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RESUMO

No presente trabalho teve-se como objetivo avaliar a aplicacdo de hidrocoloides
extraidos do Pereskia aculeata Miller, obtidos por diferentes métodos de
secagem, na formacgdo de emulsdes. A capacidade emulsificante e estabilizante
desses hidrocoloides utilizados em diferentes concentragcdes foram avaliadas,
bem como as caracteristicas reoldgicas através da curva de fluxo, varredura de
frequéncia e varredura de temperatura, utilizando-se redmetro dindmico
oscilatorio. As caracteristicas microscopicas das emulsdes formadas foram
avaliadas através de microscopio oOtico e de fluorescéncia e as imagens
analisadas utilizando-se o programa Sigman Scan 5.0. As andlises reologicas
demonstraram que todas as emulsdes possuem comportamento pseudoplastico e
que os dados obtidos pela curva de fluxo se ajustam a Lei da Poténcia. Os
hidrocoloides secos em estufa a vacuo resultaram em emulsdes com menores
valores de viscosidade aparente e maiores concentracdes em maiores valores de
viscosidade aparente. O método de secagem e a concentracdo de hidrocoloides
influenciaram no comportamento tixotropico, sendo que hidrocoloides
liofilizados e maiores concentracdes de hidrocoloides resultaram em um
comportamento tixotropico mais evidente, demostrando que sdo sistemas mais
estruturados. Quanto ao teste oscilatorio realizado, as emulsdes apresentaram
valores de G” e G” dependentes da frequéncia, evidenciando o comportamento
viscoelastico e predomindncia do comportamento elastico. Verificou-se que o
método de secagem utilizado ¢ a concentracdo ndo interferiram na capacidade
emulsificante dos hidrocoloides. A estabilidade das emulsdes formadas ¢
influenciada apenas pela concentragdo, sendo que maiores concentragdes de
hidrocoloides resultam em maior estabilidade. A andlise microestrutural mostrou
que a concentragdo e o método de secagem foram significativos, sendo que com
o aumento na concentragdo de hidrocoloides as emulsdes apresentam
caracteristicas de sistemas mais estaveis, didmetro menor ¢ maior uniformidade
no tamanho das goticulas. A andlise microestrutural das emulsdes preparadas
usando hidrocoloides secos em liofilizador mostrou que com o aumento da
concentragdo foi incrementada a uniformidade e o nimero das goticulas, ao
passo que o perimetro, a area e o volume das goticulas diminuiram. Com relagéo
a viscosidade, verificou-se que os valores diminuem com o aumento das
goticulas. A microscopia de fluorescéncia mostrou que as proteinas e os
polissacarideos ficam adsorvidos na interface o6leo/dgua, atuando como bons
agentes estabilizantes das emulsdes.

Palavras-chave: Reologia. Aditivos. Microscopia. Emulsio.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the application of hydrocolloids extracted from
Pereskia Aculeata Miller, obtained by different drying methods, to the
emulsions formation. The emulsifying and stabilizing capacity of these
hydrocolloids used in different concentrations was assessed as well as the
rheological by flow curve, the scanning frequency and scanning temperature,
using a rheometer dynamic oscillatory. The microscopic characteristics of the
emulsions formed was assessed by optical microscopy and fluorescence
microscopy and the images analyzed using the Sigman Scan 5.0. Rheological
analysis showed that all emulsions have pseudoplastic behavior and that the data
obtained by the flow curve fit to the Power Law. The hydrocolloids dried in a
vacuum oven resulted in emulsions with lower apparent viscosity and at higher
concentrations resulted in higher apparent viscosity. The drying method and the
concentration of hydrocolloids influenced the thixotropic behavior, wherein
freeze-dried hydrocolloids and higher concentrations of hydrocolloids resulted in
a clearest thixotropic behavior, showing that are more structured systems. As for
the oscillatory test conducted, emulsions showed values of G' and G" frequency
dependent, reflecting the predominance of the viscoelastic behavior and elastic
behavior. It was found that the drying method used and the concentration did not
affect the emulsifier ability of hydrocolloids. The emulsions stability formed is
influenced only by the concentration, and that higher hydrocolloid
concentrations result in increased stability. Microstructural analysis has shown
that the concentration and drying method were significant, and with the increase
of the hydrocolloid concentration the emulsions exhibit more stable system
characteristics such as smaller diameter and greater uniformity in droplet size.
Microstructural analysis of the emulsions prepared using freeze-dried
hydrocolloid showed that with the increase in concentration there was increased
uniformity and the number of the droplets, whereas the perimeter, area and
volume of the droplets decreased. With respect to viscosity, it was found that the
values decrease with the droplet increasing. Fluorescence microscopy showed
that the proteins and polysaccharides are adsorbed onto the oil / water interface
acting as good stabilizers of emulsions.

