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RESUMO

Dispersoes coloidais formadas por macromoléculas hidrofilicas podem apresentar
comportamento semelhante ao de emulsdes convencionais, como 6leo e agua, apresentando
incompatibilidade entre os componentes ¢ consequentemente, separando em fases distintas
Polissacarideos, como amilopectina (AMP) e xiloglucana (XG) apresentam esse
comportamento, formando emulsdes denominadas como “4gua em agua”, em concentracdes
regidas por um diagrama de fases, o qual determina condi¢des nas quais sdo obtidas emulsdes
de AMP em XG ou vice-versa. A estabilizacdo desses sistemas permite sua aplicacdo em
diversos campos de pesquisa, que permeiam interesses biomédicos, farmacéuticos, cosméticos
e de alimentos, justamente por suas propriedades como biocompatibilidade, facilidade de
manuseio e baixo custo. A estabilizacdo nao pode ser feita com surfactantes tradicionais, como
em emulsdes entre 0leo e 4gua, o que torna o processo ainda mais interessante, possibilitando
a formulacao livre de surfactantes. Uma alternativa viavel € o uso de particulas ou gelificacao
de uma ou ambas as fases. A utilizag@o de particulas cria uma barreira fisica na interface entre
as fases, recobrindo a goticula dispersa e evitando sua coalescéncia, tal estabilizacdo gera as
emulsdes de Pickering. Dentre a variedade de particulas promissoras, em termos de morfologia,
estrutura e carga, microrganismos, como cé¢lulas de levedura (S. cerevisiae) podem ser
utilizadas, principalmente pelo fato de sua estrutura Unica na parede celular, além do fato de
sua importancia na industria de alimentos. Por outro lado, a gelificacao pode ser alcangada por
enzimas especificas, como a f-galactosidase que atua especificamente removendo grupamentos
galactose da XG, tornando-a um gel. As duas abordagens foram exploradas nessa tese:
utilizacdo de leveduras, inativadas termicamente, demonstrou-se uma otima alternativa para a
estabilizacdo das emulsdes por mecanismos de Pickering, concentragdes menores que 2,0 %
(m/m) de células estabilizam tanto emulsdes de AMP em XG quanto XG em AMP. Além disso,
20 mmol L™ de NaCl ¢ capaz de alterar as interagdes das células, possibilitando sua migragao
preferencialmente para fase de AMP, permitindo sua compartimentalizacdo em emulsdes onde
AMP ¢ fase dispersa. Por outro lado, a gelificagdo enzimatica permite a formacao de emulsdes
de AMP em XG estaveis, mantendo as goticulas da fase dispersa com média de 36 um, as
tornando interessantes compartimentos de tamanho controlado pela cinética de gelificagdo. Por
fim, ambos mecanismos foram combinados permitindo a compartimentalizacao de leveduras
dentro dos géis de emulsdo e, também, microesferas de XG gelificados com auxilio de emulsdes
de Pickering.

Palavras-chave: Emulsdo dgua em agua. Pickering. Saccharomyces cerevisiae. Gelificagao.
Polissacarideos.



ABSTRACT

Colloidal dispersions formed by hydrophilic macromolecules can behave similarly to
conventional emulsions, exhibiting incompatibility between components and resulting in
separation into distinct phases. Separation can occur either associatively or segregatively,
during which droplets from one phase disperse in another. Amylopectin (AMP) and xyloglucan
(XG) are polysaccharides can exhibit a unique behavior, forming emulsions known as water-
in-water emulsions. The concentration of these emulsions is governed by a phase diagram,
which determines the conditions under which emulsions of AMP in XG are obtained or vice
versa. The stabilization of these systems enables their application in various research fields,
including biomedical, pharmaceutical, cosmetic, and food industries, due to their properties
such as biocompatibility, ease of handling, and low cost. Traditional surfactants, such as those
used in oil-water emulsions, cannot be used for stabilization, making the process even more
intriguing and enabling surfactant-free formulation. A viable alternative is to use particles or
gelation of one or both phases. The use of particles creates a physical barrier at the interface
between the phases, covering the dispersed droplet and preventing it from coalescing. This
stabilization process generates Pickering emulsions. Microorganisms, such as yeast cells (S.
cerevisiae), are a promising option due to their unique cell wall structure and importance in the
food industry. Gelation can be achieved using specific enzymes, such as -galactosidase, which
removes galactose groups from XG, resulting in a gel. This thesis explores two approaches: the
use of yeast in various salt conditions to form Pickering emulsions, and enzymatic gelation to
form stable gel emulsions. The two mechanisms were combined, resulting in the
compartmentalization of yeast within emulsion gels and XG microspheres gelled with the aid
of Pickering emulsions.

Keywords: Water-in-water emulsion. Pickering. Saccharomyces cerevisiae. Gelation.
Polysaccharides.
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1 INTRODUCAO

1.1 EMULSOES

Emulsdes podem ser classificadas como sistemas coloidais termodinamicamente
instaveis (metaestaveis) formados por dois liquidos imisciveis entre si (MCCLEMENTS, 2004).
Quando misturados, ha formacao de goticulas de um liquido (fase dispersa ou interna) em outro
liquido (fase continua ou externa). Emulsdes com goticulas de dleo dispersas em agua sao
classificadas como 6leo em dgua (O/A), onde o 6leo ¢ a fase dispersa e a dgua, a fase continua.
O oposto, com dgua dispersa em 06leo, ¢ denominado emulsdo 4gua em 6leo (A/O). Além dessas,
existem emulsdes multiplas, como A/O/A e O/A/O (SCHRAMM, 2016). A FIGURA 1 ilustra

a classificacao das emulsdes de acordo com sua fase dispersa.

FIGURA 1 - CLASSIFICACAO DAS EMULSOES DE ACORDO COM A FASE DISPERSA. EMULSOES
CONVENCIONAIS SAO FORMADAS POR MISTURAS ENTRE AGUA E OLEO, ENQUANTO AS NAO
CONVENCIONAIS SAO FORMADAS POR EMULSOES AGUA EM AGUA, OLEO EM OLEO OU
EMULSOES MULTIPLAS.

-
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FONTE: O autor (2024).

As emulsdes formadas por Oleo e agua, amplamente utilizadas na industria de
alimentos, cosméticos e farmacéutica, podem ser classificadas como “convencionais”. Por
outro lado, as emulsdes “nao convencionais” incluem: emulsdes dgua em agua (A/A), que sao

formadas por misturas de polimeros hidrofilicos incompativeis; emulsdes de Oleos com
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solventes polares; e emulsdes entre fases oleosas (O/O), originadas de misturas de polimeros
incompativeis, mas dispersiveis em oleos. Emulsdes multiplas, como agua em agua em agua
(A/A/A) e as formadas por agua e 6leo (A/O/A ou O/A/A), também sdo consideradas como nao

convencionais (HAZT et al., 2023).

A estabilidade das emulsoes refere-se a capacidade de manter suas propriedades ao
longo do tempo, sem sofrer separagdo de fases ou alteragdes significativas em suas
caracteristicas fisico-quimicas. Emulsdes mais estaveis demonstram uma menor variagao
nessas propriedades, garantindo uma maior durabilidade e eficacia do sistema emulsificado

(SCHRAMM, 2016).

No caso das emulsdes formadas entre dgua e 6leo, a estabilidade pode ser alcangada
através de moléculas anfifilicas, as quais possuem grupamentos polares com alta afinidade por
dgua e grupamentos apolares com afinidade por 6leo. Essas moléculas se posicionam na
interface dgua-oleo, reduzindo a tensdo interfacial e formando uma barreira fisica que impede

a coalescéncia das goticulas (MCCLEMENTS, 2004).

A estabilizag@o pode ser abordada sob os aspectos termodindmicos e cinéticos. Sob a
perspectiva da termodindmica, as emulsdes podem ser interpretadas de acordo com a equacao

(1) (COSGROVE, 2010).

AsG = AG —TA:S (1)

Onde AfG representa a energia livre de formagdo, A;G € a energia interfacial do
sistema, T a temperatura € AcS a variagdo de entropia configuracional. Quando AsG < 0, o
sistema € considerado termodinamicamente estavel. Por definicdo, a energia interfacial € igual
ao produto da variagdo da area (AA) pela tensao interfacial do sistema (y). A equacao (1) pode,

portanto, ser reescrita como descrita na equacao (2):

ArG = yAA— TA.S (2)

A entropia configuracional, por sua vez, ¢ descrita pela equacao (3). Onde n representa
o numero de goticulas na emulsdo, & ¢ a constante de Boltzmann e ¢, a fragao volumétrica da

fase dispersa (COSGROVE, 2010).
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—nk
85 = —5=(#lng + (1= $)in(1 - $) 3

A tensao interfacial varia de acordo com a equagao (4), onde y,, representa a tensao
interfacial em superficies planas e y, ¢ a menor tensdao interfacial alcancada quando a

monocamada de surfactantes estd na curvatura 6tima de raio 6timo, Ry (MCCLEMENTS,

2012).

(Ry — R)?

— 4
Ry? — R? (4)

Y= Yo+ Yoo — ¥0)

Ajustando as condi¢des do surfactante nas dispersdes ¢ possivel alcancar um valor
minimo de tensdo interfacial, tornando o termo yAA da equacdo (2) muito pequeno ainda que
AA seja positivo. Somado a isso, o nimero de goticulas, n, no processo de emulsificacdo
sempre aumenta, o que faz do termo A.S positivo. Tudo isso pode gerar valores de AfG muito

baixos, permitindo emulsdes estdveis termodinamicamente, conhecidas como microemulsdes

(SAIFULLAH; AHSAN; SHISHIR, 2016).

A estabilidade cinética, por sua vez, pode gerar um sistema metaestavel mesmo em

situagdes cuja termodinamica preveja instabilidade.

Um sistema formado entre dgua e 6leo, na auséncia de estabilizantes, tende a manter
seu estado de menor energia com fases distintas entre os componentes. Quando esse sistema ¢
agitado, podem ser formadas nano ou macroemulsodes, que apresentam um nivel de energia mais
alto. O sistema tende, portanto, a separar as fases para minimizar sua energia. No entanto,
surfactantes podem impedir a coalescéncia ao criar uma barreira fisica (impedimento estéreo)
ou eletrostatico entre as goticulas. Isso leva a um estado de metaestabilidade, governado pela
energia de ativacdo(AG™). A FIGURA 2 ilustra os niveis de energia livre de formagdo (AfG)

dos sistemas emulsionados.

Ao contrario de nano e macroemulsdes, microemulsdes podem ser formadas
espontaneamente, uma vez que sua energia livre ¢ menor que em sistemas com fase separadas.
Na pratica, € necessario fornecer o minimo de energia (temperatura ou agitagdo) para vencer a

barreira cinética (AG™) que separa os dois estados. Para macro ou nanoemulsdes, a aplicagao
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de energia ¢ essencial para sua formacdo, uma vez que sdo sistemas termodinamicamente

instaveis (MARIYATE; BERA, 2022; SAIFULLAH; AHSAN; SHISHIR, 2016).

FIGURA 2 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA ENERGIA LIVRE DE MICRO, NANO E
MACROEMULSOES. OS SISTEMAS SAO MANTIDOS METAESTAVEIS ATRAVES DA ENERGIA DE
ATIVACAO (AGY).

A
D
o —
>
4 e Nano ou
-% Macroemulsao
E ' Termodinamicamente
LU Instavel
Fases
Separadas
Termodinamicamente
. . Estavel
Microemulséo
Termodinamicamente
Estavel

FONTE: O autor (2024).

As goticulas dispersas estdo em constante movimenta¢do devido ao movimento
browniano, que resulta do choque constante com moléculas do meio continuo, além de
influéncia da gravidade ou forgas externas. A colisdo depende de suas interagdes e pode levar a
separacdo de fases. Como descrito anteriormente, a utiliza¢do de surfactantes pode diminuir a
tensdo interfacial até valores minimos que garantam a estabilidade termodindmica de
microemulsdes. No caso de nano e macromulsdes, a utilizacao de surfactantes pode formar uma
barreira fisica que evita a unido das goticulas e, consequentemente, evita a separacao de fases

através da estabilidade cinética.

Na FIGURA 3 sao ilustrados os principais mecanismos de separagdo de fases em
emulsdes. A cremeacdo e sedimentagdao (FIG. 3A e B) sdo processos decorrentes de forgas
externas, como a forca gravitacional. Se a densidade da fase dispersa for menor que da continua,
as goticulas tendem a ficar na por¢do superior da mistura, caso contrario, as goticulas

sedimentam.
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FIGURA 3 - PRINCIPAIS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA SEPARACAO DE FASES DE EMULSOES:
CREMEACAO (A), SEDIMENTACAO (B), FLOCULACAO (C), ENVELHECIMENTO DE OSTWALD (D)
E COALESCENCIA (E).

