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“In the middle of difficulty lies opportunity”

“No meio da dificuldade encontra-se a oportunidade”

“Albert Einstein
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RESUMO

Os oleos e gorduras sdo os principais ingredientes de diversos produtos
alimentares, no entanto o consumo em excesso desses compostos esta diretamente
associado a doengas como obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares. Tendo em
consideragdo este aspecto, a procura pelo desenvolvimento de alimentos com baixo teor
de gordura e que mantenham uma qualidade sensorial similar & dos produtos tradicionais
representa um desafio para a industria alimentar. Um dos métodos explorados pela
tecnologia de alimentos para a substituicdo de gorduras compreende a preparacdao de
emulsdes. Entre outras, cabe destacar, as emulsdes Pickering, sistemas inovadores
estabilizados por particulas coloidais, caracterizadas por possuiram elevada resisténcia a
fendmenos de coalescéncia e amadurecimento de Ostwald em comparagdo com as
emulsdes tradicionais baseadas em surfactantes. Além disso, oferecem a oportunidade de
incorporar compostos bioativos por meio da utilizag@o das particulas como encapsulantes.
Assim, o presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver emulsdes Pickering
estabilizadas com particulas contendo curcumina obtidas pelo método de dispersdo
solida. Com essa estratégia pretendeu-se obter uma emulsdo promissora para aplicagao
na indastria alimentar como substituto de maionese com redug¢do de gordura.
Inicialmente, com base em testes preliminares foram selecionadas quatro formulagdes de
nanoparticulas que manifestaram potencial em atuar como particulas Pickering,
nomeadas de KC1, KC2, PVA e PVP, quais foram produzidas pela técnica de dispersao
solida utilizando os polimeros k-carragenina, alcool polivinilico ou polivinilpirrolidona,
e caracterizadas através da andlise de cor, molhabilidade e tamanho de particula. Deste
modo, o trabalho prosseguiu com a producdo e otimiza¢do das emulsdes Pickering
testando-se diferentes razdes 6leo/dgua e concentragdo de particulas, com o fim de obter
formulagdes estaveis. As emulsdes, produzidas com azeite neutro para minimizar a
influéncia das propriedades da fase o6leo nos sistemas, foram avaliadas quanto a
morfologia, tipo de emulsdo e analisadas visualmente. Por conseguinte, foram atingidos
trés sistemas estaveis, sendo esses: KC1 ¢ 0,4 (4,7%), KC2 ¢ 0,4 (4,7%) e KC2 ¢ 0,6
(4,0%). Conforme os resultados obtidos, as emulsdes otimizadas foram produzidas
substituindo o azeite neutro por um azeite virgem para adequacgao a aplicag@o alimentar.
A partir de testes de estabilidade ao longo do tempo e analises de cor e pH, as emulsdes
com azeite virgem demonstraram ser tdo estdveis e atrativas a aplicacdo quanto as

produzidas com azeite neutro. Por fim, as emulsdes otimizadas com azeite virgem foram
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sujeitas a andlises de estabilidade oxidativa, avaliacdo das propriedades de textura e
caracterizacdo nutricional, utilizando como matrizes alimentares de comparacdo dois
tipos de maioneses comerciais (tradicional e light). As trés emulsdes apresentaram
estabilidade oxidativa significativamente superior as das maioneses comerciais,
representando um tempo de prateleira superior. A emulsdo KC1 ¢ 0,4 (4,7%) apresentou
textura e valor nutricional proximos da maionese light comercial, indicando assim, ser
uma emulsdo promissora para aplicacdo como produto natural substituto de maionese
com baixo teor de gordura, além de proporcionar beneficios para a saude do consumidor

derivado das propriedades da curcumina e do azeite virgem.

Palavras-chave: Emulsdes Pickering; dispersdo solida; curcumina; aplicagdes

alimentares.
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ABSTRACT

Oils and fats are the main ingredients of several food products; however, the
excessive consumption of these compounds is directly associated with diseases such as
obesity, diabetes and cardiovascular diseases. In this context, the demand for developing
foods with fat reduction maintaining the sensorial quality similar to that of traditional
products, represents a challenge for the food industry. One of the methods explored by
food technology for fats replacement is based on emulsion approaches. Among others, it
is to highlight that Pickering emulsions consist on innovative systems stabilized through
colloidal particles, characterized by holding high resistance to coalescence and Ostwald
ripening phenomena in comparison with conventional surfactant based emulsions.
Moreover, they provide the opportunity to incorporate bioactive compounds through the
encapsulation in the particles. In this context, the main objective of the present work
comprise the development of Pickering emulsions stabilized by particles incorporating
curcumin produced by the solid dispersion method. With this strategy it was intended to
obtain a promising emulsion to be used in the food industry as a substitute of low fat
mayonnaise. Initially, based on preliminary tests, four nanoparticle formulations were
selected, which showed the potential to act as Pickering stabilizers, designated as KC1,
KC2, PVA and PVP, which were produced by the solid dispersion technique with the
polymers k-carrageenan, polyvinyl alcohol or polyvinylpyrrolidone, and characterized in
terms of color, wettability and particle size. Afterwards, the work proceeded with the
production and optimization of the Pickering emulsions by testing different oil/water
ratios and particle concentrations, in order to obtain stable formulations. The emulsions,
produced with neutral oil to minimize the influence of the oil properties in the systems,
were evaluated by means of morphology, type of emulsion and visually inspected. Three
stable systems were obtained, corresponding to the formulations: KC1 ¢ 0.4 (4.7%), KC2
¢ 0.4 (4.7%) and KC2 ¢ 0.6 (4.0%). According to the obtained results, the optimized
emulsions were produced by replacing the neutral olive oil with virgin olive oil to be
directed to food applications. Based on stability tests over time and color and pH analysis,
emulsions prepared with virgin olive oil demonstrated to be as stable and attractive as
those prepared with neutral olive oil. Finally, the emulsions optimized with virgin olive
oil in view of food applications, were evaluated through oxidative stability, texture and
nutritional properties, using two types of commercial mayonnaise (traditional and light)

for comparison purposes. The three emulsions showed significantly higher oxidative
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stability in comparison with commercial mayonnaise, implying their longer shelf life. The
KC1 ¢ 0.4 (4.7%) emulsion showed textural and nutritional results similar to that one of
the commercial light mayonnaise, thus indicating its potential applicability as a natural
substitute of low fat content, besides providing health benefits to the consumer derived

from the curcumin and virgin olive oil properties.

Keywords: Pickering emulsions; Solid dispersion; curcumin; food applications.
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MOTIVACAO E OBJETIVOS

As emulsdes estabilizadas por particulas sélidas, denominadas por emulsdes
Pickering, apresentam-se como uma alternativa as emulsdes classicas estabilizadas por
surfactantes. Possuem elevado potencial para aplicag@o na indistria alimentar, mas o seu
uso ¢ ainda muito escasso.

As emulsdes Pickering potenciam novas abordagens para o desenvolvimento de
alimentos com baixo teor de gordura, bem como para o encapsulamento e libertacdo
controlada de ingredientes ativos, todas tuteis ao desenvolvimento de novos alimentos
funcionais. No entanto, a maior parte dos sistemas desenvolvidos sdo baseados em
particulas de silica ou particulas de silica modificadas, o que ndo ¢ compativel com
sistemas naturais ou mesmo de grau alimentar. Assim, um dos pontos mais importante no
estudo das emulsdes Pickering consiste na necessidade de produzir particulas compativeis
com aplicacdes alimentares e compreender o seu comportamento na estabilizacdo das
emulsdes produzidas.

Recentemente tém surgido diversos estudos sobre a utilizagdo de particulas
organicas de grau alimentar, nomeadamente particulas produzidas utilizando glucidos,
proteinas e materiais lipidicos. Neste contexto, o presente trabalho visa o
desenvolvimento de nanoparticulas compativeis com aplicacdes alimentares e sua
caracterizacdo (tamanho, morfologia, molhabilidade, etc.), bem como a producdo de

emulsdes Pickering estaveis para aplicacao na area alimentar.
Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo produzir particulas incorporando
curcumina, compativeis com a area alimentar e que possuam potencial para atuar como
estabilizadores Pickering, visando o desenvolvimento de emulsdes estaveis que possam

ser utilizadas em aplica¢des alimentares.

Objetivos especificos:



Tendo em consideragdo o objetivo geral de desenvolver sistemas Pickering
compativeis com a area alimentar, o presente trabalho possui os seguintes objetivos
especificos:

(1) Producdo de nanoparticulas (contendo curcurmina) pela técnica de dispersao
solida;

(i1) Caracterizagdo das nanoparticulas produzidas;

(ii1))  Desenvolvimento e otimizagdo da formulagdo de emulsdes Pickering estaveis;

(iv)  Caracterizacao das emulsdes elaboradas;

(V) Teste de aplicagdo e comparagao com uma matriz alimentar de referéncia.

Estrutura da dissertacio

A presente dissertagdo estd organizada em varios capitulos que abordam desde o
estado da arte atual da area que foi usada como base para o desenvolvimento do trabalho
até aos resultados e discussao dos sistemas analisados, incluindo as principais conclusdes
e propostas para trabalhos futuros. Est4 dividido nos seguintes capitulos:

O capitulo 1 ¢ referente a revisdo bibliografica, discorrendo defini¢des
importantes para o trabalho desenvolvido e analises relevantes para abordagem do tema.

O capitulo 2 aborda a descri¢do dos materiais e métodos utilizados ao decorrer do
desenvolvimento do trabalho.

O capitulo 3 aborda a apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos.

O capitulo 4 inclui as conclusdes do atual estudo e indicagdes a trabalhos futuros.

O capitulo 5 retine as referéncias bibliograficas utilizadas no trabalho.



Capitulo 1
Revisao bibliografica



Capitulol — Revisdo Bibliogrdfica

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. EMULSOES

As caracteristicas sensoriais presentes nos produtos alimentares processados
dependem de uma série de fatores que envolvem a interacdo entre os ingredientes, o
processo e as condi¢des de preparacdo selecionadas. Entre as estruturas e unidades
formadoras dos alimentos, as emulsdes exercem um papel importante. Estas promovem
sensacgdes e caracteristicas desejaveis em muitos produtos, incluindo o leite, maionese,
molhos, sorvetes e margarinas (Friberg, Larsson & Sjoblom, 2003).

Uma emulsdo ¢ composta pela mistura de dois liquidos imisciveis, geralmente
agua e 60leo. Um dos liquidos ¢ disperso na forma de goticulas (fase dispersa ou interna),
em outro, denominado fase continua ou externa. Em grande parte dos alimentos, as
goticulas apresentam diametro em torno de 0,1 a 100 um (McClements, 2015). Ha dois
tipos principais de emulsdes, que podem ser distinguidas de acordo com o tipo de liquido
que compde a fase continua, as emulsdes 6leo em agua (O/A), onde o 6leo ¢ disperso no
meio aquoso e as emulsdes dgua em 6leo (A/O), em que a agua ¢ dispersa no 6leo. A

representacdo esquematica de ambas pode ser observada na Figura 1 (Schramm, 2005).

OLEO EM AGUA (O/A) AGUA EM OLEO (A/O)

.
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o 00
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Figura 1. Representacdo de emulsoes 6leo em agua e agua em 6leo.

Em situacdes reais, € possivel encontrar algumas situagdes mais complexas, como
o caso das emulsdes duplas, que podem ser do tipo 6leo em agua em o6leo (O/A/O) e dgua

em oOleo em agua (A/O/A), como ilustrado na Figura 2. Sdo caracterizadas normalmente
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por apresentarem goticulas grandes (dezenas de mm) e serem mais dificeis de produzir e

estabilizar (Friberg, Larsson & Sjoblom, 2003; Schramm, 2005).

AGUA EM OLEO EM OLEO EM AGUA EM
AGUA (A/O/A) OLEO (0/A/0)

w© & @@ @
o°o°.0.°.o° @@@

%l o @ @ @

Figura 2. Representagdo de emulsdes duplas.

Apo6s a homogeneizagdo do 6leo com a agua, a tendéncia € que ocorra rapidamente
a separacao de fases ficando a camada de 6leo (menor densidade) sobre a camada de 4gua
(maior densidade), principalmente devido ao fato de o contato entre as moléculas de dgua
e Oleo ser termodinamicamente desfavoravel (McClements, 2015). Contudo, para que
ocorra a formagdo de uma emulsdo estavel por um dado periodo de tempo, € necessario
além do 6leo e da dgua e uso de energia, a utilizagdo de um emulsionante e/ou espessante
(Benetti, 2018).

Para favorecer a homogeneizacdo dos componentes e a formagdo da emulsdo,
geralmente sdo utilizados dispositivos mecanicos conhecidos como homogeneizadores,
tais como moinhos coloidais, homogeneizadores ultrassonicos e de alta pressdo
(McClements, 2015).

Os emulsionantes sdo moléculas com atividade tensioativa que sdo adsorvidas na
interface das goticulas formadas na homogeneizacdo, diminuindo a tensdo interfacial,
impedindo a colisdo entre as moléculas e assim, prevenindo os fendémenos de
desestabilizacdo da emulsdo (Benetti, 2018). Esses podem ser emulsionantes idnicos,
zwitterionicos ou ndo idnicos, proteinas, polimeros anfifilicos ou combinacdes de
polimeros e surfactantes (Friberg, Larsson & Sjoblom, 2003). Grande parte dos
emulsionantes sdo moléculas anfifilicas, ou seja, possuem regides polares e apolares. Os
mais utilizados na industria de alimentos sdo as proteinas anfifilicas, surfactantes

constituidos por moléculas pequenas e fosfolipidios (McClements, 2015).
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Além dos emulsionantes liquidos, nos ultimos anos tem-se observado grande
interesse pela utilizagdo de particulas s6lidas que agem como estabilizadores de emulsodes,
também conhecidas como particulas Pickering. Diferentemente dos emulsionantes
classicos, essas sdo adsorvidas na interface 6leo/agua agindo como uma barreira fisica,
resultando em emulsdes estaveis a longo prazo (Rayner et al., 2012).

Os agentes espessantes também melhoram a estabilidade das emulsdes, porém
atuando como impedimento a0 movimento das goticulas. O aumento da viscosidade da
fase continua diminui, consequentemente, o movimento das goticulas. Os mais
encontrados na industria alimentar sdo os polissacarideos (McClements, 2015).

Além de promover a estabilizagdo das emulsdes, a natureza do agente
emulsionante pode determinar o arranjo das fases. Como descrito pela Regra de Bancroft,
a fase em que o emulsionante for mais soltvel tende a ser a fase continua (Schramm,
2005). A natureza anfifilica dos emulsionantes pode ser expressa em funcdo de uma
escala empirica conhecida como HLB (balango hidrofilico-lipofilico). Numeros baixos
de HLB, abaixo de 6, mostram que o agente de superficie ¢ lipofilico e tende a formar
emulsdes agua em Oleo, enquanto altos numeros de HLB, maiores que 10, mostram que
o agente de superficie ¢ hidrofilico e, portanto, sdo adequados para formar emulsdes 6leo

em agua (Shi et al., 2019).