Keywords: Rheology. Additives. Microscopy. Emulsion.
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1 INTRODUCAO

Alimentos s3o sistemas muito complexos, formados por uma grande
quantidade de componentes que apresentam diferentes propriedades. Estes podem
ser combinados e acrescidos de ingredientes para formarem produtos de interesse
para o mercado. Muitos desses produtos sdo caracterizados como emulsoes,
definidos como sistemas formados quando dois liquidos imisciveis entram em
contato e um torna-se disperso no outro pela atuagdo de um agente emulsificante.

Para a obtencdo de emulsdes estdveis e com a qualidade exigida pelos
consumidores, ¢ necessaria a utilizacdo de aditivos como os emulsificantes. Um
grupo de componentes muito utilizados com essa finalidade sfo os
hidrocoloides, os quais sdo polimeros, proteinas e polissacarideos.

Devido a composigéo rica em polissacarideos ¢ proteinas as cactaceas sdo
possiveis fontes de hidrocoloides. Entre as cactaceas um género conhecido e de facil
adaptagdo é o Pereskia. A espécie Pereskia aculeata ¢ conhecida popularmente
como ora-pro-nobis e apresenta alto teor do biopolimero arabinogalactana em suas
folhas. Devido ao conhecimento da composi¢ao e do potencial do ora-pro-ndbis, a
extracdo dos hidrocoloides dessa espécie visa aplicar na industria uma nova
tecnologia com fungdes espessante, emulsificante e estabilizante.

Uma das etapas fundamentais no processo de obten¢@o dos hidrocoloides
extraidos do ora-pro-nobis € a secagem, por influenciar diretamente nas propriedades
do produto final. Sendo assim, é de grande importincia avaliar a atuagio dos
hidrocoloides obtidos por diferentes métodos de secagem.

S&do muitos os hidrocoloides usados como emulsificantes e estabilizantes
na industria de alimentos e escolher qual deles deve ser usado em cada um dos
alimentos depende da efetividade desses aditivos, das caracteristicas da emulsio

que se deseja formar e em quais condi¢des essa emulso serd formada.
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Assim, a finalidade com este trabalho é contribuir para melhorar a
compreensdo sobre as caracteristicas emulsificante e estabilizante dos
hidrocoloides do ora-pro-ndbis obtidos pelos diferentes métodos de secagem e

obter a caracterizaco reoldgica e microestrutural das emulsdes formadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

e Obter e caracterizar emulsdes utilizando como agentes emulsificantes e
estabilizantes hidrocoloides extraidos do ora-pro-ndbis (Pereskia

aculeata Miller) usando diferentes métodos de secagem.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar gomas em diferentes concentracdes de hidrocoloides obtidos
pelos dois métodos de secagem.

e Determinar a capacidade de emulsdo, na presenga de agua e dleo, das
gomas produzidas com diferentes concentragdes de hidrocoloides
obtidos por diferentes métodos de secagem.

e Avaliar a estabilidade das emulsdes formadas com diferentes concentra¢oes
de hidrocoloides obtidos pelos diferentes métodos de secagem.

e Caracterizar através de analises reologicas as emulsdes formadas.

o Comparar as caracteristicas reologicas das emulsdes obtidas.

e  Avaliar a microestrutura das emulsdes obtidas através de microscopio dtico.

e Avaliar a microestrutura das emulsdes apos sofrerem processo de
desestabilizacdo através de microscdpio otico.

e Avaliar qualitativamente a microestrutura das emulsdes através de
microscdpio de fluorescéncia.

e Obter a concentracdo de hidrocoloides ¢ o método de secagem que

apresentam a maior capacidade emulsificante e a maior estabilidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Hidrocoloides

Hidrocoloides ¢ um grupo heterogéneo de polimeros de cadeia
longa (polissacarideos e proteinas), caracterizado pela sua propriedade de
formar dispersdes viscosas e/ou géis quando dispersos em agua. Devido a
grande presenca de hidroxilas (-OH) esses compostos apresentam afinidade
com moléculas de 4agua, sendo compostos hidrofilicos. Além disso,
produzem uma dispersdo, que é intermedidria entre uma verdadeira solucéo
e uma suspensdo, e apresentam as propriedades de um coloide.
Considerando essas duas propriedades, eles s3o apropriadamente
denominados como hidroéfilos coloides ou hidrocoloides. Esses compostos
apresentam alto peso molecular (SAHA; BHATTACHARYA, 2010).

