anteriormente, estes mesmos fluidos podem ser
ordenados com relacéo a sua dependéncia ao tempo, entre independentes ou dependentes do tempo.
Ao contrério dos fluidos que nédo apresentam alteracGes do comportamento reoldgico com o tempo,
0s dependentes exibem diminuicdo (tixotrépicos) ou aumento (reopéticos) da tensdo de
cisalhamento, ou da viscosidade aparente, com o decorrer do tempo, para dada taxa de
cisalhnamento, como mostrado na FIGURA13. Estas alteracdes podem ser reversiveis ou nao.
(BARNES et al., 1989)

a— Tixotrdpico

Independente do tempo

Y

Tensdo de cisalhamento

Reopético

Tempo

FIGURA 13: COMPORTAMENTO REOLOGICO DOS FLUIDOS DEPENDENTES DO TEMPO
FONTE: ADAPTADO DE STEFFE (1996)

3.5.3.2 Reologia em estado dindmico (ensaios oscilatorios)

As analises reologicas estaticas utilizam movimentos rotacionais que podem afetar a
estrutura das emulsdes, quebrando sua barreira interfacial. Deste modo, uma alternativa é utilizar

0 movimento oscilatério, o qual deve ser pequeno suficiente para ndo quebrar nenhuma estrutura.
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Esta tensdo oscilatéria, de amplitude conhecida é aplicada e é medida a deformacdo causada. A
relacdo entre a tenséo e a deformacao é mostrada na FIGURA 14 (JIAO; BURGESS, 2008).

Outra vantagem do teste oscilatorio é determinar o comportamento viscoelastico,
definicdo reoldgica para fluidos que apresentam tanto o comportamento liquido (viscoso) quanto o
solido (elastico). A viscoelasticidade é observada principalmente em fluidos onde ocorrem
interacdo entre cadeias moleculares longas (STEFFE, 1996; SCHRAMM, 2000).

Tensao (o)

:

Deformacio
= ¢ao (v)

v

Amplitude

Tempo

FIGURA 14: RELACAO ENTRE A TENSAO E A DEFORMACAO PARA UM TESTE OSCILATORIO
FONTE: ADAPTADO DE JIAO; BURGESS (2008)

O médulo viscoelastico, ou médulo complexo, G*, é dado pela Equagéo 14.

G = %9 (14)
Yo

Sendo:

oo: amplitude da tenséo;

yo: amplitude da deformagéo.

O mddulo viscoelastico pode ser divido em outros dois mddulos (Equagéo 15).

G'= G +G" (15)
Sendo:
G': médulo de armazenamento;

G'": modulo de perda.
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O modulo de armazenamento (G') indica a presenca de um estoque temporéario de energia
durante o teste, recuperada posteriormente, este termo representa o carater elastico da amostra. Ja
0 modulo de perda (G") representa a perda irreversivel da energia utilizada para inicio do fluxo
(SCHRAMM, 2000). Estes modulos sdo fungdes da frequéncia, podendo também ser expressos em

termos da amplitude e da mudancga de fase (3), como mostra as EquacOes 16 e 17.

()

G = (—) cos b
Yo (16)
0o

G" = (—) send (17)
Yo

Desta forma, outra maneira utilizada para descrever o comportamento viscoelastico é

através da Equacdo 18, pois relaciona diretamente perda e 0 armazenamento de energia.

14

tan 0 = T (18)

A determinacdo da viscoelasticidade de um material consiste numa varredura de
frequéncia, dada uma tensdo constante. Este é o método mais comum de teste oscilatério pois
mostra a variacdo simultdnea do comportamento elastico e viscoso com o aumento da frequéncia.
Varreduras de frequéncia sdo muito Uteis na comparacdo de diferentes produtos alimenticios ou na
comparacdo do efeito de vérios ingredientes e processos de tratamento na viscoelasticidade
(HAMINIUK, 2007).

3.5.4  Estabilidade macroscépica

A estabilidade visual de uma emulsao é definida quando ndo ha separacéo visivel de fases
com o tempo, com a ocorréncia da separacao pode-se afirmar que houve a quebra da emulsdo. A
separacdo de fases pode ser acompanhada naturalmente com o decorrer do tempo. A quantidade de
creaming ou separagdo de fases observado fornece informacdes sobre o grau de estabilidade da
emulséo e a eficiéncia do emulsificante (MCCLEMENTS, 2005).
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3.5.,5  Eficiéncia de encapsulacédo

Uma das principais aplicacfes das emulsdes multiplas € a encapsulacdo de compostos,
sendo assim, a eficiéncia de encapsulacdo, ou em alguns casos, a liberacdo dos compostos
encapsulados, é uma técnica muito adotada no estudo deste tipo de emulsdo. Entre os estudos que

realizaram esta analise pode-se citar alguns, contidos na TABELA 5.

TABELA 5: ESTUDOS REALIZADOS UTILIZANDO EMULSOES MULTIPLAS PARA ENCAPSULACAO DE
COMPQOSTOS
Autor Compostos encapsulados Técnica

Rodriguez-Huezo et al. (2004) 85%;2?:8%562; pimenta vermelha

Espectrofotometria

Fechner et al. (2007) Vitamina Bi Espectrofotometria
Benichou et al. (2007) Glucose Glucometria

Lutz et al. (2009) Ascorbato de sddio e Cloreto de sédio Condutivimetria

Bonnet et al. (2009) Cloreto de magnésio Absorg¢do atdbmica de chama
Sapei et al. (2012) Cloreto de sodio Condutivimetria

Matos et al. (2015) Resveratrol e Vitamina B1, RP-HPLC/UV-Vis

Neste trabalho, assim como Lutz et al. (2009) e Sapei et al. (2009), foi adicionado NaCl
na fase aquosa interna e acompanhado a liberacdo do mesmo para fase aquosa externa através de
analises de condutividade elétrica. Esta técnica é simples e fornece rapidamente bons resultados
que permitem avaliar a liberacdo do conteddo salino, verificando a eficiéncia de encapsulacdo da

emulsdo formada.

3.6 FASE OLEOSA

A fase oleosa é muito importante para a estabilidade da emulsdo multipla, pois quanto
menor for sua solubilidade em &gua, menor seré a difusdo entre as fases aquosas interna e externa.
De modo geral os 6leos minerais produzem emulsdes mais estaveis, ja que sdo mais apolares
comparados aos 0leos vegetais, porém, para aplicacbes em emulsdes com grau alimenticio, os 6leos
vegetais sao aplicados predominantemente (GARTI, 1997).

Neste trabalho foi utilizado 6leo de abacate como fase oleosa, 0 qual possui caracteristicas

muito importantes do ponto de vista nutricional.
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3.6.1 Oleo de abacate

México, Republica Dominicana, Nova Zelandia, Chile, Estados Unidos e Africa do Sul,
séo os principais produtores de abacate. Esta fruta possui ampla adaptacdo a diferentes condic¢des
de solo, porém seu cultivo se da em zonas de clima tropical e subtropical. A participacéo brasileira
no mercado mundial ainda é muito restrita, principalmente pela baixa produtividade e qualidade
dos frutos. Isto decorre da falta de condicGes adequadas de manejo, de assisténcia técnica
especializada, de problemas de logistica ao longo da cadeia de comercializacdo e de uma politica
nacional para a expansdo da cultura. Além disto, os habitos alimentares do brasileiro s&o muito
restritivos com relacdo ao consumo desta fruta (TANGO; TURATTI, 1992; SILVA;
CANTUARIAS-AVILES, 2014)

Com a intensificacdo das pesquisas sobre esta fruta na Gltima década, o Brasil possui
grande potencial de expansdo do abacate tanto no mercado interno como no externo, mas para que
isso se concretize em médio prazo, é preciso desenvolver campanhas internas de marketing para
divulgac&o de novos modos de consumo da fruta (SILVA; CANTUARIAS-AVILES, 2014).

Por apresentar alto valor nutricional, o abacate tem sido aproveitado para outras
aplicacfes, como a producédo de 6leos comerciais, sendo uma das possibilidades de expansao do
seu consumo. Os frutos do abacateiro possuem elevados teores de matéria graxa na polpa,
constituindo-se em uma matéria prima de interesse para a extracao de 6leo. O principal obstaculo
para obtencdo do Gleo € o teor de umidade, que na polpa fresca varia de 64 a 85%, afetando o
rendimento de extracdo, a qualidade do 6leo e o seu custo de producdo. A elevada proporcgéo de
casca e caro¢o também encarecem o custo de transporte (TANGO; TURATTI, 1992).

O Oleo de abacate pode ser usado como um ingrediente funcional devido sua alta
concentracdo de acidos graxos monoinsaturados, além de quantidades significativas de compostos
benéficos, como as vitaminas lipossoluveis (A, D e E) e fitoesterois. O 0leo de abacate caracteriza-
se por apresentar teores elevados dos acidos graxos monoinsaturados: oléico e palmitoléico, sendo
0 ultimo ndo encontrado, ou em pequenas quantidades em outros 6leos. Entre os principais
triacilglicerdis componentes deste 6leo também estdo o linoléico e o linolénico, além de teor
relativamente elevado do acido graxo saturado palmitico e menor conteddo do acido estearico

(saturado). A proporcao dos diferentes acidos graxos no 6leo de abacate de uma mesma variedade
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é influenciada pelo grau de maturacéo do fruto, pela localizacéo da cultura e pelo clima (TANGO;
TURATTI, 1992).