1.1.1. Fenomenos de desestabilizacao de emulsodes

Ha uma série de mecanismos fisico-quimicos que podem alterar as propriedades
de uma emulsdo, intervindo na sua estabilidade. Altera¢des na distribuicdo espacial ou
organizag¢do estrutural das moléculas sdo o resultado de instabilidade fisica. J4 alteracdes
nos tipos de moléculas presentes no meio sdo fatores de instabilidade quimica
(McClements, 2015). Na Figura 3 estio representados os principais tipos de fenomenos

de desestabilizacdes que podem ocorrer no sistema e que sdo descritos em seguida.
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Figura 3. Representagdo das possiveis desestabilizagdes em emulsdes.

Creaming e sedimentacdo: Desestabilizagdo resultante de forcas externas, como
gravitacional e/ou centrifuga. Ocorre quando essas forcas excedem o movimento da
energia interna das goticulas, acumulando um gradiente de concentrag¢do no sistema. As
goticulas maiores movem-se até ao topo do recipiente (creaming), se a densidade for
menor que a do meio, ou para o fundo (sedimentacdo), se a densidade for maior que a do
meio (Tadros, 2009).

Coalescéncia: Ocorre quando os filmes formados entre as goticulas se rompem e,
consequentemente, ha fusdo dessas goticulas (Langevin, 2019).

Floculagdo: Processo de agregacdo de goticulas. A floculagdao ocorre quando nao
ha repulsdo suficiente para manter as goticulas afastadas a uma distancia onde as atragdes
de Van der Waals se mantenha fraca (Tadros, 2009).

Amadurecimento de Ostwald: Resulta da solubilidade finita das fases liquidas.
Consiste no crescimento do raio das goticulas e na diminui¢do do nimero total de
goticulas dispersas. Este processo pode levar também a separagdo das fases da emulsao

com o passar do tempo (Franzol & Rezende, 2015).
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Inversdo de fases: Como o proprio nome sugere, o processo equivale a inversao
das fases continua e dispersa. Como por exemplo, com o passar do tempo uma emulsdo

O/A pode inverter para A/O ou vice-versa (McClements, 2015).

1.2. EMULSOES PICKERING

As emulsdes Pickering sdo definidas como emulsdes onde a estabilizagdo da
interface em vez de ser feita por emulsionantes convencionais (ou seja, surfactantes),
ocorre por acdo de particulas coloidais solidas. Nas emulsdes classicas, o emulsionante
age diminuindo a tensdo interfacial entre o 6leo e a agua, o que facilita a quebra das
goticulas na emulsificagdo, diminuindo a energia livre de Gibbs da emulsdo. Ja no caso
das particulas sélidas, essas sdo adsorvidas e ancoradas quase que irreversivelmente na
interface dos liquidos, formando uma barreira fisica rigida, comparada a uma casca de
ovo, também diminuindo a energia livre de Gibbs e garantindo uma elevada estabilidade
da emulsao (Berton-Carabin & Schroén, 2015; Dai et al., 2018).

A estabilizag@o por particulas solidas retém propriedades basicas das emulsdes
convencionais, podendo substitui-las na maioria dos casos. Além disso, as emulsdes
Pickering conferem propriedades especificas as emulsdes, tal como elevada resisténcia a
coalescéncia. A ideia de ser “livre de surfactantes” também pode ser atrativo para diversas
aplicagdes (Chevalier & Bolzinger, 2013).

Para que uma particula seja utilizada como Pickering ¢ fundamental que ela
apresente molhabilidade parcial apropriada, expressa pelo angulo de contato trifasico
particula/dleo/dgua (0). 6 ¢ correspondente ao HLB dos surfactantes, indicando a
afinidade relativa das particulas pelo 6leo e pela gua. E calculado pela equagio de Young
(Equagao 1), onde ypo, ypw, yow sdo, respetivamente, as tensoes interfaciais particula-
6leo, particula-agua e 6leo-dgua (Berton-Carabin & Schroén, 2015; Albert et al., 2019).

_ Ypo—ypw

cosf =———— (Equacio 1)

yow

Além da molhabilidade, o tamanho e a forma das particulas sdo também fatores
importantes para que estas possam ser utilizadas como estabilizadores de Pickering. As
particulas devem ser necessariamente menores que as goticulas da emulsdo. A forma

também determina seu comportamento interfacial e, consequentemente, o seu
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desempenho, podendo estas ter formato de fibrilas, esferas/globulos e plaquetas (Figura
4), servindo como “particulas de separa¢cdo” (Berton-Carabin & Schroén, 2015; Chevalier

& Bolzinger, 2013; Calabrese et al., 2018).

Tipos de Nanoparticulas
|
| |
Surfactantes Fibrilas Glébulos Plaquetas
Agua Agua Agua
)
I
Estabilizacao por barreira fisica

Figura 4. Formatos de surfactante e particulas estabilizadores de emulsdes Pickering.
FONTE: Adaptado de Calabrese et al., 2018.

O tipo de emulsdo ¢ definido principalmente pela afinidade das particulas pelas
fases. Assim, particulas mais hidrofilicas (6 < 90°) formardo preferencialmente emulsdes
O/A e particulas mais hidrofébicas (8 > 90°) formardo emulsdes A/O, como pode ser
observado na Figura 5. As emulsdes Pickering estaveis correspondem aquelas que geram
um angulo de contato trifasico proximo de 90°, situagdo em que a adesdo na interface dos

liquidos ¢ mais forte (Berton-Carabin & Schroén, 2015; Harman et al., 2019).

7
PN o 0 < 90°

0. Oleo : Yo

O/A
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L/ a& Particulas Oleo Particulas Agua
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() - Particulas
®0e® Particulas Agua Oleo

Figura 5. Representagdo do tipo de emulsdo formada em relagdo ao angulo de contato trifésico.
FONTE: Adaptado de Albert, et al., 2019.
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A fase em que as particulas sdo dispersas antes da emulsificagdo assume também
um papel importante no tipo de emulsdo obtida. Particulas dispersas inicialmente na fase
aquosa tendem a formar emulsdes O/A e particulas dispersas inicialmente na fase oleosa
tendem a formar emulsdes do tipo A/O (Albert et al., 2019).

Para que haja adsor¢do irreversivel entre as interfaces, as particulas devem
apresentar um valor 0 entre 30° e 150°, situagdo em que a energia de dessor¢ao ¢ varias
ordens de magnitude maior que a energia térmica do movimento browniano. A energia
necessaria para separar particulas de raio R da interface, AE, pode ser calculada pela
Equacio 2, onde, yow ¢ a tensdo interfacial e 6 ¢ o angulo de contato trifasico (Xiao, Li

& Huang, 20165 Xiao, Lu, & Huang, 2017).

AE = mR?yow(1 + cos)? (Equacio 2)

De acordo com a equagdo de Young (Equacao 1), o valor de 0 est4 associado ao
6leo utilizado através das tensdes interfaciais (ypo e yow). Portanto, a escolha do dleo
influencia diretamente o angulo de contato trifasico. Além disso, a sua polaridade,
viscosidade e a proporcao de fase oleosa/aquosa pode alterar o tamanho da gota, o tipo e
a estabilidade da emulsao (Albert et al., 2019).

As propriedades fisicas e mecénicas das interfaces estabilizadas por Pickering
também diferem das estabilizadas por emulsionantes convencionais. A espessura da
interface ¢ muito maior quando comparada a interface de uma emulsdo cléssica.
Consequentemente, a carga superficial também se torna superior. Em ambiente industrial,
geralmente os surfactantes sdo colocados em contato com a interface por conveccao e/ou
difusdo. No caso da utilizacdo de particulas, ¢ necessario um fluxo convectivo para
superar a barreira de alta adsor¢ao de energia (Berton-Carabin & Schroén, 2015).

A concentragdo de particulas tem uma influéncia consideravel nas caracteristicas
da emulsdo formada. Quando se utiliza uma concentracgao baixa de particulas, apenas uma
pequena area interfacial pode ser estabilizada, o que resulta em instabilidade e formagao
de particulas muito grandes. Para concentragdo intermedidria, a area interfacial ¢ um
pouco maior do que a que as particulas sdo capazes de cobrir, assim essas coalescem até
que as goticulas sejam inteiramente cobertas, como pode ser observado na Figura 6. Ja
quando ha uma elevada concentragdo de particulas, pode ocorrer a formagdo de emulsdes

muito finas. Contudo, neste Gltimo caso ¢ conveniente um processo eficiente para garantir

10
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que todas as particulas sejam adsorvidas e que ndo sobrem particulas em suspensdo na

fase continua (Chevalier & Bolzinger, 2013; Albert et al., 2019).
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Figura 6. Representagdo da coalescéncia de particulas.
FONTE: Adaptado de Albert et al.,2019.

Ainda assim, o excesso de particulas na fase externa pode levar & formagao de
emulsdes viscosas estaveis. A alta viscosidade retarda a desestabilizacdo pelo fato de as
particulas se movimentarem de forma mais lenta. Seguindo a mesma teoria, a estabilidade
de emulsoes gelificadas, leva a produtos com um prazo de armazenamento excelente
(Chevalier & Bolzinger, 2013).

O tamanho da goticula diminui quando a concentragcdo de particulas aumenta,
sendo desta forma possivel obter emulsdes com tamanho de goticula controlado. Este
fenémeno ¢ chamado de “coalescéncia limitada”. As emulsdes apresentam uma
distribuicdo homogénea do tamanho de goticula diretamente proporcional a massa de
particulas e a cobertura das goticulas. Tal comportamento pode ser descrito pela Equag¢iao
3 (Albert et al., 2019).

mp ap

1
-= — = Equaca
D 6 XC X pp XVd Ip ( qll§03)

Onde D ¢ o didmetro final da gota, mp ¢ a massa das particulas, pp ¢ a densidade
das particulas, Vd ¢ o volume da fase dispersa, C € a cobertura da superficie (fragdo da
area interfacial da gota coberta pelas particulas ), ap ¢ a area da particula projetada na
interface e 9p € o volume da particula (Albert et al., 2019).

Diversos tipos de materiais podem ser utilizados como estabilizantes Pickering.

A silica tem sido amplamente estudada por ser facilmente obtida e modificada. Em sua

11
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forma natural tende a estabilizar emulsdes O/A devido a sua hidrofilicidade, enquanto a
silica hidrofobicamente modificada tende a estabilizar emulsdes A/O (Yang et al., 2017).

Nas emulsdes alimentares tem sido explorado o uso de materiais como particulas
de cristais organicos, que talvez sejam as particulas hidrofobicas mais naturais. Também
tém sido utilizadas particulas a base de prolaminas, que sdo proteinas encontradas em
cereais, particulas a base de celulose e quitina, que em conjunto formam cristais ou fibras
em propor¢do elevada e insoliveis em agua, particulas a base de amido, biopolimero
abundante na natureza e particulas de microgéis, que sdo formados por materiais
superficialmente ativos (Murray, 2019).

Nos tultimos anos, o interesse em relagdo as emulsdes Pickering tem crescido
consideravelmente. Na Tabela 1, estdo reunidos alguns exemplos de pesquisas

relacionadas com o estudo de materiais com potencial para tal fim.

Tabela 1. Particulas com potencial para uso como Pickering.

Natureza das

Particulas Aplicagio Referéncias
Qu1tf)§an0—301do qulsoes Pickering O/A com 6leo (Atarian et al., 2019)
estearico de girassol

Emulsoes Pickering O/A baseadas

uitosano-goma . , .
Q & em polissacarideos livres de

(Sharkawy, Barreiro &

arabica surfactante Rodrigues, 2019)

Kafirina Emulsdes duplas A/O/A (Xiao, Lu, & Huang, 2017)
.\ U . . (Noguchi, Yamamoto &

Quitina Emulsdo Pickering de estireno Kadokawa, 2019)

Microgel de proteina Emulsoes Pickering O/A (Zhang et al., 2020)

de ervilha

Emulsoes Pickering baseadas em

Zein-gliadina , 2. .
proteinas de cereais integrais

(Liu et al., 2019b)

Amido de quinoa Emulsoes Pickering O/A (Rayner et al., 2012)

1.3. PARTICULAS PRODUZIDAS PELA TECNICA DE DISPERSAO SOLIDA (DS)

Diversos métodos fisicos e quimicos sdo capazes de melhorar a solubilidade de
produtos hidrofébicos. Como exemplo de método fisico, pode-se utilizar a redu¢ao do

tamanho de particula, entretanto, em alguns casos pode ocorrer aglomeragdo, o que

12
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durante o armazenamento causard um efeito contrario ao desejado, dificultando a sua
posterior dissolucdo (Patel et al., 2015).

A dispersdo solida ¢ um método promissor para melhorar a dissolucdo e a
biodisponibilidade de compostos pouco soliiveis em agua, sendo utilizado principalmente
na area farmaceéutica (Li et al., 2013). Infelizmente, esta técnica tem sido pouco explorada
em aplicacdes destinadas a 4area alimentar. O processo envolve a incorporacdo de
compostos hidrofobicos em um transportador inerte ou numa matriz transportadora
hidrofilica, geralmente um polimero, preparados por fusdo, dissolugdo em solvente ou
pelo método de evaporacdo de solvente. O processo resulta num perfil de libertagdo do
composto ativo que € governado pelas propriedades do transportador (Chuah et al., 2014;
Patel et al., 2015).

Os polimeros sdo adicionados visando reduzir a mobilidade molecular do
composto para evitar a separacdo de fases e cristalizacdo durante o periodo de
armazenagem. O aumento da solubilidade deve-se principalmente ao fato do composto
permanecer na forma amorfa, o que estd associado a um estado de energia superior
quando comparado com a forma cristalina, assim, exigindo menor quantidade de energia
para que ocorra a sua dissolucdo (Patel et al., 2015).

As particulas resultantes, além de se apresentarem na forma amorfa, possuem
melhor molhabilidade e maior grau de porosidade, o que depende principalmente das
caracteristicas do transportador. Polimeros lineares produzem particulas mais porosas
comparativamente ao caso de se utilizarem reticulantes. Devido a redu¢do do tamanho
das particulas, também se verifica um aumento da area superficial, fatores que também
sdo responsaveis pelo aumento da solubilidade e biodisponibilidade dos compostos (Seo
et al., 2012; Vasconcelos, Sarmento, & Costa, 2007).

Grande parte dos polimeros utilizados na produgdo de dispersdes solidas sao
soliiveis em agua em todas as gamas de pH. Porém, em alguns casos, também sdo
utilizados polimeros entéricos, que possuem grupos acidos que sdo ionizados em
condi¢des de pH elevado, facilitando a dilatagdo da particula e sua solubilidade (Jankovic
et al., 2019). A miscibilidade entre o composto e o polimero ¢ importante para obter um
sistema soluvel e estavel, portanto a escolha do transportador ¢ um dos pardmetros mais
importantes deste processo (Meng et al., 2015).

Para a sele¢do do polimero devem avaliar-se diversos fatores, nomeadamente a
temperatura de transi¢do vitrea (Tg), a natureza anidnica ou catidnica, a presenca de

grupos funcionais, a higroscopicidade, a solubilidade em solventes organicos comuns,

13
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estabilidade térmica, entre outros (Patel et al., 2015). Transportadores hidrofilicos como
os polietilenoglicois de elevado peso molecular (PEGs) e as polivinilpirrolidonas (PVPs)
tém sido muito utilizados na producao de dispersdes solidas (Sziits et al., 2011).
Dependendo do estado fisico do veiculo, as dispersdes solidas podem ser
cristalinas ou amorfas, e também podem ser divididas em quatro geragdes de acordo com

sua composicdo, como descrito na Figura 7 (Vo, Park & Lee, 2013).