O termo coloide pode ser aplicado a dispersdes de particulas,
espumas, géis e emulsdes (4dgua-em-dleo, 6leo-em-agua, dgua-em-agua).
Assim, géneros mais industrializados de alimentos podem ser classificados
como coloides de alimentos, muitos deles contém como ingredientes
hidrocoloides adicionados pelo fabricante para o controle de estabilidade e
das propriedades reoldgicas (DICKINSON, 2003).

O termo “hidrocoloides” se refere a proteinas e polissacarideos
amplamente utilizados na industria com varias finalidades como espessante
e gelificante em solucdes aquosas, estabilizantes de espumas, emulsdes e
dispersdes, inibidores na formacdo de cristais de gelo e de agucar,
controladores de flavor, entre outros (PHILLIPS; WILLIAMS, 2000).

Ambas as classes de biopolimeros (polissacarideos e proteinas)
contribuem para as propriedades estruturais e texturais dos alimentos, através
da sua agregacdo e do comportamento de gelificacdo. Além disso, as

proteinas sdo conhecidas por sua capacidade de emulsificagdo e de formar
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espumas. As proteinas abaixam a tenso interfacial devido a sua adsor¢do na
interface e podem formar peliculas nessa interface proporcionando a repulsio
eletrostatica e esférica entre as gotas, ¢ os polissacarideos por suas
propriedades de retengdo de agua e espessamento, sdo usados como
estabilizantes, espessantes e gelificantes (CORREDIG; SHARAFBAFI;
KRISTO, 2011; DICKINSON, 2003; VAN AKEN; VAN VLIET, 2002).

Os polissacarideos com aplicacdes industriais sdo extraidos de
plantas - incluindo as algas; de animais e fungos ou sdo obtidos via
fermentacdo microbioldgica. Nas plantas superiores estes podem ser
obtidos de exsudatos, sementes, frutos e tubérculos. Esses hidrocoloides
encontrados em espécies vegetais formam um subgrupo denominado
gomas. Sdo exemplos de gomas utilizados na indudstria de alimentos: goma
arabica, alginatos e agarose (CUNHA, 2009; INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HALAL GUMS, 2012).

Matos (2000) define gomas como hidrocoloides vegetais que podem
ser classificados como polissacarideos anionicos, ndo idnicos ou como sais
de polissacarideos. S@o substancias translicidas e amorfas, frequentemente
produzidas pelas plantas superiores como protecdes apds uma agressio.
Muitas plantas que crescem em condi¢des semidridas produzem exsudatos
gomosos em grandes quantidades quando seu cortex é agredido; isso serve
para vedar o corte e evitar a desidratacdo. As gomas de sementes sfo
hidrocoloides contidos em algumas sementes embrionarias que servem como
reserva de alimentos polissacaridicos. Varias algas contém gomas marinhas
como componentes de suas paredes celulares e de suas membranas, ou entdo
em regides intracelulares, onde funcionam como reserva de alimento.

Existem varios tipos de gomas dependendo da matéria-prima de

onde cada uma delas é extraida. Por exemplo, gomas de frutas, gomas de
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tubérculos e cereais, gomas de exsudatos, gomas de sementes, gomas de
algas marinhas, entre outras (AS GRANDES..., 2011).

Dentre os polissacarideos vegetais, os polissacarideos das gomas
englobam as estruturas mais complexas (ASPINALL, 1969), sendo essa
complexidade resultado da presenca de diferentes componentes
monossacarideos, anéis furanosidicos e piranosidicos, enantiomeros D e L
além de diferentes tipos de ligagdes glicosidicas. Acredita-se que a sintese
de moléculas tdo complexas esteja envolvida na resisténcia aos sistemas
enzimdticos de organismos invasores (JONES; SMITH, 1949).

As gomas de exsudatos mais utilizadas na industria sdo a goma
arabica, karaya, ghatthi e tragacanta. Elas podem ser empregadas nas
industrias de detergentes, téxtil, de adesivos, de papel, de tintas,
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos (RODRIGUES; PAULA;
COSTA, 1993; WHISTLER, 1970).

Hidrocoloides sdo amplamente utilizados na industria de alimentos
devido a grande variedade de fun¢des que possuem, podendo ser utilizados
para modificar a textura e as caracteristicas reologicas, como emulsionantes
e estabilizantes, cotrolar o crescimento de cristais de gelo e agucar,
melhorar a aparéncia e a conservagdo de alimentos (ROSELL; ROJAS;
BARBER, 2001; SAHA; BHATTACHARYA, 2010).

Segundo dados da International Hydrocolloid Information Center -
IMR, o mercado de hidrocoloides movimentou em 2010 aproximadamente
$5 bilhdes. Sendo que o amido lidera o mercado, movimentando
aproximadamente $1 bilhdo. Pesquisas relatam que em 2018 o mercado

mundial de hidrocoloides deve movimentar $7 bilhdes.
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3.2 Ora-pro-nobis

A familia Cactaceae constitui-se de representantes preponderantemente
origindrios de regides temperadas e tropicais das Américas, particularmente de clima
quente e seco (CRONQUIST, 1981; JOLY, 1998), e compreende plantas perenes,
suculentas, de habito variado e geralmente espinhosas (BARROSO, 1978).