Como mostra a pesquisa realizada por Berasategi et al. (2012) o 6leo de abacate apresenta
caracteristicas semelhantes ao 6leo de oliva, ambos possuem fitoesterdis, que possuem acéo
antioxidante, e uma grande fracdo do &cido graxo moinsaturado oléico. Estes fatores fazem com
estes Oleos possuam maior estabilidade térmica comparado a outros Oleos vegetais. Ainda de
acordo com este estudo, o 0leo de oliva apresenta quantidade significativamente maior da fracéo
moinsaturada comparada ao 6leo de abacate, porém, em contrapartida o 6leo de abacate possui
quantidade muito maior de fitoesterois. Outra vantagem apresentada pelo 6leo de abacate é que sua
menor fracdo monoinsaturada € compensada pelo maior conteddo de poliinsaturados, sendo
possivel destacar a presenca de grande quantidade do &cido linoléico (6mega 6), considerado um
acido graxo essencial.

O oleo de abacate possui alto valor comercial, mas ainda é usado principalmente pela
industria farmacéutica e de cosméticos. O aumento da producao poderia incentivar o seu refino e
utilizagdo para fins comestiveis. No trabalho apresentado por Danieli (2006) foi desenvolvido um
estudo qualitativo e funcional do dleo de abacate para sua utilizagdo como matéria prima na
indUstria alimenticia. Este ainda sugere sua incorporagdo para uso comestivel como substituto do
6leo de oliva, ou mesclar os dois éleos com a finalidade de diminuir custos de importacédo do azeite
de oliva no Brasil.

Ha diversos trabalhos em outros paises relacionados a formacéo de emulsdo multipla com
fins alimenticios. No Brasil, este tipo de emulsdo ainda ndo é muito estudado, porém ha trabalhos
como os de Morais (2008) e Pianovski et al. (2008) que tiveram como objetivo formar emulsdes
multiplas utilizando como fase oleosa 6leo de canola e 6leo de pequi, respectivamente. Mas de
modo especifico, para o 6leo de abacate, 0 mesmo nao foi aplicado em pesquisas desse género, 0
que pode ser devido ao fato do mesmo ndo ser comercializado em larga escala e ainda ser pouco
utilizado, diferentemente como acontece com outros exemplares de 6leos vegetais.

O presente trabalho apresenta uma alternativa de utilizacdo do 6leo de abacate ao

incorpora-lo na formacdo de emulsGes multiplas, além de trazer a caracterizacdo deste sistema.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

Para formacdo das emulsGes primérias (A1/O) foi utilizado, como fase oleosa, 6leo de
abacate comercial refinado (OACR), obtido no comércio local. A fase aquosa interna contém NacCl
(adquirido de Neon Reagentes Analiticos, Brasil) e gelatina (sem sabor, em pé e incolor) adquirida
no mercado local. Como estabilizante desta emulsdo primaria foi utilizado o tensoativo lipofilico
poliglicerol poliricinoleato — PGPR (SGS Agricultura e Industria Ltda).

Para formacdo das emulsfes mdaltiplas (A1/O/Az), na fase aquosa externa, foram
adicionados os tensoativos hidrofilicos Tween 40 (Sigma Aldrich, Estados Unidos) ou Tween 80
(Neon Reagentes Analiticos, Brasil). Para as fases aquosas utilizou-se agua deionizada (Permution
DE 3500, Brasil)

4.2 METODOS

A seguir é apresentada a metodologia utilizada para caracterizacdo do 6leo de abacate
comercial refinado (OACR): andlises de umidade, densidade, indice de iodo, acidez, teor de
fosfolipideos e perfil de acidos graxos. Sdo apresentados também o desenvolvimento da
metodologia de preparo das emuls6es primarias (EPs) e maltiplas (EMs) seguido da descri¢do das

analises realizadas para caracterizagdo das mesmas.
4.2.1  Caracterizagdo do dleo de abacate comercial refinado
4211  Umidade
O teor de umidade do 6leo de abacate foi medido através de um titulador volumétrico Karl
Fischer V30 (Mettler Toledo, EUA) seguindo metodologia proposta pelo 1AL (2008). Para

solubilizacdo do 6leo de abacate em metanol seco, foi utilizado cloroférmio como cossolvente. A

analise foi realizada em triplicata.
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4212 Densidade

A densidade do 6leo de abacate refinado foi determinada utilizando o densimetro DMA
5000 M (Anton Paar, Austria). As medidas foram coletadas em triplicata & temperatura controlada
de 25°C.

4213 Acidez

A acidez de um 6leo é uma medida importante para verificar o estado de conservagédo do
6leo relacionado a presenca de acidos graxos livres. A metodologia seguida para determinacao da
acidez foi proposta por 1AL (2008) que consiste na titulacdo, com solucdo alcalina padronizada
(hidroxido de sodio), da acidez da amostra contida em uma solugdo de éter-alcool. O resultado é
expresso em gramas de acido oléico por 100 gramas de amostra. A analise foi realizada em

triplicata.

4.2.1.4  Indice de iodo

A analise de indice de iodo foi realizada pelo Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR). O indice de iodo, que mede a quantidade de insaturacGes de um o6leo, é obtido em
namero de gramas de iodo absorvido por 100g de amostra. A determinacdo deste indice foi
realizada pelo método de Wijs, segundo procedimento encontrado em IAL (2008). A analise foi

realizada em duplicata.

4.2.1.5  Teor de fosfolipideos

A determinacao do teor de fosfolipideos foi realizada de acordo com a metodologia oficial
AOCS Ca 12-55 (2009). Esse método determina o fésforo ou o contetido equivalente fosfolipidico
através da queima da amostra em presenca de o6xido de zinco, seguida por medida
espectrofotométrica, em comprimento de onda de 650 nm, a qual baseia-se na formacdo de um

complexo acido fosfomolibdico azul.
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4.2.1.6  Perfil de &cidos graxos

A analise do perfil de acidos graxos foi realizada pelo Centro de Pesquisa e Processamento
de Alimentos (CEPPA). A preparacdo de metil ésteres de &cidos graxos seguiu metodologia AOCS
Ce 2-66 (1997). Os ésteres obtidos foram analisados em cromatdgrafo a gas com detector de
ionizacdo por chama (CG) Varian® CP3900, com coluna capilar, CPsil 88 (100 m comp. x 0,25
mm d.i. x 0,2 um espessura do filme), seguindo método oficial AOCS Ce 1F-96 (1998).

4.2.2  Formacédo da emulsdo multipla

No desenvolvimento da metodologia para formacdo da emulsdo multipla (EM) foram
realizados varios testes preliminares. Na formacdo da emulsdo primaria (EP) foram testados
previamente outros tensoativos, como o Span 20, Span 80 e Tween 85, em diferentes concentracfes
e tempos de agitacdo, porém nenhum dos testes resultou em emulsdes do tipo A/O.

A partir da metodologia baseada na pesquisa desenvolvida por Sapei, Nagvi e Rousseu
(2011) foram obtidos resultados satisfatorios ao utilizar como tensoativo lipofilico o PGPR e a
gelatina como biopolimero, permitindo também a encapsulacdo do NaCl na fase aquosa interna.
Estes testes evidenciaram a eficacia e a reprodutibilidade da metodologia para a formacao da EP,
a qual ¢é do tipo agua em 6leo com tamanhos de gotas pequenos (na ordem de 1 pum ou menor),
caracteristica importante para manutencao da estabilidade.

Para formacéo da EP foi testado o efeito da adi¢cdo de maior quantidade de gelatina na fase
aquosa interna e verificado se ela seria eficiente na substituicdo de parte da quantidade de PGPR.
Também foi comparada a utilizagcdo do Tween 40 com o Tween 80 (tensoativos hidrofilicos) na
formagédo da EM e seu comportamento em diferentes temperaturas de armazenagem (4 e 25°C).

Deste modo, o preparo das emulsbes multiplas foi baseado na metodologia de
planejamento de experimentos, apresentado na TABELA 6, seguindo um plano fatorial 23, tendo
como fatores: tipo de emulsao primaria, tipo de tensoativo hidrofilico e temperatura, avaliados em
dois niveis, (+1) e (-1).

Mantendo a concentracdo de PGPR e gelatina em 9%, a emulsao primaria Tipo | (EPO1)
possui 6% de PGPR e 3% de gelatina (nivel +1) e a emulsao priméria Tipo Il (EP02) diminui a

concentracdo de PGPR para 5% e substitui por gelatina, aumentando sua quantidade para 4% (nivel
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-1). Teste anterior para formacédo da emulsao primaria contendo 4% de PGPR e 5% de gelatina ndo
formou emulsdo A/O.

Para determinar a concentracdo de tensoativo hidrofilico na formacédo da EM foi avaliada
a aplicacdo do Tween 40 na fase aquosa externa, testando duas concentragdes: 1 e 2% (m/m), para
a EPO1. Foi verificada a influéncia da quantidade superior deste tensoativo na maior estabilidade
da emulsdo multipla, definindo a concentracdo em 2% (m/m). Para comparar o Tween 40 (nivel
+1) com o Tween 80 (nivel -1) foi utilizado a mesma concentracdo de ambos no preparo de todas
as amostras.

Nas caracterizagOes que se fizeram pertinentes foi estudada a influéncia da temperatura
de armazenamento na manutencdo da estabilidade das emulsdes multiplas, também avaliados em

dois niveis, a 4°C (nivel -1) e a 25°C (nivel +1).

TABELA 6: PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS PARA PREPARO DAS EMULSOES MULTIPLAS

Amostra Identificacio PGPR Gelatina Tipo emulséo Tipo tensoativo Temperatura
(%) (%) primaria hidrofilico (°C)
1 EMO014004 6 3 | Tween 40 4
2 EM014025 6 3 | Tween 40 25
3 EMO018004 6 3 | Tween 80 4
4 EM018025 6 3 | Tween 80 25
5 EM024004 5 4 1 Tween 40 4
6 EM024025 5 4 I Tween 40 25
7 EMO028004 5 4 I Tween 80 4
8 EMO028025 5 4 Il Tween 80 25

A identificacdo das amostras foi gerada a partir da nomenclatura EM, caracterizando as
amostras como emulsdes multiplas, seguida do codigo 01 ou 02, diferenciando-as em relacao ao
tipo de emulsdo primaria. Os valores seguintes, 40 ou 80, identificam qual emulsificante foi
utilizado, Tween 40 ou Tween 80, respectivamente, e, por fim, 04 ou 25 indica a temperatura de
armazenamento da amostra. Para 0s ensaios de microscopia e DLS realizados 24 horas ap6s o
preparo da amostra, 0s quais ocorreram antes da separa¢do e armazenamento das amostras nas
temperaturas distintas, bem como a analise de DSC, onde ha uma rampa de temperatura, na
nomenclatura das emulsdes, foi suprimido o Gltimo codigo referente as temperaturas de 4 e 25°C,
ja que ndo sdo aplicaveis nestes casos.