Mecanismos de separagao de fases

o N N N
N——— N— N
< ) (OO 3 ( )
i T 5 >
- -l il -
N’ N—’ N’
A B C D E

FONTE: O autor (2024).

A velocidade de movimentacao de uma goticula da fase dispersa pode ser descrita pela

lei de Stokes, descrita na equacao (5).

297%(pq-
y = 297" (Pa-pc) )
M

Onde v representa a velocidade (cremeagdo ou sedimentacao), g a forga gravitacional,
r oraio da goticula da fase dispersa, a diferenga entre as densidades da fase dispersa e continuas
¢ dada por (ps_p.) € 1. representa a viscosidade da fase continua (MCCLEMENTS, 2004).

E possivel notar que a velocidade de cremeacdo ou sedimentagdio é inversamente
proporcional a viscosidade da fase continua. Ou seja, a separacdo de fases pode ser atrasada
com o aumento da viscosidade das emulsdes, que impacta em uma movimentagdo mais lenta
da fase dispersa, estabilizando assim o sistema.

A floculagdao (FIG. 3C) ¢ um fendmeno no qual as goticulas dispersas formam
pequenos ou grandes aglomerados, podendo apresentar interacdes fortes ou fracas. O potencial
de interacdo pode ser descrito através da teoria de Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeek

(DLVO), descrita na equagao (6) (SAIFULLAH; AHSAN; SHISHIR, 2016).

Uwpy(r) = Ugey(r) + U (1) (6)
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Onde U (1) e U (1) representam, respectivamente, a energia eletrostatica e estérea

entre as goticulas em fun¢do de sua distancia (7). A somatoria desses componentes resulta na

energia total das goticulas dispersas U (1) (KHEDR; STRIOLO, 2019).

A presenca dos aglomerados formados na floculagdo pode acarretar mudancas visuais
nas emulsdes, assim como na cremeagao.

O envelhecimento de Ostwald ocorre devido a diferenca de solubilidade da fase
dispersa. De maneira geral, a solubilidade aumenta ao passo que o raio diminui, ou seja,
goticulas menores tendem a diminuir cada vez mais ¢ se difundem em goticulas maiores,
diminuindo a area interfacial total (SAIFULLAH; AHSAN; SHISHIR, 2016). A teoria de
Lifshitz-Slyzov-Wagner (LSW) descreve a taxa de envelhecimento de Ostwald, conforme
descrito na equagao (7):

_dr} 8yS; Dy,

crit.

“c= T4t T 9RT (7)

Onde 7,,;+ € o raio da fase dispersa que nao apresenta alteracdo de tamanho, se a fase
dispersa apresentar raio < 7., a goticula diminui e caso contrario, aumenta. S ;q ¢ a
solubilidade, no equilibrio, da fase dispersa e D, sua difusibilidade no meio. V;, representa a
fracdo volumétrica da fase dispersa. R ¢ a constante universal dos gases e T, a temperatura
SAIFULLAH; AHSAN; SHISHIR, 2016).

Por fim, a coalescéncia estd relacionada com a quebra do filme liquido fino que separa
as goticulas. Ela pode ocorrer em emulsdes sedimentadas ou cremeadas e resulta em goticulas
cada vez maiores que colapsam e retornam a emulsdo em seu estado inicial (SCHRAMM, 2016;

TADROS, 2016).

1.2 EMULSOES AGUA EM AGUA

Dispersdes coloidais formadas por macromoléculas podem ser incompativeis entre si,
promovendo misturas com separagdo de fases, assim como as emulsdes convencionais. Os
primeiros relatos desses sistemas datam do final do século XIX, com os trabalhos de Beijerinck,
utilizando misturas entre gelatina e amido que, dispersos em agua, ap6s determinado periodo,
separavam-se em fases distintas. Tais sistemas s3o denominados como “sistemas bifasicos

aquosos”, também conhecidos ATPS, do inglés “Aqueous Two Phase Systems”, amplamente
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estudados para aplicacdes biologicas, como precipitacdo e isolamento de proteinas e outros
polimeros em matrizes aquosas (HATTI-KAUL, 2008). Atualmente, o termo “emulsdes dgua
em agua (A/A)” é amplamente aceito na literatura para designar tais sistemas (ESQUENA,
2016). Além disso, misturas bifasicas aquosas apresentam semelhangas com emulsdes
convencionais, como as compostas entre 6leo e d4gua. H4 formacgdo de goticulas de uma fase
dispersa em uma continua e por fim, separacao de fases.

A FIGURA 4 ilustra a formagao de emulsdes dgua-em-agua (A/A) a partir de misturas
bifasicas de polimeros hidrofilicos. Na separagdo segregativa, um dos polimeros forma a fase

dispersa e o outro, a fase continua, assemelhando-se a emulsdes convencionais.

FIGURA 4 - REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DE EMULSOES AGUA-EM-AGUA (A/A) FORMADAS
POR SISTEMAS BIFASICOS AQUOSOS (ATPS), DESTACANDO SEI?ARACC)ES DE FASES
SEGREGATIVAS, ASSOCIATIVAS E PRECIPITACAO DE POLIMEROS (A e B).

Sistema Bifasico Aquoso

Emulsao o
AA Separagéo Separagao Precipitagéo:
Segregativa Associativa Sal + Polimero

Polimero A

@)

Polimeros
A+B Precipitado

Polimero B

Polimero A Polimero B
Fase Fase
Continua Dispersa

FONTE: O autor (2024).

A mistura entre dois biopolimeros, dispersos em agua, pode gerar uma ou duas fases,
macroscopicamente. Em sistemas com apenas uma fase, ambas macromoléculas podem existir
como complexos ou simplesmente dispersos em agua, em baixas concentragdes. Por outro lado,
em maiores concentracdes, sistemas bifasicos podem ser observados através de dois
mecanismos fisico-quimicos distintos, conhecidos como separacao associativa ou separagao
segregativa (CHAO; SHUM, 2020).

A separagdo associativa ¢ relacionada a atracdo entre dois biopolimeros, com cargas
opostas por exemplo. Como resultado, uma fase ¢ composta majoritariamente por
macromoléculas, conhecida como coacervado ou precipitado, separada da agua. Por outro lado,

na separacgao segregativa, os biopolimeros apresentam repulsdo um do outro. Nesse caso, cada
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fase ¢ rica em um biopolimero. A repulsdo ¢ resultado de cargas opostas, no caso de
macromoléculas neutras a repulsdo pode ser resultado do efeito de exclusdo estérea
(MATALANIS; JONES; MCCLEMENTS, 2011).

O diagrama de fases ¢ uma ferramenta indispensavel em se tratando da avaliacdo e
aplicagdo de emulsdes A/A. Sua representagdo esquematica ¢ ilustrada na FIGURA 5. Em
baixas concentragdes de biopolimeros ndo ha formacdo de emulsdo e macroscopicamente a
mistura ¢ monofasica (a), em concentragdes maiores, demarcada pela linha binodal (b) ha
formagdo de duas fases. A regido bifasica fornece detalhes sobre fases dispersas (c e d),
separadas por uma linha na qual sdo encontradas emulsdes bicontinuas, com composi¢des 50:50
(v/v). Na regido bifasica, sdo identificadas as linhas de amarracdo (f), que fornecem
informacdes sobre a composicdo das fases separadas e indicam que a tensdo interfacial
permanece constante ao longo das mesmas (HATTI-KAUL, 2008).

Outra caracteristica unica de emulsdes A/A ¢ sua tensdo interfacial extremamente
baixa, podendo variar entre 1072a 10 mN m™', o que representa 3 a 5 ordens de magnitude que
interfaces como O/A (ESQUENA, 2016; IQBAL et al., 2016). Valores tao baixos de tensao
tornam o método de quantificacdo mais dificil, entretanto € possivel através de técnicas como

retragdo da gota (BALAKRISHNAN et al., 2012; DING et al., 2002; FREITAS et al., 2016).

FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UM DIAGRAMA DE FASES PARA EMULSOES
AGUA EM AGUA. A REGIAO MACROSCOPICAMENTE MONOFASICA (A) NAO APRESENTA
SEPARACAO DE FASES EM CONCENTRACOES ABAIXO DAS DETERMINADAS PELA LINHA
BINODAL (B). EMULSOES BICONTINUAS SAO ENCONTRADAS NA LINHA 50:50 (E) QUE DIVIDE
DUAS REGIOES BIFASICAS (C e D) NA REGIAO BIFASICA AS LINHAS DE AMARRACAO (F).

Legenda
Regiao monofasica
Binodal
Fase dispersa: B
Fase dispersa: A

Bicontinua (50:50)

% Biopolimero B

©

OEEEE®

Linha de amarragéo

CANR NN

% Biopolimero A

FONTE: O autor (2024).



24

A velocidade de separacdao de fases em emulsdes ¢ influenciada pela viscosidade e
densidade das fases, conforme descrito pela lei de Stokes, detalhada na equagdo (5). Em
sistemas de polimeros com fases dispersa e continua de densidades proximas, a diferenca de
densidade (p4_p.) € baixa, resultando em uma velocidade de sedimentacdo ou cremeagdo mais
lenta. Portanto, em emulsdes dgua-em-agua, a separagao de fases pode levar horas ou até dias
para ser completada (VIS; ERNE; TROMP, 2016).

A regido da interface entre emulsdes A/A ndo ¢ bem definida como O/A, por exemplo,
podendo apresentar espessura proéxima do comprimento caracteristico biopolimeros que a
compde (ESQUENA, 2016). Por esse motivo, moléculas de surfactantes ndo adsorvem a
interface. Assim, a estabilidade frente a separagao de fases ¢ o maior desafio em sistemas A/A.
Entre as alternativas, existe a possibilidade de utilizagdo de particulas ou complexacao,
associacdo e precipitacdo de macromoléculas na interface, com objetivo de criar barreiras
fisicas, evitando a coalescéncia (ESQUENA, 2023).

Uma alternativa viavel para estabilizar emulsdes ¢ a gelificagdo da fase continua, o
que restringe a movimentacdo das goticulas da fase dispersa e previne a coalescéncia.
Alternativamente, a gelificagcdo da propria fase dispersa também pode ser empregada para evitar
a coalescéncia das goticulas. Ambas as abordagens melhoram a estabilidade das emulsdes,

oferecendo solugdes eficazes para a prevengao da separacdo de fases (ABDULLAH et al., 2022).

1.2.1 Estabilizagdo por particulas

O primeiro estudo que observou particulas soélidas em interfaces de emulsdes e
espumas foi relatado por Ramsden (1903), seguido de Pickering (1907), dando origem ao termo
“emulsdes de Pickering” ou “emulsdes de Ramsden-Pickering”. A adesdo de particulas na
interface da fase dispersa evita que as goticulas coalescam devido a barreira fisica ou
eletrostatica criada durante o revestimento.

A FIGURA 6 ilustra possibilidades de estabilizagdo com particulas esféricas, nem toda
interface precisa estar recoberta, forgas repulsivas ou o impedimento estéreo podem garantir a
estabilidade evitando a proximidade das goticulas (FIG. 6B). E, dependendo das caracteristicas
das particulas utilizadas, podem ser formadas redes entre elas (FIG. 6C), garantindo a

estabilizacao do sistema (BINKS; HOROZOYV, 2006).
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FIGURA 6 - EMULSOES ESTABILIZADAS POR MECANISMOS DE PICKERING: PARTICULAS NA
INTERFACE CRIAM BARREIRA FiSICA (A), RECOBRIMENTO PARCIAL (B) OU REDES ENTRE
GOTICULAS (C). AENERGIA DE ADSORCAO E CALCULADA A PARTIR DO RAIO (R) DA GOTICULA
E DO ANGULO DE CONTATO (8) COM A INTERFACE ENTRE AS FASES 1 E 2 (D).

Fase 2

FONTE: Adaptado de Binks e Horozov (2006).

O mecanismo que mantém a particula aderida ou ndo a interface ¢ a variacao de sua

energia livre (AG), representada pela equagao (8).

AG = TR?*y,,(1 — | cos B])? (8)

A energia livre leva em consideragdo o raio da particula esférica (R), a tensdo
interfacial entre as fases (y;2) € o angulo de contato (#) entre a particula e uma das fases
(NICOLAI; MURRAY, 2017).