O ora-pro-ndbis, que no latim significa "rogai por nods", assim
batizada pelo costume de ser colhida no quintal de uma igreja, para ser
preparada para o almogo, quando o padre iniciava a reza final da missa da
manhi, é uma planta que pertence ao reino Plantae, classe Magnoliopsida,
ordem Caryophyllales, familia Cactaceae, subfamilia Pereskioideae e género
Pereskia. O ora-pro-ndbis, nome popular das espécies Pereskia aculeata
Miller e Pereskia grandifolia Haword, é considerada detentora do maior
numero de caracteres primitivos da familia Cactaceae. Embora tenha um alto
potencial de utilizagdo no conjunto das hortali¢cas ndo convencionais, ainda ¢é
cultivada de forma marginal e rudimentar. As plantas dessa espécie ocorrem
apenas em regides mésicas ou ligeiramente aridas e sdo arvores de folhas
duras, com troncos lenhosos, folhas largas e finas. A espécie ¢ nativa das
Américas Central e do Sul (KINUPP; INCHAUSTI, 2008; MAUSETH,
1999; REVISTA GLOBO RURAL, 2010).

A Pereskia aculeta é uma planta perene, cujas folhas sdo consumidas
por grande parte da populagio de Minas Gerais. Atualmente, tem sido
consumida em pratos tipicos servidos em restaurantes das cidades historicas e
comecam a ser cultivadas para fins comerciais. A regido de Sabaré apresenta a
maior produgdo garantindo a renda dos produtores de hortalicas. Na cidade
Sabara ocorre anualmente o Festival do ora-pro-nobis que ja estava na sua 13*
edicdo no ano de 2010. A figura 1 representa um arbusto da espécie

(DAYRELL, 1977; JORNAL ESTADO DE MINAS, 2003, p. 12).
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Figura 1 Arbusto de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Miller)
Fonte: Revista Globo Rural (2010)

P. aculeata Miller e P. grandifolia se destacam pelo alto contetido de
proteinas ¢ mucilagem de suas folhas, consumidas na culindria regional brasileira
e usadas como emolientes na medicina popular. Esse fato despertou o interesse de
industrias farmacéuticas e de alimentos nutracéuticos, como matéria-prima na
producdo de complementos alimentares, mais especificamente por apresentarem
alto teor do biopolimero arabinogalactana (MERCE et al., 2001).

Almeida Filho e Cambraia (1974) foram os primeiros autores a estudarem a
composicdo das folhas de ora-pro-nobis, concluindo que as folhas de ora-pro-ndbis
apresentam alto valor nutritivo, sendo verificado um teor de proteinas de 25,5% em
matéria seca, proximo ao encontrado por Dayerell (1977), de 25,14% em matéria seca.
Devido ao valor proteico muito elevado quando comparado com outros vegetais esta
espécie € popularmente chamada de “carne dos pobres”.

Dayrell (1977) em seus estudos obteve os resultados para extrato etéreo

de 5,83%, cinzas de 19,25%, fibra bruta 7,12%, calcio 3,19% e fosforo 0,24%.
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Estudos mais recentes mostram valores de proteinas e de fibras proximos aos
encontrados pelos autores citados. Silva et al. (2005) ao estudarem a espécie
encontraram o teor proteico em torno de 24,73% e de fibras de 5,58% em base
seca. O ora-pro-ndbis possui um consideravel teor de ferro, tanto na folha
(140,36ppm) quanto no caule (88,75 ppm) e um alto teor de fibras insoluveis nas
folhas, sendo em torno de 29,62% em matéria seca (VILELA et al., 2003).

Arabinogalactanas sdo macromoléculas constituidas por arabinose e
galactose. Em algumas situagdes, elas se encontram como polissacarideos livres
e em outras associadas de forma covalente a proteinas, a associagdo pode ocorrer
formando um proteoglicano quando a proteina substitui um polissacarideo ou
glicoproteinas em que o componente proteico é substituido por um ou mais
residuos de oligossacarideos (GOTTSCHALK, 1972).

Arabinogalactanas associadas a proteinas sdo encontradas na maioria das
plantas superiores, ¢ em muitas das suas secre¢des. Constituem um grupo de
macromoléculas caracterizado por uma elevada propor¢do de hidratos de carbono
em que a galactose e arabinose sdo os monossacarideos predominantes, também
h4a uma pequena proporg¢do de proteina, contendo tipicamente altos niveis de
hidroxiprolina (FINCHER; STONE, 1983) tendo uma estrutura molecular
complexa e de dificil caracterizagdo (ASPINALL, 1969; WHISTLER, 1970).