Compostos pouco sohiveis em
agua

e +PA +PS +PIA or PD

+PIA -

4" Geracao

+SF PIA
1* Geracio 2* Geracao 1 3" Geracio T >

+SF

- Baixa taxa de - Taxa de dissolugio - Maior taxa de - /N Taxa de dissolugdo
dissolucio devido ao - Precipitagio sob dissolucio - Liberacio controlada
transportador cristaline supersaturacio - ¥ Precipitagdo sob
- Baixa estabilidade - Baixa estabilidade supersaturagio

- / Estabilidade

Figura 7. Composicao e propriedades das quatro geragdes de dispersdes solidas.
Nota. VC: veiculo cristalino, PA: polimero amorfo, PS: polimero surfactante, PIA: polimero insoltivel em
agua, PD: polimero dilatavel, SF: surfactante, (1): aumentar, (| ): diminuir.
FONTE: Adaptado de Vo, Park & Lee, 2013.

Na primeira geracdo, ha a formacdo de dispersdes solidas cristalinas, onde um
composto cristalino ¢ disperso num veiculo também cristalino formando uma mistura
eutética ou monotética. A mistura eutética ¢ preferivel devido ao fato de a temperatura
necessaria para a fusdo da mistura ser menor e também pelo fato de ocorrer a cristalizag@o
simultanea do composto e do veiculo durante o processo de resfriamento, originando uma
melhor dispersdo e, consequentemente, aumentando a taxa de dissolu¢do (Vo, Park &
Lee, 2013).

J& nas dispersdes solidas de segunda geragao, sdo utilizados veiculos amorfos ao
invés de cristalinos, geralmente polimeros. Podem ser classificadas de acordo com a
interagdo molecular dos compostos e transportadores, como solugdes solidas, suspensdes

solidas ou uma mistura de ambos. Em solugdes solidas os componentes sdo totalmente
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misciveis e soluveis, resultando numa interagdo molecular homogénea. Nestes sistemas a
energia de interacdo ¢ extremamente elevada (Vasconcelos, Sarmento, & Costa, 2007).

No caso das suspensdes solidas, o composto cristalino possui solubilidade
limitada em relagdo ao transportador ou um ponto de fusdo muito alto. Molecularmente,
a dispersdo obtida possui uma estrutura heterogénea. Na segunda geragdo, o composto
estd no seu estado supersaturado devido a solubilidade for¢ada no transportador. Sdo
sistemas que produzem particulas menores que a geracdo anterior, com melhor
molhabilidade e consequentemente melhor dispersibilidade ( Vasconcelos, Sarmento, &
Costa, 2007).

Os sistemas de dispersdes solidas de terceira geracdo contém um surfactante ou
uma mistura de polimeros amorfos e surfactantes como transportadores. Nessas situagdes
¢ possivel obter um grau de biodisponibilidade dos componentes hidrofobicos elevado,
além de garantir melhor estabilizag¢do fisica e quimica (Szlits et al., 2011). O uso de
surfactantes com estruturas anfifilicas promove o aumento da miscibilidade entre os
constituintes, além de melhorar a molhabilidade e impedir a precipitagdo do elemento
devido a supersaturacdo (Vo, Park & Lee, 2013).

Por fim, a quarta geracdo corresponde a uma dispersdo solida de libertagao
controlada, utilizada principalmente na éarea farmacéutica para medicamentos pouco
soliveis em 4gua e com uma meia-vida biolodgica curta. A utilizacdo de polimeros
insoliiveis em agua ou intumescentes pode retardar a libertacdo da droga no meio de
dissolucdo. Este processo pode garantir o fornecimento de uma quantidade adequada de
medicamento por um longo periodo de tempo (Vo, Park & Lee, 2013).

Em relagdo as técnicas utilizadas para a secagem das DS, a de spray-drying
destaca-se por apresentar elevada produtividade, custo de produg¢do relativamente baixo,
aumento da estabilidade microbioldgica dos produtos fito-farmacéuticos e diminui¢do do
risco de degradagdo quimica e/ou biologica. Além disso, fornece particulas pequenas de
formato uniforme e esférico (Gangurde et al., 2015). Na area alimentar, também ¢ muito
utilizada como meio de encapsulamento de substancias, pelo fato de ser um processo
flexivel em termos de agentes encapsulantes e principios ativos (Leimann et al., 2019).

O processo de secagem por spray-drying torna-se bastante atraente para a
preparacao de dispersdes solidas amorfas, pelo fato proporcionar uma evaporagdo muito
rapida do solvente dissolvido na solugdo fornecida ao sistema. Deste modo, o método

promove um rapido aumento da viscosidade e permite a captura cinética do composto de
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interesse na matriz transportadora, resultando numa dispersdo molecular supersaturada
(Paudel et al., 2013).

O procedimento de funcionamento da secagem por atomizagdo consiste
basicamente em quatro etapas. Num primeiro momento, o fluido ¢ alimentado a camara
de secagem por meio de uma bomba peristaltica. Através de um atomizador ou um bico
de dois fluidos, a atomizagao pode ocorrer por forga centrifuga, de pressao ou cinética.
Assim, as goticulas geradas sdo submetidas a rapida evaporacdo do solvente quando em
contato com o gas de secagem, levando a formacdo de particulas secas. Por fim, essas
particulas sdo separadas do gas de secagem por meio de um ciclone, que as deposita num
recipiente de vidro. Em relacdo a formulagdo, ¢ importante considerar a composi¢ao da
alimentacdo, teor de solidos na alimentacdo, tipo de solvente, viscosidade e tensdo
superficial da solugdo de secagem (Paudel et al., 2013).

A temperatura do ar ¢ um dos pardmetros mais importantes a ser controlado, pois
afeta a morfologia do produto, como por exemplo o tamanho da particula, rugosidade da
superficie, densidade, viscosidade, humidade e niveis de solvente. Geralmente, a remocao
eficiente do solvente ¢ necessaria para garantir a qualidade do composto resultante, pois
sua presenca pode resultar na plastificacdo da dispersao sélida e consequentemente, afetar
a estabilidade do complexo final (Patel et al., 2015).

A Figura 8 representa de forma esquematica um sistema de spray-drying (Sosnik

& Seremeta, 2015).

Atomizador
Gas de
secagem =>
Alimentacao
°o°o°o° liquida
o0
Camara de ©

secagem

> Gas de escape

b m Ciclone

Coletor de
particulas secas

Figura 8. Diagrama do equipamento e processo de secagem por spray-drying convencional.
FONTE: Adaptado de Sosnik & Seremeta, 2015.
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1.4. APLICACOES POTENCIAIS DAS EMUNSOES PICKERING NA AREA
ALIMENTAR

Grande parte do conhecimento sobre emulsdes Pickering vem de sistemas
estabilizados por nanoparticulas a base de silica e outros compostos inorganicos. Porém,
devido as preocupacdes de biodegrabilidade e biocompatibilidade, estas sdo limitantes
para utilizagdo na area alimentar. O interesse em particulas naturais de biopolimeros que
sejam eficazes como estabilizadores Pickering e compativeis com alimentos vem
crescendo nos ultimos anos (Xiao, Li & Huang, 2016).

Apesar dos desafios, as emulsdes Pickering tém elevado potencial para aplicagdo
em alimentos. Apresentam capacidade de serem utilizadas como encapsulantes de
compostos bioativos e também trazem novas propriedades sensoriais, nutricionais e de
textura aos produtos. Concentragdes elevadas de particulas na fase continua podem ter
um efeito de preenchimento ou até funcionar como substituto da gordura. J4 em relagao
a aceitabilidade dos consumidores, o conceito de “rotulo limpo” serd atendido devido a
auséncia de surfactantes (Tavernier et al., 2016; Xiao, Li & Huang, 2016).

Essa abordagem também pode oferecer novas possibilidades para o
desenvolvimento de alimentos funcionais. A incorporacdo de compostos bioativos
lipofilicos como acidos gordos, -3, acido linoléico conjugado, carotenoides, fitoesterdis
e vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K) em sistemas alimentares, pode proporcionar
beneficios fisioldgicos no combate a doencas cardiacas, como ganho de peso, hipertensao,
degeneracdo macular, cancro e satde 6ssea (Tavernier et al., 2016).

A curcumina, composto polifendlico natural encontrado no rizoma da erva perene
acafrdo, ganhou bastante interesse nas ultimas décadas devido as suas propriedades
promotoras de satde, como anti-inflamatorias, anticarcinogénicas e antioxidantes
(Araiza-Calahorra, Akhtar & Sarkar, 2018). Porém, a sua baixa bioacessibilidade ¢ uma
grande barreira devido a sua hidrofobicidade, baixa solubilidade em agua e baixa
biodisponibilidade oral. Adicionalmente, apresenta baixa bioacessibilidade no trato
intestinal dado que s6 se decompde em solugdes alcalinas (Tang et al., 2019).

Desta forma, as emulsdes Pickering podem ser modelos eficazes para encapsular
a curcumina e melhorar a sua estabilidade e biodisponibilidade, incrementando a
bioacessibilidade desses sistemas (Araiza-Calahorra, Akhtar & Sarkar, 2018). Seguindo

esse pensamento, o presente estudo tem como objetivo desenvolver particulas com
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potencial Pickering incorporando curcumina e produzidas pela técnica de dispersdo

solida, visando aplicagdes em produtos alimentares.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

A curcumina, com pureza de 65%, foi adquirida na Sigma-Aldrich. No
procedimento da dispersio sélida foram utilizados Alcool polivinilico (PVA, Celanese
Chemicals) e polivinilpirrolidona (PVP, Sigma-Aldrich) como materiais encapsulantes
sintéticos e k-carragenina (Acros Organics) como natural. Tween 80 (Alfa Aesar) e etanol
absoluto (Honeywell, 99,8%) foram manuseados como surfactante e solvente,
respectivamente. Acido citrico (PanReac 99,5%) e citrato de sodio (PanReac 99,0%)
foram utilizados para o preparo da solu¢do tampao responsavel pelo controle do pH
durante a producado das particulas.

No preparo das emulsdes, utilizou-se azeite neutro (Vencilab) e azeite virgem
(Fagron). Por fim, as maioneses tradicional e light (Pingo Doce) selecionadas como
matrizes alimentares comparativas, foram adquiridas no mercado do comércio local de

Braganca- Portugal.

2.2. PRODUCAO DAS PARTICULAS POR DISPERSAO SOLIDA

As particulas foram produzidas pela técnica de dispersdo solida, conforme
descrito por Leimann et al. (2019), método eficaz para melhorar a solubilidade de
compostos pouco soluveis em dgua (Tran & Tran, 2020), como € o caso da curcumina,
cuja hidrofobicidade tem sido uma barreira a sua bioacessibilidade (Tang et al., 2019).
Para tal, o Tween 80 juntamente com o polimero encapsulante alcool polivinilico (PVA),
Polivinilpirrolidona (PVP) ou k-carregenina foram solubilizados em 100 mL de uma
solucao tampao aquosa composta por acido citrico/citrato de sddio com o pH necessario.
Simultaneamente, a curcumina foi solubilizada em 50 mL de etanol. Seguidamente, a
solug¢do de curcumina em etanol foi vertida na solugdo tampao (contendo o Tween 80 e
polimero). A mistura foi sonicada (modelo Qsonica, Q500, S00W) com 70% de poténcia
durante 10 minutos (com ciclos de 30 segundos on e 10 segundos off para evitar
sobreaquecimento). Posteriormente, a dispersdo elaborada seguiu para secagem por
spray-drying (Mini Spray Dryer B290 Biichi, Flawil, Switzerland) (Figura 9) sob as

seguintes condicdes: Fluxo de nitrogénio a 667 L/h, temperatura de entrada a 140 °C,
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temperatura de saida na gama de 70 °C, caudal da solu¢do de 11 ml/min e taxa de
aspiragdo de 35 m’h. Por fim, as particulas produzidas foram armazenadas a 4 °C e

mantidas sob protecao de luz.

Figura 9. Equipamento de spray-dryer utilizado para a produgéo das particulas.

2.3. CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS

2.3.1. Determinagao da cor

A andlise da cor foi efetuada através de um colorimetro (modelo CR-400, Konica
Monolta Sensing Inc., Japao) (Figura 10) equipado com um acessorio de suporte e um
recipiente proprio para amostras liquidas. Os valores de L*, a* e b* foram determinados
utilizando na abertura do diafragma de 8 mm. O valor de L* indica a luminosidade da
amostra; a coordenada a* representa a influéncia da cor verde quando negativa (-a*) e do
vermelho quando positiva (+a*); o valor de b* manifesta a variacdo do azul quando

negativo (-b*) e do amarelo quando positivo (+b*).
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Figura 10. Colorimetro.
FONTE: Konica Minolta (2020).

2.3.2. Angulo de contato

A molhabilidade das particulas produzidas foi avaliada usando um dispositivo de
medi¢do de angulo de contato 6tico (OCA15 Plus, Dataphysics, Alemanha), usado para
avaliar seu carater hidrofilico/hidrofébico. Para tal, as dispersdes de particulas foram
colocadas em laminas de vidro liso e deixadas secar a temperatura ambiente. O filme seco
foi colocado sobre a plataforma do dispositivo e, em seguida, 4 uL. de dgua deionizada
foram depositados na superficie usando um injetor de alta precisdo a 25 °C. As imagens
das goticulas formadas foram adquiridas usando uma camera digital acoplada ao
equipamento e as medidas foram calculadas como a média de pelo menos 4 goticulas. Os
valores dos angulos de contato foram calculados automaticamente pelo software do
equipamento, ajustando os dados do perfil das goticulas formadas a equagdo de Laplace-
Young (Equacéo 4), onde Ap ¢ a variagcdo de pressdo, y € a tensdo interfacial e H ¢ a

curvatura da superficie.

Ap = 2yH (Equacao 4)

2.3.3. Determinag¢@o do tamanho de particula

O tamanho médio das particulas foi determinado pela técnica de difracao de laser
(DLS). Utilizou-se um equipamento Malvern Mastersizer 3000 provido de uma unidade
de dispersao Hydro MV (Malvern), usando 4agua destilada como meio dispersante. As
distribuicdes de tamanho em volume e em numero foram obtidas e correspondem as
distribuicdes médias calculadas a partir de cinco medigdes consecutivas para cada

amostra. Os parametros avaliados foram D19, Dso € Doo, indicando o tamanho de particula
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correspondente a 10, 50 e 90% do total de particulas (ou volume) na amostra,

respetivamente.