O método de preparo das EMs esta apresentado de modo esquematico na FIGURA 15. A
metodologia pode ser dividida em quatro etapas, a Etapa | corresponde a preparacdo das fases

aquosa interna e oleosa, a Etapa Il consiste na formacdo da emulsdo priméria, a Etapa Ill é a
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preparacdo da fase aquosa externa e, por fim, a Etapa IV € a preparacdo da emulsdo multipla. Todas
as concentracfes sao massicas e as concentracdes dos aditivos das fases aquosas e oleosa sdo em
relacdo a quantidade de agua e 6leo, respectivamente. Todas as amostras foram caracterizadas a

fim de comparar as formulagdes distintas.

ETAPAI

B

ETAPAII
+ }

ETAPAIIT

P ot

ETAPA 1V

FIGURA 15: METODOLOGIA PARA FORMAGAO DAS EMULSOES MULTIPLAS Ai/O/A; UTILIZANDO
OLEO DE ABACATE.
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4.2.3  Caracterizacdo das emulsGes multiplas

4.2.3.1  Microscopia

Para avaliar as caracteristicas das emulsdes formadas foram realizadas andlises de
microscopia oOptica, utilizando o microscépio invertido Zeiss Axio Observer D1 (Zeiss Vision
GmbH, Alemanha) e o software AxioVision para aquisicdo das imagens.

Foram obtidas imagens 24 horas e 2 semanas ap0s o preparo das emulses para duas
temperaturas de armazenamento (4 1 °Ce 25+ 1 °C).

4.2.3.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

Foi determinada a distribuicdo de tamanho de gota (DTG) para as emulsdes multiplas,
através da técnica de DLS apds 24 horas. Estas amostras foram separadas e armazenadas a
temperatura ambiente de 25 £ 1 °C e sob refrigeragdo (4 = 1 °C). Apos o periodo de duas semanas
foi realizada novamente a DLS para verificar a influéncia do tempo e temperatura de armazenagem.

A DTG foi dada pelo equipamento de espalhamento dinamico de luz, DynaPro NanoStar
(Wyatt Technology, EUA). O preparo de cada amostra consistiu em sua diluicdo (250x) em agua
deionizada, a qual possui indice de refragdo de 1,333. O laser do equipamento é de hélio-nebnio

com comprimento de onda de 662,690 nm. As medidas foram realizadas em triplicata.

4.2.3.3  Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A anélise de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) seguiu metodologia proposta por
Schuch, Koler e Schuchmann (2013). O calorimetro utilizado foi o DSC 8500 (Perkin Elmer,
EUA), nele as amostras entre 8 e 12 mg foram adicionadas em uma panela de aluminio, as quais
foram hermeticamente fechadas e introduzidas no equipamento. As amostras permaneceram a
10 °C durante 5 minutos, apds este periodo se deu inicio a rampa de resfriamento até -60 °C a uma

taxa de -2,5 °C.mint. Ao alcancar -60 °C o sistema se manteve nesta temperatura por 1 minuto.
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4.24  Reologia

Foram realizadas analises de reologia em estado estaciondrio e oscilatorio utilizando o
redmetro Haake RS1, com controle de temperatura através de um banho termo circulante Haake
(DC30) e sensor com geometria cone-plana de 60 mm e angulo de 2°. Todo o sistema estava
acoplado ao software Haake Rheometer. Apds a amostra ser colocada no rebmetro manteve-se em
repouso por 5 minutos. Foram obtidas as curvas de fluxo e viscosidade, variando a taxa de
cisalhnamento de 0,5 a 500 s** com aquisicdo de 100 pontos. Estas andlises foram realizadas em
duplicata nas temperaturas de 4 e 25 °C. Para determinacdo da regido viscoelastica linear foi
realizada a varredura de tenséo, na frequéncia de 0,5 Hz, com variagéo de tenséo entre 0,01 até 100
Pa. Os ensaios de varredura de frequéncia foram feitos em deformagé&o oscilatoria de 0,1 até 10 Hz.

Estas anélises foram realizadas em triplicata nas temperaturas de 4 e 25 °C.

4.24.1  Separacdo das fases

A separagdo das fases fornece informagOes sobre a estabilidade macroscopica das
emulsdes multiplas. A mesma foi verificada adicionando 10 mL de cada emuls&o em tubo de vidro
conico graduado. Foram observados os volumes de fase separada, para o periodo de 20 dias ap6s
0 preparo, para as temperaturas controladas de 4 £ 1 °C e 25 + 1 °C. A anaélise foi realizada em
duplicata.

A estabilidade quanto a separacgéo das fases (ES) foi calculada a partir da Equacao 19.

Vo — Vg

ES (%) = ( ) 100 (19)

o
Sendo vo 0 volume inicial da emulséo e vt 0 volume de fases separado.

4.2.4.2  Eficiéncia de encapsulagdo
O NacCl liberado da fase aquosa interna para a fase aquosa externa foi quantificado através

de medidas de condutividade utilizando o condutivimetro GC 1800 (Gehaka, Brasil). A

condutividade das emulsGes multiplas foi medida em funcdo do tempo, para isso aliquotas de 20
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mL de cada emulsdo, uma armazenada a temperatura de 25 £ 1 °C e outra a 4 £ 1 °C, foram
analisadas pelo periodo de 20 dias. A analise foi realizada em duplicata.
A eficiéncia de encapsulacdo pode ser calculada através da relacdo apresentada pela

Equacdo 20.

Si
0, — - 0
EE (%) = 100 .100 (20)

Onde S; é a concentragdo de NaCl liberado no tempo especifico e ST é a concentracao
total de NaCl adicionado para formagéo da emuls&o.

As medidas de salinidade, ou concentracéo de sal, foram obtidas atraves de uma curva de
calibracdo, na qual relaciona quantidades conhecidas de NaCl, em solucdo aquosa, com sua

condutividade correspondente.
4.2.4.3  Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software STATISTICA 10.0
(StatSoft, USA), adotando um intervalo de confianca ao nivel de 95% de probabilidade. Foram
avaliados se havia diferencas significativas entre o didmetro médio das gotas, o volume de
separacao de fases e a eficiéncia de encapsulacdo para todas as amostras de emulsfes multiplas,
relacionando os fatores: tipo emulséo primaria, tipo de tensoativo hidrofilico e temperatura. Para
aqueles que apresentaram diferencas significativas foi realizado teste de Tukey (p<0,05). A partir
dos parametros de fluxo, retirados da anélise de reologia, também foi obtido um modelo estatistico

relacionando os fatores e a interacdo entre eles tendo como resposta a viscosidade das emulses.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO OLEO DE ABACATE

Os resultados das anélises de umidade, teor de fosfolipideos, indice de iodo, acidez e pH
para 0 OACR estdo na TABELA 7.

TABELA 7: TEOR DE UMIDADE, DENSIDADE, ACIDEZ, TEOR DE FOSFOLIPIDEOS E iNDICE DE I0DO
DO OACR

Teor de umidade (%) 0,10 + 0,00
Densidade (g/cm?®) 0,91 £ 0,00
Acidez (g ac. oléico/100 g amostra) 0,34 £ 0,04
Teor de fosfolipideos (%6) 0,01
indice de iodo (g 12/100 g amostra) 104,20

O valor de umidade encontrado esté de acordo com o especificado pela Normativa 49, de
22 de dezembro de 2006, para 6leos vegetais refinados, a qual deve ser igual ou inferior a 0,1%
(m/m). O valor de acidez encontrado € baixo, o que garante que o0 6leo possui pequena quantidade
de &cidos graxos livres e, portanto, esta em bom estado de conservacdo. Além do valor encontrado
estar muito préximo ao valor de 0,3% presente no rotulo.

O valor de densidade para o 6leo de abacate comercial esta dentro da faixa encontrada na
literatura, que é de 0,9030 g/cm?® a 0,9230 g/cm3 (TANGO; TURATTI, 1992). A Resolugdo RDC
n°482, de 23 de setembro de 1999, ndo define padrao especifico para 6leo de abacate, porém admite
que para 6leos vegetais, a 25 °C, a densidade deve estar entre 0,911 e 0,923 g/cm?, faixa na qual se
enquadra a amostra em estudo.

Os fosfolipideos, por serem moléculas anfifilicas, ou seja, possuir afinidade com
compostos polares e apolares, apresentam caracteristicas semelhantes aos tensoativos, como
mostra o trabalho desenvolvido Ziuge (2015). Como a quantidade presente no 6leo é muito pequena
admite-se nao haver interferéncia na preparacéo e estabilidade das emuls@es. Este 6leo de abacate
comercial é obtido pelo método de extracdo aquosa-enzimatica, seguido de centrifugacdo para
separacdo das fases oleosa e aquosa. Neste processo de separacdo, o fosfolipideo permanece
preferencialmente na fase aquosa, o que explica a baixa quantidade do mesmo no éleo.

