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RESUMO

As emulsbes Pickering (EPs) sdo caracterizadas pelo uso de particulas solidas como
estabilizantes. Comparativamente com as emulsdes convencionais, S0 menos tdxicas,
apresentam maior estabilidade e maior capacidade de incorporagéo de funcionalidades. Dado
estas vantagens as EPs estdo sendo cada vez mais utilizadas em aplicagdes alimentares,
cosméticas, farmacéuticas e em engenharia de tecidos. O uso desses sistemas como materiais
estruturantes oferece um elevado potencial, nomeadamente para o desenvolvimento de
alimentos estruturados, tirando partido do seu comportamento predominantemente eléstico e da
sua estrutura de gel. Neste contexto, 0 presente projeto visa 0 desenvolvimento de
nanoparticulas de Quitosano/Goma Arabica, sua utilizacdo no desenvolvimento de EPs e
posterior teste no desenvolvimento de alimentos estruturados. Usualmente, muitas das solugdes
de alimentos estruturados séo produzidos pela adi¢cdo de hidrocoloides, propondo-se neste
trabalho uma alternativa inovadora a sua producao.

Os resultados obtidos indicaram viabilidade da utilizacdo das nanoparticulas de
Quitosano/Goma Arabica com acdo Pickering promissoras para o desenvolvimento de novas
matrizes alimentares. O processo resultou em duas formulagdes O/A com boa estabilidade:E-
1.5%-0.5 e E-3.0%-0.7, porém, apesar da estabilidade durante 18 e 15 dias, respectivamente,
essas emulsdes ndo apresentavam aparéncia de gel. Foram produzidas novas emulsdes
utilizando Alginato como uma alternativa para o melhoramento da aparéncia de gel das
emulsdes para que 0 sistema se tornasse adequado para o desenvolvimento do alimento
estruturado. A partir da amostra E-1.5%-0.5, com a utilizacdo do alginato na formulacao e trés
tipos de sumos (Laranja, Péra e Macd) foi possivel desenvolver alimentos estruturados com
emulsdes com caracteristicas de géis e que mantiveram-se estaveis durante os 28 dias de teste,
de acordo com a avaliacdo do indice de creme. Estas apresentaram pH acido e uma morfologia
formada por goticulas na microescala tal como observado por microscopia 6tica (MO). Foi
possivel desenvolver o alimento estruturado com encapsulagdo de vitamina D3, apresentando
boa eficiéncia de encapsulacdo e um potencial na veiculagdo de compostos hidrofobicos. Tendo
definido as amostras desenvolvidas com substitutos de produtos ja existente do mercado, de
acordo com andlise de textura, as amostras foram semelhantes a uma gelatina (amostra L1) e
um flan (amostra M1). Foi possivel imprimir estas amostras na impressora em trés tipos de
design, fato que pode ser relacionado com as propriedades texturais das amostras, visto que,

ndo foi possivel imprimir as amostras que apresentavam alta firmeza. Sendo assim, foi possivel

xii



desenvolver o alimento estruturado baseado nas emulsdes Pickering, utilizando nanoparticulas
de Quitosano/Goma arabica como particula sélida. Os sistemas desenvolvidos indicam ser
promissores para a industria alimentar devido a possibilidade de encapsular a vitamina D3, para
além da possibilidade de serem impressas por impressao 3D, facto que agrega valor ao produto

devido a funcionalidade e explorar uma tecnologia inovadora.

Palavras-chave: Emulsdes Pickering; Nanoparticulas; Quitosano, Impressdo 3D; Alimentos

estruturados

Xiii



ABSTRACT

Pickering emulsions (PEs) are characterized by the use of solid particles as stabilizers.
Compared to conventional emulsions, they are less toxic, present greater stability and improved
capacity for the incorporation of functionalities. The use of these systems as structuring
materials offers a high potential, particularly for the development of structured foods taking
advantage of their predominantly elastic behavior and gel structure. In this context, this project
aims at the development of Chitosan/Gum Arabic nanoparticles, their use in the development
of PEs and subsequent testing in the design of structured foods. Usually, many structured food
solutions are produced by the addition of hydrocolloids, being proposed in this work an
innovative alternative for their production.

The results obtained indicated the feasibility of using the Chitosan/Arabic gum
nanoparticles with Pickering action as promising systems for the development of new food
matrices. The process resulted in two O/A formulations with good stability: E-1.5%-0.3and E-
3.0%-0.7, but despite this stability, 18 and 15 days, respectively, these emulsions lacked gel
appearance. New emulsions were produced using alginate as an alternative for improving the
gel appearance of the emulsions to make the system suitable for structured food development.
From sample E-1.5%-0.5, with the use of alginate in the formulation and three types of juices
(Orange, Pear, and Apple) it was possible to develop structured food with emulsions with gel-
like characteristics that remained stable during the 28 days, according to the evaluation of the
creaming index. They had an acidic pH and droplets at the microscale morphology as observed
by optical microscopy (MO). It was possible to develop the structured food encapsulated with
vitamin D3, showing good encapsulation efficiency, presenting a potential benefit in protecting
hydrophobic compounds. Comparing the developed samples with existing market substitutes,
according to texture analysis, the samples were similar with gelatin (sample L1) and flan
(sample M1) products. It was possible to print the samples on the printer in three design types,
fact that can be related to the textural properties of the samples, since it was not possible to print
highly firm samples. Therefore, it was possible to develop the structured food based on a
Pickering emulsion, using Chitosan/Gum Arabic nanoparticles as solid particles. The developed
systems indicate to be promising for the food industry due to the possibility of encapsulating
vitamin D3, besides the 3D printing ability, fact that adds value to the product due to the
functionality and exploitation of an innovative technology.

Keywords: Pickering Emulsions; Nanoparticles; Chitosan, 3D Printing; Structured Foods
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MOTIVACAO E OBJETIVOS

As emulsbes Pickering sdo definidas como emulsdes estabilizadas por particulas
coloidais sélidas que séo adsorvidas na interface de dois liquidos imisciveis.

Nos primeiros estudos sobre emulsdes Pickering era muito comum o uso de particulas
de silica como estabilizadoras, porém nas emulsdes alimentares tem sido investigada a
utilizacdo de algumas nanoparticulas naturais. As particulas organicas naturais possuem
algumas vantagens em relacdo as particulas sintéticas devido a sua biodegradabilidade,
possibilitando também a valorizacdo da biomassa e subprodutos da industria. As particulas a
base de biopolimeros tém atraido cada vez mais a atencéo para o desenvolvimento de emulsfes
Pickering para aplicacdes alimentares devido a procura dos consumidores por produtos
alimentares mais saudaveis e apresentarem melhor biocompatibilidade.

Recentemente tém surgido diversos estudos sobre a utilizacdo de particulas organicas
de grau alimentar, nomeadamente particulas produzidas utilizando proteinas e materiais
lipidicos. Neste contexto, o presente trabalho visa o desenvolvimento de emulsdes Pickering
com alta viscosidade para o desenvolvimento de alimentos estruturados e sua caracterizacao

(tamanho, morfologia, molhabilidade, etc).

Objetivo geral:
O presente trabalho visa o desenvolvimento de emulsfes Pickering com alta viscosidade
utilizando nanoparticulas de Quitosano/GomaArabica e subsequente desenvolvimento de

alimentos estruturados.

Objetivos especificos

Tendo em consideracdo o objetivo geral de desenvolver sistemas Pickering
compativeis com a area alimentar, o presente trabalho possui 0s seguintes objetivos especificos:
(i) Producéo de nanoparticulas;

(ii) Caracterizagédo das nanoparticulas produzidas;
(iii) Desenvolvimento e otimizagdo da formulagdo de emulsdes Pickering estaveis;
(iv) Caracterizacdo das emulsdes elaboradas;
(v) Incorporacgéo da Vitamina D3 nas emulsdes;
XV



(vi) Teste de aplicacdo e comparagdo com matrizes alimentares de referéncia

(vii) Teste Preliminares de impresséo 3D.

Estrutura da Dissertacao:

A presente dissertacdo esta organizada em varios capitulos que abordam desde o estado
da arte atual na area, como base para o desenvolvimento do trabalho, até aos resultados e
discussao dos sistemas analisados, incluindo as principais conclusdes e propostas para trabalhos
futuros. Esta dividida nos seguintes capitulos:

O capitulo 1 é referente a revisdo bibliografica, discorrendo defini¢cbes importantes para

o trabalho desenvolvido e analises relevantes para abordagem do tema.

O capitulo 2 aborda a descricdo dos materiais e métodos utilizados no 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 indica¢@es a trabalhos futuros.

O capitulo 5 retne as referéncias bibliograficas utilizadas no trabalho.
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Capitulo 1
Revisao bibliografica



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. EMULSOES

Uma emulsdo consiste num sistema composto pela mistura de dois liquidos imisciveis
(6leo e &gua) na forma de pequenas goticulas esféricas, cujo didmetro é em torno de 0,1 a 100
um em grande parte dos alimentos. O liquido que compde as goticulas, é denominada de fase
dispersa, sendo o outro liquido denominada de fase continua. O tipo de emulsdo depende do
liquido que compde a fase dispersa e a fase continua (McClements, 2015). Um sistema de
emulsdo composto por gotas de 6leo dispersas em uma fase aquosa € denominado de emulsao
6leo em agua (O/A), como por exemplo, maionese, leite e diversos molhos. Um sistema
composto por gotas de adgua dispersas em uma fase oleosa é denominado de emulsdo dgua em
6leo (A/O), como por exemplo a manteiga e margarina. A representacdo de ambas pode ser
observada na Figura 1.

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

Figura 1. Representacdo de emulsdes simples agua em éleo e 6leo em agua

Além das emulsbes simples, é possivel encontrar sistemas mais complexos como é o
caso das emulsdes duplas do tipo 6leo em agua em dleo (O/A/O) ou &gua em Gleo em agua
(AJ/O/A) como esta representada na Figura 2 (Santos, 2011). A emulsdo dupla também pode
ser denominada como emulsdo multipla, cujo objetivo principal é garantir a estabilidade dos
compostos instaveis nas fases internas da emulsdo. Estas apresentam goticulas grandes e a sua
formacdo ocorre quando a primeira emulsdo € dispersa novamente numa fase imiscivel (Zhang
& Reineccius, 2016).
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Emulsdo O/A/O Emulsido A/O/A

Figura 2. Representacao das emulsdes multiplas.

As emulsdes séo formadas a partir do processo de homogeneizagdo da mistura de dois
liquidos imisciveis e para isso, é necessaria a aplicacdo de energia, utilizando-se misturadores
do tipo homogeneizadores de alta pressdo, rotor-estator, ou ultrassdnicos. Apos a
homogeneizacdo da mistura, a tendéncia é que ocorra a separacao de fases, onde o liquido com
menor densidade (6leo) fica sobre o liquido de maior densidade (agua). Este fendmeno ocorre
devido ao facto de a mistura de ambas as fases ser termodinamicamente desfavoravel, sendo
gue a emulsdo tende desestabilizar com o tempo. O mecanismo e a velocidade com a qual a
emulsdo desestabiliza depende da sua composi¢do, microestrutura, e das condicdes de
armazenamento como por exemplo a temperatura (McClements, 2015).