2.4. PRODUCAO DAS EMULSOES PICKERING

As emulsdes Pickering (tanto as emulsdes produzidas nos testes preliminares
como na otimizagao das formulagdes) foram produzidas conforme a metodologia descrita
no trabalho de Sharkawy, Barreiro & Rodrigues (2019) com algumas alteragdes, a partir
das particulas elaboradas pela técnica de dispersdo solida. Assim, estas foram dispersadas
em agua destilada e com o auxilio de uma bomba peristaltica (ISM596B, Ismatec SA,
Suic¢a), adicionou-se o azeite lentamente mantendo a mistura sob agitagdo constante de
3.500 rpm usando uma placa de agitacio (VWR, USA). Posteriormente, através de um
homogeneizador Ultra-Turrax (Unidrive X1000 Homogeneizer Drive da CAT Scientific,
Staufen, Alemanha), procedeu-se a agitacdo continua a 13.500 rpm por 7 minutos. Por
fim, as emulsdes foram armazenadas sob temperatura ambiente. As amostras preparadas
para os testes preliminares, assim como para otimizar a composi¢do das emulsoes, foram
produzidas com azeite neutro, enquanto as formulagdes otimizadas para avaliar sua

aplicabilidade na area alimentar foram produzidas com azeite virgem.

2.5. CARACTERIZACAO DAS EMULSOES PICKERING

As emulsdes Pickering preparadas nos testes preliminares (com azeite neutro)
visando selecionar as particulas que apresentam maior potencial para atuar como
estabilizadores Pickering, foram analisadas por inspecdo visual e microscopia Otica.
Adicionalmente confirmou-se o tipo de emulsdo formada (o/a ou a/o). Posteriormente, as
emulsdes otimizadas foram produzidas com azeite neutro e azeite virgem, tendo-se
analisado estas quanto a estabilidade (microscopia oOtica, analise visual, cream index), cor
(de acordo a analise descrita na se¢do 2.2.1) e pH. Adicionalmente, as emulsdes
otimizadas baseadas em azeite virgem, juntamente com as maioneses referentes as
matrizes alimentares, foram analisadas em termos de estabilidade oxidativa, textura e

propriedades nutricionais.

2.5.1. Tipo de emulsdo
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O tipo de emulsdo foi determinado com base no método citado por Lv et al. (2020).
Para tal, uma gota da emulsdo foi adicionada a agua pura. Se através de analise visual se
verificar a solubiliza¢do rapida, a emulsdo ¢ considerada uma emulsdo do tipo o/a. Se
ocorrer o0 oposto, isto €, se a goticula de emulsdo permanecer aglomerada na fase aquosa,

esta ¢ do tipo a/o.

2.5.2. Microscopia Otica

A morfologia das emulsdes foi examinada por microscopia 6tica (MO) usando um
microscopio oOtico Nikon Eclipse 50i (Kawasaki, Japan), equipado com uma camera
Nikon Digital Sigth para aquisi¢do de imagem e tratamento de resultados. As imagens
obtiveram-se ap0s a preparacdo das emulsdes e também para monitorizar a evolucdo da
morfologia e tamanho de goticula das emulsdes ao longo do tempo de forma a visualizar

fenomenos de desestabilizagao.

2.5.3. Determinacao do creaming index

O creaming Index (CI) foi utilizado como um indicador da estabilidade, tendo-se
usado apenas para estudar a estabilidade das emulsdes otimizadas e determinado
conforme descrito por Nikolovski, Ili¢ & Sovilj, (2016) com modificagdes. O método
consiste em medir a estabilidade mediante quantificagdo da separacdao de fases,
nomeadamente por determinacdo da camada de sérum (aquosa) e da camada de emulsdo.
Sucintamente, as emulsdes apos preparo foram transferidas para provetas graduadas de
25 mL que foram vedadas para evitar evaporacdao e mantidas a temperatura ambiente por
28 dias. O cream index, CI, é definido através da razdo, expressa em percentagem, entre
a altura da camada aquosa (Hs) e a altura total (Ht), tal como descrito na Equacéo 5. Esta

avaliagdo foi realizada em diferentes tempos, nomeadamente 7, 14, 21 e 28 dias.

Hs

CI (%) == x 100 (Equacio 5)

2.5.4. Determinagdo do pH
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Os valores de pH das emulsdes otimizadas e das maioneses de referéncia foram
medidos em triplicado com o auxilio de um medidor de pH (Inolab pH 720, WTW,

Alemanha) a temperatura ambiente.

2.5.5. Estabilidade oxidativa

A estabilidade oxidativa das emulsdes produzidas com azeite virgem e das
maioneses comerciais (tradicional e light), produtos alimentares usados como referéncia,
foram avaliadas em duplicado por um método de condutividade utilizando o equipamento
Rancimat 743 (Methrom, Suica). O método consiste em borbulhar ar seco, limpo e
filtrado com uma vazao de 20 L/h através de 3 g de amostra aquecida a 120 °C. Os
compostos de oxidacdo formados ao longo do tempo, que sdo mais polares que os
triglicerideos (por exemplo, hidroperoxidos, alcoois e compostos carbonilicos), sdo
transportados pelo fluxo de ar e borbulhando em 4gua destilada, cuja condutividade
aumenta. O dispositivo mede continuamente a condutividade e o periodo de tempo
decorrente entre o inicio do ensaio até a formagao dos produtos de oxidagdo (periodo de
inducdo), permite obter a estabilidade da amostra a oxidacdo. Quando maior for esse
valor, maior ¢ a estabilidade da amostra. O parametro ¢ calculado através de um software
associado ao equipamento e corresponde ao intervalo de tempo entre o inicio do registro

e o ponto de intersec¢ao das tangentes a curva.

2.5.6. Propriedades de textura

A textura das emulsdes otimizadas e das maioneses referéncia foram efetuadas
por meio de um analisador de textura TA-XT plus da Stable Micro Systems (Vienna
Court, Godalming UK) (Figura 11), equipado com uma cé¢lula de carga de 5 kg, de acordo
com o método modificado de Roriz et al. (2020). O modo do teste foi configurado para
“compressao”, tendo-se medido os seguintes pardmetros: firmeza, consisténcia,
coesividade e trabalho de coesdo. Utilizou-se uma sonda de aluminio P/45 de 45 mm e
uma célula de extrusdo traseira com disco de compressdo de 35 mm de didmetro para a
analise. As amostras foram colocadas em um recipiente cilindrico de acrilico (50 mm de
didmetro e 35 mm de altura), cobrindo até cerca de 75% do recipiente. O modo alvo foi
definido como “distadncia” e configurado a 10 mm, enquanto o modo de disparo foi

configurado em “for¢a” com 5 g. Para cada amostra, foram efetuadas duas repeticdes da
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analise do perfil de textura (TPA), nomeadamente nos tempos 0 e 10 minutos,
empregando 5 mm/s como velocidade de pré- e pos-teste e 3 mm/s como velocidade de
teste. Os resultados foram obtidos com o software Exponent versdo 6.1.11.0, proprietario

da Stable Micro Systems.

Figura 11. Analisador de Textura.

2.5.7. Analise nutricional

Para a andlise nutricional foi efetuada uma previsao tedrica tendo por base as
propriedades do azeite virgem usado na preparagdo das emulsdes Pickering otimizadas.
Para efeitos de comparacdo utilizaram-se as tabelas nutricionais das maioneses usadas

como referéncia de matrizes alimentares.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. TESTES PRELIMINARES

Conforme descrito no capitulo 2, inicialmente foram desenvolvidos testes
preliminares fundamentados em estudos anteriores realizados por Leimann et al.
(Leimann et al., 2019) e Sharkawy, Barreiro & Rodrigues (Sharkawy, Barreiro &
Rodrigues, 2019), com o objetivo de avaliar a capacidade de acdo Pickering das particulas
produzidas, para posteriormente seguirem-se estudos mais aprofundados. Desta forma,
foram selecionadas cinco formula¢des de particulas, produzidas através da técnica de
dispersdo sélida, utilizando como matriz transportadora o polimero k-carragenina. E
importante destacar que o polimero k-carragenina ¢ obtido através de extratos de algas
marinhas vermelhas, sendo portanto uma op¢ao natural adequada para a preparagdo das
particulas, resultando num produto que satisfaz a tendéncia de ingredientes e alimentos
naturais disponibilizados pela engenharia alimentar.

Entre as cinco formulagdes escolhidas variou-se o teor de surfactante Tween 80,

o teor de curcumina e o pH, conforme os valores apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Formulagdes das particulas selecionadas para os testes preliminares.

Teor de curcumina Surfactante Tween 80
Amostra pH
(% m/m, base polimero) (% m/m, base polimero)
KC1 15,00 4,50 15,00
KC2 8,88 3,58 24,19
KC3 21,12 5,42 24,19
KC4 8,88 5,42 5,81
KC5 21,12 3,58 5,81

Com a finalidade de observar se as particulas baseadas em k-carragenina
apresentavam capacidade de formar emulsdes Pickering, apOs a sua preparagdo, foram
produzidas emulsdes simples utilizando azeite neutro numa fracdo ¢: 0,6 e 1,5% de
particulas, calculado em relagdo ao total da emulsdo. Os sistemas resultantes foram

avaliados através de analise visual, microscopia otica (MO) e efetuou-se o teste para
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identificar o tipo de emulsdo formada. Os resultados obtidos encontram-se resumidos na
Tabela 3.

As andlises visuais e microscopicas foram registradas logo apés o preparo das
emulsdes. A partir da observacdo visual notou-se que 2 h apo6s o preparo, as emulsdes
apresentavam completa separagao de fases resultante de instabilidade fisica e/ou quimica,
sendo que as fases superiores exibiam caracteristicas mais proximas de uma emulsdo,
enquanto a fase inferior correspondia a uma fase sérum (fase aquosa). Face a esta
observagao, ap6s o periodo de 2 h da produg¢do das particulas, avaliou-se a fase superior
pelo teste do tipo de emulsdo, para estabelecer se as mesmas correspondiam a emulsdes
O/A ou A/O, e por MO com o proposito de avaliar a morfologia formada.

Adicionalmente, e com o proposito de avaliar se houve mudancas de instabilidade
na morfologia das emulsdes em funcdo do tempo, uma semana apos o preparo, as fases
superiores das amostras foram novamente submetidas a andlise por MO. As emulsdes
iniciais foram analisadas a uma ampliagcdo de 200x, enquanto as fases superiores foram
observadas a uma ampliacdo de 100x.

Através dos resultados apresentados, € possivel observar que houve adsor¢do das
particulas na interface 6leo/agua, promovendo alguma estabilidade entre os liquidos e,
por conseguinte, manifestando potencial em agirem como particulas Pickering.
Adicionalmente, ndo houve mudangas significantes da estabilidade da fase superior das
emulsdes uma semana apds o preparo, exceto para a amostra KCS5.

A amostra KC5 formou uma emulsdo agua em 6leo, o que contrapde os objetivos
do trabalho, resultando na sua exclusdo para estudos adicionais. Para a amostra KC3 nao
houve formacao de goticulas numa fase inicial, embora apds desestabilizagdo se tenham
formado goticulas em sua fase superior, contudo ndo foi possivel verificar um padrdo na
sua morfologia, sendo também esta amostra eliminada para testes posteriores. Por fim, as
amostras KC1, KC2 e KC4, as quais apresentaram formacdo de goticulas tipicas de

emulsdes Pickering, foram escolhidas para os estudos seguintes.
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Tabela 3. Resultados das emulsdes produzidas com ¢: 0,6 € 1,5% de particulas em relacdo ao total da emulsao.

. Emulsio . . sy - Microscopia 6tica da fase Microscopia o6tica da fase
, Emulsao Microscopia otica da emulsiao . . . ~
Particula . 2 horas . superior da emulsio 2 horas superior da emulsio 1 semana . .
, ; logo apos 2 logo apos preparo 2 . Tipo de emulsio
Pickering apos apos preparo apos preparo

preparo

preparo

KC1 O/A
KC2 O/A
KC3 O/A
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Tabela 3. Resultados das emulsdes produzidas com ¢: 0,6 ¢ 1,5% de particulas em relacdo ao total da emulsdo (continuagao).

- Emulsao . - ~ Microscopia o6tica da fase Microscopia o6tica da fase
; Emulsiao Microscopia otica da emulsiao . - . - .

Particula , 2 horas , superior da emulsio 2 horas superior da emulsio 1 semana Tipo de

. . logo apos , logo apds preparo , ) -
Pickering apos apos preparo apos preparo emulsio

preparo
preparo
200x 100x 100x
KC4 O/A
KCS A/O

*QObs: Nao foi efetuada andlise MO apds uma semana para a amostra KC5, uma vez que a mesma apresentava separacao de fases também na fase
superior da emulsdo.
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Apesar da confirmacdo da formacdo de emulsdo, nomeadamente com goticulas
caracteristicas de emulsdo Pickering, a anélise visual indicou separagdo de fases em todas
as emulsdes, 0 que motivou uma segunda fase de estudo, com a finalidade de avaliar a
influéncia do contetido de particulas na estabilidade da emulsdo. Seguindo os
procedimentos ja citados, foram preparadas novas emulsdes simples com as particulas
KCl1, KC2 e KC4, variando a percentagem de particulas entre 1,5 e 3,0% em relagdo a
fase aquosa e mantendo a fragcdo de volume de azeite neutro fixa em ¢: 0,6.

O registo visual das novas emulsdes, bem como a analise de MO realizada para as
mesmas € o teste do tipo de emulsdo das fases superiores apds 2 h do preparo, estdo
descritos na Tabela 4. Nao foi realizada emulsdo com uma percentagem de particulas de
1,5% para a amostra KC2, devido a falta de disponibilidade de particulas.

O aumento da concentracdo de particulas de 1,5 para 3,0% proporcionou
resultados mais promissores em termos de morfologia e estabilidade da emulsdo, fato
perceptivel na andlise por microscopia Otica. As amostras com 3,0% de particulas
mostraram maior capacidade no desenvolvimento de goticulas, em geral com menores
tamanhos, mais estdveis € mais homogéneas ao longo do tempo, fato relacionado com a
quantidade de particulas adsorvidas na superficie. Estes resultados encontram-se em
concordancia com a revisdo de Albert et al. (Albert et al. 2019), que expde que um baixo
teor de particulas ndo ¢ suficiente para estabilizar a 4rea interfacial presente do meio,
resultando na coalescéncia das goticulas antes mesmo que as particulas tenham tempo
para estabiliza-las, levando geralmente a emulsdes instaveis.

A utilizacdo das particulas KC4 a 1,5% em relacdo a fase aquosa, proporcionou a
formag¢do de uma emulsdao A/O, que contrapde o objetivo do trabalho. Com o aumento da
percentagem de KC4 para 3,0%, houve o desenvolvimento de uma emulsdo do tipo O/A,
porém esta apresentou uma morfologia caracterizada por goticulas de grandes dimensdes
e pouco homogéneas, desfavoravel ao desenvolvimento de emulsdes estaveis, de acordo
com outros trabalhos. Por exemplo, Franzol e Rezende, (Franzol & Rezende, 2015),
consideraram que tamanhos de particula pequenos e que apresentem uma distribui¢ao
uniforme evitam fendmenos de coalescéncia. Entretanto, este efeito foi mais notorio nas
amostras produzidas com KC1 e KC2 utilizado 3% de particulas. Deste modo, a amostra
produzida com KC4 foi descartada e as amostras com KC1 e KC2 foram selecionadas
para prosseguir o trabalho dado o seu potencial em atuar como agentes estabilizadores

Pickering.
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Tabela 4. Resultados das emulsdes produzidas através da razio ¢: 0,6 com 1,5% e 3,0% de particulas em relacdo a fase aquosa.