Dentro do ambito industrial, pode-se citar o intenso uso de
arabinogalactanas da tdo conhecida goma arabica extraida da Acécia Senegal,
proveniente de arvores de diferentes espécies de Acdcia. J& com enfoque
bioldgico, as principais arabinogalactanas utilizadas sdo provenientes do lari¢o
(Larix occidentalis e Larix dahurica), uma arvore tipica da regido Norte do
globo, sendo descrita por apresentar propriedades imunomoduladoras.

Sierakowski (1982) avaliou a partir de hidrdlises acidas parciais,
oxidagdo com periodato, degradagio de Smith e metilacdo que os

polissacarideos presentes no ora-pro-nobis sdo complexos e altamente



24

ramificados e sugere que os mondmeros (arabinose e galactose) que compdem
os polissacarideos sdo compostos por 30% de unidades de galactofuranose, 13%
de unidades de arabinofuranose, por 11,5% de unidades de galactopiranose.
Estudos realizados por Sierakowski (1988) sobre a extragdo do
polissacarideo da mucilagem do ora-pro-ndbis revelam a presenca de
arabinogalactana. Os estudos mostram ainda que o polissacarideo presente é
constituido por uma heteroglicana formada principalmente por arabinose e
galactose contendo também raminose ¢ acido galacturénico, esses mondmeros
foram identificadas por técnicas de analise de polissacarideos convencionais ¢ a
propor¢do molar dos mondmeros arabinose, galactose, ramnose e 4acido
galacturénico encontrada foi de 5,1: 8,2: 1,8: 1,0. Essa mucilagem possui um

contetdo proteico de 3,5%.

3.3 Secagem

O processo de secagem de alimentos é comumente realizado a fim de retirar
uma determinada quantidade de agua presente no alimento. Esse processo possibilita
prolongar a vida de prateleira dos alimentos, uma vez que reduz a atividade de agua
dos mesmos. Contudo o processo de secagem pode afetar as caracteristicas do
produto, o que pode ser minimizado com a utilizagdo do processo de secagem da
forma mais adequada, o que torna necessario, portanto, um profundo estudo do

processo, dos equipamentos e dos pardmetros utilizados (Fellows, 2006).

3.3.1 Secagem a vacuo

Na secagem convencional, o calor ¢ utilizado com o intuito de evaporar
a agua do produto, sendo que a agua evaporada na superficie externa do produto
¢ removida e transferida para o meio de secagem que, normalmente, ¢ o ar

(ALMEIDA; FONSECA; GOUVEIA, 1999).
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A secagem ¢é empregada visando as diversas finalidades. Para os
produtos agricolas e alimenticios, ¢ empregada principalmente na preservagéo,
permitindo também o transporte e armazenamento sem refrigeragcdo. A perda de
massa que ocorre quando um alimento é seco diminui consideravelmente os
custos de transporte e manuseio. Dentro dos véarios métodos de secagem, a
secagem a vacuo ¢ utilizada por ser um método intermedidrio entre a secagem
tradicional e a liofilizagdo, pois permite trabalhar a pressdes baixas com
temperaturas moderadas (menores que 100°C), obtendo-se maiores taxas de
evaporagdo da umidade e um produto final de melhor qualidade se comparado
com a secagem tradicional com ar quente (KOMPANY et al., 1990; KROKIDA;
ZOGZAS; MAUROLIS, 1997).

Sendo assim o processo de secagem a vacuo acelera a remocdo de agua
do alimento diminuindo o tempo de processamento, resultando em produtos
desidratados e de otima qualidade quando comparada com outros métodos de

secagem (DEVAHASTIN, 2004).
3.3.2 Liofilizacio

A liofilizagdo ¢ um importante processo industrial para secagem de
alimentos, partes de materiais cirurgicos, farmacéuticos e outros, os quais tém
estrutura interna ou composi¢do quimica sujeitas a degradagdo térmica. E um
processo de separagdo. A liofilizagdo constitui um processo de desidratacdo em
que a agua do produto submetida ao prévio congelamento passa diretamente do
estado solido para o gasoso (sublimag¢@o), em condigdes especiais de
temperatura e pressdo. Para que isso ocorra, € necessario que a pressdo de vapor
e a temperatura da camada de gelo sublimavel estejam abaixo do ponto triplice
da agua. O vapor libertado pela sublimagio ¢ captado pelo condensador, que
deve estar a uma temperatura mais baixa do que o produto a ser liofilizado

(BOSS, 2004; KING, 1988).
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Como se utiliza baixas temperaturas, o processo de liofilizacdo tem as
seguintes vantagens, quando comparado com o método convencional de
secagem: a estrutura do material ¢ mantida, a umidade ¢ removida a baixas
temperaturas (reduz as taxas de transporte), aumento da estabilidade do produto
durante a estocagem, a minimizagdo de varias reagdes de degradacdo devido a
facil transi¢do de material hidratado para desidratado (BOSS, 2004).