Para melhorar a estabilidade da emulsdo é necessario adicionar agentes emulsionantes.
Estes agentes sdo moléculas tensoativas que atuam na interface das gotas formadas na
homogeneizacao, cujo objetivo € reduzir a tensdo interfacial formando uma barreira protetora
ao redor da gota e impedindo a colisdo entre estas 0 que pode resultar em fenémenos de
desestabilizacdo, nomeadamente floculagdo ou coalescéncia, entre outros (D.J. McClements,
Decker,& Weiss, 2007).

H& diversas classes de emulsionantes como 0s i6nicos ou nao idnicos, proteinas,
zwitterionicos, polimeros anfifilicos ou combinacdes de polimeros e surfactantes. Na industria
alimentar os mais utilizados sé@o as proteinas anfifilicas (possuem regides polares e apolares)
ou fosfolipidios (McClements, 2015).

Com o objetivo de selecionar o emulsionante mais adequado para cada tipo de sistema,
Griffin (1949) definiu o parametro do balango hidrofilico—lipofilico (HLB) (Schott, 1969). O

HLB descreve a natureza anfifilica dos emulsionantes a partir de uma escala empirica sendo
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que para valores abaixo de 6 o agente de superficie € classificado como lipofilico e tende a
formar emulsGes 4gua em 6leo. Emulsionantes com HLB maiores que 10, sdo identificados
como agentes de superficie hidrofilicos, logo tendem a formar emulsées do tipo éleo em agua
(Yamashita & Sakamoto, 2016).

A desestabilizacdo das emulsdes acontece através de diferentes mecanismos de
desestabilizacdo que em consequéncia alteram as suas propriedades. Entre 0s processos que
conduzem a instabilidade cabe destacar a cremeacdo/flotacdo, sedimentacdo, floculagéo,
coalescéncia e envelhecimento de Ostwald (McClements, 2015). Na Figura 3 estdo

representados os principais tipos de desestabilizacdes que ocorrem nas emulsdes.
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Figura 3. Representagdo dos mecanismos de desestabilizagfes de emulsdes.

FONTE: Adaptado McClements (2015).

Na cremeacdo/flotagéo e sedimentacdo tem lugar a separacdo gravitacional das gotas.
No processo de cremeacéo as goticulas da fase dispersa realizam um movimento ascendente,
migrando para o topo da emulsdo, enquanto que na sedimentacdo, as gotas realizam um
movimento descendente (para a base da emulsdo). Este fendmeno depende das caracteristicas
do sistema, como a viscosidade da fase continua, densidade ou natureza quimica das fases
(McClements, 2015; Damodaran; Parkin, 2018).
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Na floculagéo as goticulas de emulsdo se aproximam e agregam em unidades maiores,
mantendo a sua integridade individual. Este processo ocorre quando as forcas de repulséo do
sistema ndo sdo suficientemente fortes para manter as goticulas afastadas a uma distancia em
que as forcas de atracdo de van der Waals ndao conseguem atuar (Friberg, 2007).

O processo de coalescéncia ocorre quando ha o rompimento da interface das goticulas
da emulsdo, resultando na fuséo destas, €, consequentemente, na formacéo goticulas de tamanho
maior (Almeida, 2012).

O envelhecimento de Ostwald acontece quando as goticulas menores aderem as
goticulas maiores durante o armazenamento. Como as goticulas maiores possuem menor
energia livre e maior estabilidade, este processo € considerado espontéaneo (Han et al., 2018).

A inversdo de fases € o processo que implica a inversdo das fases continua e dispersa
com o passar do tempo. Com este fendmeno, uma emulsdo O/A pode inverter para A/O ou vice-
versa (McClements, 2015).

1.2.EMULSOES PICKERING

As emulsBes Pickering sdo definidas como emulsdes estabilizadas por particulas
coloidais solidas que sdo adsorvidas na interface de dois liquidos imisciveis. Os primeiros
estudos foram realizados por Ramsden (1904) e Pickering (1907) no inicio do século 20. Nas
emulsdes classicas a estabilidade do sistema ocorre devido a adsorcdo de compostos anfifilicos
que alteram as propriedades da interface das duas fases (6leo e agua). Desta forma, o
emulsionante age diminuindo a tensdo interfacial, facilitando a quebra das goticulas durante a
emulsificacdo e diminuindo a energia livre de Gibbs da emulsdo. Pelo contrério, nas emulsdes
Pickering tem lugar a adsorcdo (que pode ser irreversivel) das particulas sélidas na interface
entre os dois liquidos formando uma barreira rigida que limita a unido (coalescéncia) entre as
goticulas e também diminui a energia livre de Gibbs garantindo uma elevada estabilidade ao
sistema de emulsdo (Hu et al., 2016; Mwangi et al., 2016). Na Figura 4 apresenta-se uma

representacdo esquematica de uma emulsdo Pickering.
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Particula solida

@

Emulséo Pickering O/A
Figura 4. Representacdo da emulséo Pickering

As emulsdes Pickering proporcionam propriedades especificas as emulses, como
elevada resisténcia a coalescéncia, e, consequentemente, elevada estabilidade para longos
periodos de tempo, além da biocompatibilidade conferida por determinadas particulas solidas
organicas, o que € atrativo para diversas aplicacfes (Xiao et al., 2016).

Para que uma particula solida atue como estabilizador de emulsGes Pickering é
necessario atender a alguns requisitos. As particulas ndo devem ser totalmente sollveis em
nenhuma das fases, isto é, devem apresentar molhabilidade parcial adequada, concentracdo
adequada e o tamanho da particula deve ser menor (no minimo uma ordem de grandeza)
comparativamente com o tamanho da goticula da emulsdo (Chevalier & Bolzinger, 2013).

O equivalente ao valor de HLB que auxilia na escolha do emulsionante nas emulsdes classicas,
é considerado o grau de molhabilidade da particula sélida no casso das emulsGes Pickering.
Este parametro é definido como um angulo de contacto trifasico (6) formado no cruzamento
entre a particula sélida, fase continua e fase dispersa. O grau de molhabilidade é expresso pela
equacdo de Young (Equacéo 1) e determina a localizacdo de um particula em relacdo a interface
6leo-a4gua, nomeadamente o tipo de emulsdo (O/A ou A/O) a partir dos valores de ypo, ypw,
yow que correspondem as tensGes interfaciais particula-6leo, particula-dgua e Oleo-agua,

respetivamente (Chevalier & Bolzinger, 2013).

g —YpPo-vpw
Yow

cos (Equacao 1)

As particulas cujo 6 < 90° sdo mais hidrofilicas e formarao emulsdes O/A enquanto as
particulas cujo 6 > 90° sdo mais hidrofobicas e formardao emulsdes A/O, como pode ser

observado na Figura 5. A adesdo na interface dos liquidos é mais forte quando o angulo de
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contato trifasico for mais préximo de 90°, e consequentemente, as emulsdes Pickering serdo
mais estaveis (Harman et al., 2019). O valor de 6 proveniente da equagdo de Young (Equagdol)
depende das tensdes interfaciais do 6leo ¢ da agua (ypo e yow), assim o 0leo tem uma influéncia
direta no angulo de contato trifasico. Por isso, as propriedades do 6leo como a viscosidade,
polaridade, além da proporcéo de fase oleosa/aquosa, irdo influenciar no tamanho de gota e,
portanto, a estabilidade da emulséo (Albert et al., 2019a). Na Figura 5 estdo representados o

angulo de contato e a posi¢do das particulas na interface Oleo-agua dependendo da sua

oleo ;
oleo

5 agua
agua

molhabilidade.

oleo

’ agua N
eg g

Figura 5. Representacao do angulo de contato e posi¢éo das particulas na interface 6leo-agua.

FONTE: Adaptado de (Wu & Ma, 2016).

Para que a adsorcao seja irreversivel na interface, as particulas devem apresentar um
valor 0 entre 30° e 150°, pois nesse valor a energia de dessor¢ao ¢ muito maior que a energia
térmica do movimento browniano. A Equacéo 2 apresenta o calculo da energia necessaria para
separar particulas de raio R da interface, AE, tal que, yow ¢ a tensdo interfacial e 0 ¢ o angulo

de contato trifasico (Xiao et al., 2016)
AE=nR?yow(1£cos0) (Equacéo?)

Outro fator muito importante que influencia diretamente nas caracteristicas da emulsao
formada ¢ a concentracéo de particulas. Se a concentracdo de particulas for baixa, apenas sera
estabilizada uma pequena &rea interfacial, e, consequentemente, havera formagdo de gotas
grandes e instaveis. Quando a concentragdo € intermédia, a area interfacial que as particulas
conseguem cobrir & maior, ocorrendo, normalmente, o efeito de coalescéncia até que as

goticulas sejam inteiramente cobertas. Se a concentracéo de particulas for elevada pode haver
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a formacdo de emulsdes muito finas, sendo que quando hé excesso de particulas, estas ndo sao
adsorvidas e ficam em suspensdo na fase continua (Albert et al., 2019).

Quanto mais particulas sdo usadas para estabilizar a emulsdo, menor é o tamanho da
gota. Esse fendmeno ¢ denominado “coalescéncia limitada” e a partir deste € possivel ter um
controle do tamanho de goticula. O pardmetro pode ser determinado a partir da Equacéo 3 onde
se demonstra que a distribuicdo homogénea do tamanho de goticula é diretamente proporcional

a massa de particulas e a cobertura das goticulas (French et al., 2015).

1 mp ap
D~ 6xCxppxVd 9p

(Equacéo 3)

Onde D ¢ o diametro final da gota, mp é a massa das particulas, pp ¢ a densidade das
particulas, Vd é o volume da fase dispersa, C é a cobertura da superficie (fracdo da area
interfacial da gota coberta pelas particulas), ap é a area da particula projetada na interface e 9p
é o0 volume da particula (French et al., 2015).

Nas emulsdes Pickering existe uma familia especifica denominada, emulsdes Pickering
com alta fracdo volumétrica (HIPPES). Estas sdo um tipo de emulsdo que apresentam uma fase
hidrofébica com fracdo volumétrica >74%, pelo que sdo consideradas emulsdes altamente
concentradas e utilizam particulas solidas como emulsificante. As HIPPEs tém diversas
vantagens em comparacdo com as emulsGes baseadas em emulsionantes, tais como maior
estabilidade a coalescéncia e maior estabilidade ao armazenamento. Além disso, os HIPPES
podem suportar tratamento térmico e forca centrifuga (Jiao et al., 2018). Devido a estas
vantagens, um grande interesse tem surgido na utilizacdo de HIPPEs, sendo cada vez mais
usadas nas inddstrias alimentar e cosmética como mostram os estudos de Lu et al (2022) que
preparou emulsdes Pickering O/A utilizando nanoparticulas de quitosano e acido fitico-
Ciclodextrina e obteve uma estrutura eléstica tipo gel que podem ser fornecidas nas areas

alimenticia, cosmética e farmacéutica.
1.3.APLICA§:AO DAS EMULSOES PICKERING EM ALIMENTOS

Atualmente, devido a preocupagdo com a seguranca alimentar e a saude da populacéo
diversas pesquisas estdo a ser realizadas visando o desenvolvimento de alimentos saudaveis.
Neste contexto, as emulsbes Pickering possuem elevado potencial na industria de alimentos,

porque além de apresentar melhor estabilidade, trazem novas propriedades de textura,
24



sensoriais e nutricionais aos alimentos, evitando o uso de surfactantes convencionais. Ha
diversos sistemas de emulsdo utilizando particulas sélidas de origem natural e trabalhos
recentes mostram o potencial de encapsulamento de compostos bioativos permitindo a
producdo de alimentos com baixo teor de gordura, atrativo para o desenvolvimento de alimentos
mais saudaveis (Chen et al., 2020).