A unidade de medida usual de AG ¢ dada em kgT, ou seja, pelo produto da constante
de Boltzmann (kg) pela temperatura (T). A 298 K, essa energia vale 4,11x1072'J. Valores de AG
acima de 20 kgT indicam boa adesdao (BINKS; HOROZOYV, 2006). Para alcancar tal valor, ¢
necessario que uma particula esférica de, no minimo, 160 nm esteja aderida a 90° em uma
interface que apresente 1 uN m™.

Existe uma imensa variedade de particulas que podem ser utilizadas como

estabilizantes, variando sua origem, morfologia, carga, composi¢ao etc. (BINKS, 2017;
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MURRAY; PHISARNCHANANAN, 2016; PICHOT et al., 2014). Sua escolha depende das
propriedades almejadas para a emulsao.

Vale destacar que a estabilizagdo pode ser alcangada com particulas de origem natural
e biodegradavel com proteinas, proveniente de leguminosas, polissacarideos como celulose,
quitosana e amido, além de minerais e polimeros sintéticos biodegradaveis. Tais particulas
apresentam vantagens como seguranga, sustentabilidade, eficiéncia além de serem altamente
versateis (CALABRESE et al., 2018).

A estabiliza¢do por mecanismos de Pickering permite varias aplicacdes das emulsdes
A/A. Celik et al (2019), por exemplo, utilizaram emulsdes de dextrana em poli(6xido de etileno)
(PEO), estabilizada com particulas de proteina para formar clusters contendo queratindcitos
microencapsulados na fase dispersa, que também pode ser utilizada como microrreatores na
area de biotecnologia, como explorado por Cacace et al. (2015), em emulsdes de dextrana em
polietilenoglicol (PEG), mimetizando microcompartimentos para mineralizagdo enzimatica de
carbonato de calcio. O mesmo sistema, dextrana/PEG, pode ser utilizado para encapsular
farmacos, como pregabalina (AYDIN; KIZILEL, 2017).

Binks et al. (2005) exploraram o uso de esporos de Lycopodium clavatum como
particulas para estabilizar emulsdes, tendo em vista sua capacidade de adsor¢do na interface
entre 0leo e agua. Esporos sdo estruturas reprodutivas unicelulares produzidas por alguns
organismos como fungos e plantas, sendo reconhecidos também por sua seguranca que permite
seu uso para microencapsulacao de farmacos (KHANN et al., 2023; MUNDARGI et al., 2016).
As cépsulas de exinas esporopolenina, extraidas de L. clavatum, também podem ser utilizadas
como particulas para estabilizagdo de emulsdes A/A (SOTO-AGUILAR et al., 2024). Sua
caracteristica hipoalergénica as torna especialmente atrativas para aplicacdes em cosméticos ou
alimentos.

Microrganismos também demonstram grande potencial para aplicagdo em emulsdes
de Pickering. Chen et al. (2015) modificaram a superficie de Alcaligenes faecalis, dopando com
oxido de ferro, e as utilizaram na interface de emulsdes O/A para realizar catalise interfacial de
mandelonitrilo, composto hidrofébico que fica na fase oleosa, em acido mandélico, que por ser
hidrofilico particiona para fase aquosa dispersa. As bactérias, recobertas pelo 6xido de ferro,
sdo recuperadas no fim da reagdo, facilitando sua reutilizacdo. Emulsdes A/O também podem
ser estabilizadas por Mycobacterium neoaurum para biocatéalise do colesterol em subprodutos
que podem ser utilizados como intermediarios da producao de esteroides e outros compostos

de importancia industrial (XIE et al., 2021). Por fim, emulsdes A/A também merecem destaque
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na area de alimentos e suplementos, como demonstram Ruan et al. (2023), ao encapsular
microrganismos probioticos, como Lactocabillus plantarum em emulsdes de dextrana em
hidroximetilpropilcelulose (HPMC), resistentes ao meio acido e melhorando a prote¢do em
ambientes gastrointestinais, apos secagem por spray dryer.

Probidticos podem ser definidos como “microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro” (HILL
et al., 2014). Durante a passagem no trato gastrointestinal, os microrganismos, podem ser
submetidos a ambientes severos, como meio acido encontrado no estdmago, reduzindo sua
viabilidade. Uma maneira de contornar esse problema e aumentar sua eficiéncia ¢ através do
microencapsulamento com emulsdes de Pickering (HAJI et al., 2022).

Emulsdes agua-em-agua (A/A) ndo apenas oferecem a vantagem de serem livres de
gorduras, mas também podem ser formadas a partir de polissacarideos encontrados em

alimentos, o que as torna ainda mais atrativa para essa aplicacdo (ESQUENA, 2023).

1.2.2 Estabilizagdo por gelificacao

Outra maneira viavel de alcancar a estabilizagdo de emulsdes A/A ¢ através da
formacdo de uma emulsdo em gel, também denominada “emulgel”, ¢ uma matriz gelificada
contendo uma dispersao na qual uma ou mais fases formam redes, resultando em uma textura
semissolida. (ABDULLAH et al., 2022). A formacao dessas estruturas ocorre pela adi¢ao de
um agente gelificante a emulsdo, que se auto-organiza para formar uma rede tridimensional
reticulada. A gelificacdo pode ocorrer tanto na fase continua quanto dispersa, sendo induzida
por diferentes métodos como aquecimento, variacao de pH, enzimas, adi¢ao de sal, entre outros
(WU et al., 2021).

Emulsodes A/A, formadas por PEO e dextrana, por exemplo, podem ser estabilizadas
com nanoparticulas de silica negativamente carregadas. As particulas se adsorvem na interface
do sistema e interagem preferencialmente com PEO, gelificando-o em condi¢des adequadas,
sendo como fase continua, formando gel, ou fase dispersa, formando beads (SHEKHAR et al.,
2023). Particulas formadas por gliadina e amido também podem ser utilizados para gelificacao
de emulsdes de Pickering. Elas aderem a interface do 6leo disperso na d4gua formando uma rede
tridimensional que gelifica a emulsdo. Além disso, os géis se demonstram estdveis em meio
acido, sugerindo a protecao de bioativos em ambiente estomacal e melhorando a entrega em

meio intestinal (SONG et al., 2023).
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Utilizando nanocristais de celulose, a estabilidade de emulsdes também pode ser
alcangada, as quais aglomeram frente adicdo de cloreto de sodio. Eles podem estabilizar por
mecanismos de Pickering e, quando em excesso na fase continua, podem gelificar a emulsao
como um todo (AYED et al., 2018) ou apenas na interface das goticulas da fase dispersa (ZHOU
etal., 2023).

Neste trabalho as duas abordagens estabilizacdo citadas foram utilizadas. As emulsdes
de Pickering foram avaliadas na presenc¢a de células de levedura, Saccharomyces cerevisice e a
gelificagdo foi realizada através da enzima [B-galactosidase, ambos serdo detalhados a seguir,

bem como os demais componentes da emulsdo: amilopectina (AMP) e xiloglucana (XG).

1.3 EMULSOES ENTRE AMILOPECTINA (AMP) E XILOGLUCANA (XG)

A mistura entre os polissacarideos, ndo-idnicos, de origem natural, AMP e XG, podem
ser utilizados para formacao de emulsdes A/A (FREITAS etal., 2016; HAZT et al., 2020; PIRES
etal., 2023).

Os carboidratos sao os polissacarideos mais abundantes da Terra, dada sua importancia
nutricional como fonte de energia tanto para organismos autotréficos quanto heterotroficos. A
AMP, assim como amilose, ¢ um polissacarideo presente no amido. Destacando-se como
biomaterial por possuir caracteristicas além da abundancia como baixo custo, ndo-toxicidade e
biodegradabilidade (APRIYANTO; COMPART; FETTKE, 2022). Sua estrutura ¢ composta por
unidades de a-D-glucose, conectadas por ligagdes 1 — 4 formando a cadeia principal, com
ramificagdes formadas por ligagdes 1 — 6, como ilustra a FIGURA 7. Sua massa molar pode
variar entre 10”7 ¢ 10° g mol™' (BERTOFT, 2013; SMITH, 2001).

A XG também ¢ um polissacarideo de reserva presente em espécies vegetais como o
Tamarindo (Tamarindus indica), Jatobd (Hymencea courbaril), dentre outras. Conforme
ilustrado na FIGURA 8, sua estrutura ¢ composta por uma cadeia linear de B-D-glucose, com
ligagcdes 1 — 4, apresentando o-D-xilose em ligagdes 1 — 6, podendo apresentar unidades de
B-D-galactose com ligacdes 1 — 2 na xilose (SCHULTINK et al., 2014). Esse biopolimero
apresenta caracteristicas como mucoadesividade, biocompatibilidade, além de ser passivel a
gelificagdo (KULKARNI et al., 2017). Formulagdes farmacéuticas baseadas em XG estdo
ganhando notoriedade em diversas aplicagdes como rotas para carreamento de farmacos

(DUTTA; GIRI; GIRI, 2020; KUMAR et al., 2017; MAHAJAN et al., 2012).
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FIGURA 7 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA AMILOPECTINA. A CADEIA

PRINCIPAL E FORMADA POR UNIDADES DE 0-D-GLUCOSE, COM LIGACOES 1 — 4 E
RAMIFICACOES EM 1— 6, EM LARANIJA.
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FONTE: Adaptado de Smith (2001).
FIGURA 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA XILOGLUCANA. A CADEIA
PRINCIPAL E FORMADA POR UNIDADES DE GLUCOSE, COM LIGACOES 1 — 4, EM PRETO,

APRESENTANDO RAMIFICACOES COM XILOSE EM | — 6, REPRESENTADO EM VERMELHO, COM
ALGUMAS SUBSTITUICOES COM GALACTOSE EM XILOSE, EM LIGACOES 1 —2, EM AZUL.
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FONTE: Adaptado de Park e Cosgrove (2015).

Além disso, a XG ¢ considerada uma fibra dietética, ou seja, nao ¢ digerivel e nao
atravessa membrana intestinal. E reconhecida, também, por estimular o crescimento e atividade

de bactérias benéficas no intestino, o que promove a satude intestinal (ESQUENA-MORET,



30

2022). As fibras dietéticas passiveis de degradagdo na microbiota intestinal, principalmente por
lactobacilos e bifidobactérias, sdo consideradas prebioticos. As fibras degradadas por esses
microrganismos produzem acidos graxos de cadeia curta, os quais sdo rapidamente absorvidos,
através do colon, para corrente sanguinea, importantes para producdo de energia e
funcionamento adequado do organismo (BAMIGBADE et al., 2022).

Estudos sugerem que a XG apresenta efeitos muito benéficos na satde intestinal,
alterando significativamente a microbiota. Durante sua fermentacdo hd uma produgdo
expressiva de acidos graxos de cadeia curta, além da modulagdo da microbiota (MORO
CANTU-JUNGLES et al., 2019). Outros beneficios relatados incluem a regulacdo do acticar e
lipideos no sangue, além de protecdo da mucosa intestinal (CHEN et al., 2020).

Estudos in-vivo demonstram que a suplementagdo com XG em camundongos
alimentados com dieta rica em gordura auxilia na perda de peso, além de melhorar o pertil
lipidico, reduzindo os niveis de triglicerideos, colesterol total e lipideos hepaticos, quando
comparados com o grupo controle (CHENG et al., 2020). A reducdo de distirbios metabolicos
também foi relatada por Zhu et al. (2023), que observaram a redu¢ao de inflamacao no figado
e potencial efeito antioxidante com a suplementacao de XG.

Os beneficios da XG em dietas controladas estdo alinhados com uma das propostas
das emulsdes agua-em-agua (A/A): a criagdo de alimentos sem gordura.

A mistura entre os polissacarideos, AMP e XG, dispersos em agua, pode apresentar
separacao de fases completa apds determinado periodo, entre horas e dias, dependendo das
concentragdes de ambos os componentes, determinadas pelo diagrama de fases, ferramenta
indispensavel para concepcdo e aplicagdo das emulsdes formadas (FREITAS et al., 2016;
HAZT et al., 2020; PIRES et al., 2023). E possivel distinguir concentragdes nas quais a XG
serd fase continua ou dispersa, bem como regioes de bicontinuidade (linha 50:50) e linhas de
amarracdo destacando propriedades semelhantes ao longo dela, como a mesma tensdo
interfacial do sistema. O diagrama desse sistema foi descrito por Hazt et al. (2020) e sera

detalhado ao decorrer desse trabalho.
1.4 ESTABILIZACAO DE EMULSOES DE AMILOPECTINA E XILOGLUCANA
Emulsoes entre AMP e XG podem ser estabilizadas por microgéis de B-lactoglobulina

(BLGm), que apresentam maior afinidade por AMP em pH acima de 5 e pela XG, em pH mais

baixo. A estabilizagdo ocorre devido a adsor¢do de XG nos microggis, iniciando em pH abaixo
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de 5,5. O efeito da morfologia de BLGm foi explorada por Hazt et al. (2020). Em pH menor 5,
os microgéis estabilizam as emulsdes e em pH mais alto a interagdo com AMP induziu a
formacao de gel, por outro lado, as nanofibrilas estabilizaram as emulsdes em diferentes valores
de pH, evidenciando a importancia da morfologia.