: Particulas em
Particula .
Pickerin relacio a fase

g aquosa (%)
KC1 1,5
KC1 3,0
KC2 3,0

preparo

Emulsao
2 horas
apos
preparo

Microscopia 6tica da emulsdo
logo apés preparo

Microscopia ética da fase
superior da emulsio 2 horas
apos preparo

Microscopia o6tica da fase Tipo
superior da emulsio 1 semana de

apos preparo Emul

O/A

O/A

O/A

A
‘.J»‘Afg; /
A

L
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Tabela 4. Resultados das emulsdes produzidas através da razdo ¢: 0,6 com 1,5% e 3,0% de particulas em relacdo a fase aquosa (continuagao).

Emulsio Emulsio . .. ~ Microscopia otica da fase Microscopia odtica da fase Tipo
, Particulas em Microscopia otica da emulsiao . . . -
Particula . logo 2 horas , superior da emulsio 2 horas superior da emulsio 1 semana de
. . relagdo a fase ’ ) logo apds preparo , ,
Pickering aquosa (%) apos apos apos preparo apos preparo emul
1 ¢ preparo  preparo 200x 100x 100x sdo
KC4 1,5
KC4 3,0
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3.2. PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS COM POTENCIAL
PARA ATUAR COMO ESTABILIZADORES PICKERING

De acordo com os estudos preliminares, as particulas KC1 e KC2 foram
selecionadas para a preparacdo e otimizagdo de formulacdes de emulsdes Pickering.
Adicionalmente, o estudo foi estendido para incluir formulagdes semelhantes a KCl1
substituindo o polimero por PVA ou PVP, visando incluir a influéncia do tipo de polimero
utilizado na producdo das particulas e na estabilidade das emulsdes resultantes. As
formulagdes e imagens das particulas elaboradas para o estudo encontram-se reunidas na
Tabela 5. As particulas solidas foram caracterizadas em termos de cor, molhabilidade e
tamanho de particula antes de serem utilizadas como agentes Pickering na preparagao das

emulsoes.

Tabela 5. Particulas produzidas por dispersao solida.

Teor de curcumina Tween 80
Particulas
Ensaio (% m/m, base pH (% m/m, base Polimero
produzidas
polimero) polimero)
KC1 15,00 4,50 15,00 k-carragenina
KC2 8,88 3,58 24,19 k-carragenina
PVA 15,00 4,50 15,00 PVA

35



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Tabela 5. Particulas produzidas por dispersao sélida (continuagao).

Teor de curcumina Tween 80
Particulas
Ensaio (% m/m, base pH (% m/m, base Polimero
produzidas
polimero) polimero)
PVP 15,00 4,50 15,00 PVP

3.2.1. Analise de cor

Os valores dos parametros de cor das quatro formulagdes de particulas Pickering
produzidas estdo apresentados na Tabela 6. As particulas contém curcumina, principal
corante presente nos rizomas da curcuma (Curcuma longa), muito utilizado como corante
e condimento alimentar, além de apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante.
Quando adequadamente dispersa em meio aquoso, a curcumina apresenta cor amarela
limdo em meio acido e laranja em meio basico (Constant, Stringheta & Sandi, 2002).
Sendo assim, em geral as particulas apresentaram tonalidade amarelo/laranja. Os altos
valores de luminosidade (L*) indicaram que as amostras sdo claras. Os valores de a*
proximos a 0, essencialmente para as amostras KC2 e PVP, indicam que ndo houve efeito
significante fornecido pela cor verde (a* muda para valores negativos) e vermelho (a*
muda a valores positivos). Por tltimo, através dos valores de b* elevados ¢ possivel
concluir que todas as amostras se apresentaram com um tom fortemente amarelo ao
considerar os valores de b* positivos, como era de se esperar devido ao baixo valor de

pH usado na producao das particulas.

Tabela 6. Valores médios para os pardmetros de cor (L*, a* e b*) das particulas produzidas.

Paramet Cor Cor Cor Cor
ros K1 g ¥ pee ™2 Rree P’  RrGB
L* 85,57 + 88,21 + 88,43 + 88,85 +

0,02 0,03 0,02 0,01
a* 6,69 + 0,77 + 2,20 + 0,34 +

0,02 0,02 0,04 0,02
b* 93,95+ 97,70 + 98,32 £ 108,49 +

0,02 0,00 0,03 0,01
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3.2.2. Angulos de contato

As propriedades interfaciais das particulas produzidas foram avaliadas através do
angulo de contato e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 7. Este parametro
representa a molhabilidade das particulas, um dos fatores mais importantes na
determinagdo do tipo de emulsdo formada, assim como na sua estabilidade (Sharkawy et
al., 2020). Particulas hidrofilicas originam valores de 6 menores do que 90° sendo
geralmente adequadas para preparar emulsdes O/A, enquanto particulas hidrofobicas
originam valores de 6 maiores do que 90° e frequentemente sdo adequadas para preparar
emulsdes A/O (Zhao, Wang & Zhang, 2021). Para todas as particulas obtiveram-se
valores de 0 entre 15° ¢ 90°, manifestando o seu carater hidrofilico e por consequéncia, o
potencial para estabilizar emulsdes O/A, seguindo o objetivo do trabalho. Os valores de
angulo de contato mais elevados foram 38,80° e 34,97° obtidos para as particulas de PVA
e KCI1, respetivamente. Consequentemente, estas apresentam predisposicdo para
produzirem emulsdes mais estaveis devido as propriedades irreversiveis de adsor¢ao da
emulsdo Pickering serem favorecidas se o 0 estiver entre 30° e 150°, quando a energia de
dessorcdo das particulas ¢ varias ordens de magnitude superior a da energia térmica do

movimento browniano (Low et al., 2020).

Tabela 7. Angulos de contato das particulas solidas produzidas.

Angulos de contato (°)

KC1 KC2 PVA PVP

3497 £ 1,21 23,718 + 1,72 38,80 + 6,66 29,33 +£2,23

3.2.3. Tamanho de particula por DLS

O tamanho das particulas foi determinado em volume e niimero por DLS. O
tamanho de particula em volume Dio, Dso € Doo correspondentes a 10, 50 e 90%,
respetivamente, do volume total de particulas na amostra ¢ apresentado na Tabela 8,

enquanto os seus perfis de distribui¢do sdo mostrados na Figura 12. Os valores D10, D50
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e D90 e a distribuicdo em nimero sdo apresentados na Tabela 9 ¢ na Figura 13,
respetivamente.

As dimensdes das particulas Pickering interferem substancialmente em duas
propriedades da emulsdo final, na estabilidade e no tamanho das goticulas. Particulas
menores geralmente originam emulsdes mais estaveis devido a cinética de adsor¢ao mais
rapida, o que corresponde a um empacotamento mais eficiente na interface dos liquidos
(Low et al., 2020). Adicionalmente, o tamanho das particulas também determina a
concentragdo minima de particulas necessaria para estabilizar uma emulsdo. As particulas
menores possuem superficie de contato superior as de uma particula grande, atingindo
desta forma uma cobertura de interface superior e, consequentemente, conseguindo
estabilizar um volume superior de emulsdo, comparativamente com particulas de maior
tamanho (Niroula et al., 2020).

Neste contexto, as particulas apresentaram tamanhos em volume
consideravelmente pequenos, variando de 2,37 a 4,21 um, indicando que tém potencial
para serem utilizadas de forma efetiva na producao de emulsdes Pickering. Com respeito
ao perfil de distribuicdo (Figura 12), observou-se uma distribui¢do multimodal, que pode
resultar de aglomeracdes de particulas menores, problema frequentemente ocasionado
pela secagem por spray-drying (Gharsallaoui et al., 2007).

Diversos pardmetros do processo de dispersao solida podem interferir no tamanho
das particulas geradas, tal como o contetido sélido, a taxa do fluxo de alimentacdo e a
temperatura de entrada (Ziaee et al., 2017). Adicionalmente, ¢ importante ter em
consideragdo que a miscibilidade entre o polimero transportador ¢ o composto a
encapsular deve ser significativa (Kwon et al., 2019). Por exemplo, alguns polimeros
sintéticos hidrofilicos sdo amplamente empregues em DS como transportadores. O PVP
encontra-se entre os mais frequentemente utilizados pela sua capacidade de melhorar a
solubilidade e dissolu¢dao de muitos compostos pouco soliveis em agua (Kumavat et al.,
2013). Posto isto, foi constatado que as particulas produzidas a partir do polimero PVP
apresentaram um bom desempenho, tendo-se observado a média de tamanho mais baixa
(2,37 pm). Outro polimero sintético hidrofilico que foi utilizado no estudo é o PVA. Neste
caso, as particulas de PVA, apesar de possuir boa solubilidade em dgua, a energia elevada
associada a dissolugdo da fase cristalina exige temperaturas elevadas para que ocorra a
sua dissolucdo (Aranha & Lucas, 2001), fato que pode ter interferido no desenvolvimento

das DS, originando particulas de maior tamanho (4,21 pm).
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Com respeito aos compostos a encapsular, o uso de surfactantes em dispersdes
solidas auxilia na miscibilidade dos compostos hidrofébicos devido a sua natureza
anfifilica, além de propiciar diversos outros beneficios como a melhora da estabilidade
fisica e a reducdo da recristalizagdo (Chaudhari & Dugar, 2017). Neste contexto,
observou-se que as particulas KC2, nomeadamente a amostra que utilizou a maior
percentagem de surfactante Tween 80 (Tabela 5), originou tamanhos de particulas
pequenas (2,39 um), comparativamente ao que sucedeu com a amostra KC1, que usou os
mesmos componentes mas em outra propor¢ao. Contudo, a formulagdo baseada em KC1,
originou uma distribui¢do de tamanhos relativamente pequenos (3,29 pm).

E importante notar que apesar das particulas produzidas usando PVP serem
ligeiramente menores, KC2 (e KC1 embora em menor grau) originou um valor muito
aproximado possuindo como vantagem o fato de utilizar K-carragenina, um polimero de

origem natural amplamente empregado em produtos alimentares (Geonzon et al., 2020).

Tabela 8. Distribuigdo do tamanho de particulas em volume.

Amostra D10 (um) D50 (um) D90 (um)

KC1 0,56+0,00 329+0,02  164+1,69

KC2 0,53+0,00 239+0,01  70,2+2,26

PVA 0,63+0,00 421+0,11  167+2,63

PVP 0,56+0,00 2,37+0,01  88,6+1,09

DLS
KCl1 KC2 PVA PVP
6,00
_. 5,00
S 4,00
% 3,00
= 2,00
> 1,00
0,00
0,01 0,10 1,00 10,00 100,00 1000,00

Tamanho das particulas (um)

Figura 12. Distribui¢do do tamanho de particulas em volume.

Quando analisado o tamanho e a distribui¢ao do tamanho de particula em nimero
(Tabela 9 e Figura 13), observou-se que todas as formulagdes apresentaram a mesma

média de tamanho (0,48 um) e distribui¢do uniforme, fato importante na produgdo de
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emulsdes Pickering estaveis (Wu & Ma, 2016). A reprodutibilidade dos resultados supde
uniformidade nos procedimentos e nas formulagdes, mesmo que estas tenham diferido no
polimero utilizado, demonstrando ser um processo eficiente na producdo de particulas
padronizadas, caracteristica de extrema importancia na indistria alimentar para garantir

a qualidade e a seguranga dos alimentos.

Tabela 9. Distribui¢do do tamanho de particulas em numero.

Amostra D10 (nm) D50 (um) D90 (nm)

KC1 037+0,00 0,48+0,00 0,69 +0,00
KC2 037+0,00 0,48+0,00 0,69 +0,00
PVA 037+0,00 0,48+0,00 0,69 +0,00
PVP 036+0,00 0,48+0,00 0,79 +0,00
DLS
KC1 KC2 PVA PVP
25,00
— 20,00
N
< 15,00
5
£ 10,00
=
7 5,00
0,00
0,10 1,00 10,00

Tamanho da particula (um)

Figura 13. Distribui¢do do tamanho de particulas em numero.
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3.3. PRODUCAO E OTIMIZACAO DAS EMULSOES PICKERING

Diversos fatores podem afetar a estabilidade e o desempenho funcional das
emulsdes Pickering destinadas & industria alimentar, tal como o tamanho de goticula,
molhabilidade e a concentragdo de particulas, além das propriedades das fases (6leo e
agua) e a razdo 6leo/dgua (Yan et al., 2020). Assim, um estudo de otimizagdo das
concentragdes de azeite e concentracdo de particulas (com as quatro formulacdes
produzidas) foi efetuado com o proposito de obter as melhores formulagdes para se
obterem emulsdes Pickering estaveis. Andlises de morfologia através de microscopia

oOtica e observag¢ao visual foram utilizadas como principais parametros de avaliacao.

3.3.1. Otimizagdo da razdo 6leo/dgua

O volume da fase dispersa influencia significativamente a estabilidade e o tipo de
emulsdo formada. As variagdes na razdo Oleo/dgua podem levar a mudangas
significativas, como por exemplo inversdo de fases e alteracdes de estabilidade (Ortiz et
al., 2020).

Devido as evidéncias dos testes preliminares de que o aumento da percentagem
de particulas de 1,5 para 3,0% resultou em melhorias na estabilidade, fixou-se a
percentagem de particulas em 3,0% e variou-se ¢ (fracdo de o6leo) em 0,4 e 0,6,
possibilitando analisar sua influéncia. Além das observagdes visuais e microscopicas
realizadas imediatamente apds preparo das emulsdes e apos 2 horas, momento em que as
amostras apresentavam separagao de fases, caracterizaram-se as fases superiores por meio
de microscopia oOtica e analise do tipo de emulsdo. Os resultados obtidos encontram-se
reunidos na Tabela 10. Adicionalmente, todas as amostras originaram separacao de fases
e consequente instabilidade fisica e/ou quimica tendo-se verificado durante 2 semanas a
variabilidade da altura destas (fase superior e inferior). Os resultados sdo apresentados na
Tabela 11, onde foi observado que a altura das fases se manteve estavel no decorrer do
tempo. Todas as emulsdes Pickering produzidas foram catalogadas como O/A, de acordo
com o esperado para o prosseguimento do trabalho. Nao obstante, os sistemas

comportaram-se de forma distinta no que respeita a variagdo da fragdo da fase dleo.
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Tabela 10. Otimizagdo da fase oleosa na estabilidade de emulsdes Pickering.

Microscopia dtica da fase

Particul Registo de  Registo de
articufas em superior da emulsio 2 Tipo de

Particula relaciio A fase imagem imagem 2
Pickering 5 ¢

aquosa (%)

Microscopia otica da

emulsio logo apos preparo Caracteristicas

logo apés  horas apés horas apos preparo emulsio
preparo 0 preparo

Fase superior com aspecto
de gel;

O/A Fase inferior composta em
maioria por dgua contendo
grande quantidade de 6leo;

KCI 3,0 0’4

Fase superior com aspecto

liquido;

Fase inferior composta em
O/A maioria por agua contendo

grande quantidade de 6leo;

Nio houve formagdo de

emulsio;

KC1 3,0 0,6

Fase superior densa com
aspecto de gel;

Fase inferior composta em
maioria por dgua contendo
pequena quantidade de
Oleo;

KC2 3,0 0.4 O/A
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Tabela 10. Otimizagdo da fase oleosa na estabilidade de emulsdes Pickering (continuacao).