Um dos desafios atuais da aplicacdo das emulsdes Pickering € o custo de producéo
devido a dificuldade de se produzir em larga escala. Apesar disso, com o desenvolvimento de
novos métodos de preparacdo em conjunto com 0s avangos no ambito da nanotecnologia, a
tendéncia é encontrar diversas aplicacfes das emulsoes Pickering na indUstria de alimentos (Dai
et al., 2018; Yang et al., 2017). Apesar de seu alto potencial, ainda é necessario progredir no
que respeita ao uso da nanotecnologia em termos de formulacgdes assim como na legislacéo, a
fim de se determinar a seguranca do uso de nanoparticulas no corpo humano, incluindo a sua
biodegradacdo e toxicidade, efeito que pode estar associado a processos quimicos a que as
particulas sdo submetidas para desenhar a sua molhabilidade (Zhu et al., 2018).

As emulsdes Pickering podem contribuir com varios beneficios para o desenvolvimento
de alimentos funcionais, dado que possibilitam a incorporacdo de compostos bioativos
lipofilicos como é&cido linoleico conjugado, acidos gordos, ®-3, fitoesterdis e vitaminas
lipossolaveis (A, D, E e K). A incorporacdo desses compostos em alimentos, pode oferecer
beneficios a salde humana, nomeadamente no combate da hipertensdo, doencas cardiacas, ou
ganho de peso, entre outros (Tavernier et al., 2016).

Nos primeiros estudos sobre emulsdes Pickering era muito comum o uso de particulas
de silica como estabilizadoras, porém nas emulsdes alimentares tem sido investigada a
utilizacdo de algumas nanoparticulas baseadas em polimeros naturais potencialmente
compativeis com alimentos como o amido ou quitosano (Murray, 2019). As particulas
organicas naturais possuem algumas vantagens em relacdo as particulas sintéticas devido a sua
biodegradabilidade, possibilitando também valoriza¢éo da biomassa e subprodutos da industria.
As particulas a base de biopolimeros tém atraido cada vez mais a atencdo para o
desenvolvimento de emulsdes Pickering para aplicacfes alimentares devido & procura dos
consumidores por produtos alimentares mais saudaveis, apresentarem melhor
biocompatibilidade e menor risco de toxicidade (Dupont et al., 2021).

Nos ultimos anos, houve um crescimento consideravel do interesse nas emulsdes
Pickering. Na Tabela 1 listam-se alguns exemplos de pesquisas relacionadas com o estudo de

particulas de quitosano estabilizadoras Pickering com potencial de aplicagdo alimentar.
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Tabela 1. Particulas & base de quitosano com capacidade para atuar como estabilizadores

Pickering e com potencial de utilizacdo em aplicacdes alimentares.

Particula solidas Aplicacéo Referéncias

Quitosano/acido estearico Emulsdes Pickering O/A (Atarian et al., 2019)
com 6leo de girassol

Quitosano/d-limoneno (Alehosseini et al., 2021)

Emulsdes Pickering O/A
com 6leo de casca de laranja

Emulséo O/A com
Zeina/Quitosano encapsulamento de Vitamina (Shah et al., 20212)
D3

EmulsGes Pickering O/A
baseadas em polissacarideos  (Sharkawy et al., 2019)
livres de surfactante

Quitosano/goma
Arébica

Emulsdes Pickering O/A
baseadas em polissacarideos  (X.-M. Li et al., 2019)
livres de surfactante

cloridrato de
quitosano/carboximetilamido

1.4.NANOPARTICULAS

Nanoparticulas sao particulas sélidas que estdo na forma de nanoesferas ou
nanocapsulas e de tamanho submicrénico. Entre elas, é de salientar as nanoparticulas
poliméricas constituidas por polimeros derivados de fontes naturais, sendo estas atrativas
devido ao seu baixo custo, propriedades quimicas versateis e biodisponibilidade (Medeiros et
al., 2021).

Um exemplo de polimeros derivados de fontes naturais sdo os polissacarideos que tém
sido uma alternativa devido a sua natureza anfifilica que proporciona a automontagem em
ambientes aquosos, auxiliando na formacdo de estruturas especificas. Os polissacarideos
possuem estruturas moleculares de tamanho grande e, logo, sdo muito utilizados devido a
capacidade de encapsular compostos bioativos. Um exemplo sdo as nanoparticulas de
quitosano, que podem estar associadas com outras substancias, como 6leos essenciais e
vitamina C (Aguirre & Borneo, 2019). O quitosano é um polissacarideo cationico obtido a partir
da reacdo da desacetilacdo da quitina em meio alcalino. A quitina € um polimero linear, natural

extraido de exoesqueleto de crusticeos e insetos. Esta ¢ composta por mondmeros de p-(1—4)-
26



2-amino-2-desoxi-D-glucose e p-(1—4)-2-acetamida2-desoxi-D-glucose (Mwangi et al.,

2016). As estruturas quimicas da quitina e do quitosano sdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura quimica da quitina e do quitosano.

FONTE: Adaptado de Nilsen-Nygaard et al (2015)

O quitosano é um biopolimero promissor para aplicacdes industriais por apresentar
diversas propriedades como biodegradabilidade, biocompatibilidade, antimicrobiana, ser
solivel em meio aquoso &cido e também por ser extraido de uma fonte abundante na natureza
e economicamente viavel. Assim, muitos estudos sobre o quitosano estdo sendo explorados em
diversos setores como agricola, alimentar, farmacéutico, médico e téxtil. Os estudos mostram
o desenvolvimento de aplicacdes como aerogéis, hidrogéis, fibras eletrofiadas, microcapsulas
e nanoparticulas visando desenvolver produtos inovadores e ecoldgicos (Rajabi et al., 2019).

As particulas de quitosano podem ser utilizadas como estabilizadores de emulsdes
Pickering com consideravel estabilidade a longo prazo, e apresentando grande potencial para
produzir emulsbes O/A, livres de surfactante, biodegradaveis e comestiveis (Wang & Heuzey,
2016). Suas propriedades emulsificantes dependem muito do pH porque este afeta a densidade
de carga e a conformacdo da cadeia polimérica. Para abordar esta sensibilidade, € comum
combinar o quitosano com outros biopolimeros, nomeadamente a goma arabica.

A goma arabica (GA) é um polissacarideo anfifilico produzido a partir do processo de
exsudacdo da &rvore de acacia (Islam et al., 1997). Ela é muito utilizada na industria de
alimentos devido a sua estabilidade a temperaturas elevadas, alta forca ionica e ampla faixa de
pH (Bai et al., 2017; Chen & Zhong, 2015). A GA possui agdo antioxidante, anti-inflamatoria

e é sollvel em agua, podendo atuar como agente floculante, estabilizante e espessante. Além
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disso, € um polimero biodegradavel, biocompativel e forma complexos capazes de transportar
moléculas devido as suas propriedades estruturais e funcionais. A goma arébica é utilizada em
alguns sistemas de emulsédo Pickering devido a sua capacidade de modificar a molhabilidade e
proporcionar alta estabilidade a emulséo (Ali et al., 2009; Vuillemin et al., 2020). A estrutura

quimica da goma arabica esta representada na Figura 7.

Figura 7. Estrutura quimica da goma arabica

FONTE: Cissé et al (2020)

Nos ultimos anos, ha um grande interesse na utilizacdo de nanoparticulas
biodegradaveis como sistema de entrega de compostos bioativos, como por exemplo vitaminas
e Gleos essenciais. O quitosano é um carboidrato biodegradavel que possui diversas aplicacdes
e as suas nanoparticulas sdo promissoras como carregadores de compostos bioativos devido a
capacidade de proteger as moléculas bioativas sensiveis a acdo de enzimas e da degradacdo
quimica, tal como relatado nos trabalhos de Alishahi et al. (2011) , Azevedo et al. (2014) e Shi
& Tan (2002) que utilizaram as nanoparticulas de quitosano para encapsulamento e libertacdo

controlada de vitaminas (de Moura et al., 2011).

1.5. VITAMINA D

A vitamina D3, também conhecida como colecalciferol, € uma vitamina lipossoluvel

que é sintetizada pela pele humana quando exposta & luz solar (radiacdo UV). Também pode
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ser obtida a partir da ingestéo de diversos alimentos como figado bovino, peixe e gema do ovo,
porém a quantidade de vitamina D disponivel nos alimentos ¢ baixa. A vitamina D contribui na
absorcéo de calcio no intestino, consequentemente, ela é fundamental para a formacao dssea
(Jakobsen & Knuthsen, 2014). A Figura 8 representa a estrutura quimica do colecalciferol

(vitamina D3).

Figura 8. Estrutura quimica do colecalciferol (vitamina D3).

FONTE: Champe, Harvey; Ferrier (2006).

Os individuos que sofrem de doencas gastrointestinais, com baixa exposi¢édo a luz solar
tem alto risco de apresentar deficiéncia de vitamina D3, consequentemente, a falta dessa
vitamina pode causar algumas doencas no tecido 0sseo como a osteopenia e osteoporose.
Assim, o desenvolvimento de alimentos e bebidas enriquecidos ou fortificados com vitamina
D3 pode trazer beneficios a saude de individuos que ndo conseguem obter quantidade suficiente
via alimentacdo ou até mesmo os individuos que vivem em ambientes de baixa exposic¢do a luz
solar (Adams & Hewison, 2010; Luo et al., 2012). Neste contexto, o desenvolvimento de
alimentos fortificados com a vitamina D3 apresenta como desafio a dificuldade de esta ser
incorporada em alimentos. A sua baixa solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade oral,
alem de ser sensivel a luz, ao oxigénio, e ao calor, faz com que ela se degrade rapidamente.
Assim, para incorporar a vitamina D3 nos alimentos de forma eficaz € necessario a sua
encapsulacgdo atraves de microparticulas a base de biopolimeros de grau alimentar ou usando
sistemas de emulsdo Pickering, entre outras possibilidades (Abbasi et al., 2014; Linetal., 2016).
Por exemplo, o trabalho Shah et al (2021) reporta a producéo de emulsdes Pickering utilizando
particulas de zeina/quitosano enriquecidas com Vitamina D3 para avaliar o potencial de entrega
desta emulsdo. A vitamina D3 foi encapsulada com um sucesso até 91,8% de eficiéncia de

encapsulacgdo e apresentou libertacdo prolongada por um periodo de tempo significativo.
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1.6. ALIMENTOS ESTRUTURADOS

Diversos produtos alimentares possuem estruturas complexas, que podem condicionar
0 sabor e a textura, e consequentemente, o prazer e desejabilidade do produto. O processo de
desenvolvimento de um alimento estruturado é complexo, considerando as particulares
propriedades intrinsecas das matérias primas, e processos de producdo para garantir a
estruturacdo dos mesmos. O processo consiste na destruicdo/desestabilizacdo da estrutura
alimentar, na criacdo de novas fases por meios bioquimicos ou por transicGes de fase, no

dimensionamento de fases e na estabilizacdo da nova estrutura (Norton, Moore & Fryer, 2007).