A celulose também pode ser utilizada para estabilizagdo de emulsdes entre AMP e XG.
A hidrolise acida da celulose microcristalina pode resultar em nanocristais de celulose em forma
de bastao com alomorfo do tipo I, similar ao encontrado na celulose nativa. Tais nanocristais
apresentam interagcdo preferencial com a XG, o que resulta na formacao de géis estaveis. Por
outro lado, a celulose mercerizada pode ter sua morfologia alterada para uma forma esférica e
para o alomorfo do tipo II, que interage menos com a XG, mas estabiliza as emulsdes por meio
do efeito Pickering (PIRES et al., 2023).

Como exposto, emulsdes A/A podem ser estabilizadas por particulas ou gelificacao de
uma das fases. Para emulsdes A/A, esse trabalho aborda duas metodologias para estabilizagao:
com leveduras, através do uso de células de S. cerevisiae inativadas e gelificagdo enzimatica da
XG. A escolha de utilizar células de levedura foi motivada ndo apenas por sua significativa
importancia comercial, mas também pelos potenciais beneficios que podem oferecer como
suplemento alimentar para a saude humana. Além disso, a estabilizagdo por meio da gelificacdo
enzimatica reforca a viabilidade de sua aplicagdo em alimentos, explorando novas texturas e

possibilitando a criacdo de emulsdes livres de gordura.

1.4.1 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, em sua maioria pertencentes a ordem
Saccharomycetales. A espécie mais conhecida € a Saccharomyces cerevisice, muito utilizada em
processos fermentativos na industria de alimentos (PARAPOULI et al., 2020). A complexidade
da arquitetura de sua parede celular surgiu de acordo com estudos genéticos, moleculares e
bioquimicos, que conduziram a descoberta de varias interconexdes entre 0s varios componentes
da parede celular, levando a complexos macromoleculares (OSUMI, 1998).

Além de fornecer uma barreira resistente, os componentes da parede celular regulam
propriedades como pressdo osmotica, acessibilidade molecular e interagdes entre célula-célula
e célula-ambiente (SMITS et al., 1999). Todas essas caracteristicas podem ser atribuidas a sua

complexa composicao macromolecular que varia de acordo com o ambiente, respondendo as
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variagoes de temperatura, pH e forca ionica, por exemplo. A FIGURA 9 ilustra os principais

componentes da parede celular das leveduras, bem como sua estrutura.

FIGURA 9 - REPRESENTACAO DA PAREDE CELULAR DE LEVEDURAS, COMPOSTA POR CAMADAS
EXTERNAS, CONTENDO MANANAS COM LIGACOES COVALENTES POR LIGACOES DISSULFETO,
GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI) OU PROTEINAS DE REPETICAO INTERNA (PIR) E UMA
CAMADA INTERNA, COMPOSTA POR GLUCANAS E QUITINA.
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FONTE: Adaptado de Yammine et al. (2022).

Entre a membrana plasmatica e a camada interna, constituida principalmente de B-
glucanas (acima de 60 % da massa seca) e quitina ha um espago periplasmatico. A camada
externa €, majoritariamente, formada por mananas, as quais podem apresentar ligacdes
covalentes sendo conhecidas como proteinas da parede celular (CWP, do inglés Cell Wall
Protein), podendo ser classificadas de acordo com seu tipo de ligacdo: GPI-CWP, mananas
ligadas a grupamentos glicosilfosfatidilinositol (GPI), ligados por ligagdes de dissulfeto e
ligagcdes com proteinas de repeticao interna (PIR, do inglés Protein with Internal Repeats)
(YAMMINE et al., 2022).

Em 1970, Srivastava et al., apontaram que microrganismos (células de levedura) atuam
como particulas estabilizantes em emulsdes de Pickering durante a fermentacdo de
hidrocarbonetos. Ao utilizar células secas, foi possivel estabilizar emulsdes com mais de 85%
(v/v) de fase oleosa, devido as propriedades hidrofilicas da membrana celular. Além disso, foi
notada uma redugdo significativa na tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua. Por outro lado,
Nejadmansouri et al. (2023) notaram que, entre 19 microrganismos probioticos avaliados, a

levedura apresentou baixa estabilidade devido as suas propriedades hidrofilicas. Entretando a
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parede celular pode ser modificada, como propuseram Zhu et al. (2014) ao modificar a
superficie de leveduras com 4acido oleico, tornando-as hidrofobicas para estabilizar emulsdes
A/O por efeito Pickering. Firoozmand e Rousseau (2016) utilizaram leveduras inativadas
termicamente para preparar emulsdes com apelo “totalmente natural” em emulsdes com fase
oleosa acima de 80 % (v/v), estdveis por mais de 4 meses.

Em emulsdes A/A, entre gelatina e maltodextrina, a utilizacao de bactérias e leveduras
podem alterar a cinética de separacdo de fases, podendo ser utilizadas como modificadores
reologicos de géis, aumentando seu mddulo elastico (FIROOZMAND; ROUSSEAU, 2014).
Entretanto, escassos sdo os relatos na literatura que utilizam leveduras como particulas para

formacao de emulsdes A/A estaveis, o que refor¢a a inovag@o na abordagem aqui avaliada.

1.4.2 Gelificagdo Enzimatica

A B-galactosidase possui a capacidade de hidrolisar grupos galactose de biopolimeros,
oligossacarideos e metabolitos secundarios. Essas enzimas sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos devido a sua capacidade de conferir sabor, solubilidade e melhorar a
digestibilidade de produtos lacteos. Diferentes fontes de P-galactosidase estdo disponiveis,
como plantas, bactérias e leveduras, cada uma com condi¢des ideais de pH e temperatura para
sua atividade (SAQIB et al., 2017).

Como mencionado, cadeias poliméricas tais como as de XG, que apresentam
grupamentos de galactose em sua cadeia lateral, podem ser hidrolisadas parcialmente. Brun-
Graeppi et al. (2010) observaram que a XG oriunda de tamarindo (7amarindus indica), na
presenca de B-galactosidase, pode formar géis termorreversiveis. Também fora observado que
uma menor quantidade de grupamentos galactose na cadeia do polissacarideo intensifica a
interacdo entre as proprias cadeias do polimero e reduz a interagdo com a agua. Isso indica que
a hidrofilicidade estd diretamente relacionada ao teor de galactose na cadeia polimérica,
conforme revelado por experimentos de espalhamento de luz dindmico. Ou seja, como a
galactose ¢ responsavel pelo segmento mais hidrofilico, uma vez removido, os segmentos
hidrofébicos apresentam maior interagao.

A remocao enzimatica de unidades de galactose também ocorre no trato digestivo de
humanos e, experimentos em ratos indicam que a XG com galactose parcialmente removida

apresenta os mesmos beneficios da nativa (YAMATOYA et al., 2011). Parametros como tempo
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e temperatura de gelificagdo de XG podem ser facilmente controlados através da quantidade de
grupamentos galactose removidos enzimaticamente (NISBET et al., 2006).

Em um estudo detalhado, conduzido por Sakakibara et al. (2017), observou-se que o
aumento da concentragdo de enzima influencia na cinética de gelificacdo sem afetar a estrutura
e rigidez do gel formado. Esse trabalho norteia a possibilidade de estabilizagdo das emulsdes
de AMP em XG através da atividade enzimatica da -galactosidase.

Na presente tese, os resultados destacam o potencial inovador das células de levedura
nas emulsdes A/A, explorando a influéncia da forca idonica do meio. Além disso, sdo
apresentados os detalhes da cinética de gelificagdo enzimatica e da microestrutura das emulsoes
obtidas. Por fim, os resultados revelam novas abordagens para a aplicacdo desses sistemas,
especialmente através da combinagdo estratégica de leveduras e enzimas, ampliando as

possibilidades de uso e os horizontes de pesquisa nessa area.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral
Investigar a eficacia da estabilizagdo de emulsdes entre amilopectina e xiloglucana

utilizando células de levedura e enzimas para gelificagdo enzimatica.

1.5.2 Objetivos especificos

- Utilizar células de levedura inativadas termicamente em diferentes concentragoes
e condigdes salinas para estabilizagdo de emulsdes tipo Pickering;

- Descrever, em detalhes, a cinética de gelificagdo enzimadtica, utilizando diferentes
temperaturas e concentragdes de B-galactosidase em suspensdes de xiloglucana, e nas emulsoes;

- Analisar macroscopicamente o comportamento das leveduras e enzimas nas
emulsdes e analisar a microestrutura formada através de técnicas de microscopia confocal a
laser;

- Acompanhar a estabilidade macroscopica das emulsdes, por leveduras e/ou

gelificacdo, em trés pontos distintos do diagrama de fases.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Xiloglucana (DSP Gokyo Food & Chemical Co., Lote 18.08.27-1), amilopectina (Sigma-
Aldrich, lote BCBV5057), 4gua ultra purificada (18 MQ cm, Gehaka, OS20LXE), enzima [3-
galactosidase (Aspergillus niger, Megazyme, lote 140801a), levedura (Saccharomyces
cerevisice, Angel Yeast Co.), NaCl (Synth), NaN3 (Sigma-Aldrich, lote STBJ7813), etanol (Ilha,
absoluto), DMSO (PA, Synth), NaOH (Neon Quimica), KCl (Synth), HCI (Synth), FITC
(Sigma-Aldrich).

2.2 EMULSOES

2.2.1 Preparo dos polissacarideos

A XG foi dispersa em agua ultrapura numa concentragdo de 10 g L' com 200 ppm de
NaN3 como conservante, por 24 h em agitacdo magnética (500 rpm). Posteriormente, foi
precipitada em 3x seu volume com etanol absoluto. O precipitado foi filtrado e seco a 40 °C em
estufa a vacuo. Por fim o material foi triturado e armazenado em ambiente seco e protegido da
luz para uso (PIRES et al., 2023).

A AMP foi dispersa em uma mistura de DMSO e agua (95:5 v/v) em uma concentracao
de 50 g L' sob agitacdo magnética (1000 rpm) por 48 h. Posteriormente, foi precipitada em

etanol, filtrada, seca e armazenada conforme relatado para XG (PIRES et al., 2023).

2.2.2 Emulsificagao

As emulsdes foram preparadas, a partir das dispersdes de AMP e XG, em trés pontos
distintos do diagrama de fases, nos quais a AMP ¢ fase continua ou dispersa e em uma mistura
na qual a emulsao ¢ bicontinua (50:50 v/v).

Apo6s a pesagem da mistura polissacarideos, o ajuste da concentragao ¢ realizado com
agua ultrapura, particulas (leveduras) ou enzimas. Posteriormente, a mistura, contendo 3 mL, ¢
emulsionada em vortex (Genie 2) por 60 s. Os tubos sdo deixados em repouso, em ambiente

com temperatura controlada. Usualmente, sdo registradas fotos até¢ 96 h apos emulsificacao.
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2.2.3 Determinacao da tensao interfacial

A tensdo interfacial na linha de amarracao do ponto A e, consequentemente, M e B foi
quantificada a partir da técnica de retracdo da gota. Nesse método, a tensdo ¢ quantificada
através de medidas da evolugdo do didmetro da goticula da fase dispersa em fungdo do tempo
apods remover o estresse (DING et al., 2002). Para isso, a emulsdo de AMP e XG ¢ preparada e
disposta em uma lamina escavada e o estresse ¢ aplicado, cuidadosamente com uma espatula,
empurrando a laminula. Como resultado, a goticula ¢ deformada e, ap6s remocgao do estresse,

volta ao didmetro inicial. A tensdo interfacial pode ser quantificada de acordo com a equagao

(9) e (10).