O indice de iodo, também segundo a Normativa 49, de 22 de dezembro de 2006, esta na

faixa de valores que vai desde 6 a 143 g 12/100g amostra (método Wijs) para os 6leos e gorduras
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vegetais contemplados nesta resolucdo. Esta faixa é muito abrangente pois o indice de iodo fornece
a ideia da quantidade de ligac@es insaturadas presentes nas estruturas moleculares que constituem
a amostra, que quanto mais insaturada, maior seu valor. Por exemplo, para o 6leo ou gordura de
cocCo, que apresentam maior quantidade de acidos graxos saturados a faixa de valores do indice de
iodo é entre 6 e 11 g 1./100 g amostra. O valor obtido para o 6leo de abacate foi de 104,2 g 1./100
g amostra, este valor estd dentro da faixa encontrada para os 6leos de milho, arroz, amendoim,
algoddo e gergelim. No entanto, o limite inferior para os 6leos de soja, girassol e canola sdo maiores
que o resultado obtido, isso ocorre porque, nestes 6leos ha maior quantidade de acidos graxos
poliinsaturados, enquanto que no dleo de abacate predomina a fracdo monoinsaturada, como € visto

no item seguinte (5.1.1).

5.1.1  Perfil de &cidos graxos

Os resultados para o perfil de &cidos graxos presentes no 6leo de abacate estdo
apresentados na TABELA 8.

Comparando os dados obtidos com os da literatura, daqueles &cidos graxos que possuem
informacdo dos intervalos de concentracdo, os acidos graxos oléico e linoléico, que juntos
correspondem ao maior teor de matéria graxa da amostra (69,8%), estdo proximos ou dentro da
faixa encontrada pelos outros autores. A divergéncia dos demais acidos graxos reforcam a
informacdo de que fatores como espécie do abacate e 0os métodos de extracao influenciam no perfil
de acidos graxos, fato que também pode ser observado na larga faixa de concentragdes exibida por
alguns autores ao comparar estes fatores.

De modo geral, pode ser afirmado que o éleo de abacate é rico em acido oléico (»-9) e
possui alto conteudo de acido linoléico (®-6). Estes acidos graxos insaturados sdo associados a
beneficios para a saude humana, como a prevencdo de doengas cardiovasculares (ULBRICHT;
SOUTHGATE, 1991).
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TABELA 8: PERFIL DE ACIDOS GRAXOS PARA O OACR EM ESTUDO COMPARADO AOS DADOS
OBTIDOS POR OUTROS AUTORES

Concentracdo obtida (%)

Acido graxo OACR Ortiz-Moreno et Tangoet  Massaferaetal.*  Berasategi et
estudado® al.2 (2003) al.? (2004) (2010) al.’ (2012)
Acido palmitico 8,269 14,96 — 21,10 145-352 20,73 —32,54 18,74 + 0,06
(C16:0)
Acido palmitoleico 4 75 5,88 — 9,90 29-168  871-1191  798+001
(C16:1)
Acido estedrico 1,833 0,48 0,72 0-07 0-0,50 0,51 + 0,00
(C18:0) ! 480 , : 5120,
Acido oléico
(C18:1n9c) 52,904 52,04 - 60,28 37,9 -65,2 31,76 — 50,30 54,40 £ 0,10
Acido linoléico
(C18:2n6c) 16,896 13,66 — 15,31 9,4-21.2 13,49 — 22,88 10,98 + 0,01
Acido y-linolénico
(C18:3n6) 4,346 - - - 0,01 +£0,00
Acido alinolénico ) o) 1,44 - 2,07 . 1,76 — 4,05 0,61+ 0,00
(C18:3n3) : : ' ) : ,61 £0,
Acido ertcico
(C201) 0,532 0,00-0,14 - - 0,12 +0.00
Acido docosadienoico
(C22:2) 1,767 - - ; ]
Acido ligocérico
(C24:0) 2,003 - - - -
Acido
eicosapentaenoico 2,962 - - - -
(C20:5n3)
Acido nervénico
(C24:1) 4,821 - - - -
Acido
docosahexaenoico 2,218 - - - -
(C22:6n3)

10leos comercial refinado obtido através de extracdo enzimatica.

20leos extraidos da variedade P. americana Mill. Extragdo por: micro-ondas+prensagem, micro-ondas+hexano, hexano e acetona.
30leos extraidos de 21 variedades diferentes de abacate. Extragio por hexano.

40leo extraido da variedade Fortuna, Ouro Verde e Princesa. Extracio por éter de petréleo

50leo comercial oriundo da Africa do Sul. Extracio por prensagem a frio.

5.2 FORMACAO DA EMULSAO MULTIPLA
5.2.1 Formacéo da emulsdo primaria
Nas FIGURAS 16 (a) e 16 (b) séo apresentadas as microscopias da EPO1 e da EP02. O

uso do PGPR como tensoativo lipofilico e da gelatina como biopolimero se mostraram muito

eficientes na formagdo de uma emulsdo priméria (A1/O) fina e homogénea com tamanhos de gota
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muito pequenos, na ordem de 1 um ou menor, em ambos 0s casos. Su et al. (2006) evidenciaram
em seu estudo a possibilidade de sinergia entre 0 PGPR e caseinato de sodio, pois a adicdo deste
biopolimero na fase aquosa interna reduziu a quantidade do tensoativo sem afetar a estabilidade da
emulsdo multipla, este € um dos casos que destacam a eficiéncia da utilizacdo conjunta do PGPR
e de biopolimeros (DICKINSON, 2011).
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FIGURA 16: MICROSCOPIA EMULSAO PRIMARIA EPO1 - 6% DE PGPR E 3% DE GELATINA (a) E EP02 —
COM 5% DE PGPR E 4% DE GELATINA (b) COM APROXIMACAO DE 1000X

Em sua pesquisa Perez-Moral et al. (2015) comprova que a geleificacdo da fase aquosa
interna aliada ao uso do PGPR produziu uma emulsdo primaria com gotas menores (0,4 pm)
comparada a fase aquosa pura. Esta caracteristica estrutural com tamanhos de gotas muito pequenos
e também a homogeneidade de sua distribuicdo ira fornecer maior estabilidade a emulsdo multipla
(MUSCHIOLIK, 2007).

5.2.2  Efeito da concentracdo de Tween 40 na formacdo da emulsdo multipla
A EPO1 foi dispersa nas fases aquosas externas constituidas com concentragdes diferentes

de Tween 40: 1 e 2 % (m/m). As emulsdes multiplas formadas estdo mostradas nas FIGURAS 17
(@) e 17 (b).
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FIGURA 17: MICROSCOPIAS DAS EMULSOES MULTIPLAS COM APROXIMAGAO DE 50X CONTENDO
1% (a) e 2% (b) DE TWEEN 40

Com o aumento da concentracdo de Tween 40 as gotas de 0leo se apresentaram menores
e mais definidas. Estas caracteristicas evidenciam maior estabilidade, pois dificulta a ocorréncia de
fendmenos como a coalescéncia e a maturagdo de Ostwald (MUSCHIOLIK, 2007). O aumento da
quantidade de tensoativo também proporciona o aumento da barreira interfacial entre as goticulas.
Na microscopia contendo 2% de Tween 40 ha uma camada interfacial maior ao redor das goticulas,
fazendo com que as mesmas figuem menos susceptiveis a colisdo e a coalescéncia.

Na emulsao contendo 1% de Tween 40 foi notada a separacéo das fases ainda no primeiro
dia ap0s sua preparacdo, o que também levou a escolha da utilizacdo de 2% (m/m) de tensoativo.

Nas microscopias das EMs sdo visualizadas as gotas de A1/O dispersas em A,. Com a
aproximacdo de 50X ¢ dificil visualizar as goticulas de A;, porém com uma maior aproximacao,

1000X, como na FIGURA 18, elas sdo mais claramente identificadas.

-

FIGURA 18: MICROSCOPIA EMULSAO MULTIPLA COM APROXIMAGCAO DE 1000X EVIDENCIANDO AS
GOTAS DA FASE AQUOSA INTERNA
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5.3 MICROSCOPIA E DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE GOTA

Nas FIGURAS 19 (a-d) sdo apresentadas as microscopias das EMs para o tempo de 24
horas ap0s o preparo. Esta analise foi realizada anteriormente a separagdo e armazenamento das
emulsdes em diferentes temperaturas, sendo assim, ndo cabe na nomenclatura destas emulsdes o
ultimo codigo caracteristico da temperatura. As FIGURAS 20 (a-d) mostram as microscopias das
emulsdes armazenadas a 4 + 1 °C e as FIGURAS 21 (a-d) mostram as microscopias das emulsdes

armazenadas a 25 +1 °C, ambas pelo periodo de 2 semanas.

& A <t > ¥
FIGURA 19: MICROSCOPIA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM0140 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E
2% DE TWEEN 40 (a); EM0180 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM0240 — 5% DE
PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); E EM0280 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE
TWEEN 80 (d) COM APROXIMAGAO DE 100X APOS 24 HORAS
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-

-

FIGURA 20: MICROSCOPIA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E
2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024004 — 5%
DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); E EM028004 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2%
DE TWEEN 80 (d) COM APROXIMAGAO DE 100X APOS 2 SEMANAS
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FIGURA 21: MICROSCOPIA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014025 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINAE
2% DE TWEEN 40 (a); EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024025 — 5%
DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2%
DE TWEEN 80 (d) COM APROXIMAGAO DE 100X APOS 2 SEMANAS

A partir da analise visual das microscopias observa-se que as EMs, apds 24 horas,
apresentam maior homogeneidade e ndo héa sinais claros de coalescéncia, ao contrario do que
mostram as demais microscopias para tempos de armazenamento superior.

Ap0s duas semanas, tanto a emulsdo mantida a 4°C quanto a 25°C, apresentaram aumento
da quantidade de gotas com tamanhos maiores. Nas emulsdes mantidas a 4°C observa-se menor
deformacdo do formato das gotas, porém, com relacdo aos tamanhos, visualmente, nao é possivel
aferir diferencga.