Grande parte de compostos bioativos como acidos gordos, carotenoides e vitaminas sdo
facilmente degrados pela luz, enzimas, oxigénio e altas temperaturas. Assim, um sistema de
entrega de compostos bioativos deve impedir a sua degradacdo, além de preservar a
bioatividade do ativo encapsulado. Para desenvolver um alimento estruturado que possua um
sistema de entrega baseado em emulsdes Pickering é necessario atender alguns requisitos como:
utilizacdo de reagentes de grau alimentar e utilizacdo de técnicas de processamento
economicamente viaveis. Por fim, o sistema de entrega deve ser compativel com a matriz
alimentar onde seja adicionado e deve ser fisicamente estavel durante a preparacao, transporte

e armazenamento ( McClements,2015; Sagalowicz & Leser, 2010).

Estudos de Zhao et al (2014) mostraram que as emulsdes Pickering oferecem a protecédo
necessaria aos ingredientes ativos. O trabalho demonstrou um aumento da estabilidade da
curcumina ao esta ser encapsulada numa emulsdo estabilizada com particulas de silica. O
aumento observado na estabilidade da curcumina foi atribuido as propriedades de barreira

aprimoradas devido a formacdo de uma camada interfacial protetora espessa.

Outro exemplo reportado por Fu et al (2019) evidenciou 0 uso de nanoparticulas de
gluten de trigo e goma de xantano para estabilizar emulsdes Pickering contendo 3-caroteno. O
Sistema apresentou alta capacidade de retencdo de bioativos e um aumento da
bioacessibilidade. O trabalho de Chen et al. (2016) também apresentou uma retencdo de mais
de 88% de B-caroteno quando este foi incorporado numa emulséo de elevada viscosidade (gel)

obtida por estabilizagdo com zeina, funcionando como um produto alternativo a margarina.
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1.7 ALGINATO

O alginato € um polissacarideo abundante na natureza presente na estrutura de algas
marrons marinhas (Phaeophyceae). Possui diversas aplicacdes nas industrias alimenticia,
farmacéutica e téxtil, devido a sua capacidade de reter agua e suas propriedades gelificantes.
Devido a sua capacidade de reter grandes quantidades de fluido, o alginato pode ser utilizado
como matriz de imobilizacdo para diversas aplicacdes, como liberacdo de farmacos (Hecht &
Srebnik, 2016).

Alginatos sdo copolimeros lineares compostos por uma cadeia de sequéncia aleatéria de
residuos de a- | -gulurénicos (G) e f- d -manurénicos (M) ligados em (1 — 4). Essa cadeia de
sequéncia aleatdria apresenta blocos M e G intercalados cujas frequéncias sdo conhecidas como
monada, diadica e triade. O mecanismo que envolve o processo de gelificacdo envolve residuos
gulurdnicos com a quelagdo especifica de Ca?" formando a chamada estrutura “egg-box"
(Figura 9) (Segale et al., 2016).

Figura 9. Figura esquematica ilustrando o modelo egg-box para Ca—alginato.
FONTE: Li et al (2007)

1.8 IMPRESSORA 3D

A tecnologia de impressdo 3D de alimentos é uma tecnologia moderna de
processamento de alimentos que permite o desenvolvimento de alimentos com design
personalizado, com texturas mais faceis de ingerir, além de fornecer nutrientes personalizados.

As trés principais tecnologias de impressao 3D de alimentos sdo do tipo extrusdo, condensagéo
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de po e impressdo a jato de tinta, no qual a mais comum € a impressao do tipo extrusdo. O
processo de extrusdo é controlado digitalmente, e um produto alimenticio 3D sera finalmente
obtido pela impressdo camada por camada de acordo com o perfil definido (Wu et al., 2022)

As matérias-primas na impressao 3D de alimentos sdo divididas em trés tipos: matérias-
primas imprimiveis naturais como chocolates, matérias-primas naturais ndo imprimiveis que
precisam ser processadas para impressdo como frutas, e recursos alimentares avangados que
podem substituir os alimentos tradicionais como algas (Bhat et al., 2021)

O processo de impressao de alimentos € dividido em quatro etapas como: design de
modelo, impressdo 3D e poOs-processamento. Esse processo depende do método de extrusao,
das caracteristicas do material de impressdo como propriedades reoldgicas, além dos
parametros de impressao, como temperatura e distancia de impressdo, que podem afetar o efeito
da impressdo 3D (Li et al., 2021).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAS

Para o preparo das nanoparticulas foram utilizadas quitosano (85/10/Al da
Biotechnologie GmbH) com grau de desacetilacdo de 85 %, goma arabica (Sigma Aldrich). O
4cido citrico (Panreac, 99,5% de pureza) e Acido acético (Honeywell, 99,8% de purez) foram
utilizados para dissolucéo do quitosano e os sumos de Laranja, Péra e Maca (Pingo Doce) que
foram adquiridas no mercado do comércio local de Braganca- Portugal. Na preparacdo das
emuls@es Pickering, o 6leo utizado foi miglyol 812N (densidade de 0.96g/mL, Acofarma). Para
o desenvolvilmento do alimento estruturado foi utilizado sal de sddio de acido alginico (Sigma
Aldrich), cloreto de calcio dihidratado (Panreac), lactato de calcio (Panreac) e gluconato de

calcio (Sigma Aldrich). A Vitamin D3 com pureza de 99% foi adquirida na Alfa Aesar.

2.2 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas foram preparadas conforme a metodologia descrita no trabalho de
(Sharkawy et al., 2019), com algumas modificacdes. As nanoparticulas de razédo
quitosano/goma arabica (CH/GA )1:1 (m/m) foram preparadas em concentragdes de 1,5%, 3%
e 4% (p/v). O quitosano foi dissolvido em acido citrico 4% (p/v) ou &cido acético 0,1 N. Apds
a dissolucdo do quitosano, foi preparada a solu¢do de goma arabica da mesma concentracao e
adicionada gota a gota com o auxilio de uma bomba peristéltica (Ismatec). A mistura foi
mantida em agitacdo magnética constante (800 rpm) durante 30 min para permitir a
complexacdo entre a quitosana e goma arabica. A Figura 10 apresenta o processo de preparacdo

das nanoparticulas.

Figura 10. Processo de preparagdo das nanoparticulas
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2.3 PREPARACAO DAS EMULSOES PICKERING

A preparacao das emulsoes Pickering consiste na jungéo da fase hidrofébica a particulas
coloidais geralmente dispersas em agua utilizando um método de alta energia para formar a
emulsdo (Niro et al., 2021). Neste caso, a homogeneizacéo foi realizada através de um rotor-
estator ou ultraturrax. O equipamento € composto por um rotor com pas e um estator com
aberturas. Para formar as emuls6es e reduzir o tamanho das goticulas as forcas envolvidas sdo
a tensdo de cisalhamento entre o rotor e estator e o impacto do fluido em velocidade contra a
parede, dado a rotagdo rapida do motor. Para o desenvolvimento das emulsdes Pickering, as
velocidades de rotagdo variaram entre 5000 e 30000 rpm. Os parametros a serem controlados
neste metodo para o dimensionamento da particula sdo o tempo de homogeneizacdo e a
velocidade de rotacdo (Albert et al.,2019).

As vantagens deste método sdo a facilidade e a rapidez do processo que geralmente é
feito em minutos, conduzindo a um baixo custo de operacdo. As desvantagens sao a possivel
taxa de cisalhamento elevada que pode causar uma desestabilizacdo das particulas, falta de
uniformidade das goticulas da amostra homogeneizada, ou 0 aumento da temperatura devido
ao atrito durante o processo que também pode causar a desestabilizacdo da emulsao (Albert et
al., 2019). Para a preparacdo das emulsdes foram testadas diferentes razdes O/A em diferentes
concentracdes de nanoparticulas a uma velocidade de rotacdo de 13500 rpm em 7 minutos. Para
os estudos da incorporacdo da vitamina D3, esta foi adicionada a fase 6leo sendo o

procedimento de preparacao idéntico ao descrito para a emulsdes base (sem vitamina D3).
2.4 CARACTERIZAGAO DAS EMULSOES PICKERING
2.4.1 Tipo de emulsao
O tipo de emulséo é determinado com base no método citado por Lv et al.,(2020). Foram
utilizados dois recipientes, um contendo 40 mL de dgua destilada e o outro 40 mL Gleo. Através
da analise visual, uma gota da emulsdo foi colocada em cada recipiente para verificar a sua

solubilidade. Se a emulsao solubilizar em 0leo, serad definida como emulsao do tipo A/O, se

corresponder ao contrario, serdo consideradas emulsdes O/A.
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2.4.2 Microestrutura

Para as analises de rotina da morfologia e microestrutura foi utilizado um microscopio
otico (MO). Estas medidas serviram também para confirmar o tamanho de goticula e apoiar 0s
estudos de estabilidade da emulsdo com o tempo (observacdo de fendmenos de coalescéncia
que correspondem ao aumento do tamanho das goticulas com o tempo.A anélise morfoldgica
das emuls@es de Pickering foi realizada em microscépio optico Nikon Eclipse 50i (Kawasaki,
Japao) equipado com camera Nikon Digital Sight, obtendo-se imagens nos aumentos de 200x
e 400x. A andlise das emulsdes foi realizada em t0, t7 e t21 para avaliar a evolucdo de sua
estabilidade no dia da preparacéo e ap6s 7 e 21 dias.

Adicionalmente, o tamanho da gota da emulsdo foi medido a partir das imagens. Para
cada emulsdo foram medidas 80 gotas no software do equipamento, obtendo-se o tamanho

médio das gotas e um desvio padrdo das amostras.

2.4.3 Indice de creme

O indice de creme (IC%) é determinado conforme descrito por Nikolovski et al.,(2016)
em que € utilizado como indicador da estabilidade das emulsdes frente a separacdo. A
estabilidade é medida a partir da quantificacdo da separacdo de fases, nomeadamente por
determinacdo da camada aquosa (sérum) e da camada de emulsdo. O indice de creme (IC),
expresso em percentagem, é determinado através da razao, entre a altura da camada aquosa (Hs)

e a altura total (Ht), tal como descrito na Equagéo 4.

Cl (%) = :—: %X 100 (Equacéo 4)

2.4.4 Determinacdo do pH.

Os valores de pH das emulsdes que foram comsideradas mais promissoras foram
determinados em triplicado com o auxilio de um medidor de pH (Inolab pH 720, WTW,

Alemanha) a temperatura ambiente.
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2.5 DESENVOLVIMENTO DO ALIMENTO ESTRUTURADO

O alimento estruturado contendo emulsdes Pickering foi preparado atraves do método
de gelificacdo ionotropica (Lim et al., 2020). Primeiramente, uma solucao de alginato (2% p/v)
foi preparada dissolvendo o alginato em &gua e sumos de sabor Laranja, Pera e Maca (Pingo
Doce) sob agitacdo a 800 rpm por 3 h. Seguidamente, a emulséo Pickering (preparada na hora)
foi misturada com um volume igual da solucdo de alginato. A mistura foi homogeneizada no
ultraturrax a 5000 rpm por 5 minutos. Apés este passo, a mistura foi deixada em repouso para
desgaseificar a solucéo e derramada em moldes. A gelificacdo foi promovida pela injecdo da
solucdo de CaCl, (2% p/v) na mistura. Os moldes foram deixados a temperatura ambiente por
12 horas.