InD(t) = InD, — % 9)

Ry (192 + 162) (21 + 3)
T =

o 401+ 1) (10)

Onde D(t) é o diametro da goticula no tempo (t), Dy, o pardmetro de deformagio no
tempo inicial e T representa o tempo caracteristico que esta relacionado com a viscosidade da
fase continua y., R, o raio da goticula retraida, A é a razao entre a viscosidade da fase dispersa

e continua e, por fim, a tensdo interfacial ¢ dada por o.
2.2.4 Avaliagdo Microscopica

As emulsdes foram avaliadas através da técnica de microscopia confocal a laser (Nikon,
A1R MP+). A AMP foi marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC) através da reagao
descrita por Belder e Granath (1973). Em massa, o valor da AMP-FITC utilizada foi de 10 %,
quantidade que nao afeta a separagao de fases. Com isso, a fase de AMP absorve energia em
490 nm, emitindo em 550 nm.

Para avaliacdo das leveduras, foi adicionado 5 ppm de Azul do Nilo as suspensoes, por
12 h, antes da mistura com os biopolimeros. Essa quantidade de corante nao afeta as interagdes
entre AMP e particulas, possibilitando sua melhor visualizagao. O corante utilizado absorve em

631 nm e emite em 660 nm.
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Cerca de 100 pL de emulsdes foram depositadas no holder (Greiner Bio-one) para
confocal, ou dispostas em laminas escavadas vedadas, para evitar evaporacao, ¢ mantidas na
posicao vertical até a hora da andlise, permitindo a reproducdo do ambiente real no qual as

emulsoes sdo armazenadas.

2.3 CELULAS DE LEVEDURA

2.3.1 Inativagao Térmica

A levedura comercial foi suspensa em agua ultrapura, em uma concentrac¢ao de 5 %
(m/m) e agitada por 30 min em agitagdo magnética (500 rpm), em temperatura controlada de
80 °C. Apos resfriar a suspensdo para temperatura ambiente (~23 °C), esta foi submetida a cinco
ciclos de centrifugacdo de 5 minutos a 1000 g a 20 °C. O sobrenadante foi descartado e o
material sedimentado foi ressuspenso em dgua com agitagdo em vortex. Apos o quinto ciclo, a

levedura foi seca em estufa a 30 °C, por 40 h.

2.3.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Apds secagem, as leveduras inativadas e comerciais foram analisadas através da
técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier com reflectancia
atenuada (FTIR-ATR) (Alpha FT-IR, Alpha-P Bruker). Os espectros, entre regidao de 4000 a 400

cm! foram obtidos com 32 varreduras e resolucao de 4 cm™!.

2.3.3 Potencial Zeta

O potencial zeta foi avaliado em suspensdes aquosas de 0,02 % (m/m), através da
mobilidade eletroforética aplicando a aproximag¢ao de Smoluchowski com f(Ka) = 1,5, com
laser de 633 nm, utilizando o equipamento ZetaSizer (Malvern, ZEN3600), a 25 °C, em cubeta
DTS1070 (Malvern). O efeito do pH foi avaliado em valores entre 2 e 9, ajustados com solugdes
de NaOH ou HCI 1,0 mmol L. Para avalia¢do do efeito do sal, a suspensdo de levedura foi
titulada com solugdo de NaCl concentrada através do titulador MPT-2 (Malvern). Todas as

amostras foram analisadas em triplicata.
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2.4 REOLOGIA

2.4.1 Cinética de gelificacdo enzimatica de xiloglucana

Para observar o tempo necessario para formacdo de gel de XG, em diferentes
temperaturas e concentragdes de [-galactosidase, foram realizados ensaios dindmico
oscilatorios, através de reologia, utilizando o equipamento Rheostress 1 (Thermo Scientific
Haake), equipado com geometria cone placa (60 mm, 2 °).

A XG foi dispersa a 2,0 % (m/m) em agua ultrapura, conservada com 200 ppm de
NaN3, por 24 h. Para andlise, a concentragdo do biopolimero utilizada foi de 1,30 % (m/m),
com adi¢ao de 0,40; 0,80; 1,15; 1,50 e 1,90 U de B-galactosidase por mg de XG. O pH, em
todas as medidas foi de 5,5. Os mddulos G” e G’ foram acompanhados em func¢ao do tempo,
em uma frequéncia angular de ® = 1 rad s, a tensdo imposto (¢ = 0,1 Pa). As suspensdes foram
avaliadas em temperaturas de 25, 30, 40, 45 e 50 °C, controladas por banho termostatico. Para
evitar evaporagdo, a geometria do sensor foi recoberta com uma camada de 6leo mineral. O

tempo de gelificagdo (tge1) fo1 obtido a partir do cruzamento entre os modulos G’ e G”.

2.4.2 Viscosidade e Curvas de Frequéncia

A viscosidade das emulsdes, bem como a varredura de frequéncia, foi analisada no
redmetro HR10 (TA instruments), equipado com geometria cone placa (40 mm, 2°), mantendo
gap de 300 um. A viscosidade foi observada de 1 a 100 s™! em 400 s, sob condi¢des de estado
estaciondrio, para emulsdes contendo entre 0,50 e 2,00 % (m/m) de particulas. E a avaliagdo do
efeito de NaCl na viscosidade foi avaliado a 1 e 20 mmol L! em amostras contendo 2,0 %
(m/m) de levedura.

A varredura de frequéncia avaliou o impacto da adigdo das leveduras a 2,0% (m/m).
Os modulos de perda (G”) e armazenamento (G’) foram acompanhados, a 25 °C, em fun¢ao da
frequéncia angular (w), variando entre 0,01 e 100 rad s™', o estresse imposto (c = 0,1 Pa) esta

dentro do regime viscoelastico do sistema (SAKAKIBARA et al., 2017).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DIAGRAMA DE FASES

A partir do diagrama de fases descrito por Hazt et al. (2020), apresentado na FIGURA
10, ¢ possivel determinar concentragcdes nas quais as misturas entre AMP e XG separam fase.
Nesse estudo foram utilizadas trés condi¢des: AMP fase dispersa ou continua (ponto A e B,
respectivamente) e uma emulsao bicontinua na linha 50:50 (ponto M) na qual, apos a separacao,

o volume das fases sdo equivalentes.

FIGURA 10 - DIAGRAMA DE FASES PARA EMULSOES DE AMILOPECTINA (AMP) E XILOGLUCANA
(XG), DESTANDO OS PRINCIPAIS PONTOS AVALIADOS (A, M E B).

Fase
AMP % XG % Dispersa
A 1,00 1,30 AMP
M 3,10 0,60 50:50
B 4,00 0,35 XG
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FONTE: Adaptado de Hazt et al. (2020).

3.2 TENSAO INTERFACIAL

Os trés pontos avaliados (A, B e M) encontram-se na mesma linha de amarragao,
apresentando o mesmo valor de tensdo interfacial, cuja determinacdo ndo ¢ trivial. No entanto,
a técnica de retracdo da gota ¢ uma técnica viavel para essa quantificagdo (BALAKRISHNAN

et al., 2012; DING et al., 2002; FREITAS et al., 2016). Neste método, um estresse controlado
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¢ aplicado para deformar a gota, e a evolugdo do seu didmetro até retornar ao valor inicial é
monitorada em fun¢do do tempo. A partir dessa analise, a tensdo interfacial pode ser calculada.

A FIGURA 11 ilustra o comportamento para goticula de AMP (1,00 % m/m) dispersa
em XG (1,30 % m/m).

FIGURA 11 - GOTICULA DE AMP (1,00 %) DISPERSA EM XG (1,30 %) APOS APLICACAO DE FORCA
DE CISALHAMENTO, t=0s (A), EM 5 s (B) E APOS 11 s (C).

I

FONTE: Adaptado de Regnier (2021).

A equagdo (9) demonstra que a deformacao da gota diminui exponencialmente com o
tempo apds remocgao da forga aplicada. O tempo caracteristico (1) esta relacionado com a tensao
interfacial, viscosidade das fases e com o raio da fase dispersa. O coeficiente linear da equacao
fornece o valor de 1 e, consequentemente de acordo com a equacado (10) a tensdo interfacial do
sistema.

A FIGURA 12 relaciona o parametro de deformacdo em funcdo do tempo de
relaxamento da goticula da fase dispersa, normalizado por seu didmetro. A reta que melhor se
ajusta aos dados apresenta coeficiente angular de -0,052 um s™'. Considerando os demais
valores de viscosidade de zero fluxo da fase continua (0,41 Pa s) e dispersa (0,28 Pa s), raio
médio das goticulas dispersas (2,56 + 0,65 um) € possivel obter o valor tensdo interfacial,
resultando em 0,10 uN m™".

O valor calculado vai de encontro ao ja reportado na literatura para emulsdes com
AMP e XG (FREITAS et al., 2016). E ¢ comparavel ao valor de outros sistemas A/A, como 1,0
uN m! encontrado para PEO e Dextrana (BALAKRISHNAN et al., 2012).
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FIGURA 12 - VARIACAO DO DIAMETRO INICIAL (Do) APOS CISALHAMENTO IMPOSTO (Dr) EM
GOTICULAS DE AMILOPECTINA DISPERSAS EM UMA MATRIZ DE XILOGLUCANA, OBSERVADOS
EM FUNCAO DO TEMPO DE RELAXACAO NORMALIZADO PELO DIAMETRO (s pm™).

0.2

In(Dy/D,)

0.0

Tempo normalizado (s pm~1)

FONTE: Adaptado de Regnier (2022).

3.3 EMULSOES ESTABILIZADAS POR SACCHAROMYCES CEREVISIAE

As células de levedura foram inativadas para evitar qualquer tipo de atividade
biologica na emulsdo. Essa abordagem foi adotada para avaliar, exclusivamente, as
caracteristicas das células como estabilizantes.

A inativacdo pode ser alcancada com o aumento da temperatura. Quando uma
suspensdo de células ¢ mantida a 55 °C, o tempo de reducdo decimal ¢ inferior a 3 minutos
(LOPEZ-MALO; GUERRERO; ALZAMORA, 1999). As condi¢des descritas nesse estudo (30
min, 80 °C) garantem a inativagao.

As células de levedura podem assumir diversas morfologias, como ovoides, esféricas,
baciliformes, entre outras. A espécie Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, comumente
morfologia esférica, com diametro proximo de 5 um (CHAVEZ et al., 2024). As organelas e
outros compartimentos celulares sdo protegidos do ambiente externo através da parede celular,
que apresenta dimensdes entre 100 e 200 nm, formada por uma rede entre polissacarideos,
proteinas e lipideos (KLIS et al., 2002). Em sua camada mais interna, a parede, ¢ formada por
redes de B-glucanas e quitina, garantindo elasticidade e resisténcia mecanica. A camada externa,
por outro lado, ¢ composta por mananas € manoproteinas fortemente glicosiladas cujas fungoes
incluem a adesdo, reconhecimento e interacdes celulares, protegendo contra agentes externos

(YAMMINE et al., 2022).
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Os grupamentos presentes na parede celular das células comerciais e inativadas podem
ser evidenciados a partir da técnica de espectroscopia no infravermelho, exibida na FIGURA
13.

Em 3293 cm™ € possivel observar os estiramentos de sobreposicdo entre OH ¢ NH
(amina), o estiramento assimétrico dos grupos metileno (CH2) ¢ observado em 2924 cm™. As
aminas primarias e secundarias, sao representadas por estiramentos na regido entre 1535 e 1660
cm!, respectivamente, além da ligacdo C=0 e NH da ligagdo peptidica, presente em proteinas
da parede celular. Em 1040 cm™ ha estiramentos de grupamentos fosfato, presentes em
fosfolipidios, bem como ligacdes C-O de carboidratos (GALICHET et al., 2001).

Os resultados do FTIR também estdo de acordo com os observados por Hlihor et al.
(2013), para leveduras inativadas termicamente. Além disso, ¢ possivel notar que ndo ha
diferenca nos estiramentos observados para leveduras antes e apods inativacao térmica, o que
sugere que as leveduras foram apenas inativadas sem alteracdo dos grupamentos quimicos

presentes nas células.

FIGURA 13 - ESPECTROS NA REGIAO DO INFRAVERMELHO OBTIDOS PARA AMOSTRAS DE §.
Cerevisiae COMERCIAL (A) E APOS SUA INATIVACAO TERMICA (B).

B
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FONTE: O autor (2023).

Os grupamentos presentes na superficie também sdo responsaveis pelo comportamento

das células quando suspensas em agua. Através de titulagdo condutométrica, Zhang et al. (2010)
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sugerem pK, de 3,5 — 5,3 para os grupamentos carboxila, 6,2 — 7,3 para fosforil, 8,9 — 11 para
amina ¢ 9,5 — 10,1 para hidroxilas.