A partir da técnica de DLS foi determinada as distribui¢cdes dos tamanhos de gotas para
estas mesmas EMs, verificando sua dependéncia com o tempo e a temperatura de armazenagem.
Os graficos contendo as DTGs sdo vistos nas FIGURAS 22 (a-d).
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FIGURA 22: DISTRIBUICAO TAMANHO DE GOTAS DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 E EM014025
— 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 E EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE
GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024004 E EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE
TWEEN 40 (c); E EM028004 E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d); APOS
24 HORAS E 2 SEMANAS.

Para todos os graficos de distribuicdo de tamanho, foi observado a presenca de picos
menores na regido de 0,1 a 1 um e, em todos 0s casos, um pico mais significativo correspondente
ao diametro em torno de 0,25 pum. Esta faixa de didmetro corresponde ao tamanho das gotas da
fase aquosa interna das emuls@es primarias, como identificado nas microscopias (FIGURA 16),
confirmando que as EPs sdo formadas por goticulas de tamanhos muito pequenos, além de
apresentarem alta homogeneidade. Outros autores também encontraram didmetros semelhantes
para as goticulas constituintes da EP (FLOURY et al., 2000; PAWLIK et al., 2010; PEREZ-
MORAL et al., 2014).

Da mesma forma, todas as amostras apresentaram outro pico, mais significativo em termos
de volume, na regido entre 30 e 800 um, tendo ponto de maximo em volume correspondente ao
didmetro de gota proximo a 130 um. Observando as microscopias, admite-se que estes diametros

de particulas sejam das gotas de 6leo dispersas na fase aquosa externa. A presenca deste pico mais
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significativo nesta regido € indicio de que as amostras sdo homogéneas, porém, devido sua largura,
polidispersas.

A TABELA 9 mostra os valores de D43 e span para as gotas de 6leo dispersas das amostras
das EMs.

Reiterando que as analises realizadas apds 24 horas ocorreram antes da separacao e
armazenamento em temperaturas distintas, o que justifica o valor unico para as emulsdes com o

mesmo tipo de emulsdo priméria e tensoativo hidrofilico.

TABELA 9: VALORES MEDIOS DE SPAN E D43 PARA AS EMULSOES MULTIPLAS APOS 24 HORAS E 2
SEMANAS

Span D43 (um)
Amostra
24 horas 2 semanas 24 horas 2 semanas
EMO014004 1,45+0,15 263150
1,01+0,10 203+11
EMO014025 1,20+0,03 282457
EMO018004 0,98+0,03 305+29
0,84+0,06 268+13
EMO018025 1,96+0,02 353428
EMO024004 1,09+0,20 216144
0,93+0,34 179+17
EMO024025 1,46+0,31 367161
EMO028004 2,05+0,58 322164
1,17+0,18 208153
EMO028025 1,65+0,58 355473

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou que ndo ha diferencas significativas entre as
médias, tanto entre as amostras, quanto para o tempo de armazenamento e temperatura. Embora o
didmetro médio das gotas aumente com o tempo de armazenamento e com a temperatura, como
ndo houve, estatisticamente, diferenca entre as médias, é possivel admitir que todas as amostras
permaneceram estaveis contra a coalescéncia para as condi¢des estudadas.

Os valores de span ficaram entre 0,84 e 2,05, quanto menor este valor menor a
polidispersdo. Estes valores estdo de acordo aos resultados obtidos por Matos et al. (2015) e

Fechner et al. (2007), os quais obtiveram valores na faixa entre 0,87 e 1,70.
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5.4 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

Os termogramas das emulsdes primarias estdo apresentados na FIGURA 23. Observa-se
que os picos, para ambas as amostras, encontram-se entre as temperaturas de -40 a -55 °C Os
termogramas obtidos por calorimetria exploratdria diferencial para as emulsdes multiplas estdo
apresentados nas FIGURAS 24 (a-d). Como a analise de calorimetria exploratéria diferencial tem
por fundamento a realizacdo de uma rampa de temperatura, na identificacdo das amostras das

emulsBes maltiplas também foi suprimido o cddigo referente a distingéo de temperatura.

—EPO1
— EP02
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FIGURA 23: CURVAS DE DSC DAS EMULSOES PRIMARIAS: EP01 (6% PGPR E 3% DE GELATINA) E
EPO2 (5% DE PGPR E 4% DE GELATINA).
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FIGURA 24: CURVAS DE DSC DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM0140 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E
2% DE TWEEN 40 (a); EM0180 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM0240 — 5% DE
PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); EM0280 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE
TWEEN 80 (d).

A identificacdo dos picos I, Il e 111 estd apresentado apenas na FIGURA 24 (a), porém o0s
mesmos devem ser considerados nos demais termogramas.

Os termogramas obtidos se apresentam como curvas tipicas de DSC para emulsdes
multiplas, pela presenca de dois picos (I e Il1), sendo um significativamente maior (1),
correspondente a cristalizagdo da fase continua (meio aquoso externo) e o pico menor (1) referente
a cristalizacéo da fase aquosa interna (KOVACS et al., 2005). Validando mais uma vez a formag&o
das emulsdes mdltiplas.

Os picos Il sdo melhores visualizados na FIGURA 25, ja que suas intensidades sdo muito

pequenas comparadas aos picos I, ndo sendo facilmente identificados nas FIGURAS 24 (a-d).
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FIGURA 25: CURVAS DE DSC DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM0140, EM0180, EM0240 E EM0280 COM
ENFASE NA REGIAO REFERENTE AO PICO II.

A diferencga de tamanho dos picos ocorre pela diferenca de proporcéo entre as fases aquosas
interna e externa, j& que a fase aquosa interna compde apenas 8% da emulsdo multipla, e também
devido a difusdo que ocorre durante a analise. O fendmeno de difusao foi observado e proposto por
Potier et al. (1992), ao notar a presenca de um outro pico (I11) ser formado durante o retorno a linha
de base do pico I. Nas FIGURAS 24 (a-d) é possivel observar a existéncia deste pico, proximo a
temperatura de -20°C em todas as amostras.

Potier et al. (1992) afirmaram em seu trabalho que a ocorréncia do pico Il se da pela
transferéncia de dgua da fase aquosa interna para a externa ocasionada pela diferenca de pressao
de vapor da agua congelada e da agua subresfriada na mesma temperatura. Este mesmo tipo de
curva foi obtido por Schuch et al. (2013) que adicionaram a discussao a hipétese da difusdo estar
relacionada a diferenca de pressdo osmotica entre as fases aquosas, pois em seu trabalho a redugédo
da quantidade de sal na fase aquosa interna provocou o desaparecimento do pico Ill.

Na TABELA 10 sdo apresentados o calor latente de congelamento das amostras e a fragao

de fase aquosa retida na EP apds realizacao da andlise de DSC.
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TABELA 10: CALOR LATENTE DE CONGELAMENTO E FASE AQUOSA RETIDA NA EMULSAO
PRIMARIA PARA AS EMULSOES PRIMARIAS ATRAVES DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA
DIFERENCIAL

Amostra Calor latente de congelamento (J/g) Fase aquosa retida na EP (%)

EMO0140 -225,74 30,77
EMO0180 -236,26 24,79
EMO0240 -234,35 21,36
EMO0280 -235,41 25,53

Como pode ser visto, todos os resultados sao muito proximos. Das fracdes da fase aquosa
interna, previamente incorporadas, ficaram retidas na EP entre 21,36 e 30,77% ap0s a andlise. Esta
é uma evidencia de que a emulsdo multipla formada por este trabalho possui grande desequilibrio
osmatico, o que pode ter ocasionado a migracéo de parte da fase aquosa interna para a externa, e
estas moléculas de agua ao encontrar a fase externa cristalizam, causando o pico Il (SCHUCH et
al., 2013). Além de possiveis perdas desta fase durante a preparacdo da emulsdo multipla.

Os calores latentes de congelamento das amostras também foram préximos do obtido por
Schuch et al. (2013), que foi de 213,9 J/g, para uma emulsdo multipla contendo como principais

materiais: 0leo de canola, PGPR e gema de ovo em po.
5.5 REOLOGIA
55.1 Reologia em estado estacionario
Os experimentos de reologia foram realizados com intuito de observar a influéncia da
temperatura, do tipo de emulsdo primaria e do tensoativo hidrofilico com os parametros de fluxo e

viscosidade das emulsdes multiplas formadas. Nas FIGURAS 26 (a-d) estdo apresentadas as curvas

de viscosidade das EMs para as temperaturas de 4°C e 25°C.
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FIGURA 26: CURVAS DE VISCOSIDADE DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 E EM014025 — 6% DE
PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 E EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA
E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024004 E EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c);
EM028004 E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d).

A FIGURA 26 (a) indica as curvas de ida (viscosidade em func¢do do aumento da taxa de
cisalhamento) e as curvas de volta (viscosidade em func¢éo da diminuicdo da taxa de cisalhamento),
porém as mesmas disposi¢des dessas curvas sdo encontradas nos demais graficos.

Através da analise desses graficos observa-se que a viscosidade, em todos 0s casos,
diminui com o aumento da temperatura e da taxa de cisalhamento. Como a viscosidade € definida
como a propriedade do fluido de resisténcia ao escoamento, 0 aumento da temperatura proporciona
uma menor forca de atracdo entre as moléculas e o aumento da distancia entre elas, facilitando o
fluxo e diminuindo a viscosidade (SCHRAMM, 2000)

A reducdo da viscosidade com a taxa de cisalhamento € tipica de um fluido pseudoplastico,
comportamento comum encontrado em emulsdes. 1sso ocorre porque as gotas das emulsbes
dispostas aleatoriamente quando paradas, ao ser aplicado uma tensdo elas se deformam e se

orientam no sentido da forca aplicada. Outra caracteristica em emulsdes é a agregacéo (floculacéo),
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que faz com a resisténcia ao fluxo seja maior, porém com o cisalhamento da amostra, hd a
desagregacéo destas gotas, diminuindo assim a viscosidade. (SCHRAMM, 2000; MCCLEMENTS,
2005). Porém, apesar da aplicacdo do cisalhamento das amostras, ap0s as analises reolégicas ndo
foi observado, visualmente, separacédo de fases.