Um fator proeminente ¢ a estrutura rigida proporcionada pelo
congelamento da superficie do material onde ocorre a sublimagdo. Essa
rigidez ¢ importante para prevenir colapsos da matriz sélida apds a secagem.
O resultado ¢ um poro que permite facil reidratacdo quando se adiciona agua.
Outro beneficio da liofilizacdo € o processo ocorrer a baixa temperatura e ter
uma rapida transicdo de material hidratado para desidratado. Essa répida
transi¢do minimiza varias reagdes de degradagdo que ocorrem durante a
secagem como a reacdo de Maillard, desnaturacdo de proteinas e reagdes
enzimaticas (LIAPIS; MILLMAN; MARCHELLO, 1985).

As baixas temperaturas envolvidas ajudam a minimizar essas reagdes e
reduzir taxas de transporte em que se perde o sabor e o aroma da espécie por
volatilidade. Além disso, como a liofilizagdo requer apenas o aquecimento suave;
permite que as caracteristicas nutritivas e sensoriais do produto final sejam muito
similares as do alimento fresco. Outra vantagem do processo de liofilizagdo ¢é o
aumento da estabilidade do produto durante a estocagem, além da possibilidade de
armazenamento e transportado a temperatura ambiente (BOSS, 2004).

A melhor forma de embalar o produto liofilizado é sem umidade
atmosférica. Em casos extremos embala-se o produto secado com a prote¢ao de
gases como nitrogénio ¢ o dioxido de carbono. Se corretamente processado e
mantido sob condi¢des adequadas, o produto pode ser guardado por um estagio

quase ilimitado de tempo enquanto mantém suas propriedades fisico-quimicas,
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bioldgicas e organolépticas, e ainda mantém-se disponivel a qualquer momento

para imediata reconstituicdo (BOSS, 2004).
3.4 Emulsao

Emulsao é um sistema heterogéneo que consiste em um liquido imiscivel,
completamente difuso em outro, na forma de goticulas ou glébulos com didmetro de
0,1 a 10 um. A formag@o de uma emulsdo, portanto, requer energia para manter as
goticulas dispersadas na fase continua. Deduz-se, no entanto, que isso ¢
termodinamicamente desfavoravel e, por esse motivo, tal processo mostra estabilidade
minima, que pode ser aumentada pela adicdo de agentes tensoativos de supetficie
(ARAUJO, 1995; JAFELICCI JUNIOR; VARANDA, 1999; SHAW, 2000).

Quando dois liquidos imisciveis sdo colocados em contato, existe a tendéncia
para um dos liquidos tornar-se disperso no outro, na forma de gldbulos finitos, desde
que haja alguma forca mecanica atuando. Quando retirada, no entanto, os dois liquidos
puros irdo se separar, entdo chama-se de emulsdo os sistemas que assim persistem por
um periodo de tempo razoavel (LYSSANT, 1974).

Em quase todas as emulsdes uma fase € a dgua e a outra ¢ um liquido apolar,
em geral, um 6leo. Se o dleo ¢ a fase dispersa, a emulsio ¢ denominada do tipo 6leo
em agua (O/A); se o0 meio aquoso ¢ a fase dispersa tem-se uma emulsio do tipo dgua
em Oleo (A/O) (Figura 2). As emulsdes sdo importantes pela sua frequéncia em
alimentos de grande consumo, como ilustra a Figura 3 (BOBBIO; BOBBIO, 1995).

As emulsdes sdo, portanto dispersdes de um liquido em outro liquido.
Segundo Fennema (2007) as varidveis mais importantes para determinar as
propriedades de emulsio sio:

1. O tipo da emulsdo, isto €, o/a ou a/o. Determina, entre outras coisas, com

que liquido a emulsio pode ser diluida. Muitos alimentos sdo emulsdes
o/a como leite, produtos lacteos, molhos e sopas. Alimentos que sdo

verdadeiramente emulsdes a/o dificilmente existem.
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2. Distribui¢do do tamanho das gotas.

3. Fragdo de volume da fase dispersa. Na maioria dos alimentos essa fragdo
encontra-se entre 0,01 e 0,4. A fracdo de volume exerce um grande efeito
sobre a viscosidade da emulsdo variando entre um liquido fino a uma
espécie de pasta com o aumento da fragdo de volume.