Microscopia 6tica da fase

, Registo de Registo de
Particulas em q - q
superior da emulsio 2 Tipo de

Particula - . imagem imagem 2
. . relacio a fase
Pickering

aquosa (%)

Microscopia otica da

emulsio logo apo6s preparo Caracteristicas

logo ap6s  horas apés horas apds preparo emulsiio
preparo o preparo

Fase superior com aspecto
de gel;

Fase inferior composta em
maioria por dgua contendo
pequena quantidade de
Oleo;

KC2 3,0 0,6

Fase inferior densa (maior
d .

PVA 3,0 0,4 ureza); ,
Separacao na fase superior

e aspecto liquido;

Fase inferior densa (maior
dureza);

Separacao na fase superior
e aspecto liquido;

PVA 3,0 0,6 O/A
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Tabela 10. Otimizagdo da fase oleosa na estabilidade de emulsdes Pickering (continuacao).

Registo de Registo de Microscopia dtica da fase

Particulas em Microscopia otica da

Particula - . imagem imagem 2 ~ , superior da emulsio 2 Tipo de ‘e
. . relacio a fase (0] , ; emulsio logo apos preparo ; . Caracteristicas
Pickering aquosa (%) logo ap6s  horas apds horas apos preparo emulsiio
preparo 0 preparo
200x
Fase superior densa;
Fase inferior composta em
PVP 3,0 0,4 O/A maioria por agua contendo
pequena quantidade de
Oleo;
Fase superior densa;
Fase inferior composta em
PVP 3,0 0,6 O/A maioria por agua contendo
pequena quantidade de
oleo.
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Tabela 11. Altura das fases superior e inferior das emulsdes produzidas.

Particula Pickering - Altura Fase Altura fase
(0] superior (cm) inferior (cm)
KC1-0,4 1,8 0,9
KC1-0,6 1,4 1,0
KC2-0,4 1,4 1,3
KC2-0,6 1,9 0,6
PVA -04 1,0 1,8
PVA-0,6 1,5 0,9
PVP - 04 1,4 1,5
PVP - 0,6 1,9 0,6

O sistema baseado nas particulas KC1 utilizando ¢ 0,4 originou uma fase superior
composta por uma emulsdo gelificada, aspecto que origina uma elevada estabilidade
durante armazenamento devido ao lento movimento das goticulas de 6leo (Lin, Kelly &
Miao, 2020). Para ¢ 0,6 ndo houve formagdo de emulsdo. Assim, concluiu-se que para as
particulas KC1 o uso de ¢ inferiores, ou seja 0,4, favoreceu o fenomeno de gelificao
podendo este ser ajustado na formulacao final destas emulsdes dando lugar a emulsdes
Pickering de elevada estabilidade.

No caso dos sistemas produzidos com as particulas KC2, observou-se que
independentemente da propor¢ao ¢ (0,4 ou 0,6), para ambas as situagdes houve formacao
de gel na fase superior (fendmeno desejado para a sua aplicacdo em matrizes alimentares),
porém com o aumento da fase 6leo a separacdo de fases diminuiu significativamente.
Neste contexto, ¢ importante assinalar que a sedimentagao e o creaming de uma emulsdo
sdo caracterizados como funcdes de separagdo gravitacional com o tempo. A separagdo
minima de fases ¢ considerada como indicador de maior estabilidade da emulsdo (Nishad
et al., 2021). Consequentemente, nos sistemas baseados em KC2 o uso de ¢ elevados
favoreceria a formacao de emulsdes Pickering estaveis em forma de gel.

As amostras preparadas a partir do polimero PVA, para ambos valores de ¢,
manifestaram separa¢do (também na fase superior) ao longo do tempo, além de
apresentarem goticulas de tamanho superior ao das emulsdes produzidas a partir dos
polimeros PVP e k-carragenina. Estes resultados indicaram que as particulas baseadas em
PV A nio conduziram a emulsdes Pickering com propriedades prometedoras.

O sistema das particulas baseadas no PVP apresentou, tanto para ¢ 0,4 como ¢

0,6, fases superiores compostas por emulsdes densas, porém sem aspecto de gel. Assim,

45



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

tal como no caso da KC2, com o aumento de ¢ a separa¢do de fases foi consideravelmente
menor, isto ¢, 0 aumento da fase 6leo favoreceu na estabilidade da emulsao.

Entre as amostras produzidas foi observado que apenas as provenientes do
polimero k-carragenina evidenciaram a capacidade de formar géis, competéncia
caracteristica das carragenas, muito utilizadas para gelificacdo, espessamento e
estabilizacdo em diversas aplicagdes, particularmente na area alimentar (Sason &
Nussinovitch, 2018). Face a esta observacao, entre todas as emulsdes testadas, a KC2
com ¢ 0,6 indicou ser a mais estavel dado que originou uma emulsdo gelificada, com
menor separacdo de fases e apresentou uma morfologia formada por particulas
relativamente pequenas. Deste modo, esta formulagdo foi empregue na etapa seguinte do
processo de otimizacdo, onde se avaliou a influéncia do fator concentragdo de particulas

em relacdo a estabilidade das emulsdes Pickering.

3.3.2. Otimizagdo da concentracdo de particulas

A concentracdo de particulas influencia de forma significativa a estabilidade e o
tamanho das gotas da emulsdo. Para que as particulas coloidais atuem como
emulsificantes estas sdo adsorvidas na interface 6leo/adgua, deste modo a estabilidade da
emulsdo tende a aumentar proporcionalmente a concentragdo de particulas.
Adicionalmente, quando as goticulas da emulsdo sdo cobertas com uma camada compacta
de particulas, a coalescéncia pode ser evitada (Ortiz et al., 2020). Assim, e com base nos
resultados da sec¢do anterior, para o sistema das particulas KC2 utilizando ¢ 0,6, variou-
se a concentracdo de particulas entre 4,0 e 5,0% visando avaliar a estabilidade da emulsdo

face a este fator. Os resultados obtidos encontram-se reunidos na Tabela 12.
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Tabela 12. Otimizagdo da concentrag@o de particulas na estabilidade de emulsdes Pickering.

Particulas Registo Registo
Particul em de de Microscopia ética da
a relagiio a imagem imagem  emulsido logo apés preparo  Caracteris
Pickerin fase ¢ logo 2 horas ticas
g aquosa apos apos o
(%) preparo _ preparo
Emulsdo se
manteve
estavel
KC2 4,0 0,6 apresentan
do-se sob
aspecto de
gel;
Prevé-se
que a
emulsdo
KC2 50 06 atingiu -~ 0
limite de
solubilidad
e. Aspecto
liquido;

A amostra produzida com 4,0% de particulas manifestou excelente estabilidade,
desenvolvendo uma emulsdo gelificada, sem separacdo de fases e apresentando uma
morfologia de goticulas relativamente pequenas e uniformes. Assim, esta formulagdo
mostrou potencial tendo em vista o principal objetivo do trabalho, ou seja, produzir
emulsdes estdveis com potencial para serem utilizados como matrizes alimentares.

Para o ensaio utilizando 5,0% de particulas, observou-se a formagdo de uma
emulsdo muito instavel, ocorrendo separacdo de fases logo apos preparo. Neste caso,
acredita-se que a emulsdo tenha atingido o limite de solubilidade devido a presenca de
um numero elevado de particulas, superior ao que o processo de homogeneizagao
promovido pelo Ultra-Turrax consegue incorporar na emulsdo para garantir sua
estabilidade.

Devido ao resultado promissor obtido para a emulsdo contendo 4,0% de
particulas, no proximo estagio da otimizacao o fator concentracdo de particulas foi fixado
em 4%, e variou-se a razdo de 6leo/dgua para todos os sistemas, com o intuito de avaliar

a possibilidade de obter formulagdes estaveis com as outras particulas.

3.3.3. Otimizagao da razdo dleo-agua utilizando 4% de particulas

No presente estudo, o aumento da concentracdo de particulas para 4,0%

evidenciou, quando aplicado as particulas KC2, resultados promissores. Desta forma,
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como a razado 6leo/agua revelou um comportamento distinto para os diferentes sistemas,
analisou-se o desempenho destes em funcdo da fracdo 6leo usando uma concentracio de

particulas fixa (4,0%). Os resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 13.

Tabela 13. Otimizagdo da fase oleosa associada a concentragdo de particulas de 4% em emulsdes
Pickering.

Registo de  Registo de

Particula imagem imagem 2
Pickering ¢ logo apés  horas apés
preparo 0 preparo

Microscopia otica da
emulsio logo apos preparo  Caracteristicas

200x

Fase superior
composta  por
gel;

Pouca separacao
de fases;

KC1 0,4

Fase  superior
liquida;
Fase inferior
espessa;

KC1 0,6

Fase superior
composta  por
gel;

Pouca separacao
de fases;

KC2 0,4

Emulsao se
manteve estavel
apresentando-se
sob aspecto de
gel;

KC2 0,6

Sem formagao

PVA 0,4 de emulsio;
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Tabela 13. Otimizagdo da fase oleosa associada a concentragdo de particulas em emulsdes Pickering
(continuagdo).

Registo de  Registo de

Particula imagem imagem 2
Pickering ¢ logo apés  horas apés
preparo 0 preparo

Microscopia ética da
emulsio logo apos preparo  Caracteristicas

200x

Sem formagao

PVA 0,6 ~
de emulsio;

Fase  superior
espessa;
Fase inferior
liquida;

PVP 0,4

Fase  superior
espessa;
Fase inferior
liquida.

PVP 0,6

Analisando os resultados observou-se que os sistemas mantiveram um
comportamento diferente relativamente a razao dleo/dgua (tal como aconteceu com a
concentragdo de particulas inferior). Assim, considerando o sistema baseado nas
particulas KC1, quando produzidas com ¢ 0,4 gerou-se uma emulsdo gelificada com
estabilidade promissora, apresentando apenas uma separagdo de fases minima. Ja quando
elaboradas com ¢ 0,6 ndo houve formacao de emulsdo. Para as particulas KC2, ambas as
razdes O/A (0,4 e 0,6) originaram emulsdes gelificadas com estabilidade significativa, no
entanto com ¢ 0,4 acabou por se observar separacdo de fases, enquanto com ¢ 0,6 a
emulsdo apresentou-se integralmente estavel.

Com o sistema baseado em particulas de PVA nao houve formagao de emulsdes
na gama de condicdes estudadas. J4 com PVP, para a concentracdo de particulas de 4,0%
ndo ocorreram diferencas significativas, comparativamente as emulsdes utilizando 3,0%.
Assim, o aumento da razdo O/A de 0,4 para 0,6, tal como mostram os resultados
apresentados na Tabela 10, verificou-se uma melhoria na estabilidade da emulsdo, porém

apresentando ainda separagdo de fases.
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Por conseguinte, para progredir com o objetivo do trabalho, a emulsdao baseada
em KC2 com ¢ 0,6 foi selecionada para as analises adicionais devido ao seu potencial
para as aplicagdes previstas. Relativamente a KC1 ¢ 0,4 e a KC2 ¢ 0,4 seguiu-se a

otimizagdo de suas estabilidades estudando a influéncia da concentragdo de particulas.

3.3.4. Otimizagao dos sistemas baseados nas particulas KC1 e KC2

Devido aos resultados promissores dos sistemas baseados em KC1 e KC2 para ¢
0,4 e 4,0% de particulas, e tendo conhecimento que para um contetido de 5,0% de
particulas ¢ excedido o limite de solubilidade, avaliou-se o comportamento das amostras
fixando a razdo 6leo/dgua em ¢ 0,4 e aumentando a concentracdo de particulas na gama
de valores de 4 a 5%, com o intuito de ultrapassar a instabilidade que origina a separagao
de fases. Os resultados obtidos encontram-se listados na Tabela 14.

O aumento da concentracdo de particulas para 4,5% promoveu um incremento
significativo da estabilidade das emulsdes produzidas, tendo ambas desenvolvido uma
separacdo de fases minima. Assim, aumentou-se a concentragao de particulas para 4,7%
visando obter emulsdes totalmente estaveis.

Como ¢ possivel observar pela andlise dos resultados da Tabela 14, as emulsdes
baseadas nas particulas KC1 e KC2 com ¢ 0,4 ¢ 4,7% de particulas resultaram em
emulsdes gelificadas, completamente estaveis, apresentando uma morfologia
caracterizada por particulas pequenas e uniformes, satisfazendo desta forma as condi¢des
de estabilidade pretendidas. Assim, conclui-se que foi possivel obter 3 formulagdes
adequadas para produzir emulsdes Pickering estaveis para dar continuidade ao trabalho,

as quais se encontram resumidas na Tabela 15.
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Tabela 14. Otimizagio dos sistemas de KC1 e KC2 (¢ 0,4) sob concentragdo de particulas.

Particula
Pickering

Particulas
em relacio
a fase
aquosa (%)

Registo de
imagem
logo apés
preparo

Registo de
imagem 2
horas apos

Microscopia 6tica da
emulsio logo apés preparo

0 preparo

Caracteristic
as

KC1

Emulsdo
estavel,
formagdo de
gel, pouca
separagao;

KC1

Emulsio  se
manteve
estavel
apresentando-
se sob aspecto
de gel;

KC2

4,5

Emulsdo
estavel,
formagdo de
gel, pouca
separagao.

KC2

4,7

Emulsio  se
manteve
estavel
apresentando-
se sob aspecto
de gel.

51



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Tabela 15. Emulsdes Pickering finais do estudo de otimizagao.

p Registo de  Registo de . G
; Particulas em 5 3 Microscopia otica da

Particula o imagem imagem 2 o 5

B . relaciio a fase (0} - . emulsio logo apos preparo
Pickering o logo apos horas apos

aquosa (%)
preparo 0 preparo 200x

KC1 4,7 0,4

KCZ 437 0’4
KCZ 430 0’6
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3.4. CARACTERIZACAO DAS EMULSOES PICKERING PRODUZIDAS

Para o processo de otimizagdo descrito anteriormente, todas as amostras foram
produzidas com azeite neutro para que ndo houvesse interferéncia nas propriedades de
sabor, cor e odor aos sistemas, possibilitando deste modo que a avaliacdo fosse
exclusivamente sobre a intervengdo das particulas Pickering e das propor¢des das fases
dispersa e continua na estabilidade. Contudo, o objetivo do presente trabalho consiste em
aplicar estes sistemas como matriz alimentar, deste modo, foram produzidas novas
emulsdes dos sistemas otimizados substituindo o azeite neutro por um azeite virgem. As
caracterizagcdes foram efetuadas para as emulsdes Pickering desenvolvidas com ambos

azeites.