Para melhor comparar as diferentes respostas obtidas com a reologia das amostras foram

plotadas as curvas de fluxo, apresentadas nas FIGURAS 27 (a-d), para as temperaturas de 4 e 25°C.
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FIGURA 27: CURVAS DE FLUXO DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 E EM014025 — 6% DE PGPR, 3%
DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 E EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE
TWEEN 80 (b); EM024004 E EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); EM028004
E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d).

Nestes graficos foi possivel determinar a dependéncia do tempo sobre a amostra,
verificando que o fluido ndo é independente do tempo, mas sim, apresenta comportamento
tixotropico. A tixotropia é um fenbmeno comum nos fluidos pseudoplasticos e define-se pela
reducdo da viscosidade de um material através da aplicacdo de uma tensao sobre 0 mesmo, seguida

de sua recuperacdo gradual ao ser retirada esta forca. Um exemplo classico de um fluido
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tixotrépico na inddstria de alimentos sdo os iogurtes (BARNES, 1997). Uma das maneiras de
verificar o efeito da tixotropia é a identificacdo da histerese entre as curvas de ida e de volta dos
graficos de viscosidade e de fluxo. Esta histerese indica que durante o aumento da taxa de
cisalhamento a microestrutura do material foi alterada, através de desagregacdo e deformacéo,
sendo o tempo para a reestruturacdo da amostra insuficiente. (SCHRAMM, 2000).

A tixotropia foi notada em todas as emulsées multiplas, para todas as temperaturas, porém
é possivel afirmar que este efeito, observado a partir da histerese, € mais intenso nas amostras a
4°C, mas principalmente nas que possuem Tween 40 como tensoativo hidrofilico.

A partir das curvas de fluxo (curvas de ida) foram adicionados modelos reoldgicos para
verificar o ajuste aos dados. As curvas foram ajustadas pelos modelos de Herschel Bulkey (HB),
Casson (CS) e Ostwald-De-Waelle (OW). Na TABELA 11 sdo apresentados apenas 0s parametros
referentes ao modelo de OW por ter fornecido parametros mais representativos frente aos demais.
Este modelo obteve valores de R? superiores ao modelo de Casson e para alguns parametros do
modelo de HB foram atribuidos valores negativos, 0s quais ndo sdo representativos, sendo assim,

0 modelo de OW se mostrou o mais adequado.

TABELA 11: PARAMETROS DE AJUSTE DO MODELO DE OSTWALD-DE-WAELLE

Amostra Kow n i R?
EMO014004 5,139+0,121 0,3567 £ 0,0041 0,757 0,9994
EMO014025 4,185 + 0,127 0,3411 = 0,0053 0,728 0,9990
EMO018004 0,939 £ 0,014 0,5928 + 0,0025 0,085 0,9999
EM018025 0,479 £ 0,013 0,6232 = 0,0046 0,103 0,9996
EMO024004 14,675 + 0,563 0,2297 £+ 0,0069 5,529 0,9979
EM024025 6,740 + 0,185 0,3332 £ 0,0048 1,449 0,9992
EMO028004 4,439 + 0,165 0,3767 £+ 0,0065 1,663 0,9987
EMO028025 1,009 + 0,014 0,5270 = 0,0024 0,046 0,9999

kow: indice de consisténcia de Ostwald-de Waelle;
n: indice de comportamento;

¥?: qui-quadrado;

R2: coeficiente de determinacéo.

Analisando os valores de R?, todas as amostras tiverem bons ajustes e baixos valores de
¥?. Nesta modelagem todos os valores de n estdo entre 0 e 1, 0 que confirma o comportamento
pseudopléastico. O indice de consisténcia (kow) € relacionado a viscosidade da amostra, quanto
maior seu valor, maior a viscosidade do material. Porém, para fazer uma analise aprofundada de

como a viscosidade varia em funcdo dos fatores: tipo de emulsdo primaria, tipo de tensoativo e
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temperatura foi realizada a modelagem dos dados para obtencdo de um modelo experimental tendo
como resposta o indice de consisténcia.

A significancia estatistica dos fatores foi examinada por ANOVA (p<0,05) para cada
parametro. Os termos que significativos foram identificados para geragdo do modelo. A validagédo
do modelo ocorreu quando a falta de ajuste ndo era significativa, a variancia da regressao (Fcaiculado)
maior do que o valor de Ftabelado, € quando a variancia dos residuos (Fcaiculado) menor do que o valor
de Ftabelado, N0 Nivel de confianca de 95%. Para o modelo valido foram construidas as superficies
de resposta.

Para 0 modelo com interacdo entre os fatores: tipo emulsao primaria (EP), tipo tensoativo
(TS) e temperatura (T) foram obtidos os efeitos padronizados de cada fator no indice de
consisténcia. O gréfico contendo estes efeitos, conhecido como Diagrama de Pareto, esta
apresentado na FIGURA 28.
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FIGURA 28: DIAGRAMA DE PARETO DOS EFEITOS PADRONIZADOS DOS FATORES: TIPO DE EMULSAO
PRIMARIA (EP), TIPO DE TENSOATIVO HIDROFILICO (TS) E TEMPERATURA (T) E A INTERCAO ENTRE
ELES PARA O INDICE DE CONSISTENCIA Kow

Verifica-se que todos os fatores e a interagdo entre eles séo significativos, mas o tipo de
tensoativo tem maior efeito frente ao tipo de emulsdo priméria e a temperatura, dentro da faixa
estudada. Estes efeitos traduzem que o uso do Tween 40 produz respostas com maiores valores de
Kow, bem como a utilizagdo da EP02, onde a maior concentragdo de gelatina seja reflexo da maior
viscosidade, e a menor temperatura, 4°C. A relacdo dos fatores com o indice de consisténcia é dado
pelo modelo representado pela Equacgéo 21.
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Kow = 4,594 — 1,903(EP) + 2,847(TS) — 1,461(T) — 0,871(EPxTS) + 1,102(EPxT) — 0,531(TSxT) (21)

A TABELA 12 apresenta a ANOVA para validar a significancia estatistica do modelo.

TABELA 12: ANOVA PARA O MODELO DE INDICE DE CONSISTENCIA

Fonte de variacdo Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio  Fcaicutado Frabelado
Regresséo 257.903 6 42.984 49.986 3.374
Residuos 7.739 9 0.860

Falta de ajuste 2.654 1 2.654 4.175 5.318
Erro puro 5.086 8 0.636
Total 265.642 24
R?=10,97087;

% Var: 98,085.

Confirmada a validacdo do modelo a partir da ANOVA sdao feitas as superficies de

resposta apresentadas nas FIGURA 29 a 31.
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FIGURA 29: SUPERF[CIE DE RESPOSTA DO INDICE DE CONSISTENCIA Kow EM FUNCAO DOS FATORES
EP (TIPO DE EMULSAO PRIMARIA) E TS (TIPO DE TENSOATIVO HIDROFILICO).
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FIGURA 30: SUPERFICIE DE RESPOSTA DO INDICE DE CONSISTENCIA kow EM FUNGAO DOS FATORES
T (TEMPERATURA) E EP (TIPO DE EMULSAO PRIMARIA).
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FIGURA 31: SUPERFICIE DE RESPOSTA DO INDICE DE CONSISTENCIA kow EM FUNCAO DOS FATORES
T (TEMPERATURA) E TS (TIPO DE TENSOATIVO HIDROFILICO).

Estas superficies mostram a aplicacdo do modelo gerado pela Equacdo 21. Nela é reiterada
qual conjunto de dados fornece uma resposta maior ou menor em relacéo aos fatores. Sendo assim,
0 maior indice de consisténcia, ou seja, maior viscosidade é definida quando EP=-1 (EP02), TS=1
(Tween 40) e T=-1 (4°C) e menor viscosidade quando EP=1 (EP01), TS=-1 (Tween 80) e T=1
(25°C). Ou seja, a viscosidade é menor na EM018025 e maior na EM024004.
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55.2 Reologia oscilatoria

A partir das varreduras de tensdo a 0,5 Hz foram determinadas as tensdes para a realizacao
das varreduras de frequéncia. As tensdes foram de 0,2 Pa, para as emulsdes multiplas, e para as

emulsdes primérias 4 Pa. A FIGURA 32 mostra as varreduras de frequéncia, a 25°C, das emulsdes

priméarias EPO1 e EP02.
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FIGURA 32: VARREDURA DE FREQUENCIA DA EP01 — 6% DE PGPR E 3% DE GELATINA (a) E EP02 — 5%
DE PGPR E 4 % DE GELATINA (b) A 25°C

Para a EPOl o G’ (modulo viscoso) foi superior ao G’ (mddulo eldstico) por toda a
varredura de frequéncia, caracterizando uma solucgéo diluida, indicando que o caréater liquido da
emuls@o multipla é mais significativo frente ao carater sélido. Porém na EP02 ha o cruzamento dos
modulos na frequéncia de 1 Hz, esse comportamento € caracteristico de solu¢des concentradas e
reflete a maior concentragéo de gelatina da amostra (STEFFE, 1996).

Nas FIGURAS 33 (a-d) sdo apresentadas as varreduras de frequéncia para as emulsoes

multiplas para as temperaturas de 4 e 25°C.
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FIGURA 33: VARREDURAS DE FREQUENCIA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 E EM014025 — 6%
DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 E EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE
GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024004 E EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE
TWEEN 40 (c); EM028004 E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d).