4. Composigo e espessura da camada superficial ao redor das goticulas que
determina as propriedades interfaciais e as for¢as de interagéo coloidais.

5. Composicgo da fase continua.

A propriedade fisica mais importante das emulsdes, do ponto de vista
tecnologico, é sua estabilidade. Comumente, o termo “estabilidade da emulsdo” se
refere a capacidade de uma emulsio resistir a mudangas nas suas propriedades fisico-
quimicas ao longo do tempo (MCCLEMENTS, 1999).

As goticulas da fase dispersa estdo em continuo movimento aleatdrio na
emulsdo. O choque entre as goticulas pode causar a sua jungfo, levando a formagao de
glébulos maiores que, finalmente, pode levar a fase dispersa a tornar-se fase continua,
separada da dispersdo por uma unica interface. O tempo necessario para ocorrer a
quebra da emulsdo ou separacdo de fases varia desde poucos segundos até varios anos,
dependendo da formulacdo da emulsdo e das condi¢des de preparagdo da mesma

(SCHWAB et al., 1988).

Emuisio Oleo/Agua Emulsic Agua/Oleo

Figura 2 Fases da emulsio
Fonte: Araujo (1995)
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Alimentos Tipo de emulsdo

if;::l& O*/A*, estabilizada por fosfolipideos e proteinas.

Manteiga A/O, estahilizada por fosfolipideos, proteinas e aditivos
emulsionantes sintéticos.

Margarina

Maionese AJOD, estabilizada por proteinas, fosfolipfdecs e polissacarideos,

{ Massa de bolo O/A, estabilizada por protefnas, fosfolipfdeos e polissacaridens.

i;;::;z © O/A, estabilizada por proteinas, fosfolipideos e polissacarideos.

0*: Oleo; A*: Agua
Figura 3 Principais tipos de emulsdo em alimentos
Fonte: Bobbio e Bobbio (1995)

Emulsdes para alimentos podem se tornar instaveis devido a diversos
mecanismos fisico-quimicos, como os processos de separagdo devido a agfo da
gravidade, flotagdo/sedimentagdo, floculacdo, coalescéncia, amadurecimento de
Ostwald e inversdo de fase (Figura 4) (DICKINSON, 1992; FRIBERG; LARSSON;
SJIOBLOM, 2004; GUZEY; MCCLEMENTS, 2006).

- Separacao das fases por sedimentacdo ou flotagdo: as gotas dispersas tém
densidade diferente da fase dispersante, e, por isso, pela acdo da for¢a da gravidade
podem se mover para cima (flotagdo) ou para baixo (sedimentagdo) ocorrendo a
separacdo. A velocidade com que se produz ¢ diretamente proporcional ao tamanho
das gotas da fase dispersa e inversamente proporcional a viscosidade da fase continua
ou dispersante (ORDONEZ, 2005).

- Floculag8o: as gotas se unem umas as outras, ficando separadas por uma
camada finissima da fase continua. Isso ocorre devido a supressdo das cargas elétricas,
com a consequente inibicdo das repulsdes eletrostaticas. Mediante a floculaggo,
aumenta-se o tamanho aparente das gotas e, portanto, a velocidade de sedimentac@o.
Os globulos movem-se como um conjunto, em vez de individualmente. A floculagio
ndo implica na ruptura da pelicula interfacial que envolve o gldbulo e, portanto, nio se

deve esperar mudanga no tamanho dos glébulos originais (ORDONEZ, 2005).
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- Coalescéncia das gotas: ocorre a jungdo das gotas aumentando o tamanho
real das mesmas, podendo-se chegar a separagdo das duas fases em duas camadas por
uma interface de superficie minima. Implica, portanto, a ruptura da pelicula interfacial.
Esse mecanismo resulta do enfraquecimento e ruptura do filme liquido entre as gotas,
com a perda da identidade de cada gota e por fim com a separagdo visual do dleo
(TADROS, 2004). Embora a coalescéncia resulte de mudangas microscopicas
significantes na condi¢do da fase dispersa (ex.: mudangas no tamanho médio de
goticula e distribuigdo), ela pode nfo resultar imediatamente numa alteragdo
macroscopica aparente do sistema. A separacdo de fases, por outro lado, ¢
macroscopicamente aparente, ¢ ¢ uma consequéncia do processo microscopico de
coalescéncia da gota (MYERS, 1999).

- Envelhecimento de Ostwald: processo em que as gotas maiores crescem a
custa das menores por difusdo, ou seja, devido a transferéncia de massa, da fase
dispersa através da fase continua (MCCLEMENTS, 2005). Esse mecanismo, que
também pode ser denominado desproporcionamento, pode ocorrer quando a
solubilidade do oleo ¢ significativa. Nesse caso, as gotas menores, que possuem uma
solubilidade bem maior do que as gotas maiores tendem a se dissolver durante o

armazenamento ¢ a se depositarem nas gotas maiores, que crescem continuamente

(MCCLEMENTS, 2005; TADROS, 2004).