2.6 ENCAPSULACAO DA VITAMINA D3

A emulséo Pickering contendo vitamina D3 encapsulada foi preparada com base no
trabalho de Shah et al., (2021) com ligeiras modificacdes. Primeiramente, a vitamina D3 na
concentracdo de 0,1% (1 g -L™) foi dissolvida em 6leo miglyol sob agitagdo magnética
constante (800 rpm) durante 1h. Em seguida, a fase oleosa contendo a vitamina dissolvida foi
misturada no complexo Quitosano e Goma Arabica contendo sumos e homogeneizada a 13500
rpm por 5 min usando um Ultra-Turrax (IKA-T25) digital. Logo apds preparagdo, as amostras
foram transferidas para frascos, que foram bem fechados e armazenados no escuro a

temperatura ambiente para evitar a oxidacdo e degradacédo da vitamina D3.

2.7 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para as andlises de encapsulacdo, a eficiéncia de encapsulacdo da vitamina D3 foi
determinada com base no artigo de Shah et al., (2021b). A eficiéncia de encapsulagdo é
determinada com base na quantificacdo por espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis).
Primeiramente, foi feita uma curva padrdo de Vitamina D3 utilizando a espectrofotometria
ultravioleta-visivel a 265 nm no Espectrofotometro UV-Visivel V-730 Jasco Inc. A curva
padrdo foi feita a partir da medicdo da absorbancia de concentra¢des conhecidas de Vitamina

D3 dissolvidas em Metanol (Honeywell, 99,8%) e a partir destes dados foi realizada a regressao
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linear no software Matlab2022b para determinar a equacdo linear, o coeficiente de
determinacéo (r2) e a curva padro.

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo de vitamina D3, 5 mL de emulsdo
Pickering com vitamina D3 encapsulada recém preparada foi centrifugada
(Scanspeedmini,2010, Dinamarca) a 13000 rpm por 30 min para desestabilizar a emulséo e
assim separar as fases. Apos desestabilizar a emulsdo, a fase dleo foi extraida e analisada por
espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-vis) (Espectrofotdmetro UV-Visivel V-730 Jasco
Inc) a 265 nm. A absorbancia medida foi entdo convertida para a concentracdo de vitamina D3
usando a curva padrdo previamente construida. Todo o processo foi realizado em triplicata. A
seguinte formula (Equacgdo5) foi usada para medir a EE expressa em percentagem, cuja,
guantidade total de vitamina D3 corresponde a massa de vitamina D3 inserida na amostra e a
guantidadade em aliguota corresponde a massa de vitamina D3 encontrada nas amostras apos a

analise.

quantidade total de vitamina D3 — quantidade em aliquota
quantidade total de vitamina D3

EE (%) = x 100 (Equacéo 5)

2.8 VALIDAQAO DA ESTABILIDADE TERMICA DOS ALIMENTOS
ESTRUTURADOS
Foram preparados vinte mililitros das emulsdes (1,5% de concentracdo de
complexo Quitosano/Goma Arabica e 0,5 de teor de 6leo) que foram incubadas em temperaturas
fixas (20-90 °C) por 30 min para investigar o efeito do processamento térmico. As amostras
foram entdo deixadas a temperatura ambiente por 7 dias antes da analise de indice de creme
(Mwangi et al., 2016)

2.9 TEXTURA

A textura foi determinada para as amostras mais promissoras dos alimentos estruturados
desenvolvidos tendo sido comparada com dois produtos semelhantes, nomeadamente com uma
gelatina e um flan do supermercado Pingo Doce. A analise de textura foi efetuada por meio de
um analisador de textura TA-XT plus da Stable Micro Systems (Vienna Court, Godalming UK)
(Figura 11), equipado com uma célula de carga de 5 kg, de acordo com o método modificado
de Roriz et al (2020). O analisador de textura foi configurado para “compressao”, tendo-se

medido os seguintes parametros: firmeza, consisténcia, coesividade e trabalho de coeséo. Para
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analise utilizou-se uma sonda de aluminio P/45 de 45 mm e uma célula de extruséo traseira com
disco de compressdo de 35 mm de didmetro. As amostras foram colocadas num recipiente
cilindrico de acrilico perspex (48 mm de diametro e 45 mm de altura), cobrindo até cerca de
75% do recipiente. O modo alvo foi definido como “distancia” e configurado a 20 mm,
enquanto o modo de disparo foi configurado em “forga” como 5 g. Para cada amostra, foram
efetuadas trés repeticbes da analise do perfil de textura (TPA), empregando 3 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 versao 6.1.11.0, proprietario da Stable Micro Systems.

Figura 11. Analisador de textura.

2.10 TESTES PRELIMINARES: IMPRESSORA 3D

As emulsées formuladas para o desenvolvimento do alimento estruturado (descritas na
metodologia 2.5), foram impressas utilizando uma impressora 3D REGEMAT 3D BIO V1
(Figura 12). Para a impressao das emulsdes foram selecionados trés tipos de design que foram
desenvolvidos durante a formagéo fornecida pelo fabricante REGEMAT3D. Os modelos de
impressédo fornecidos possuem todos os parametros, tais como velocidade de injecédo, didmetros
entre outros. Para a impressao do cilindro com 5 camadas e 50 mm de didametro foram utilizados
alguns parametros como tamanho dos poros de 2x2 mm, altura da camada de 0,25mm,

velocidade de retracdo de 15 mm/s, velocidade de enchimento de 10 mm/s, velocidade de saida
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de 20 mm/s. Ja para impressdo do cubo com 1 camada e dimens@es de 10x10 mm, os parametros
foram: tamanho dos poros 1x1 mm, altura da camada de 0,25 mm, velocidade de retragéo de 5
mm/s , velocidade de enchimento de 10 mm/s, velocidade de saida de 20 mm/s. As emulsdes
foram impressas utilizando seringas com um bocal de 0,41mm. Apos a impressdo, as amostras
foram armazenadas a 25 °C por 1h para avaliar sua capacidade de impresséo e estabilidade de
Impressao.

Figura 12. Impressora 3D utilizada para realizagdo dos testes preliminares
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DEFINICAO DAS EMULSOES PICKERING

Foram desenvolvidos testes preliminares fundamentados em estudos anteriores
realizados por Sharkawy et al., (2019) com o objetivo de avaliar a capacidade de acdo Pickering
das particulas produzidas ao utilizar o 6leo Mygliol 812, O objetivo de produzir estas emulsdes
iniciais foi definir as faixas de trabalho mais promissoras para otimizar as formulagdes focadas

no desenvolvimento do alimento estruturado.

3.1.1 Formulacéo das emulsGes

Inicialmente, foram testadas formulacdes de emulséo Pickering de base sem a presenca
da vitamina D3 e com o quitosano dissolvido em &cido acético 0,1 N. As emulsdes foram
codificadas como E (emulsdo) - percentagem de CH/GA- fracdo de 6leo . Sendo assim, foram
desenvolvidas nove formulacbes de emulsbes Pickering, produzidas através da técnica rotor-
estator, no qual variou a concentracdo de nanoparticulas do complexo CH/GA e a fragdo de
6leo (o) da emulsdo conforme resumido na Tabela 2. As emulsdes Pickering foram preparadas

com 6leo de Miglyol 810N.

Tabela 2. FormulacGes de emulsdes Pickering desenvolvidas para os testes preliminares.

Amostra  Concentracdo de nanoparticulas (%o, p/v) Fracéo de 6leo (o)

E-1.5% -0.3 15 0,3
E-1.5% -0.5 15 0,5
E-1.5%-0.7 1,5 0,7
E-3.0% -0.3 3 0,3
E-3.0% -0.5 3 0,5
E-3.0% -0.7 3 0,7
E-4.0% -0.3 4 0,3
E-4.0% -0.5 4 0,5
E-4.0% -0.7 4 0,7

A concentracédo de particula e a fragdo de 6leo séo fatores fundamentais para avaliar o

comportamento e estabilidade de armazenamento das emulsdes Pickering, neste caso, nas faixas
42



de 1,5%-4,0% (p/v) e 0,3-0,7, respetivamente. Apds decorrido um periodo de 1 h apos a
producdo das emulsdes, os sistemas resultantes foram avaliados através de andlise visual, e
efetuou-se o teste da gota para identificar o tipo de emulséo formada (O/A ou A/O), indice de

creme e microscopia otica. Na Figura 13 é possivel observar o resultado do teste da gota.

Figura 13. Resultado do teste da gota.

Através de andlise visual do teste da gota, verificou-se a solubilizacdo rapida da emulsao
em agua, assim todas as emulsbes foram consideradas do tipo O/A. Uma outra forma de
determinar o tipo de emulséo pode ser indicada através do parametro de angulo de contato. Este
parametro indica molhabilidade das particulas, um fator importante para determinar o tipo de
emulsdo favorecida a ser formada e a sua estabilidade (Sharkawy et al., 2020). Particulas
hidrofilicas que apresentam angulos de contato abaixo de 90° sdo geralmente adequadas para
fazer emulsdes O/A, enquanto para particulas hidrofébicas, os angulos de contato apresentam
valores acima de 90°, e séo frequentemente adequadas para fazer emulsées A/O (Zhao, Wang
& Zhang, 2021). Estudos anteriores de Sharkawy et al., (2019) mostraram que as particulas na
propor¢do 1:1 do complexo Quitosano/Goma Arébica apresentaram angulos de contato de
89,2°, indicando sua hidrofilicidade e possibilidade de estabilizar emulsbes O/A, facto que foi

confirmado pelo teste da gota.

3.1.2 Efeito da fracdo de 6leo

Para estudar o efeito da fracdo de volume de 6leo, foram produzidas emulsdes Pickering
com diferentes fragdes de dleo (¢ = 0,3,0,5,0,7) usando a dispersdo de nanoparticulas CH/GA
1:1 com concentracdo fixa de 1,5% (p/v). A morfologia das emulsGes Pickering produzidas foi

examinada por microscopia 6tica, e os resultados obtidos sdo mostrados na Fig. 14.
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Figura 14. Morfologia e diametro médio de gota das emuls6es Pickering contendo de

1,5% de nanoparticulas examinada por microscopia 6tica

A partir do resultado obtido da microscopia éptica, foi possivel observar que a amostra
preparada com a concentracdo de nanoparticulas 1,5% a 0,3 de 6leo (E-1.5% -0.3) deu origem
a uma emulsdo Pickering com padrao esférico ndo uniforme.

As condigOes de preparacdo (volume total da emulsdo, rotacdo e tempo) foram os
mesmos para todas as amostras, assim observou-se que o tamanho de gota aumentou conforme
a fracdo de volume de 6leo aumentou. De acordo com os estudos de Atarian et al., (2019) e
Dai,et al., (2018) a diminuicdo da quantidade total relativa de nanoparticulas disponiveis para
serem adsorvidas na interface 6leo/agua, resulta na formacéo de goticulas maiores.

Outro resultado observado foi que quando a fracdo de volume de 6leo aumentou para
0,7 ocorreu o fendmeno de floculacao de goticulas, acompanhado de uma deformacéo das gotas
provocando a perda da sua forma esférica. Esse facto pode estar relacionado com o numero de
nanoparticulas disponiveis ndo ser suficiente para estabilizar as goticulas contra a coalescéncia.
Observagdes semelhantes foram relatadas nos trabalhos de Li et al., (2018) que produziram
emuls@es Pickering de zeina/goma arabica com uma fracdo de 6leo acima de 0,6.

Em relagdo a analise do indice de creme foi feito o registo apds 1h do preparo das

emulsdes e durante um periodo de tempo de 21 dias (t21). A Figura 15 mostra a aparéncia e o

44



indice de creaming das emulsdes Pickering estabilizadas para diferentes teores de 6leo apds 21

dias de armazenamento.