Para EM014004, EM018004 e EM028004, G’ foi maior que G’ em toda a extensao da
varredura de frequéncia, definindo as mesmas como solugdes diluidas. Este tipo de comportamento
corresponde as forcas intermoleculares mais fracas, sendo o mesmo comportamento apresentado
pela EPO1, a emulsdo primaria com menor teor de gelatina.

A 25°C, em todas as emuls6es multiplas foi observado o cruzamento dos mddulos,
fendmeno conhecido como cross-over, sendo este comportamento tipico de fluidos viscoelasticos,
também encontrado em outras emulsGes multiplas (SCHUCH et al., 2013; MATOS et al., 2015).
Nestes casos, em frequéncias mais baixas 0 médulo viscoso G’ ¢ superior ao médulo elastico G’
e a amostra tem carater mais liquido, mas com o aumento da frequéncia o G’ se torna superior,
predominando o carater sélido. Reiterando que esse comportamento define estas solu¢cdes como

sendo concentradas, as quais apresentam forca intermolecular moderada (STEFFE, 1996).
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Na varredura de frequéncia da EM024004, o mddulo elastico foi superior, porém, ela
ainda deve ser considerada uma solugdo concentrada, ja que para definir uma amostra como gel o
modulo elastico deve ser significativamente maior que o mddulo viscoso e se apresentarem
constantes em toda faixa da varredura, diferentemente do que € visto na amostra em questdo. Porém
os valores proximos, mas ainda superiores do G’ comparado ao G’’, para a EM024004, mostra que

a mesma possui comportamento predominante elastico, devendo ser reflexo da maior viscosidade
encontrada para esta emulsao maltipla.

5.6 SEPARACAO DAS FASES (CREAMING)

Os fendmenos de creaming e sedimentacdo possuem 0 mesmo mecanismo de a¢éo, o que
os diferencia é a regido onde as gotas permanecem aglomeradas. No caso em estudo hé a separagéo
das fases e as gotas de 6leo ainda dispersas ficam no topo da emulséo e a fase aquosa no fundo, o
que caracteriza 0 processo de creaming.

Nas FIGURAS 34 (a-d) é mostrado o aumento do volume de fases separado com o
decorrer do tempo para as amostras de emulsdes multiplas armazenadas a 4+1 °C por 20 dias. E

nas FIGURAS 35 (a-d) é mostrado o aumento do volume de fases para as amostras de emulsées
multiplas armazenadas a 25+1 °C pelo mesmo periodo.
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FIGURA 34: VOLUME DE FASE SEPARADA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 — 6% DE PGPR, 3%
DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80

(b); EM024004 - 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); E EM028004 — 5% DE PGPR, 4%
DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d) APOS 20 DIAS.
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FIGURA 35: VOLUME DE FASE SEPARADA DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014025 — 6% DE PGPR, 3%
DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018025 — 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80
(b); EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (c); E EM028025 — 5% DE PGPR, 4%
DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d). APOS 20 DIAS.

Na TABELA 13 é apresentada a porcentagem representativa da estabilidade da emulsdo ao

processo de creaming, aplicando a Equacéo 19, para o periodo de 20 dias a 4+1 e a 25+1 °C.

TABELA 13: ESTABILIDADE AO CREAMING MONITORADA NO PERIODO DE 20 DIAS.

Amostra ve (ml) ES (%)
EMO014004 0,0£0,0 100,0£0,0
EM014025 0,8+0,5 92,0+5,0
EM018004 1,0+0,2 90,0+2,0
EM018025 3,1+1,5 69,0+15,0
EM024004 0,0+0,0 100,0£0,0
EMO024025 0,0+0,0 100,0£0,0
EMO028004 0,1+0,1 99,0+0,5
EMO028025 2,5£1,5 75,5+17,0

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos através da reologia destas emulsdes,
demonstrando como a separacdo de fases esta relacionada a viscosidade das amostras. As amostras
com Tween 40, as quais apresentaram maior viscosidade, tiveram menor separacao de fases, em
ambas as temperaturas comparadas as amostras com Tween 80. De modo especial, as amostras
EM024004 e a EM024025 apresentaram eficiéncia de 100% para este periodo de tempo. Porém, a
andlise estatistica realizada, adotando um intervalo de confianga de 95%, mostrou que ndo ha
diferencas significativas entre as médias.

A velocidade em que ocorre o creaming € afetada sobretudo pela viscosidade do meio, a
qual é influenciada pela temperatura, que em geral, quanto menor, maior a viscosidade; desta forma
as amostras deixadas sob refrigeracdo apresentam menor separacdo, pois a movimentacdo das
particulas é prejudicada comparada as amostras mantidas a 25°C. Nestas foi visualmente

perceptivel a reducdo da viscosidade do meio, ocasionando a separacao das fases.
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5.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para correlacionar as medidas de condutividade das amostras com a concentragdo de sal
liberada, primeiramente foi feita uma curva de calibracdo com quantidades conhecidas de NaCl em
solugéo aquosa. A faixa de concentragdo utilizada para realizacdo da curva foi adotada devido a
quantidade conhecida de NaCl adicionado na fase aquosa interna, correspondente a quantidade
maxima possivel encontrada nesta emulséo.

A curva de calibracdo foi realizada em triplicata, em temperatura ambiente de 25°C e esta
apresentada na FIGURA 36.
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FIGURA 36: CURVA DE CALIBRACAO DA CONCENTRAGCAO DE NaCl VERSUS CONDUTIVIDADE
ELETRICA PARA A FAIXA DE 100 A 1000 PPM A 25°C

Com os pontos obtidos experimentalmente foi realizado o ajuste linear, obtendo o0s
seguintes parametros: Coeficiente linear: 97,099 * 28,843, coeficiente angular: 2,061 + 0,049 e
coeficiente de determinacéo (R?): 0,995. O coeficiente linear apresentou alto desvio padréo, porém
o coeficiente de determinacdo obtido para a calibracdo foi proximo a 1, o que indica que esta
regressdo apresenta bom ajuste aos dados. A relacdo obtida com esses parametros é explicitada na
Equacéo 22.

C; = 97,099 + 2,061.S; (22)
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Sendo Ci a condutividade da amostra dada em pS.cm™? e Si a concentracdo de NaCl
correspondente em ppm. Na TABELA 14 estdo contidas as medidas de condutividade para a agua

deionizada, as fases aquosas e a emulsdo primaria.

TABELA 14: CONDUTIVIDADE DAS DIFERENTES FASES QUE FORMAM A EMULSAO MULTIPLA

Fase Condutividade (uS.cm™)
Agua deionizada 2,06 +0,01
Aquosa interna 10.990 + 507
Aguosa externa 49,37 + 0,36
Emulsdo primaria 0,09 + 0,06

Os resultados de condutividade das amostras e os valores de concentracdo de sal, obtidos a
partir da aplicacio da Equacio 22, estdo apresentados no APENDICE.

Na preparagdo das EMs, conhecendo a quantidade de NaCl adicionado na fase aquosa
interna, determina-se a concentracdo salina maxima da amostra, correspondente a 1600 ppm. As
FIGURAS 37 (a-d) mostram os graficos de eficiéncia de encapsulacdo, para o periodo de 20 dias,
aplicando a Equacdo 20 utilizando os valores de concentragao de sal.

Analisando os gréficos, nota-se que em todos os casos a eficiéncia de encapsulagdo é
maior para a emulsdo mantida sob refrigeragdo. Este resultado confirma como a temperatura
apresenta influéncia para manutencdo da emulsdo, preservando seu conteddo e estabilidade. O
efeito da temperatura na liberacdo de compostos também foi visto por Bonnet et al. (2009), com a
verificacdo de que a 25°C, para emulsGes multiplas formulada com dleo de oliva, a eficiéncia no
final de 30 dias foi proximo a 70% enquanto que a 4°C foi de 90%, porém o mesmo encapsulou
cloreto de magnésio. Lutz et al. (2009) também encapsularam NaCl na formacao de emulsdes
multiplas e acompanharam sua liberagdo com o tempo. Foram obtidos resultados semelhantes ao
obterem liberagdo em torno de 25 a 30% no final de 20 dias a temperatura ambiente para
formulac@es utilizando 6leo MCT (triglicerideos de cadeia méedia) e agentes estabilizantes: PGPR

e isolado proteico do soro do leite e pectina.
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FIGURA 37: EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO DE NaCl DAS EMULSOES MULTIPLAS: EM014004 E
EM014025 - 6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40 (a); EM018004 E EM018025 — 6% DE PGPR,
3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (b); EM024004 E EM024025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2%

DE TWEEN 40 (c); EM028004 E EM028025 — 5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80 (d) PARA
O PERIODO DE 20 DIAS

Na TABELA 19 estdo as médias das eficiéncias obtidas no decorrer do tempo todas as
emulsBes maltiplas.

A andlise de variancia mostrou que ha diferencas significativas entre as médias, sendo
assim foi realizado o teste de Tukey (p<0,05).
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TABELA 15: VALORES DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGCAO DE NaCl PARA O PERIODO DE 20 DIAS.