As particulas em suspensdo experimentam quatro tipos de interagdes relevantes: 1)
entre as cadeias de polissacarideos; 2) hidrodindmica (repulsiva); 3) interacdes de longa
distancia (van der Waals e dupla camada elétrica) e 4) interagdes de curto alcance (repulsivas
ou atrativas) (CHANG; CHANG, 2002). Considerando que as manoproteinas na camada
externa camada externa sdo eletricamente carregadas (OSUMI, 1998), o potencial zeta é uma
ferramenta importante para avaliar a estabilidade e as propriedades da suspensdo em face de
altera¢des no meio, como pH e forca idnica (NARONG; JAMES, 2006), conforme ilustrado na
FIGURA 14, variando o pH na suspensado de leveduras.

FIGURA 14 - VARIACAO DO POTENCIAL ZETA DE CELULAS DE S. Cerevisiae, INATIVADAS
TERMICAMENTE, AVALIADAS EM FUNCAO DA VARIACAO DE pH.
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FONTE: O autor (2023).

Em pH 3 os valores de potencial zeta sdo proximos de zero, o que esta de acordo com
o observado em outros trabalhos da literatura (NARONG; JAMES, 2006) indicando que os
grupamentos estao protonados e isso reduz a repulsdo entre as células, justificando o baixo valor
do potencial zeta. Por outro lado, ao aumentar o pH os grupamentos sdo desprotonados,
apresentando carga negativa, o que aumenta a repulsdo entre as células. O valor constante,
acima de pH 6, indica que nao ha mais sitios desprotonaveis, mantendo um valor constante no
potencial. As emulsdes sdo preparadas em pH 5,5 e nesse valor, o potencial zeta das leveduras

¢ cercade — 19 mV.
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Sais podem alterar as propriedades da dupla camada elétrica das particulas e com isso
alterar suas interagdes com outras particulas ou com uma ou ambas as fases das emulsdes
(BOOSTANI et al., 2020; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). As particulas de levedura foram
expostas em diferentes concentrag¢des de cloreto de sodio, em pH 5,5, o perfil do potencial zeta
pode ser observado na FIGURAL1S.

Os ions Na' neutralizam as cargas negativas dos grupamentos funcionais da parede
celular, causando um efeito de blindagem. A concentracdo de 1 mmol L™ foi capaz de reduzir
cerca de 50 % do potencial enquanto 20 mmol L' reduz quase em sua totalidade o potencial.

Considerando as caracteristicas da parede celular de células de S. cerevisiae inativadas,
frente adi¢@o de sal, foram avaliadas trés condi¢des para aplicagdo das leveduras em emulsdes

de AMP e XG: com 1 mmol L™, 20 mmol L' e sem adi¢cao de NaCl.

FIGURA 15 - VARIACAO DO POTENCIAL ZETA DE CELULAS DE S. Cerevisiae, INATIVADAS
TERMICAMENTE, AVALIADAS EM FUNCAO DA ADICAO DE NaCl AO MEIO.
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FONTE: O autor (2023).

A evolugdo das emulsdes, em fungdo do tempo ¢ demonstrada na FIGURA 16. Nas
primeiras 3 h as emulsdes se demonstram estaveis. Apos 24 h € possivel observar que as
emulsdes comecgam apresentar sedimentacdao. Na auséncia de particulas (tubo C) a separacao
de fases comeca a ser observada. O volume sedimentado para menores concentra¢des de

particulas, como 0,50 % (m/m) é menor, ao contrario de maiores concentragoes.
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E evidente que, com o aumento de particulas, ha maior volume emulsionado, ou seja,
a separacao de fases foi atrasada.

A adi¢ao de 1 mmol L' de NaCl nas emulsdes (FIG. 16B) ndo afetou aquelas sem
particulas (tubo C). Na presenca de levedura, com cerca de 50 % de carga superficial blindada,
nao ha diferenca significativa macroscopicamente, o comportamento ¢ semelhante ao
observado para particulas sem adi¢cdo de sal. Ou seja, blindar até 50 % das cargas ndo afetou
significativamente a separacao macroscopica de fases.

Por outro lado, a presenca de 20 mmol L' de NaCl nas emulsoes (FIG. 17C) resultou
em sedimentacdo apos 12 horas com 2,00% (m/m) de particulas. Esse efeito ¢ ainda mais
pronunciado apos 24 horas para concentragcdes mais elevadas, ¢ apos 48 horas, a sedimentagao
foi observada em todas as concentracdes. Em resumo, a adicdo de NaCl exerce um impacto
significativo sobre o comportamento das particulas nas emulsdes.

Para investigar detalhadamente o comportamento das particulas nas emulsdes,
utilizou-se a técnica de microscopia confocal a laser. A FIGURA 17 ilustra que o recobrimento,
com 2,0 % de leveduras (em vermelho) garante um bom revestimento das goticulas da fase

dispersa (em verde).

FIGURA 17 - RECONSTRUCAO TRIDIMENSIONAL, A PARTIR DE VARIOS PLANOS FOCAIS
OBTIDOS POR MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER, DE GOTICULA DE AMILOPECTINA(VERDE)
RECOBERTA DE CELULAS DE S. Cerevisiae INATIVADAS (VERMELHO) DISPERSAS EM
XILOGLUCANA (PRETO).

FONTE: O autor (2023).

A FIGURA 18 mostra o efeito da concentracao de particulas nas emulsdes. Foi possivel
observar que, em concentragdes menores, as células de S. cerevisiae se encontram na interface.
Com 2,0 % (m/m) hé formacao de emulsdes de Pickering. Isso vai ao encontro do observado
macroscopicamente: quanto mais particulas, maior o recobrimento e, consequentemente, maior

estabilizacdo. Entretanto, devido ao tamanho das células, houve sedimentacdo da emulsio e,
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com o tempo, coalescéncia. Isso foi verificado nas imagens de microscopia de fragdes inferiores

do tubo das emulsdes, em 24h, conforme ilustra a FIGURA 19.

FIGURA 18 - MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER DE EMULSOES DE AMILOPECTINA (VERDE) A
1,00 % EM XILOGLUCANA (PRETO) A 1,30 % NA PRESENCA DE CELULAS DE S. Cerevisiae
INATIVADAS (VERMELHO) EM DIFERENTES CONCENTRACOES: 0,50 % (A), 1,00 % (B), 1,50 % (C) E
2,00 % (D). BARRA DE ESCALA = 50 pm.

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 19 - MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER DE EMULSOES DE AMILOPECTINA 1,00%
(VERDE) EM XILOGLUCANA 1,30% (PRETO) COM 2,00 % DE CELULAS INATIVADAS DE S. Cerevisiae
(VERMELHO), SEM SAL (A) E COM 20 mmol L! DE NaCl (B). AS IMAGENS, REGISTRADAS A 20 um
DE ALTURA, MOSTRAM A COALESCENCIA NA PARTE INFERIOR DOS TUBOS. BARRA DE ESCALA
=50 pm.

FONTE: O autor (2023).
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Uma vez definido o valor da tensdo interfacial para sistemas AMP e XG, foi possivel
quantificar a energia de dessor¢do da particula esférica através da equacdo (9). Considerando
que leveduras apresentam raio médio de 2,5 um o valor da energia em fun¢do do angulo varia
de acordo com o ilustrado na FIGURA 20. E possivel notar que valores altos de energia de

dessorcao sao obtidos, decorrente do diametro consideravel da célula de levedura.

FIGURA 20 — VARIACAO DA ENERGIA LIVRE DE DESSORCAO DE LEVEDURAS (R = 2,5 um), EM
FUNCAO DO ANGULO DE CONTATO NA INTERFACE DE EMULSOES DE AMILOPECTINA EM
XILOGLUCANA. A TENSAO INTERFACIAL DO SISTEMA E DE 0,10 uN m™.

500

N

o

o
|

Energia (Ky 1)

100

0 30 60 90 120 150 180
Angulo (8)

FONTE: O autor (2024).

A FIGURA 21 mostra o angulo de contato formado entre a particula e as fases de AMP
e XG. Com base nessa informagao, ¢ possivel calcular a energia de dessor¢do, considerando
que a tensdo interfacial (0,10 uN m™') também foi determinada para essas emulsdes. O valor
encontrado para AG foi de 56 kgT, suficiente para garantir a forte adesao da particula a interface.

O efeito do NaCl ¢ ilustrado na FIGURA 22 para uma concentragdo de particulas de
2,0% (m/m). Na auséncia de sal (FIG. 22A), as leveduras apresentaram um didmetro médio de
5 um (n = 50). No entanto, a adicdo de sal promove dois efeitos: a redu¢do do tamanho das
células e/ou sua migracao para a fase dispersa de AMP.

Quando expostas a solugdes hipertonicas, as células sofrem encolhimento de até 60 %
do seu volume inicial (KLIS et al., 2002). Esse fenomeno decorre da perda de dgua do interior

de células de fungos, resultando em uma reducao do volume.
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FIGURA 21 - ANGULO DE CONTATO ENTRE A PARTICULAS DE LEVEDURA (EM VERMELHO), COM
DIAMETRO DE 2,5 um FORMANDO 49° (MEDIA PARA N = 50 PARTICULAS) ENTRE A INTERFACE DE
AMILOPECTINA (EM VERDE) E XILOGLUCANA.

FONTE: O autor (2023).

FIGURA 22 - MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER DE EMULSOES DE AMILOPECTINA (VERDE) A
1,00 % EM XILOGLUCANA (PRETO) A 1,30 % NA PRESENCA DE 2,00 % DE CELULAS DE S. Cerevisiae
INATIVADAS (VERMELHO) SEM ADICAO DE SAL (A), COM 1 mmol L' (B) E 20 mmol L' DE NACI
(C). BARRA DE ESCALA = 50 pm.

FONTE: O autor (2023).

Com 20 mmol L™, embora as células também diminuam para 4 pum (n = 50), ao
contrario do cendrio anterior, elas migram majoritariamente para a fase de AMP (FIG 22C). A
camada interna de B-glucana e quitina torna-se mais espessa, ao passo que as manoproteinas da

camada externa se tornam mais compactas e densas (ENE et al., 2015). Como AMP ou XG nao
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possuem cargas titulaveis (FREITAS et al., 2016), a blindagem de cargas ¢ mudanca na
conformagao dos polissacarideos da parede celular da levedura altera a interagdo destes com a

AMP, resultando em maior interacao e migragdo para a fase dispersa da emulsao.

Em resumo, foi possivel utilizar leveduras na formacao de emulsdes de Pickering na
auséncia de sal. No entanto, com 20 mmol L' de NaCl, foi possivel direciona-las para a fase
de AMP. Levando isso em consideracao, o comportamento das células também foi avaliado em
misturas onde a XG ¢ a fase dispersa. Essas emulsdes foram preparadas sem NaCl para avaliar
o efeito das particulas na interface.

O comportamento macroscopico, de emulsdes de XG em AMP pode ser observado na
FIGURA 23. Nessa situacdo, a separagao de fases iniciou-se a partir de 2 h, na auséncia de
particulas. Tal comportamento decorre do fato da AMP apresentar menor viscosidade se
comparada a XG. Apos 48 h notou-se, macroscopicamente, total separacdo de fases com uma

pequena fragdo superior formada por XG, na auséncia de particulas (Tubo C).

FIGURA 23 - COMPORTAMENTO MACROSCOPICO DE EMULSOES DE XILOGLUCANA (0,35 %) EM
AMILOPECTINA (4,00 %), REPRESENTADO PELO PONTO B DESTACADO NO DIAGRAMA DE FASES,
A 25°C, COM DIFERENTES CONCENTRACOES CELULAS DE S. Cerevisiae INATIVADAS
TERMICAMENTE.

S. cerevisize - (YTi) (% m/m) S. cerevisia - (YTi) (% mi/m)

0,50 1,00 1,50 2,00 0,50 1,00 1,50 2,00

FONTE: O autor (2023).
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Em concentragdes menores de levedura, como 0,50 ¢ 1,00 % (m/m), foi possivel
observar uma fracdo emulsionada na interface AMP-XG, a qual aumenta com o aumento de
particulas. Concentragdes de 1,50 a 2,00 % (m/m) sdo capazes de estabilizar as emulsdes por

até 48 h, apos esse periodo as emulsdes voltam a sedimentar.

A microscopia confocal evidencia particulas na interface, como esperado. Na auséncia
de NacCl as células localizam-se na interface entre AMP e XG, formando emulsdes de Pickering,
como ilustrado na FIGURA 24. O efeito da concentracdo também justifica a estabilidade
observada macroscopicamente: quanto mais particulas, maior o recobrimento da interface

evitando a coalescéncia.