E-1.5% -0.3 E-1.5% -0.5 E-1.5% -0.7

IC=30,7% IC=4.0% IC=17.3%

Figura 15. Aparéncia das emulsdes contendo 1,5% de CH/GA em t21 com seu respetivo IC

A partir da observacdo visual notou-se que 3 dias ap6s o preparo, algumas emulsées (E-
1.5% -0.3) apresentavam separacgdo de fases resultante de instabilidade fisica sendo que as fases
superiores mantinham as caracteristicas proprias de uma emulsdo, enquanto a fase inferior
correspondia a uma fase sérum (fase aquosa). Observou-se também que as formula¢6es com
menores fracbes de Miglyol sofreram separacdo mais rapida tendo-se observado valores de
IC%, indicando menor estabilidade. No entanto, quando a fracdo de 6leo aumentou de 0,3 para
0,5, o valor do IC% diminuiu de 30,7% para 4%, o que implica na formacdo de emulsdes
Pickering mais estaveis ao aumentar a fracdo de volume de 6leo para 0,5. Pode-se observar na
Figura 15 que a emulsdo contendo a concentracao de 1,5% de nanoparticulas e um teor de 6leo
de 0,5 (E-1.5% -0.5) apresentou o melhor indice de creme (4,0%) ap6s 21 dias. Porém, apesar
de apresentar melhor indice de creme, o sistema s ficou estavel até 18 dias, além de que, as
emulsdes nao apresentaram aparéncia semelhante a gel (Figura 16) tendo formado filmes pelo
método de casting. O método casting consiste em despejar a solucdo sobre uma superficie lisa,
fazendo com que o solvente evapore e as macromoléculas se rearranjem coesivamente (Hossain
et al.,2018)
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Figura 16. Aspeto das emulsdes das amostras contendo 1,5% de nanoparticula

3.1.3 Efeito da concentracdo de nanoparticulas

Para avaliar o efeito da concentracdo de nanoparticulas, foram analisadas emulsGes
Pickering com fracfes de oOleo fixa em 0,3 0,5 e 0,6 para as quais a concentragdo de
nanoparticulas variou em 1,5% e 3% e 4% (p/v) (mantendo o racio CH/GA em 1:1). A Figura
17 e Figura 18 mostram as imagens de microscopia 6tica das formulacdes contendo 3% e 4%

de nanoparticulas, respetivamente, assim como os valores de diametro medio das mesmas.

Fracio de 6leo Didmetro Médio

(0) (pm)

03 15.178 = 13.76
0,5 17.135 = 11.56
0.7 21,078 = 12.45

Figura 17. Morfologia e diametro médio de gota das emulsGes Pickering das amostras
contendo 3% de nanoparticulas.
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Figura 18. Morfologia e didmetro médio de gota das emulsdes Pickering das amostras
contendo 4% de nanoparticulas

A partir do resultado obtido na microscopia éptica, observou-se que as goticulas
adquiriram uma morfologia ligeiramente mais esférica e uniforme assim como um tamanho
médio menor com o aumento da concentracdo de nanoparticulas, pois houve a diminuicéo do
didmetro médio ao comparar a amostra E-1.5%-0.5 com a amostra E-3.0%-0.5. Este
comportamento é devido & maior concentracdo de nanoparticulas de CH/GA que induz a uma
maior cobertura da area interfacial, o que pode evitar fendmenos de coalescéncia das gotas
(Mwangi et al., 2016).

A estabilidade de armazenamento das emulsdes foi observada a partir do indice de
creme e sdo mostradas nas Figura 19 e Figura 20. Em geral, observou-se uma melhor
estabilidade com o aumento da concentracdo de nanoparticulas, uma vez que os indices de
creme diminuiram. Particularmente, a amostra E-3.0%-0.7, preparada com 3% de
nanoparticulas e =0,7 ndo desenvolveu separagdo de fases até 15 dias. De facto, o seu indice
de creme diminui comparativamente a emulséo contendo 1,5% de nanoparticulas (E-1.5% -0.7)
indicando que as nanoparticulas promovem uma maior cobertura das gotas de 6leo, o que pode
inibir a sua agregacdo e impedir os fenémenos de formacdo de creme e separacdo.
Adicionalmente, foi observado que quando a concentragdo de nanoparticulas foi aumentada, as
emulsdes Pickering quando feito o casting em molde exibiram textura de filme ligeiramente
mais espesso (Figura 21)
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E-3.0% -0.3 E-3.0% -0.5 E-3.0% -0.7
IC=202% IC=3,7% IC=153%

Figura 19. Aparéncia das emulsdes contendo 3% de CH/GA em t21 e seu respectivo

E-4.0% -0.3 E-4.0% -0.5 E-4.0% -0.7
IC=20,1% IC=3.8% IC=15%

Figura 20. Aparéncia das emulsdes contendo 4% de CH/GA em t21 e seu respectivo
IC

Com relacéo as amostras E-4.0% -0.3, E-4.0% -0.5 e E-4.0% -0.6 composta por 4% de
CH/GA houve uma diminuicdo no didmetro médio das gotas, porém apresentaram valores
semelhantes de IC em relacdo as amostras contendo 3% de nanoparticulas. Inclusive, a amostra
E-4.0% -0.7, (4% CH/GAe ¢=0,7) apresentou estabilidade durante 15 dias, semelhante a E-
3.0% -0.7. Em geral, concluiu-se que ao aumentar a concentracéo de nanoparticulas para 4%,
ndo houve diferencas significativas em termos de estabilidade comparativamente a utilizar 3%,

porém houve um melhoramento em termos da morfologia das gotas.

48



Figura 21. Aspeto das emulsGes das amostras contendo 3% de nanoparticula

Através destes testes preliminares, foi possivel observar a efetiva adsor¢do das
particulas na interface Gleo/agua, o que promoveu a estabilidade entre os liquidos e,
consequentemente, o potencial do complexo Quitosano/Goma Arabica em agirem como
particulas Pickering. As amostras E-1.5%-0.5(1,5% CH/GA e ¢ 0.5) e E-3.0%-0.7(3% CH/GA
e ¢ 0,7) apresentaram formacdo de goticulas tipicas de emulsdes Pickering e apresentaram total
estabilidade, durante 7 dias, porém apresentaram separacdo de fases apo6s 18 e 15 dias,

respetivamente. Assim, estas duas amostras foram selecionadas para serem otimizadas.

3.1.4. Otimizacdo das emulsGes

Nos testes preliminares foram testadas formulacbes de emulsdo Pickering base sem a
presenca da vitamina D e com o quitosano dissolvido em &cido acético 0,1 N, porém devido ao
aroma indesejavel foram desenvolvidas outras formulagdes em que se substituiu o &cido acético
por &cido citrico 4%.

A substituicdo do acido acético 0,1 N pelo acido citrico 4% para a dissolugcdo do
quitosano ndo alterou o tamanho do diametro médio da gota das emulses, além disso, melhorou
o odor do produto final, aspeto sensorial importante para um produto alimentar. Porém, o acido
citrico apresentou dificuldade para dissolver o quitosano, sendo necessario aplicar uma
temperatura de 60 °C por 17 horas para sua total dissolugdo em uma concentracdo de apenas
1,5% de nanoparticulas. Devido a dificuldade de dissolver o quitosano, a amostra E-3.0%-0.7
que contém uma concentracdo de 3% de nanoparticulas foi descartada. De facto, o trabalho
desenvolvido por Chen et al., (2007) que comparou a dissolu¢do do quitosano em quatros
diferentes solventes (acido acético, &cido malico, acido ascorbico e &cido citrico), ja mostrou a
dificuldade do &cido citrico, ndo ser um solvente ideal para a dissolver o quitosano. Mesmo

assim, neste trabalho, tendo em conta a aplicacdo final do produto, foi escolhido como
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alternativa ao acido acético. A Figura 22 ilustra os resultados do didmetro médio de gota

obtidos no microscdpio 6tico para a formulacéo contendo 1.5% CH/GA e ¢ 0.,5.
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Figura 22. Diametro médio da gota de emuls@es produzidas com acido acético 0,1N e

acido citrico 4% da amostra E-1.5%-0.5

3.2 DESENVOLVIMENTO DO ALIMENTO ESTRUTURADO

Considerando a estabilidade promissora da amostra E-1.5%-0.5, compostas, por ¢ 0,5
e 1,5% CH/GA foram planejados os testes de desenvolvimento do produto. Neste ponto, é
importante ressaltar que as emulsdes ndo apresentaram aparéncia de gel. Por isso, foi necessario
o0 desenho de uma estratégia complementar para estruturar o alimento final. Para isso, apds o
preparo das emulsdes Pickering, estas foram sujeitas a uma etapa de estruturacdo de acordo
com a metologia 2.5 utilizando alginato. Além disso, de forma a desenhar um alimento
estruturado atrativo, a agua utilizada durante o processo de preparo dos sistemas foi substituida
com diferentes tipos de sumos (Laranja, Pera e Macd). A Tabela 3 apresenta a composicdo das
emulsdes desenvolvidas.

O alginato foi utilizado devido a sua capacidade de formar uma estrutura de gel
tridimensional, fendmeno no qual, é descrito como modelo egg-box. A formagéo do gel é obtida
através do croslinking de alginato de sodio e ions divalentes, no qual, os ions divalentes como
Ca?* e Cu?* que interagem com os mondmeros gulurdnicos e formam pontes idnicas que levam
a formagdo de uma estrutura 3D hidrofilica. Sendo assim, o alginato contribui no
desenvolvimento do alimento estruturado devido a capacidade de formar uma estrutura de gel
3D hidrofilica, resultando, consequentemente, na formacdo de emulsfes com aspectos de gel
(Segale et al., 2016).
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Sendo assim, foram realizados testes preliminares com trés tipos de sais de célcio
(cloreto de célcio, lactato de célcio e gluconato de célcio), com diferentes concentracdes de
alginato e sem a utilizacdo dos sumos. A partir dos testes preliminares foi otimizada uma
formulacdo para o desenvolvimento do alimento estruturado com o sal de cloreto de célcio e
alginato 2% por apresentar melhor desempenho na formagéo de gel . Os testes preliminares
estdo descritos e ilustrados no ANEXO A.

Tabela 3. Composicdo dos alimentos estruturados preparados com diferentes sumos

Amostra Conceptragéo de Fra,géo de Concgntragéo Sal SUMo
Nanoparticulas (%, p/v) oleo de alginato (%)

L1 1,50 0,5 2 CaCl, Laranja

P1 1,50 0,5 2 CaCl; Péra

M1 1,50 0,5 2 CaCl,  Macé

A partir da analise no microscopio foi possivel observar que houve um aumento no
didmetro médio das gotas na amostra A2CIO produzida nos testes preliminares (ANEXO A).
Isso pode estar relacionado com a diminuicdo do pH do sistema devido a substituicdo da agua
por sumos (Laranja, Péra e Maca), nomeadamente para dissolver a goma arabica e alginato. O
pH das amostras foi medido e estd resumido na Tabela 4. As Figura 23, Figura 24 e Figura
25 apresentam a microscopia 6tica das emulsdes produzidas com os sumos antes de ser

adicionado o alginato nas formulagdes .