Eficiéncia (%0)
Dia Amostras

EMO014004 EMO014025 EMO018004 EMO018025 EMO024004 EMO024025 EMO028004 EMO028025
1 94,07+0,35% 90,04+0,08" 87,01+0,53¢ 82,04+1,119 92,77+0,32% 89,56+0,08°¢ 86,96+0,21°¢ 81,57+0,88¢
3 93,77+0,202 89,72+0,18°¢ 85,13+0,05¢ 80,49+0,14F 91,39+0,67° 87,74+0,17¢ 86,19+0,144% 79,28+0,17f
5 93,60+0,242 89,25+0,56° 84,78+0,09¢ 80,02+0,06° 90,54+0,12° 86,72+0,03¢ 85,89+0,11°% 78,44+0,12f
7 93,33+0,362 88,71+0,47°¢ 84,13+0,41¢ 79,40+0,23f 90,30+0,06° 86,46+0,05¢ 84,48+0,24¢ 78,24+0,05f
9 93,04+0,292 88,15+0,49°¢ 83,07+0,20¢ 78,99+0,12f 90,18+0,03" 85,89+0,20¢ 83,93+0,12¢ 77,760,05f
11 92,79+0,392 87,66+0,27°¢ 82,69+0,03f 78,44+0,099 90,01+0,11° 85,36+0,09¢ 83,72+0,06° 77,58+0,08¢9
14 92,57+0,39% 86,68+0,17°¢ 82,40+0,14¢ 77,73+0,17f 89,77+0,08° 83,67+0,17¢ 83,57+0,03¢ 77,09+0,11f
17 92,27+0,45% 85,69+0,12°¢ 81,28+0,17¢ 77,35+0,12f 89,50+0,11° 81,64+0,32¢ 83,32+0,15¢ 76,64+0,05f
20 92,00+0,272 84,83+0,14° 80,76+0,23¢ 76,32+0,42¢ 88,57+0,70° 78,70+0,59¢ 83,19+0,11¢ 74,58+0,14°

Letras iguais na mesma linha indicam que ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05)
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A eficiéncia de encapsulacéo foi significativamente maior nas emulsdes onde foi utilizado
0 Tween 40 como tensoativo hidrofilico e mantidas a 4°C. Entre a EM014004 e a EM024004, a
primeira obteve eficiéncia significativamente maior nas duas temperaturas, o que indica que a
maior quantidade de PGPR presente na EPO1 foi mais eficaz na formagao de uma barreira contra a
difusdo. Embora as emulsdes contendo Tween 80 ndo diferirem significativamente na maioria dos
dias, também se observa maior eficiéncia da emulsdo formada pela EPO1.

A partir desta analise € possivel observar que comparando a mesma emulsdo maultipla,
mas armazenada em temperaturas distintas, a eficiéncia de encapsulacdo € significativamente
superior nas emulsdes armazenadas sob refrigeragéo.

Para determinar a influéncia de cada fator (tipo de emulsdo priméria, tipo de tensoativo e
temperatura) na eficiéncia de encapsulacdo foram obtidos os efeitos padronizados, demonstrados
no Diagrama de Pareto, apresentado na FIGURA 38, para um modelo com interacdo entre os
fatores. Néo foi gerada uma equacdo para descrever o0 modelo pois 0 mesmo néo foi validado por

apresentar falta de ajuste significativa.

2)Ts 18,044

(&N

2com 3

(1) EP 1,441

1com 2

0,796

1 com 3 0,246 !

p=0,05

FIGURA 38: DIAGRAMA DE PARETO DOS EFEITOS PADRONIZADOS DOS FATORES TIPO DE EMUALSAO
PRIMARIA (EP), TIPO DE TENSOATIVO HIDROFILICO (TS) E TEMPERATURA (T) PARA A EFICIENCIA
DE ENCAPSULACAO

Apenas os fatores tipo de tensoativo (TS) e temperatura (T) séo significativos tendo como
resposta a eficiéncia de encapsulacdo. Porém, o tipo de tensoativo apresenta ainda maior efeito

frente a temperatura. Estes efeitos traduzem que o uso do Tween 40 (nivel +1) produz respostas
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com maiores valores comparados ao Tween 80 e a menor temperatura, 4°C (nivel -1) retornara
também valores mais altos de eficiéncia de encapsulagéo.

A partir destas analises realizadas para caracterizacdo das emulsdes multiplas, este
trabalho forneceu informagfes que podem ser utilizadas para otimizacdo deste sistema e sua
posterior aplicacdo na formulacdo de alimentos. Sendo assim, o campo de estudo ainda é muito
vasto, pois para aplicacdo industrial ainda deve ser avaliada a estabilidade sob condicdes de

producdo, como agitacdo e tratamento térmico.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

[ ]

A utilizacdo do 6leo de abacate pode agregar valor nutricional as emulsdes multiplas por
apresentar grandes quantidades dos acidos graxos oléico e linoleico (69,8%), compostos
benéficos a salde humana, pois sdo associados & prevencao de doencas cardiovasculares.
Neste contexto € possivel também utilizar as emulsdes multiplas para formulacdo de
alimentos funcionais com potencial de encapsula¢do de componentes, como o NaCl.
Através da microscopia e DLS ndo foi encontrada diferenca significativa (p< 0,05) entre o
tamanho médio das gotas, indicando estabilidade contra a coalescéncia para as condi¢des
estudadas

O tipo de tensoativo hidrofilico se mostrou significativo e altamente influente na
viscosidade das amostras, sendo o Tween 40 o principal responsavel por produzir emulsdes
mais viscosas, seguido da utilizacdo da emulsdo primaria com maior contetdo de gelatina
e da temperatura. Sendo assim, a emulsdo multipla que apresentou maior viscosidade foi a
EM024004 (5% de PGPR, 4% de gelatina, 2% de Tween 40 a 4°C).

Os resultados obtidos com a reologia corroboraram com a visualizagdo da separacdo de
fases das amostras: quanto maior a viscosidade, menor a separacdo. Como, por exemplo, a
EM0240004 e a EM024025 apresentaram 100% de estabilidade.

As emulsdes multiplas contendo Tween 40, também apresentaram significativamente
melhor eficiéncia de encapsulacdo. Da mesma forma, a manutencdo das emulsdes a 4°C
forneceu respostas de eficiéncia de encapsulacdo significativamente maiores as amostras
armazenadas a 25°C. A utilizagéo do Tween 40 em conjunto com a EPO1, que possui maior
quantidade de PGPR (6%), proporcionou a formacdo de uma emulsdo multipla, a
EMO014004, com maior eficiéncia de encapsulagdo.

A maior quantidade de gelatina (5%) em substituicdo a parte do conteldo de PGPR foi
eficiente ao formar uma emulsdo primaria com as mesmas caracteristicas, além de
proporcionar a formulagdo de uma EM com alta viscosidade e estabilidade para separagao
de fases, se utilizado o Tween 40 como tensoativo hidrofilico.
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APENDICE

TABELAS DE CONCENTRACAO SALINA

TABELA A-1: CONCENTRACAO SALINA LIBERADA PARA A FASE AQUOSA EXTERNA PELO PERIODO
DE 20 DIAS PARA A EM014004 E EM014025 (6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40)

EMO014004 EMO014025
Dia Condutividade Concentracdo Condutividade Concentracdo
(uS.cm*) (ppm) (uS.cm™) (ppm)
1 293+12 94,8+5,6 426+3 159,3+1,2
3 3037 99,7+3,2 43616 164,4+2,9
5 308+9 102,3+3,9 452+19 172,0+9,0
7 31712 106,7+5,8 470£16 180,7£7,5
9 32710 111,3+4,6 488+16 189,7+7,8
11 335+13 115,4+6,3 504+9 197,444 .4
14 342+13 118,8+6,3 53716 213,2+2,7
17 352+15 123,7+7,3 569+4 229,0+1,9
20 361+9 128,0+4,4 59815 242,8+2,2

TABELA A-2: CONCENTRACAO SALINA LIBERADA PARA A FASE AQUOSA EXTERNA PELO PERIODO
DE 20 DIAS PARA A EM018004 E EM0180025 (6% DE PGPR, 3% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80)

EMO018004 EMO0180025
Dia Condutividade Concentragdo Condutividade Concentracgao
(uS.cm™) (ppm) (uS.cm™) (ppm)
1 526+18 207,86+8,49 690+37 287,43+£17,71
3 588+2 237,94+0,73 74145 312,18+2,18
5 599+3 243,52+1,46 75612 319,7040,97
7 621+14 253,95+6,55 T77+8 329,65+3,64
9 6567 270,9443,15 79044 336,20+1,94
11 668+1 277,00+0,49 808+3 344,93+1,46
14 67815 281,61+2,18 83216 356,33+2,67
17 715+6 299,56+2,67 84414 362,40+1,94

20 73248 307,81+3,64 878+14 378,89+6,79
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TABELA A-3: CONCENTRAGAO SALINA LIBERADA PARA A FASE AQUOSA EXTERNA PELO PERIODO

DE 20 DIAS PARA A EM024004 E EM024025 (5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 40)

EM024004 EM024025
Dia Condutividade Concentracdo Condutividade Concentracao
(uS.cm™) (ppm) (uS.cm™) (ppm)
1 336+11 115,67+5,09 442+3 167,10+1,21
3 381+22 137,75+10,67 502+6 196,22+2,67
5 409+4 151,33+1,94 535+1 212,47+0,49
7 417+2 155,22+0,97 54442 216,59+0,73
9 421+1 157,16+0,49 5637 225,81+3,15
11 42714 159,83+1,70 580+3 234,30+1,46
14 43543 163,71+1,21 63616 261,23+2,67
17 44414 168,07+1,70 703t11 293,74+5,09
20 474123 182,87+11,16 800£20 340,81+9,46

TABELA A-4: CONCENTRACAO SALINA LIBERADA PARA A FASE AQUOSA EXTERNA PELO PERIODO

DE 20 DIAS PARA A EM28004 E EM028025 (5% DE PGPR, 4% DE GELATINA E 2% DE TWEEN 80)

EM28004 EMO028025
Dia Condutividade Concentragdo  Condutividade Concentracdo
(uS.cm™) (ppm) (uS.cm™) (ppm)
1 527+7 208,59+3,40 705+29 294,95+14,07
3 55345 220,96+2,18 78116 331,59+2,67
5 56314 225,81+1,70 808+4 344,93+1,94
7 609+8 248,38+3,88 815+2 348,08+0,73
9 627+4 257,11+1,94 831+2 355,85+0,73
1 634+2 260,51+0,97 83713 358,76+1,21
14 639+1 262,93+0,49 85314 366,52+1,70
17 64715 266,81+2,43 868+2 373,80+0,73
20 652+4 269,00+1,70 936145 406,79+2,18