3.4.1. Estabilidade das emulsdes Pickering ao longo do tempo

As emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis, portanto as suas
propriedades tendem a alterar-se com o tempo. Todavia, estas podem permanecer
inalteradas por um tempo determinado, ocorréncia conhecida como “estabilidade da
emulsdo” (Ortiz et al., 2020). A estabilidade das emulsdes Pickering produzidas foi
avaliada durante um periodo de 28 dias a temperatura ambiente e com base em duas
técnicas: (i) microscopia 6tica, com o intuito de analisar a variacdo da morfologia; (ii)

determinagdo do creaming index (CI %).

3.4.1.1. Microscopia otica

As propriedades morfoldgicas e estruturais das emulsdes Pickering podem ser
identificadas de modo eficaz através da sua visualizagdo, no entanto sabe-se que o olho
humano s6 ¢ capaz de observar objetos até ao tamanho de cerca de 0,1 mm, enquanto as
componentes estruturais das emulsdes Pickering sdo muito inferiores a esse valor. Deste
modo, uma série de técnicas microscopicas foram desenvolvidas, entre estas a
microscopia Otica, permitindo assim a visualizacdo destas caracteristicas (Low et al.,
2020).

Assim, as Tabelas 16 ¢ 17 representam a morfologia das emulsdes preparadas
com azeite neutro e virgem, respetivamente. E importante destacar que a propor¢io entre

as fases continua e dispersa e o tipo de 6leo empregue na produgdo da emulsdo sdo fatores
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determinantes para a estabilidade da mesma. O tipo de 6leo interfere na tensdo interfacial
6leo/agua e, consequentemente, pode interferir na interagcdo entre as goticulas (Ortiz et
al., 2020). Comparando as amostras elaboradas com os dois azeites ¢ possivel notar que
ndo houve diferencas significativas em relagdo ao comportamento observado para as
goticulas. Contudo, em particular para a emulsdo KC2 ¢ 0,6 (4,0%), observou-se um
aumento mais significativo do raio das goticulas a partir dos 14 dias de armazenamento
(t14), para a situacao onde se utilizou azeite virgem.

Como ja focado, a concentracdo de particulas afeta substancialmente a
estabilidade e o tamanho das gotas da emulsdo. Para concentracdes baixas ha tendéncia a
formarem-se gotas maiores e, por conseguinte, emulsdes menos estaveis (Chen et al.,
2020). Assim, as emulsdes baseadas em KC2 com 4,0% de particulas, para ambos os
azeites testados, originaram goticulas nitidamente maiores que apresentaram um maior
aumento de tamanho com o tempo, comparativamente as emulsdes com 4,7% de
particulas, revelando ser a formulagdo menos estavel entre as 3 selecionadas.

Os sistemas baseados em KC1 e KC2 com ¢ 0,4 e 4,7% de particulas, com ambos
os azeites, originaram goticulas muito pequenas e com boa estabilidade ao longo do
periodo de analise, indicando deste modo uma elevada resisténcia as instabilidades

fisicas, tais como coalescéncia ¢ amadurecimento de Ostwald.
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Tabela 16. Imagens (aumento 200x) de microscopia otica das emulsdes Pickering produzidas com azeite

neutro.

T(gigg)“ KC1 ¢ 0,4 (4,7%) KC2 ¢ 0,4 (4,7%) KC2 ¢ 0,6 (4,0%)

t0

t7

t14

t21

o
NCocor
052

t28

0,0 %92
052000

09953905
cQ:50:0©

55



Capitulo 3 — Resultados e Discussao

Tabela 17. Imagens (aumento 200x) de microscopia otica das emulsdes Pickering produzidas com azeite
virgem.

Tempo

(dias) KC1 ¢ 0,4 (4,7%) KC2 ¢ 0,4 (4,7%) KC2 ¢ 0,6 (4,0%)

t0

t7

t14

21

28
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3.4.1.2.Creaming Index

Sabe-se que as emulsdes sdo geralmente compostas pela mistura de uma fase 6leo
e uma fase aquosa, com o auxilio de um emulsificante. Assim, devido a menor densidade
da fase 6leo, as goticulas de 6leo tendem a subir ao topo do recipiente da amostra e a fase
aquosa a se acumular ao fundo (Krebs et al., 2013) quando ocorrem fendémenos de
instabilidade. O creaming index ¢ uma técnica muito citada na literatura para avaliar a
estabilidade de emulsdes através da observagdo visual, analisando a altura da formagao
do cream e do sérum e consequente separacdo de fases resultante de processos de
instabilidade como creaming, sedimentacao, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald.

As Tabelas 18 e 19 apresentam os resultados obtidos para as andlises do creaming
index para as emulsdes produzidas com azeite neutro e virgem, respetivamente. Os
resultados mostraram o potencial destas emulsdes Pickering, sendo que para ambos 0s
azeites as 3 emulsdes escolhidas mantiveram-se estaveis durante os 28 dias usados na
avaliagdo, indicando CI% igual a 0. No entanto, para a emulsiao usando KC2 ¢ 0,6 (4,0%)
observou-se uma pequena acumulagdo de 6leo no topo da emulsdo quando esta foi
produzida com azeite virgem. Este fato indicou ser a emulsdo menos estavel, resultado

que estd em concordancia com os apresentados nas analises de microscopia Otica.
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Tabela 18. Imagens da estabilidade das emulsdes Pickering preparadas com azeite neutro ao longo do tempo e os resultados do indice de estabilidade (CI1%).

0 dias

KC2 ¢ 0,4

&
R

KC2 ¢ 0,4

7 dias

14 dias

O
- e

KC2 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,6

¢ ‘__1’ P 3 - >
KClg04 KC2904 KC2¢0,6
28 dias

Tempo

t0

t7

t14

21

28

7

‘-/ ‘ \ : . "\ ‘i., \i/,‘

s NsoEol GG

KC1 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,6

CI %

KCl¢ KC2¢ KC2¢

0,4 0,4 0,6
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0
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Tabela 19. Imagens da estabilidade das emulsdes Pickering preparadas com azeite virgem ao longo do tempo e os resultados do indice de estabilidade (CI1%).

0 dias 7 dias 14 dias

> et s =, ot =t ——
KC1 ¢ 04 < . ) KC2 ¢ 0,6 KC1 90,4 KCTq) 0,4 KC2 ¢ 0,6

CI% KCl¢ KC2¢ KC2¢

Tempo 0.4 0.4 0,6
t0 0 0 0
t7 0 0 0
t14 0 0 0
t21 0 0 0
28 0 0 0

—— = —-_:: / > " i 1
KC1 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,4 KCq) 0,6 KCl¢0.4 KC2¢ 0.4
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3.4.2. Cor

A aparéncia ¢ um importante parametro de qualidade, particularmente na éarea
alimentar. Assim, a qualidade percebida muitas vezes ¢ dependente da cor dos produtos.
A procura comercial por corantes destinados a conferir cor aos alimentos continua a
aumentar, sendo que o uso de corantes artificiais torna-se cada vez mais complicado
devido a percepc¢do dos maleficios causados para a satide e o meio ambiente (Liu et al.,
2019a), existindo assim uma tendéncia crescente do uso de corantes naturais.

Neste contexto, a curcumina, corante selecionado para este trabalho, ¢ um
polifenol natural, sendo muito utilizada como corante alimentar, para além de possuir
propriedades promotoras de saude, como antitumoral, antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria, o que tem atraido, nos ultimos anos, a aten¢ao das industrias de alimentos
funcionais e farmacéuticas (Araiza-Calahorra et al., 2020). A cor de uma emulsdo ¢é
dependente de diversos fatores incluindo as propriedades da dispersdo (influenciada pelas
caracteristicas da gota, concentracdo de particulas, etc.) e a eficiéncia de absor¢ao do
agente corante (Low et al., 2020). As Tabelas 20 e 21 apresentam as coordenadas das
cores das emulsdes Pickering produzidas a partir das particulas baseadas em curcumina

produzidas com os azeites neutro e virgem, respetivamente.

Tabela 20. Analise de cor das emulsdes Pickering produzidas com azeite neutro.

2 KC1 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,6
Parametros (4.7%) Cor RGB (4.7%) Cor RGB (4.0%) Cor RGB
L* 80,58 £ 0,36 85,48+ 0,15 86,01 + 0,49
a* 8,50+0,14 -9,06 £ 0,10 -22,96 £ 0,19
b* 80,35+ 0,31 75,48 £ 0,29 63,94 £ 0,48
Tabela 21. Analise de cor das emulsdes Pickering produzidas com azeite virgem.
2 KC1 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,4 KC2 ¢ 0,6
Parametros (4.7%) Cor RGB (4.7%) Cor RGB (4.0%) Cor RGB
L* 80,13 +0,15 84,42+ 0,35 81,18+ 0,16
a* 1,74 £0,20 -6,40 0,10 -15,61 £ 0,06
b* 72,87 £ 0,47 71,58 £ 0,24 70,42 £ 0,14

Para ambos os azeites, as amostras apresentaram elevada luminosidade,
representada pela variavel L* e forte influéncia da cor amarela refletida no valor elevado
e positivo do pardmetro b*, propriedade marcante da curcumina em meios acidos. Os

valores positivos de a* para as amostras de KC1 ¢ 0,4 (4,7%) demonstram alguma
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influéncia da cor vermelha que, prevé-se seja resultante do maior teor de curcumina
utilizado na producao das respectivas particulas conjuntamente ao pH ligeiramente acido
(4,5). Ja os valores negativos de a* encontrados para as amostras KC2 ¢ 0,4 (4,7%) e
KC2 ¢ 0,6 (4,0%) representam intervencao da cor verde, caracteristica do azeite, fato que
justifica o valor mais elevado de -a* para as amostras em que a concentragdo de azeite é
maior, KC2 ¢ 0,6 (4,0%). Adicionalmente, as particulas KC2 apresentaram valores de a*
menores do que as particulas KC1 (Tabela 6), fato que também poderia ter influéncia na
cor das emulsdes. Resumidamente, para o mesmo sistema observou-se uma semelhanca,
isto ¢, a cor ndo foi influenciada pelo tipo de azeite, revelando a maior influéncia das

particulas no parametro em analise.

3.4.3.pH

A Tabela 22 contém os valores de pH medidos para as 3 emulsdes selecionadas,
elaboradas com o azeite neutro e virgem. As particulas Pickering foram produzidas a pH
acido (KC1 a pH 4,50 e KC2 a pH 3,58) utilizando como tampao 4cido citrico/citrato de
sodio. Deste modo, todas as emulsdes apresentaram valores de pH 4cido, circunstancia
que comprova a relevante influéncia das particulas nas propriedades dos sistemas. Nota-
se ainda que nas emulsdes produzidas com azeite neutro, o pH se manteve proximo do
pH utilizado para a producdo das respetivas particulas. Quando as emulsdes foram
elaboradas com o azeite virgem, houve um ligeiro aumento no pH, fato que pode ser
atribuido a este tipo de azeite conter diferentes compostos que podem contribuir para o

deslocamento do valor do pH.

Tabela 22. pH das emulsdes Pickering.

Tipo de azeite Emulsdes pH
KC1 ¢ 0,4 (4,7%) 4,47 £ 0,02
Neutro KC2 ¢ 0,4 (4,7%) 3,43 £0,02
KC2 ¢ 0,6 (4,0%) 3,36+ 0,01
KC1 ¢ 0,4 (4,7%) 4,62 +0,02
Virgem KC2 ¢ 0,4 (4,7%) 4,55 +0,04
KC2 ¢ 0,6 (4,0%) 3,70 £ 0,03
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Devido ao fato de um dos objetivos deste trabalho consistir no desenvolvimento
de um molho tipo maionese ou cremes para salada, foi medido o pH de dois tipos de
maionese, tradicional e light, para fins comparativos, conforme apresentado na Tabela
23. O pH 4cido caracteristico dos produtos alvos, como comprovado através das
maioneses, além de interferir nas propriedades sensoriais, garante a seguranca
microbiologica, impedindo o desenvolvimento de microrganismos que possam ser
prejudiciais a saude do consumidor. Assim sendo, as emulsdes produzidas indicaram
resultados promissores, apresentando tanto com o azeite neutro quanto com azeite
virgem, valores de pH préximos aos das maioneses, permitindo desta forma garantir a
capacidade de satisfazer os atributos relacionados com este parametro. Assim, na proxima
secdo, as emulsdes Pickering vao ser analisadas em relagdo as propriedades de interesse
para a area alimentar e comparadas com as maioneses selecionadas como matrizes

alimentares de referéncia.

Tabela 23. pH maionese tradicional e light.

Maionese pH
Tradicional 3,61 £0,02
Light 3,42+ 0,07
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3.5. TESTES PARA APLICACAO ALIMENTAR

De acordo com a caracterizacdo das emulsdes, foi possivel constatar que mesmo
quando produzidas com o azeite virgem estas mantiveram-se estaveis e com propriedades
atrativas para a aplicacdo alimentar (incluindo pH similar as matrizes alimentares de
referéncia). Portanto, nesta etapa do trabalho apenas as emulsdes elaboradas a partir do
azeite virgem foram analisadas, tendo em consideracdo as vantagens de incorporar as
propriedades do azeite virgem a emulsdo. Com o propoésito de se alcangar uma Unica
formulagcdo ideal para desenvolver um produto funcional substituto de molhos
alimentares tipo maionese, comparou-se as amostras com dois tipos de maioneses,
tradicional e light, por meio de trés parametros: (i) Estabilidade oxidativa; (ii)

Propriedades de textura; (iii) Propriedades nutricionais.

3.5.1. Estabilidade oxidativa

A oxidagdo lipidica ¢ uma deterioracdo importante em emulsdes alimentares
comerciais, pois tem efeito negativo na qualidade dos alimentos, podendo interferir nos
aspectos sensoriais, além do desenvolvimento de ranco indesejavel e compostos
potencialmente téxicos. A degradagdo das propriedades nutricionais e sensoriais
geralmente ocorrem devido a formacdo de compostos primarios e secundarios, como
peroxidos, aldeidos e cetonas (Song et al, 2020). O Rancimat ¢ uma analise de oxidacdo
acelerada que mede o tempo necessario para que os Oleos comestiveis formem
subprodutos de peroxidacdo induzidos termicamente (Raikos et al., 2016). Na Figura 14
estdo representadas a evolugcdo da estabilidade oxidativa das emulsdes Pickering

produzidas e das amostras de maionese referéncia ao longo do tempo.
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Estabilidade oxidativa

27,98
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MAIONESE ~ MAIONESE KC1 ® 0,4 KC2 ® 0,4 KC2 ® 0,6
TRADICIONAL  LIGHT (4,7%) (4,7%) (4,0%)

Figura 14. Analise de Rancimat das maioneses de referéncia e as emulsdes Pickering produzidas.

As 3 emulsdes Pickering propiciaram estabilidade oxidativa significativamente
melhorada em comparagdo com as maioneses, indicando elevada resisténcia a formagao
de subprodutos de peroxidacao. Este fato indica o potencial das emulsdes Pickering, cujo
tempo de vida util ¢ muito maior do que as maioneses de referéncia (tanto a tradicional
como a light). De fato, ¢ importante ressaltar que as emulsdes Pickering promovem
melhor estabilidade quimica quando comparadas as emulsdes convencionais. Esta
melhoria ocorre geralmente pela melhor separacao dos pré-oxidantes da fase aquosa do
6leo dado a formag@o de uma camada interfacial espessa. Além disso, quando utilizadas
particulas produzidas a partir de materiais com propriedades antioxidantes, como a
curcumina, estas também podem ajudar a repelir os compostos pro-oxidantes,
aprimorando ainda mais a estabilidade oxidativa da emulsdo (Mwangi et al., 2020).