FIGURA 24 - MICROSCOPIA CONFOCAL A LASER DE EMULSOES DE XILOGLUCANA A 0,35 %
(PRETO) EM 4,00 % DE AMILOPECTINA (VERDE) NA PRESENCA DE 2,00 % DE CELULAS DE .
Cerevisiae INATIVADAS (VERMELHO) EM DIFERENTES CONCENTRACOES. BARRA DE ESCALA =
50 pm.

0,50 % (m/m) 1,00 % (m/m) 1,50 % (m/m) 2,00 % (m/m)

FONTE: O autor (2023).

Além dos ensaios microscopicos, a analise reologica das emulsdes ¢ fundamental para
melhor compreensao de seu comportamento frente a adi¢ao de particulas. A FIGURA 25 mostra
as curvas de fluxo de emulsdes contendo AMP na fase dispersa (1,0% AMP em 1,3% XQ), ¢
possivel observar comportamento pseudoplastico. Além disso, o aumento da concentragao de
particulas aumenta a viscosidade (FIG. 25A), um fendmeno que pode ser explicado por varios
fatores, como a formacgao de uma rede entre as particulas que cria uma barreira na interface da

fase continua, tornando-as mais resistentes ao cisalhamento imposto (KATEPALLI et al., 2017).
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Por outro lado, a adi¢ao de sal foi capaz de reduzir a viscosidade das emulsoes,
conforme ilustrado em FIG. 25B. De acordo com estudos de microscopia, a presenga de 20
mmol L™ de NaCl faz com que as leveduras interajam preferencialmente com a AMP,
removendo a barreira de particulas na interface AMP-XG e diminuindo a resisténcia a

coalescéncia e ao cisalhamento.

FIGURA 25 - CURVAS DE VISCOSIDADE PARA EMULSOES DE AMILOPECTINA A 1,00 % EM
XILOGLUCANA A 1,30 % (V), E NA PRESENCA DE CELULAS DE 8. Cerevisiae (A) INATIVADAS COM
0,50 % (A), 1,00 % (<), 1,50 % (a) E 2,00 % (o). O EFEITO DA ADICAO DE NACL NA VISCOSIDADE
EM CONCENTRACOES DE 1 (X) E 20 mmol L' DE NACL (+) TAMBEM FOI AVALIADO NA PRESENCA
DE 2,00 % DE LEVEDURAS (B).
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FONTE: O autor (2023).

Os mesmos conceitos podem ser aplicados para emulsdes onde a AMP ¢ fase continua.
Da mesma forma, o aumento da viscosidade na presenca de leveduras, demonstrado na
FIGURA 26, sendo justificado pela presenca de particulas na interface das goticulas de XG,
aumentou a resisténcia ao fluxo.

E evidente que as leveduras, em emulsdes onde a AMP é fase continua ou dispersa,
apresentam-se como potenciais particulas estabilizantes do sistema avaliado. Resultados muito
satisfatorios foram observados ambos os casos. Vale ressaltar que poucos trabalhos na literatura
utilizam leveduras para formacao de emulsodes de Pickering em sistemas convencionais de agua
e o0leo (FIROOZMAND; ROUSSEAU, 2016; LU et al., 2019; MOREIRA et al., 2016;
SRIVASTAVA et al., 1970; WONGKONGKATEP et al., 2012; ZHU et al., 2014).

Pesquisas ainda mais escassas, utilizando microrganismos, sdo apresentadas para
sistemas agua-agua, tornando o atual trabalho ainda mais relevante ao tema. Firoozmand e

Rousseau (2016) exploraram leveduras em sistemas agua-dgua, formados por gelatina e
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maltodextrina, entretanto ndo com o objetivo de estabilizacdo e sim de modificagdo reologica

dos géis formados.

FIGURA 26 - CURVAS DE VISCOSIDADE PARA EMULSOES DE XILOGLUCANA A 0,35 % EM 4,00 %
DE AMILOPECTINA (V), NA PRESENCA DE CELULAS DE S. CEREVISIAE INATIVADAS EM
CONCENTRACOES DE 0,50 % (A), 1,00 % (<), 1,50 % () E 2,00 % (o).
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FONTE: O autor (2023).

Os resultados apresentados neste estudo destacam a relevancia das emulsdes como
veiculos promissores para a aplicagdo em alimentos. A presenca da xiloglucana (XG) com
propriedades prebioticas (KULKARNI et al., 2017), aliada as caracteristicas nutricionais das
leveduras, como fonte de proteinas e -glucanas, confere a essas emulsdes um perfil nutricional
e funcional Unico. Além disso, as emulsdes A/A, por serem livres de 6leo, oferecem uma
alternativa interessante para a microcompartimentaliza¢do das leveduras, potencializando ainda

mais seu uso em formulag¢des alimenticias inovadoras e saudaveis.

3.4 EMULSOES ESTABILIZADAS POR GELIFICACAO ENZIMATICA

Conforme mencionado previamente, a XG possui grupamentos galactose em sua
estrutura, os quais influenciam sua hidrofilicidade (SAKAKIBARA et al., 2017). Sabe-se
também que a enzima P-galactosidase ¢ especifica para a remog¢ao desses grupamentos,

alterando as propriedades do biopolimero e possibilitando sua gelificacdo. A remocdo de
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galactose altera a estrutura da XG, promovendo intera¢des hidrofobicas entre os segmentos da
cadeia.

A suspensdo de XG, com concentragao de 1,30% (m/m), exibe um comportamento de
liquido viscoelastico, no qual o mdédulo G" (perda) ¢ superior ao G' (armazenamento). O
processo de gelificacdo desse biopolimero pode ser acompanhado pela analise dos dois modulos
(G' e G") na presenca da enzima, ao longo do tempo. A medida que a enzima remove os
grupamentos hidrofilicos, o polissacarideo torna-se mais rigido. No ponto de cruzamento dos
modulos, ou seja, quando G' = G", a amostra atinge o estado gel, indicando o tempo necessario
para a gelificagdo (tge). A medida que o tempo avanga, o médulo G' torna-se predominante,
evidenciando uma estrutura mais rigida. A FIGURA 27 evidencia esse comportamento e destaca
que a mudanga de temperatura em 10 °C € capaz de dobrar o tempo necessario para gelificagao

(FIG. 27A ¢ B).

FIGURA 27 - EVOLUCAO DOS MODULOS ELASTICO (G’, o) E VISCOSO (G”, ®) EM FUNCAO DO
TEMPO PARA XILOGLUCANA A 1,30 % (M/M) NA PRESENCA DE 1,90 U mg! DE B-
GALACTOSIDASE, EM pH 5,5 A 40 °C (A) E 50 °C (B). O TEMPO DE GELIFICACAO E QUANTIFICADO
QUANDO G’ = G”. A SETA EM DESTAQUE MOSTRA O CRUZAMENTO DOS MODULOS, INDICANDO
O TEMPO NECESSARIO PARA GELIFICACAO (tg).
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FONTE: O autor (2021).

No inicio do experimento, antes da gelificacdo, o comportamento da mistura de
polimero e enzima se comporta como liquido viscoelastico, onde G” > G’ Tal comportamento
também foi observado por Sakakibara et al. (2017), porém com XG extraida de Jatoba

(Hymenaea sp).

Ao avaliar diferentes temperaturas e concentracdes de enzima, ¢ possivel construir

isotermas de gelificacdo linearizadas, como mostrado na FIGURA 28. Conforme esperado,
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concentragdes mais altas de enzima e temperaturas mais elevadas levam a uma gelificacdo mais
rapida da XG. Os dados obtidos, juntamente com o grafico da isoterma, sdo ferramentas
valiosas para prever o tempo necessario para a gelificacdo da XG nas emulsdes, o que influencia

diretamente em sua microestrutura.

FIGURA 28 - ISOTERMAS DE GELIFICACAO PARA XILOGLUCANA A 1,30 % (m/m), NA PRESENCA
DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE ENZIMA B-GALACTOSIDASE, EM pH 5,5. 0S TEMPOS DE
GELIFICACAO (tz) FORAM OBTIDOS A PARTIR DE DADOS REOLOGICOS.

1,4

25°C

aP>oneo

02 04 06 08 1 1,2 14 16 18 2
B-Galactosidase (Umg XG)

o

FONTE: O autor (2021).

Embora a concentracdo de enzima e temperatura sejam fatores cruciais no tempo de
gelificacdo do biopolimero, o gel final mantém suas caracteristicas, ou seja, alteragdes cinéticas
ndo afetam a estrutura da rede gelificada formada. Isso pode ser comprovado através da

constru¢do de uma curva mestra, conforme ilustra a FIGURA 29.

A normalizagdo do tempo de gelificacao ¢ necessaria para permitir a comparagao direta
do comportamento do gel em diferentes condigdes experimentais, como temperatura e
concentragdo de enzima. Normalizado, o tempo ¢ expresso como fracdo do tempo total
necessario para que o gel atinja suas propriedades finais. A sobreposicao dos mddulos G, em

diferentes condi¢des de temperatura e concentracdo de enzima, mostra que a estrutura da rede
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gelificada permanece inalterada, indicando as mesmas propriedades finais do gel, ou seja,

apenas a cinética de gelificacdo ¢ diferente durante sua formacao.

FIGURA 29 - CURVA MESTRA DA SOBREPOSICAO DOS MODULOS VISCOSOS (G’) PARA
DIFERENTES GEIS DE XILOGLUCANA A 1,30 % (M/M) FORMADOS A PARTIR DE GELIFICACAO
ENZIMATICA GERADA COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE ENZIMA B-GALACTOSIDASE (0,4;
LLISE1,9Umg"), EM pH 5,5 EM 25 °C.
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FONTE: O autor (2021).

Outro parametro importante na formacao dos géis ¢ sua energia de ativagao (Ea), que
pode ser definida como a energia minima necessaria para que ocorra a formagao do gel a partir
dos componentes do sistema. Ela pode ser quantificada de acordo com a equagao de Arrhenius,
que descreve a dependéncia da taxa de reagdo com a temperatura e energia de ativagao.

O valor da Ea ¢ determinado pelo coeficiente angular das retas apresentadas na
FIGURA 30, resultando em um valor de 81,5 = 3,4 kJ mol™ para todas as concentragdes de
enzimas utilizadas. Esses resultados sugerem que a formacao do gel ndo ¢ influenciada pela
concentracdo da enzima, mas sim por outros fatores, como a temperatura. Essa observagao esta
em consonancia com os dados obtidos na curva mestra (FIGURA 29).

Embora a energia de ativagdo (Ea) seja a mesma para todas as concentragdes de enzima,
os valores do coeficiente linear (A) sdo diferentes. O parametro A na equagdo de Arrhenius
representa a frequéncia das colisdes efetivas entre as moléculas reagentes em uma reagao

quimica. Isso indica que a eficiéncia das colisdes entre as moléculas pode variar, mesmo quando
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a energia de ativacdo e a dependéncia da temperatura sdo constantes. Por exemplo,

concentracOes mais altas de enzima resultam em maior colisdo, acelerando a reacao.

FIGURA 30 - LINEARIZACOES DA EQUACAO DE ARRHENIUS PARA QUANTIFICACAO DA
ENERGIA DE ATIVACAO NECESSARIA PARA FORMACAO DE GEIS DE XILOGLUCANA
UTILIZANDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE B-GALACTOSIDASE.

L 4 4L 4L 4

T | T | T | T | T | T | T
0,00340 0,00335 0,00330 0,00325 0,00320 0,00315 0,00310 0,00305
1UT (K )

FONTE: O autor (2021).

Considerando os resultados consistentes da Ea para a gelificagdo da XG em diferentes
concentragdes de enzima, ¢ possivel aplicar esses conceitos a gelificacdo de emulsdes. Os
ensaios de reologia, que sdo uUteis para prever o tempo necessario para a formagao do gel de
XG, também podem ser aplicados as emulsdes. Ao considerar a XG como fase continua, torna-
se possivel determinar a concentragdo de enzima necessaria para que o gel se forme antes da
separacdo completa de fases. Isso ndo apenas influencia o tempo de formagdo do gel, mas
também afeta diretamente o tamanho das goticulas de AMP dispersas no meio, o que contribui
para modular a estrutura interna dos géis formados ou o tamanho das microesferas de XG
quando ela compde a fase dispersa do sistema.

Tendo isso em vista, inicialmente foi realizado o ensaio macroscopico, a 25 °C, nos
pontos A, B e M do diagrama de fases, na presenca de diferentes concentracdes de enzima.