Didmetro médio (um)= 23,13+ 9,40

Figura 23. Morfologia e diametro médio da gota da amostra L1.
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Didmetro médio (um)=18.36= 12 4

Figura 24. Morfologia e diametro médio da gota da amostra P1

Didmetro médio (um)= 18,77+ 67,9

Figura 25. Morfologia e diametro médio da gota da amostra M1

As emulsbes Pickering produzidas ao adicionar 2% do alginato apresentaram uma
estabilidade melhorada. Houve uma diminuicdo completa da formacéo de IC das emulsBes apos
21 dias (IC=0%) em comparacdo as emulsdes que ndo continham alginato (produzidas nos
testes preliminares). Este facto foi devido a presenca do alginato, um polissacarideo que pode
ser utilizado para estabilizar o hidrogel e melhorar a estabilidade de emulsdes, incluindo
emulsBes Pickering (Lim et al.,2020). Quando o alginato é adicionado a uma emulsao, é
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formada uma pelicula fina em torno das gotas da emulsdo Pickering, aumentando assim a
repulsdo eletrostatica e a resisténcia dimensional entre elas, evitando que coalescam, e ajudando
a estabilizar a emulsdo (Tang et al., 2021). A Figura 26. apresenta os resultados da analise do

indice de creme das emulsdes do alimento estrutrado.

L |

ostra L1- Laranj Amostra P1 - P

Il

Figura 26. Resultado da analise do indice de creme das emulsdes do alimento
estruturado apos 21 dias.

Tabela 4. pH das amostras produzidas para o desenvolvimento do alimento estruturado

Amostra pH

A2CIO 4,0+0,01
L1 3,3+0,01
P1 4,1+0,02
M1 4,2+0,02

A relacdo entre 0 aumento do tamanho médio das gotas com a diminuicdo do pH esta
de acordo com o trabalho desenvolvido por Ahmed et al., (2021) que avaliou o efeito do pH em
emulsdes Pickering utilizando quitosano. De facto, observou-se que pHs mais altos (pH = 6)
promovem a emulsificacdo, resultando em emulsées com gotas menores. 1sso ocorre, devido
ao equilibrio entre a protonacdo e a antiprotonacdo do quitosano, levando a formacgdo de
particulas agregadas para estabilizar a gota da emulsdo em pH= 6. Em pHs menores (pH= 3),
pode ocorrer a quebra da camada de particulas de quitosano, resultando em fendmenos de
coalescéncia, aumento do tamanho de gota ou até a instabilidade das emulsdes. Esse efeito foi
também observado ao analisar o diametro médio de gota das emulsdes, onde a amostra L1
(Laranja) que possui um pH mais acido (pH=3,3), apresentou tamanhos maiores que as
amostras M1 e P1 (Magd e Péra, respetivamente) que possuem pHs proximos (pH=4,1). Apesar
de haver uma diferenga no didmetro médio das gotas, as amostras apresentaram estabilidade

durante 30 dias, sendo que apos esse periodo houve separacdo de fase nas trés formulacdes.
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Desta forma, foi possivel desenvolver emulsfes Pickering com textura tipo gel (Figura
27) e estabilidade melhorada utilizando os trés tipos de sumo (Laranja, Péra e Macd) devido a
utilizacdo do alginato e o &cido citrico, solvente também responsavel pelo melhoramento
sensorial das amostras. As amostras foram utilizadas na encapsulacao da Vitamina D3, analise

de textura e impresséo 3D.

: 5
Amostra L1 - Laranja A -Péra Amostra M1 - Mac3

Figura 27. Aspeto dos alimentos estruturados desenvolvidos

3.3 VALIDA(;AO DA ESTABILIDADE TERMICA DOS ALIMENTOS
ESTRUTURADOS

Considerando que os produtos alimentares sofrem tratamento térmico durante a sua
producéo (ou utilizagdo), foi verificado a influéncia da temperatura na estabilidade da emuls&o.
Para verificar o comportamento da emulsdo em relacdo a temperatura, foram incubadas
emulsdes Pickering em intervalos de temperatura de 20 a 90 °C por 30 min. As amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente e apos sete dias foi analisado o IC e o diametro médio das
goticulas. As emulsdes apresentaram estabilidade até a temperatura de 70°C. Temperaturas
acima de 70°C apresentaram desestabilizacdo, pois 0 aumento na temperatura provocou um
aumento consideravel no indice de creme e no diametro médio das gotas, tal como apresentado
nas Figuras 28, 29 e 30. Estes resultados podem estar relacionados com a aglomeracéo das
particulas devido ao aumento das colisdes particula-particula. O aumento da temperatura
incrementa a energia cinética média das particulas, o que, por sua vez, intensifica seu
movimento aleatorio e a frequéncia de colisdo, efeito que pode induzir a fendmenos de
coalescéncia (Mwangi et al., 2016).

Ja as emulsdes que foram incubadas a temperaturas abaixo de 70°C, apresentaram
estabilidade. Os resultados apresentaram uma ampla gama de temperatura para o

armazenamento, pois ndo ha necessidade de manter as amostras armazenadas em ambientes
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refrigerados para que as emulsGes permanecam estaveis. A Figura 31 e Figura 32 apresentam,
respectivamente, o aspecto das amostras L1 temperaturas abaixo de 70°C e a sua morfologia

através da microscopia optica.

L1- 80°

Figura 28. Amostra L1 apds sujeita ao tratamento térmico (80 e 90 °C) e sua morfologia

através do MO (imagens 20x)
ﬂ
p1-90°Cl

'. .’

Figura 29. Amostra P1 apds sujeita ao tratamento térmico (80 e 90 °C) e sua morfologia

através do MO (imagens 20x)

55



Figura 30. Amostra M1 ap0s sujeita ao tratamento térmico (80 e 90 °C) e sua morfologia

através do MO (imagens 20x)

L1-40°C L1-350°C L1-60°C

Figura 31. Amostra L1 ap0s sujeita ao tratamento térmico em temperaturas menores que
70°C
0
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Figura 32. Morfologia da amostra L1 apds sujeita ao tratamento térmico em temperaturas

menores que 70°C através do MO (imagens 20x)

3.4 FUNCIONALIZACAO DOS ALIMENTOS ESTRUTURADOS COM VITAMINA
D3

Devido a vitamina D3 apresentar baixa solubilidade em &gua, baixa biodisponibilidade
oral, além de ser sensivel a luz, ao oxigénio, e ao calor, que faz com que ela se degrade
rapidamente, o que torna a incorporacgdo desse composto em alimentos um desafio. Assim, uma
alternativa para incorporar a vitamina D3 nos alimentos de forma eficaz é desenvolver sistemas
de emulsdo Pickering incorporando a vitamina na fase 6leo da emulsdo, proporcionando a
encapsulacao, protecédo e absorcao desses compostos, agregando valor ao produto, uma vez que
pode torna-lo funcional (Abbasi et al., 2014; Lin et al., 2016). Para analisar a eficiéncia de
encapsulacdo (EE), nomeadamente o efetivo grau de encapsulamento da vitamina D3 no
sistema de EP preparado, foi necessario, primeiramente, desenvolver uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas de vitamina D3 no UV-vis, relacionando a absorbancia das amostras
com a concentragdo. Desta forma, € possivel converter a absorbancia medida numa amostra
desconhecida em concentragdo de vitamina D3. Assim, foi medida a absorbancia de dez

concentragdes conhecidas de Vitamina D3 dissolvidas em Metanol (a um comprimento de onda
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fixo em 265nm) (Figura 33). Os dados de absorbancia obtidos foram relacionados com a
concentracdo de Vitamina D3, através de uma analise de regressao linear no software Matlab

2022a e obter assim uma curva padréo.

Figura 33. Dez concentragdes (g/L) conhecidas de vitamina D3 dissolvidas em

metanol para construcdo da curva padréo.

A partir dos dados obtidos construiu-se a curva de calibracdo (Figura 34), descrita pela
equacdo matematica representada por y = 1,169x + 0,03033, que obteve um valor para o
coeficiente de determinacéo (R?) de 0,9933. Um dos pardmetros para verificar um bom ajuste
dos pontos experimentais é justamente o R%. Quanto mais proximo de 1, melhor os resultados

experimentais se ajustam a reta de calibracédo
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Figura 34. Curva padréao da vitamina D3 obtida no UV-vis a 265 nm

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo da Vitamina D3 nas amostras L1, M1 e
P1, estas foram centrifugadas (conforme se descreve na metodologia 2.7, a 13000 rpm por 30

min). Porém, o alginato presente nas amostras dificultou a separagdo de fases para libertar a
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vitamina D3 presente, facto que interferia nos resultados da anélise de UV-vis. Por isso, a
analise foi realizada sem a presenca de alginato na formulacéo.

Desta forma, foi possivel determinar a eficiéncia de encapsulacéo a partir da absorbancia
medida e da curva padrdo, conforme é apresentado na Tabela 5. Os resultados demonstraram
uma eficiéncia de encapsulacdo significativa correspondendo a percentagens de vitamina D3
elevados. Essa capacidade de encapsulamento elevada em EPs é um beneficio potencial na
protecdo de compostos hidrofobicos, como € o caso da vitamina D3, tornando-a dispersavel em
agua, superando assim o problema da sua baixa solubilidade em &gua e melhorarando a

bioaccesibilidade.

Tabela 5. Resultados da analise de eficiéncia de encapsulacdo da vitamina D3

Amostra  Absorbancia  Eficiéncia de Encapsulacéo

L1 1,029 85,42%
P1 1,079 89,70%
M1 1,064 88,42%

3.5 ANALISE DA TEXTURA DOS ALIMENTOS ESTRUTURADOS

Com o objetivo de analisar a aparéncia e textura das 3 amostras produzidas com
diferentes sumos (Laranja, Péra, e Magd) e comparar com produtos semelhantes ja existentes
no mercado como flan e gelatina de sabor de morango, foram realizadas analises de textura

(Figura 35). Os resultados obtidos estdo incluidos na Tabelas 6.

Figura 35. Analises de textura dos alimentos estruturados e produtos similares (flan e
gelatina)
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Tabela 6. Propriedades de textura das matrizes alimentares e emulsdes Pickering.

Firmeza Consisténcia Coesividade Viscosidade

Amostra
(9) (9-sec) (9) (9-sec)

Flan 4543 + 2 815,15 + 31 50,17 +1 82,97 +2
Gelatina 136,14+ 15 2091,48 + 172 172,07+ 6 204,87 + 16
L1 182,47 + 28 2673,14 + 364 114,08 + 18 120,90 + 27
P1 420,78 + 12 5316,15 + 188 157,73+ 20 127,22 + 34
M1 63,83+9 1029,14 + 119 57,855 97,277

Os resultados mostraram que as amostras que contém sumo de Péra e Laranja
originaram valores superiores nas propriedades de textura, nomeadamente firmeza,
consisténcia, coesividade e viscosidade em relacdo a amostra que contém o sumo de maca.
Esses resultados podem estar relacionados com o facto de que os sumos de péra e laranja
apresentarem viscosidades aparentemente superiores ao sumo de magcd, e, consequentemente,
originarem emulsdes e géis mais firmes e consistentes. Sendo assim, os resultados obtidos para
cada sumo indicaram emulsfes/géis com comportamentos diferentes, visto que, quanto mais
VisSCcoso 0 sumo, maiores foram os valores de firmeza, consisténcia, coesividade e viscosidade.

Ao comparar as amostras desenvolvidas com produtos similares ja existentes no
mercado (flan e gelatina), observou-se que, a amostra de maca apresentou um comportamento
semelhante ao do Flan em termos de firmeza, consisténcia, coesividade e viscosidade. As
amostras de maca demonstraram potencial em termos de textura semelhantes ao flan.