Quando comparadas, as 3 emulsdes Pickering apresentaram resultados proximos
entre elas, sendo o tempo superior (27,98 h) obtido para a KC2 ¢ 0,4, seguido da KC1 ¢
0,4 com 24,28 h. A KC2 ¢ 0,6 resultou no menor tempo (20,32 h). Tal pode estar
relacionado com a maior quantidade de azeite contido nesta amostra, produto principal

da emulsdo sujeito a oxidacao ao longo do tempo.

3.5.2. Propriedades de textura

Nas ultimas décadas a industria alimentar tem investido em alimentos que contém

reposicdo parcial de gorduras e o uso de compostos naturais para atender a demanda de
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alimentos mais saudaveis. Entretanto, manter as caracteristicas fisicas e sensoriais desses
produtos proximas das dos tradicionais ainda ¢ um desafio (Prosapio & Norton, 2019).
Sendo assim, as emulsdes Pickering tem apresentado grande potencial como substitutos
de gordura em matrizes alimentares (Niroula et al., 2020), com vista a manter o aspecto
e textura similar dos alimentos que j4 existem no mercado. Neste contexto, com o fim de
analisar a aparéncia e textura das 3 emulsdes produzidas a partir do azeite virgem e fazer
a comparagao com as amostras de maioneses tradicional e light, foram realizadas analises
de textura. As propriedades de textura foram analisadas em diferentes tempos (0 e 10

minutos). Os resultados obtidos estdo incluidos nas Tabelas 24 e 25, respetivamente.

Tabela 24. Propriedades de textura das matrizes alimentares e emulsdes Pickering - tempo 0 min.

Amostra Firmeza Consisténcia Coesividade Viscosidade

(t= 0 min) (9] (g-sec) (@ (g-sec)

Maionese trad. 395,37 £ 0,94 946,25 + 61,99 (-) 219,57+ 19,38  (-) 3,52+£0,96
Maionese light 374,30 £ 13,20 865,54 +£ 48,07 (-) 204,30 £ 0,26 (-) 1052,84+ 315,56

KC1 (9 0,4;4,7%) 35929+ 6,41 88544+ 1589  (-)204,04+2,94  (-)1081,38+289,98

KC2 (¢ 0,4; 4,7%) 27333+1,06 6432942607  (-) 180,06+ 0,68  (-) 329,26 = 78,99

KC2 (¢ 0,65 4,0%) 189,67+ 15,87 427,78+ 0,88 (-) 148,62+ 8,22 (-) 151,73 £3,05

Tabela 25. Propriedades de textura das matrizes alimentares e emulsdes Pickering - tempo 10 min.

Amostra Firmeza Consisténcia Coesividade Viscosidade

(t= 10 min) (9] (g-sec) (9] (g-sec)
Maionese trad. 369,81 + 44,83 563,88 £489,83 () 239,21 +4,79 (-) 42,39 £ 38,64
Maionese light 361,70 + 7,24 762,67 £184,49 (-) 211,01 £9,92 (-) 773,27 £ 7,06

KC1 (9 0,4;4,7%) 332,94+034  787,70+3428 () 196,46+1,70  (-) 817,55+ 50,21

KC2 (9 0,4;4,7%) 260,40+848  581,90+87,06 () 177,87+8,97 () 324,47 + 62,52

KC2 (9 0,6; 4,0%) 184,77 +13,91 465,50 +7,71  (-)150,47+939  (-) 170,48 £0,17

Devido as 3 emulsdes terem sido elaboradas com processamentos idénticos, a
diferenga de textura entre estas deve-se essencialmente a distingdo de suas morfologias.
Considerando o produto-alvo, a teoria suporta que em geral, sistemas com gotas menores
resultam em emulsdes mais firmes e adesivas (Olsson et al., 2018). Este principio estd em
concordancia com os resultados obtidos, onde as medigdes de firmeza, consisténcia,
coesividade e viscosidade das emulsdes Pickering produzidas foram inversamente

proporcionais aos tamanhos de goticulas encontrados pela técnica de MO (Tabela 17).
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Os resultados mostraram que a amostra KC1 ¢ 0,4 (4,7%), isto ¢ a emulsdo com as
goticulas de menor tamanho, originou valores superiores nas propriedades de textura
consideradas, nomeadamente firmeza, consisténcia, coesividade e viscosidade.

Adicionalmente, ¢ importante assinalar que as emulsdes indicaram apenas
deslocamentos ligeiros dos valores dos parametros em analise quando comparados os
resultados em funcdo do tempo (0 para 10 minutos). Este fato indicou que o impacto
causado pelo texturdmetro, ndo afetou significativamente nas propriedades das emulsoes,
revelando a sua estabilidade ao impacto mecanico. O fendmeno esta relacionado com um
atributo caracteristico das emulsdes Pickering, onde as camadas rigidas que recobrem as
interfaces das goticulas (Xu et al., 2020) reforcam a resisténcia do sistema.

Quando analisadas as propriedades de textura das emulsdes Pickering com as das
maioneses, observaram-se comportamentos similares, principalmente no caso da amostra
KC1 (¢ 0,4; 4,7%), que manifestou valores muito aproximados da maionese light. Outros
trabalhos reportados na bibliografia, como o de Liu, Xu & Guo (Liu, Xu & Guo, 2007)
que analisou a textura de maioneses com baixo de teor de gordura com diferentes
substitutos de gordura referem resultados aproximados ao do presente estudo,
manifestando valores de firmeza compreendidos entre 256,56 e 349,35 g, coesividade (-
)120,45 e 198,45 g e viscosidade de 983,53 e 1685,41 g-sec. Contudo, os valores de
consisténcia foram ligeiramente superiores, estando compreendidos entre 2785,35 e
3654,78 g-sec. Assim, constata-se que a emulsdo KCI1 (¢ 0,4; 4,7%), a que apresentou
um comportamento muito proximo ao das maioneses de referéncia (incluindo ao de outros
trabalhos publicados), demonstrou potencial em termos de textura como substituto de

maionese com redu¢do de gordura.

3.5.3. Propriedades nutricionais

Diversos produtos alimentares possuem como um de seus principais componentes
6leos e gorduras vegetais, como ¢ o caso dos cremes para barrar, chantilly, sorvetes e
maionese. No entanto, a ciéncia afirma que o elevado consumo de gorduras esta
diretamente ligado a inumeras doencas, como a obesidade, diabetes, doengas
cardiovasculares e cancro (Ahmadi et al., 2020).

Tendo por base que o objetivo do presente trabalho consiste no desenvolvimento
de uma emulsdo que substitua produtos do tipo maionese, com foco na reducao de gordura

e na incorporacao dos beneficios fornecidos pela curcumina e pelo azeite, efetuou-se uma
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previsdao do seu valor nutricional. Com base nas tabelas nutricionais fornecidas pelas
maioneses comerciais selecionadas e considerando que entre os constituintes das
emulsdes produzidas (azeite, dgua e particulas Pickering) somente o azeite possui
influéncia significativa ao nivel nutricional, foram calculados teoricamente as
propriedades nutricionais das 3 emulsdes otimizadas produzidas com azeite virgem
considerando exclusivamente os atributos da respectiva fase oleo. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 26.

Tabela 26. Informagdes nutricionais das maioneses selecionadas como matrizes alimentares e das 3
emulsdes otimizadas produzidas com azeite virgem.

INFORMACOES NUTRICIONAIS
Porcio: 100 g

Maionese Maionese KC1 KC2 KC2
tradicional light (0 0,4; 4,7%) (9 0,4;4,7%) (¢ 0,65 4,0%)
Enersia 3033kJ /737 1418kJ/341 1374,8kJ/ 1374,8 kJ / 2062,2 kJ /
g Kcal Kcal 328,4 Kcal 328,4 Kcal 492.6 Kcal
Lipidos 80 g 264 g 36,5g 36,5g 54,7¢g
Dos quais saturados 9,6 g 33¢g 52¢g 52¢g 79 ¢
Hidratos de carbono 3 g 245 ¢ Og Og Og
Dos quais agucares 3g 86¢g Og Og Og
Fibras Og Og Og Og Og
Proteinas 1,3¢g I,5¢g Og Og Og
Sal 0,7¢g lg Og Og Og

Relativamente a maionese tradicional, as 3 emulsdes otimizadas apresentaram
resultados promissores na reducdo de lipidos (gordura); a maionese light comercial
evidenciou o valor inferior, com 26,4 g dos quais 3,3 g saturados. Contudo, a maionese
light possui um elevado teor de hidratos de carbono (carboidratos), 24,5 g, dos quais 8,6
g sdo agucares, sendo que estudos recentes como o de Pompili et al. (Pompili et al., 2020)
afirmam que o uso excessivo de carboidratos e acucares processados tem-se tornado uma
emergéncia nutricional dramadtica. Deste modo, as emulsdes Pickering apresentaram-se
como uma alternativa potencial para a substitui¢ao de gordura através de um produto sem

conter hidratos de carbono.
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Os sistemas produzidos com 40% de azeite possuem quantidades de lipidos
inferiores quando comparados com o sistema contendo 60%. Assim, as emulsdes KC1 e
KC2 (¢ 0,4; 4,7%) indicaram resultados otimistas, correspondendo a valores de lipidos
de 36,5 g, dos quais 5,2 g sdo saturados. Concluindo, deve notar-se que o sistema de KC1
(9 0,4; 4,7%) que apresentou os resultados mais promissores em termos nutricionais e
com base nos dados apresentados anteriormente na sec¢ao (3.5), foi a emulsdo que revelou
maior potencial para aplicagdo no mercado alimentar como um substituto de maionese

com redu¢do de gordura.
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4. CONCLUSAO E TRABALHOS FUTUROS

4.1. CONCLUSAO

O presente trabalho foi dedicado ao desenvolvimento de sistemas de emulsdes
Pickering O/A estabilizadas através de particulas contendo curcumina e obtidas pela
técnica de dispersao solida. Visou-se o desenvolvimento de produtos para aplicagdo no
setor alimentar, nomeadamente como um substituto de produtos tipo maionese com baixo
teor de gordura. De acordo com a revisdo bibliografica efetuada, e tanto quanto ¢ do nosso
conhecimento, esta estratégia nunca foi utilizada para o fim proposto neste estudo.

A técnica de dispersdo sélida ¢ uma técnica muito utilizada na area farmacéutica
para melhorar questdes de solubilidade de compostos hidrofobicos por meio da dispersao
destes em matrizes hidrofilicas (geralmente polimeros), contudo tem sido pouco
explorado em outras areas. Neste trabalho as particulas obtidas por DS foram analisadas
como estabilizantes Pickering com vista a preparacdo de emulsdes Pickering ajudando a
substituicdo das particulas geralmente mais usadas, baseadas em silica modificadas, que
ndo sdo compativeis com sistemas de grau alimentar.

Assim, o desenvolvimento do trabalho seguiu as seguintes fases: (i) testes
preliminares para verificar se as nanoparticulas agiam como estabilizantes Pickering e
selecionar as que indicavam melhor desempenho; (ii) produ¢do das nanoparticulas com
diferentes polimeros através da técnica de dispersdo solida e caracterizagdo das mesmas;
(ii1) producdo e otimizagdo dos sistemas de emulsdes variando a razdo 6leo/agua e a
concentragdo de particulas; (iv) testes de caracterizagdo e estabilidade das emulsdes
otimizadas; (V) testes para aplicagdo alimentar das emulsdes otimizadas como substituto
de maionese com baixo teor de gordura.

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade da técnica de DS para a obtencao
de particulas com acdo Pickering promissoras para o desenvolvimento de novas matrizes
alimentares. Entre os trés polimeros testados na produ¢do das particulas (k-carragenina,
PVA e PVP), o processo de otimizagdo revelou que as particulas com k-carragenina
resultaram no desenvolvimento de emulsdes Pickering gelificadas, as quais manifestaram
elevada estabilidade ao longo do tempo, além de proporcionar a emulsdo o beneficio de

satisfazer a demanda atual da industria alimentar por produtos naturais.

70



Capitulo 4 — Conclusdo e Trabalhos Futuros

Os testes de otimizagdo das emulsdes foram realizados utilizando azeite neutro
para minimizar a interferéncia das propriedades da fase 6leo na estabilidade dos sistemas.
Assim, o processo resultou em trés formulagdes O/A estaveis: KC1 (¢ 0,4; 4,7%), KC2
(p 0,4; 4,7%) e KC2 (¢ 0,6; 4,0%). A partir destas, foram produzidas novas emulsdes
substituindo o azeite neutro por um azeite virgem, para que O sistema se tornasse
adequado para aplicagdes alimentares. As emulsdes com azeite virgem, assim como as
obtidas com azeite neutro, mantiveram-se estaveis durante os 28 dias de teste, de acordo
com a avaliacdo do creaming index. Estas apresentaram pH &cido, cor caracteristica
amarelada e uma morfologia formada por goticulas de pequena dimensdo, tal como
observado por MO. A emulsao KC2 (¢ 0,6; 4,0%) quando produzida com azeite virgem,
a partir de 14 dias, manifestou uma pequena acumulacio de 6leo no topo da emulsdo e
um aumento significativo do tamanho das goticulas, revelando ser a emulsdo menos
estavel dos trés sistemas otimizados.

Tendo definido a aplicagdo das emulsdes como substitutos de produtos do tipo
maionese com foco na redu¢do de gordura, foram selecionadas duas maioneses
comerciais (tradicional e light) e utilizadas como referéncias nos testes de estabilidade
oxidativa, propriedades de textura e analise nutricional face a sua aplicabilidade. A
emulsdao KC1 (¢ 0,4; 4,7%) apresentou propriedades texturais e nutricionais proximas as
da maionese light, indicando ser um sistema promissor para a industria alimentar como
um produto natural substituto de maionese com baixo teor de gordura, agregando os

beneficios propiciados pela curcumina e o azeite virgem.
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4.2. TRABALHOS FUTUROS

O atual trabalho abordou estudos iniciais de uma solugdo inovadora para o
desenvolvimento de novos produtos destinados a industria alimentar, possibilitando
suprir a crescente demanda por alimentos naturais, com redugdo de gordura e
propriedades bioativas. Assim, os seguintes pontos que podem ser considerados quanto a
trabalhos futuros sdo:

e Andlise sensorial da emulsdo KC1 (¢ 0,4; 4,7%), para que possa ser identificado

a aceitabilidade e intencdo de compra de potenciais consumidores, além de
permitir identificar possiveis ajustes a formulagdo para aperfeigoamento da
qualidade sensorial;

e Analises microbioldgicas para defini¢do dos cuidados que devem ser adoptados

para garantir a seguranca do consumidor;

e Analise nutricional completa, identificando quantitativamente todos os compostos

presentes no sistema;

e Testes para a elaboragdo de emulsdes Pickering estabilizadas através de particulas

produzidas por dispersdo solida, abordando o encapsulamento de outros

compostos que sejam atrativos a aplicacdo alimentar.
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