No ponto A do diagrama, a emulsdo inicia sua separagao de fases apds 48 h, sendo

completa apds 72 h, na auséncia de enzimas, conforme exibe a FIGURA 31. Em concentra¢des
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menores de B-galactosidase, como 0,40 U mg', o tempo de gelificacao inicia-se apos 46 h
podendo ser reduzido para 9 h com 1,90 U mg' de enzima. O resultado macroscopico
observado ¢ compativel com o observado na cinética de gelificagdo, o gel formado estabiliza a

emulsao evitando a coalescéncia da AMP.

FIGURA 31 - COMPORTAMENTO DE EMULSOES DE AMILOPECTINA (1,00 %) EM XILOGLUCANA
(1,30 %) (PONTO A, DESTACADO NO DIAGRAMA DE FASES), A 25 °C, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE B-GALACTOSIDASE.

FONTE: O autor (2023).

Outra caracteristica da emulsdo gelificada ¢ a capacidade de moldar sua morfologia
macroscopica de acordo com o recipiente em que foi acondicionada, permitindo a criagcdo de

emulsdes com diferentes formatos e alturas. Os géis formandos também apresentam o efeito de
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sinérese, ou seja, expulsdo de 4gua da matriz. Isso é compativel com a literatura (NISBET et
al.,2006; YOSHIMURA; TAKAYA; NISHINARI, 1999), uma vez que a gelificagdo enzimatica
favorece interagdes hidrofobicas entre as cadeias de XG (SAKAKIBARA et al., 2017). Apos a
remocao da agua expulsa durante a sinérese, o gel pode ser facilmente manipulado, como
mostrado na FIGURA 32. Conforme sera demonstrado adiante, o efeito da sinérese nao afeta a
fase dispersa de AMP, que permanece integralmente na estrutura mesmo apds a expulsdo

exclusiva da agua.

FIGURA 32 - ASPECTO MACROSCOPICO FINAL DA EMULSAO GELIFICADA, COMPOSTA POR DE
AMILOPECTINA (1,00 %) E XILOGLUCANA (1,30 %), APOS 96 h.

FONTE: O autor (2023).

A anélise da microestrutura das emulsdes e géis no ponto A do diagrama, com e sem
enzimas, esta detalhada nas imagens de microscopia confocal, ilustradas na Figura 33. Nas
imagens, ¢ possivel observar as mudangas no sistema apos 24 e 48 horas de andlise. Para avaliar
a o gel ou a emulsdo em sua totalidade as imagens foram registradas em diferentes alturas
(planos focais), sendo superior, médio e inferior. E evidente que as fragdes superiores das
emulsdes apresentam goticulas de menor tamanho em comparagdo com a por¢ao média e

inferior, o que indica a sedimentacdo da AMP ao longo do tempo.

A gelificagdo da fase continua permite a formagao de um gel a partir da emulsdo. O

tamanho da goticula da fase dispersa pode ser controlado de acordo com a cinética de
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gelificagdo, variando a temperatura, concentragao dos polissacarideos e enzima. O aumento da
temperatura aumenta a velocidade da gelificagdo, entretanto também acelera a separacdo de
fases.

A variagdo do diametro da fase dispersa (n = 100 goticulas), composta por AMP, ao
longo de 24 e 48 horas a 25°C, pode ser observada na FIGURA 34. Na auséncia de enzimas, ha
maior variacdo do tamanho, destacando-se o grande desvio padrdao que pode ser relacionado ao
sistema ndo homogéneo, uma vez que esta em processo de separacdo de fases. Com o aumento
da concentracdo de enzima, o didmetro diminui bem como seu desvio. Esse comportamento ¢
esperado uma vez que durante a gelificacdo ha o aumento da viscosidade da fase externa,

limitando a movimentagao das goticulas de AMP, o que evita a coalescéncia.

FIGURA 34 - VARIACAO DO DIAMETRO DAS GOTICULAS DE AMILOPECTINA, DISPERSAS A 1,00 %
E XILOGLUCANA A 1,30 %. EM TODOS OS CASOS HA O AUMENTO DO DIAMETRO ENTRE 24 E 48
h, ENTRETANTO, A VARIACAO DE TAMANHO E MENOR DE ACORDO COM O AUMENTO NA
CONCENTRACAO DE ENZIMAS (n =100 GOTICULAS).
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FONTE: O autor (2024).

Considerando o valor dos diametros, apds 48 h, ha diferenca estatistica entre o controle
e as todas as concentragdes de enzimas. Isso € indicado pelos valores de p baixos (p = 0,0002

para 0,40 U mg™!, p = 0,0000 para 1,15 U mg™ e p = 0,0000 para 1,90 U mg™") considerando
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um intervalo de confianca de 95 % no teste Tukey. Ha diferenca estatistica, também, nas
dimensdes da fase dispersa ao comparar a menor concentracio de 0,40 U mg™' de enzima com
as concentragdes mais elevadas de 1,15 ¢ 1,90 U mg-1 (p = 0,0001 e 0,0000, respectivamente).
No entanto, ndo ha diferenca entre as dimensdes da fase dispersa ao comparar as concentragoes
mais altas entre si (p = 0,2749).

O sistema AMP e XG também permite a formagao de estruturas diferentes, de acordo
com seu diagrama de fases. Mantendo-se na linha de amarra¢do, por exemplo, a tensdo
interfacial ¢ mantida. Além disso, emulsdes bicontinuas, proximas da linha 50:50 e emulsdes
onde a XG compode a fase dispersa, denominados, respectivamente, como pontos M e B do
diagrama de fases. Essa flexibilidade do sistema permite a formulacdo de emulsdes com
diferentes propriedades. O ponto M consiste em 3,10% (m/m) de AMP e 0,65% (m/m) de XG,
enquanto o ponto B ¢ composto por 4,00% (m/m) de AMP e 0,35% (m/m) de XG. O

comportamento macroscopio nesses pontos sdo semelhantes, como ilustra a FIGURA 35.

FIGURA 35 - COMPORTAMENTO MACROSCOPICO DE EMULSOES BICONTINUAS FORMADAS POR
AMILOPECTINA (3,10 %) EM XILOGLUCANA (0,65 %), REPRESENTADO PELO PONTO M,
DESTACADO NO DIAGRAMA DE FASES, A ESQUERDA. E, NA DIREITA, EMULSOES DE
XILOGLUCANA (0,35 %) EM AMILOPECTINA (4,00 %), REPRESENTADO PELO PONTO B DO
DIAGRAMA DE FASES. AMBAS AS IMAGENS FORAM REGISTRADAS A 25 °C, COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE B-GALACTOSIDASE.

B-Galactosidase B-Galactosidase B-Galactosidase B-Galactosidase
(Umg~ XG) (Umg™ XG) (Umg~ XG) (Umg~ XG)

040 115 1,90 o 040 115 1,9 o 040 115 s 0,40 115

FONTE: O autor (2023).
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Em ambos os casos, pontos M e B, a separagdo de fases ocorre mais rapidamente em
comparagdo com o ponto A, devido a menor viscosidade da AMP, em maior quantidade no
ponto M e atuando como fase continua para o ponto B. Ap6s 2 h da emulsificagdo, héa separagao
dos componentes. A principal diferenca entres os pontos ¢ o volume de XG, na fragdo superior,
presente em quantidades semelhantes ao volume de AMP no ponto M e em menor quantidade
no ponto B.

Levando em consideragdo a cinética de gelificagdo, a concentracdo de 1,90 U mg' de
B-galactosidase demanda cerca de 9 h, a 25 °C para gelificar a XG. Nesse caso, a separacao de
fases ¢ mais rapida que a gelificag@o. Portanto, boa parte da XG ¢ gelificada na fracdo superior
das emulsoes.

Os resultados obtidos nesta etapa sdo fundamentais para a compreensao e aplicacao
das emulsoes gelificadas. No ponto A, onde XG ¢ fase continua, foi demonstrado que as
emulsdes podem ser gelificadas mantendo sua estrutura interna, com o tamanho das goticulas
variando de acordo com a quantidade de enzima utilizada. Isso evidencia a possibilidade de
controlar as propriedades das emulsdes de acordo com a aplicacdo desejada, destacando a
versatilidade e o potencial desses sistemas.

Nos pontos M e B, foi observado que a fase de XG, agora em menor quantidade,
apresenta separacdo de fases antes da gelificagdo. Entretanto esse cenario pode ser alterado
através da adigdo de particulas, como leveduras, atrasando a separacao de fases.

Considerando o papel significativo das leveduras na estabilizacdo das emulsdes, sua
utilizagdo emerge como uma abordagem em destaque. Dada a interag@o preferencial das células
de S. cerevisiae com AMP na presenca de 20 mmol L' de NaCl, elas podem ser retidas nessa
fase, considerando a AMP como fase dispersa em uma matriz gelificada de XG. Para provar tal
hipdtese, a emulsao contendo 1,00 % (m/m) de AMP em 1,30 % (m/m) foi formada na presenca
de 2,00 % de levedura com 20 mmol L™'. A imagem de microscopia confocal, ilustrada na
FIGURA 36, confirma a compartimentalizagao das células na matriz gelificada.

As leveduras também permitem o atraso da separacao de fases quando a XG compode
a fase dispersa, como no ponto B, formando emulsdes de Pickering. Isso permite, por exemplo,
que a XG seja gelificada antes da separacdo de fase. Como resultado, podem ser obtidas
microesferas de XG gelificadas, conforme ilustra a FIGURA 37. A concentracdo de enzimas

governa o diametro das esferas (n = 75 goticulas), conforme demonstra a FIGURA 38.
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FIGURA 38 - VARIACAO DO DIAMETRO DAS GOTICULAS DE XILOGLUCANA, DISPERSAS A 0,35 %,
ESTABILIZADAS COM 2,00 % DE LEVEDURAS INATIVADAS, EM AMILOPECTINA A 4,00 %. COM O
AUMENTO DA CONCENTRACAO DE B-GALACTOSIDASE AS GOTICULAS DE XILOGLUCANA
APRESENTAM MENOR VARIACAO DE DIAMETRO COM O TEMPO (n = 75 GOTICULAS).

100
7 £
i 3
©
i ~
_ +
80 — e 5
. 3
i ® T
| T +
©
60 — “

B
)
|
——— 279 um
——1— 3010 ym

Diametro da xiloglucana na fase interna (um)
1

20 — £ = 1 =
= n
4 ~ £y
i N +
+l ©
4 © w0
<
24h 48h 24h 48h 24h 48h
0,40 U mg-" 1,15U mg~" 1,90 U mg~"

FONTE: O autor (2023).

Os resultados do teste Tukey sugerem diferengas estatisticamente significativas nas
dimensdes da fase dispersa entre as diferentes concentracdes de enzimas testadas, considerando
intervalo de confianca de 95%. Comparando as concentracdes, observou-se diferengas
significativas entre 0,40 e 1,15 U mg™! (p = 0,0306), entre 0,40 e 1,90 U mg™! {p = 0,0000), bem
como entre 1,15 ¢ 1,90 U mg™! (p = 0,0000).
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4 CONCLUSAO

A estabilizagdo, via emulsdes de Pickering, utilizando células de Saccharomyces
cerevisice se apresenta como um avango significativo e inovador no campo de emulsdes A/A. A
utilizagao de matérias-primas de baixo custo, com técnicas rapidas e simples permite explorar
emulsdes com apelo “all natural” ou “food grade” uma vez que todos os componentes ja sao
amplamente utilizados na induastria de alimentos e farmacéutica. A presenca de pequenas
quantidades de NaCl demonstrou ter um grande impacto nas emulsdes, mostrando que a
preferéncia pela fase de AMP torna-se maior o que permite sua compartimentalizagao.

A etapa de gelificacdo enzimatica de XG demonstrou que os géis obtidos
apresentam caracteristicas reoldgicas semelhantes, porém sua cinética de formacao ¢ sensivel a
temperatura € concentracdo, o que impacta diretamente na microestrutura do gel formado a
partir das emulsdes A/A.

A associagdo entre leveduras e enzimas, na presenca de sal, ¢ capaz de criar géis
contendo células de S. cerevisiae compartimentalizadas na fase dispersa de AMP, o que ¢
interessante para alimentos uma vez que a XG apresenta propriedades prebiodticas ao passo que
as leveduras tém alto valor nutricional. Por fim, as emulsdes de Pickering também atrasam a
separacdo de fases enquanto a XG ¢ fase dispersa, podendo ser gelificada em microesferas de

diametro governado pela concentragdo de enzima.
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