As amostras de péra apresentaram comportamento distintos em relacéo aos produtos do
mercado, pois apresentaram valores elevados em todos os parametros. A amostra de Laranja
também apresentou um comportamento distinto em relacéo ao flan e gelatina, porém possui um
perfil de textura mais proximo da gelatina, apesar de demonstrar resultados ligeiramente

superiores em relacdo a firmeza (182,47 g) e apresentarem menor viscosidade ((-)120,90 g. sec).

3.6 TESTES PRELIMINARES DE IMPRESSAO 3D

O metodo de extrusdo da impressao 3D pode afetar significativamente a qualidade da
impressdo. Os métodos de extrusdo mais utilizados sdo tipo seringa, pneumatico e parafuso. Os
parametros de impressdo como, a velocidade de movimento do bocal e altura do bocal também
sdo fatores que podem ter um impacto significativo na impressdo do alimento, pois parametros
e métodos de impressdo inadequados podem causar desvios e falha na impressao (Shahbazi et

al., 2021).
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Foram realizados alguns testes preliminares para examinar a aplicacdo potencial das
emulsdes Pickering desenvolvidas para aplicacdes de impressdo 3D. De acordo com Ma et al.,
2022 as propriedades reoldgicas dos materiais estdo diretamente relacionadas com a sua
capacidade de impressdo, logo, € importante que o material flua através da seringa quando a
pressao € aplicada e que mantenha a sua forma ap6s a remocgéao da pressao.

As emulsdes desenvolvidas para os alimento estruturados com sumos foram testadas,
porém a amostra de péra nao foi possivel de imprimir, dado que a emulsdo néo fluiu através da
seringa ao aplicar pressao. Este facto foi devido a formulacao apresentar caracteristicas de um
gel mais solido com alta firmeza (420,78 g) e consisténcia (5316,15 g.sec) conforme foi
observado nos resultados da andlise de textura. Assim, os testes de impressdo 3D foram
realizados apenas com as amostras de Macé e Laranja.

Nos testes preliminares foram utilizados 3 modelos para imprimir as emulsdes. As
amostras foram impressas seguindo as configuracdes e instrucdes fornecido pelo proprio
fabricante da impressora (REGEMAT3D). No primeiro teste foram impressos modelos de cubo
com apenas uma camada de dimensfes 10 mm x10 mm. Apds a impressao, as amostras foram
armazenadas a 25 °C por 1 h para avaliar sua capacidade de impressao e estabilidade de
impressao. A aparéncia das amostras impressas € mostrada na Figura 36, sendo que as amostras
foram extrudidas em continuo e suavemente. As primeiras pecas foram impressas com baixa
resolucdo, apresentando camadas descontinuas, com sinais de colapso. Assim, foi necessario
alterar parametros de velocidade de impressdo como o flow speed que aumentou desde 2,50
mm/s até 2,75 mm/s, Desta forma foi possivel realizar a impressdo com camadas continuas e

sem colapsos.
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Figura 36. Cubo com apenas uma camada de dimensdes 10x10 mm impressos da amostra M1
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No segundo teste foram impressos modelos de cilindro com 5 camadas e 50 mm de
didmetro. Apds a impressao, as amostras foram armazenadas a 25 °C por 1h para avaliar a sua
capacidade de impressao e estabilidade de impresséo. A aparéncia das amostras impressas € a

mostrada na Figura 37.
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Apos a impressido 1 hora apos a impressio

Figura 37. Modelo de cilindro com 5 camadas e 50 mm de didmetro da amostra M1

Foi possivel realizar a impressdo com camadas continuas e sem colapsos tendo as pecas
mantido o formato apds 1 hora, apresentando semelhanca aos modelos pré-concebidos e com
estabilidade significativa.

Ja no terceiro teste, foram impressos modelos de cilindros preenchidos com 18 camadas
e 25 mm de diametro. Ap6s a impressao, as amostras foram armazenadas a 25 °C por 1h para
avaliar sua capacidade de impressao e estabilidade de impressdo. A aparéncia das amostras

impressas € mostrada na Figura 38.

Figura 38. Modelo de cilindro com 18 camadas e 25 mm de didmetro da amostra L1
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As emulsdes Pickering desenvolvidas foram facilmente extrudidas, porém as amostras
impressas deformaram-se rapidamente, resultando num fundo mais espesso. Provavelmente, tal
deveu-se ao facto de 0s géis ndo serem capazes de suportar o peso das camadas posteriormente
depositadas, causando pequenos desvios de impressdo. Porém, apesar da pequena deformacéo,
as impressdes apresentaram semelhanca aos modelos pré-concebidos e aparente estabilidade
apos a impressdo, sugerindo que € possivel realizar a criacdo de estruturas alimentares
personalizadas usando impresséo 3D.

O tempo de impressdo necessario para imprimir o cubo com a amostra M1 foi de 5 min
e 3's; o cilindro com a amostra M1 foi de 3 min e 27 s; e o cilindro com a amostra L1 foi de 15
min e 19 s. Estas velocidades de impressdo 3D podem ser consideradas relativamente lentas (é
um parametro a otimizar), 0 que seria neste momento uma restricao para a aplicacdo industrial
da tecnologia de impressdo 3D. No entanto, a impressdo 3D pode originar novas estruturas e

formas personalizadas, sendo assim uma tecnologia promissora.
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4. CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

4.1. CONCLUSOES

O presente trabalho foi dedicado ao desenvolvimento de alimentos estruturados com
sistemas de emulsdes Pickering O/A estabilizadas através de nanoparticulas de quitosano e
goma arabica. Visou-se o desenvolvimento de produtos para aplicagdo no setor alimentar,
nomeadamente produtos similares a gelatina. De acordo com a revisdo bibliogréfica efetuada,
e tanto quanto é do nosso conhecimento, esta estratégia nunca foi utilizada para o fim proposto
neste estudo. O desenvolvimento de produtos utilizando emulsdes Pickering é uma tecnologia
muito utilizada na &rea farmacéutica para desenvolvimento de cremes, géis e filmes,
proporcionando solubilidade a compostos hidrofébicos por meio da sua encapsulacdo em
matrizes hidrofilicas (geralmente polimeros). Entretanto na area alimentar € uma tecnologia que
foi pouco explorada e que estd em desenvolvimento. Neste trabalho as nanoparticulas de
quiotosano/goma arabica foram analisadas como estabilizantes Pickering com vista a
preparacdo de emulsbes 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) Producdo de
nanoparticulas; (ii) ) Desenvolvimento e otimizacdo da formulacdo de emulsdes Pickering
estaveis; (iii) Caracterizacdo das emulsdes elaboradas; (iv) Incorporacdo da vitamina D3 nas
emulsdes; (v) Teste de aplicacdo e comparacdo com uma matriz alimentar de referéncia (vi);
Teste preliminares na impressora 3D.

Os resultados obtidos indicaram viabilidade na utilizacdo das nanoparticulas de
Quitosano/Goma Arabica com acdo Pickering promissoras para o desenvolvimento de novas
matrizes alimentares. Assim, 0 processo resultou em duas formulacdes O/A com relativa
estabilidade: E-1.5% -0.5 e E-3.0 %-0.7, porém, apesar da relativa estabilidade durante 18 e 15
dias, respetivamente, essas emulsdes ndo apresentavam aparéncia de gel. A partir destas, foram
produzidas novas emulsdes utilizando alginato como uma alternativa para o melhoramento da
formacdo de gel das emulsbes. A emulsdo E-3.9%-0.7 revelou ser viavel para o
desenvolvimento, porém devido a dificuldade de dissolver o quitosano com &cido citrico, esta
amostra foi descartada. Entretanto a partir da amostra E-1.5% -0.5, com a utilizagéo do alginato

na formulacdo e 3 tipos de sumos (Laranja, Pera e Maca) foi possivel desenvolver um alimento
65



estruturado correspondendo a emulsdes viscosas, com caracteristicas de géis e que se
mantiveram estaveis durante os 28 dias de teste, de acordo com a avalia¢do do indice de creme.
Estas apresentaram pH acido e uma morfologia formada por goticulas um pouco maiores que
as dos testes preliminares, tal como observado por o MO.

Foi possivel desenvolver um alimento estruturado com a vitamina D3 encapsulada,
apresentando uma eficiéncia de encapsulacdo significativa, apresentando um beneficio
potencial na protecdo de compostos hidrofébicos. Tendo definido a comparacdo das amostras
desenvolvidas com produtos ja existente no mercado, a analise de textura indicou a sua
semelhanga com gelatina (amostra L1) e flan (amostra M1)

Com relacdo aos testes preliminares com a impressora 3D, foi possivel imprimir as
amostras na impressora com trés tipos de designs. A capacidade de impressdo das amostras foi
relacionada com as propriedades texturais das amostras, visto que, aamostra P1 nao foi possivel
imprimir devido a sua alta firmeza.

Sendo assim, foi possivel desenvolver o alimento estruturado baseado nas emulsGes
Pickering, utilizando nanoparticulas de quitosano/goma arabica como particula sélida. O
sistema desenvolvido indicou ser um sistema promissor para a industria alimentar devido a
possibilidade de encapsular a vitamina D3, para além da possibilidade da impressdo 3D, fato
que agrega valor ao produto devido a funcionalidade e oportunidade de desenho que implica
esta tecnologia inovadora.

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 a utilizagdo
de uma nova tecnologia nesta area, nomeadamente a impressdo 3D, fato que agrega valor ao
produto devido a funcionalidade e desenho que pode aportar. Assim, 0s seguintes pontos podem
ser considerados quanto a trabalhos futuros:

» Teste com outras emulsdes Pickering estabilizadas com maiores concentracdes de
Quitosano/Goma Arabica, melhorando o aspetos de textura das amostras e impressdo 3D
* Analise sensorial do alimento estruturado das amostras P1, M1 e L1, para que possa ser
identificada a aceitabilidade e intencdo de compra de potenciais consumidores, além de permitir
identificar possiveis ajustes a formulagéo para aperfeicoamento da qualidade sensorial;
* Analises microbioldgicas para definicdo dos cuidados que devem ser adotados para garantir a
seguranca do consumidor;

66



* Analise nutricional completa, identificando quantitativamente todos os compostos presentes
no sistema;
* Teste com a impressdo 3D de amostras contendo vitamina D3 e verificacdo da degradacédo da

vitamina durante o processo.
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ANEXO A

Teste preliminares para formulacdo do alimento estruturado.

Concentracao de Fracdo de Concentracao
AIEE Nanoparticulas (%, p/v) oleo de alginato (%) -
AICIO 15 05 1 cloreto de
calcio
A2CIO 15 05 2 cloreto de
calcio
A3CIO 15 05 3 cloreto de
calcio
ALLAC 15 05 1 lactato de
calcio
A2LAC 15 05 2 lactato de
calcio
A3LAC 15 05 3 lactato de
calcio
ALGLU 15 05 1 gluconato
de calcio
A2GLU 15 05 2 gluconato
de calcio
A3GLU 15 05 3 gluconato
de céalcio

Figura Al.Teste preliminares para formulacdo do alimento estruturado com 1% de alginato




Figura A2.Teste preliminares para formulagéo do alimento estruturado com 2% de alginato

Figura A4.Morfologia e diametro médio da gota da amostra A2CIO
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