Emuls3do
Cineticamente
Estavel

% | |=
J"J J R

.
[ at]]
| Flotacio I I Sedimentacdo i I Floculacdo JI Coalescéncia l i:;:tlc:fi(c[
Ostwald

Figura 4 Mecanismos de desestabilizagdo da emulsdo alimenticia.
Fonte: Ordoiiez (2005)
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A formagdo e estabilizagdo de emulsdes de substancias néo
misciveis entre si permitem a obtencdo de produtos estaveis cuja
homogeneizac¢do facilita o processo industrial e os aspectos sensoriais dos
alimentos. A propriedade de um emulsificante consiste em obter uma fina
dispersdo e, a de um estabilizante a de manter uma dispersdo fina de duas
ou mais fases diferentes. Na pratica, contudo, ¢ dificil distinguir a
emulsificagdo da estabilizagdo (SANTOS, 2008; SIERAKOWSKI, 1988).

A estabilidade das emulsoes ¢ facilitada pela presenga de agentes
emulsionantes, que podem ser desde tensoativos (surfactantes ou
detergentes), proteinas ou sdlidos finamente divididos (SCHWAB et al.,
1988). O agente emulsionante atua reduzindo a tensdo interfacial,
diminuindo a energia na superficie entre as duas fases e permitindo que
novas superficies sejam criadas quando energia é incorporada ao sistema,
assim permite a formac¢do de um maior numero de goticulas e previne a
coalescéncia das particulas através da formagdo de barreiras esféricas e
eletrostaticas (BERNHEIMER; AVIGAD, 1970; FELLOWS, 2006).

Quase todos os agentes emulsificantes sdo caracterizados por serem
moléculas ambifilicas (Figura 5), ou seja, a mesma molécula tem uma parte
polar e uma parte apolar. A parte polar ¢ chamada hidrofilica sendo a parte
soluvel em agua, geralmente consiste em um grupo dissociavel ou grupos
hidroxilados e a parte apolar ¢ chamada de lipofilica ou hidrofdbica,
consiste em uma cadeia alquila longa interagindo com a fase lipidica.
Sendo assim, os emulsificantes servem para compatibilizar a mistura de
agua com oleos, fazendo pontes entre esses componentes, orientando- se
com a terminag¢do polar na fase aquosa ¢ a n3o polar na fase oleosa
formando emulsdes. Alguns importantes agentes emulsificantes sio os
saboes, detergentes, goma arabica, saponinas, 6leos sulfonados, lecitinas,

proteinas entre outros (BASF, 2004; FELLOWS, 2006; JAMIESON, 1932).
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Grupo n3o-polar
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Figura § Caracteristica ambifilica do emulsificante

Quando adicionamos emulsificante a uma emulsdo alimenticia contendo
agua e dleo é formado na interface dos dois componentes um filme pelas
moléculas do emulsificante orientadas de acordo com a sua polaridade. Esse
filme ira reduzir a tensdo interfacial entre os liquidos. Dessa forma os liquidos
imisciveis poderdo ser dispersos um no outro, através da agitacdo e formagdo de

micelas (Fig.6) (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Oleo

Agua

Agua

Oleo Oleo

Figura 6 Etapas da estabilizacdo de uma emulsdo contendo agua e odleo
quando adicionado um agente emulsificante
Fonte: EMULSIFICANTES... (2004)
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Segundo Sherman (1968) as caracteristicas desejaveis de um agente
emulsificante sdo: (1) reduzir suficientemente a tenso interfacial; (2) adsorver-
se rapidamente sobre as goticulas dispersas para formar um filme que néo ird
destruir-se quando duas gotas colidirem; (3) apresentar uma estrutura molecular
especifica com a extremidade polar atraida para a dgua e a extremidade ndo
polar atraida para o oleo; (4) ser mais solivel na fase continua para estar
prontamente disponivel para adsor¢ao; (5) apresentar um potencial eletrocinético
adequado e (6) afetar a viscosidade da emulsdo. Além disso, ele deve ser
eficiente em baixas concentracdes e relativamente barato.

Devido as suas propriedades de texturizacdo, polissacarideos e as
suas misturas sdo amplamente utilizados para controlar as propriedades
reoldgicas de emulsdes agua-em-o6leo, contribuindo assim para a estabilidade
da emuls@o. Os principais polissacarideos estabilizadores empregados em
emulsdes alimentares sdo amido nativo ou modificado, galactanas e goma
xantana, uma vez que sdo bons agentes de espessamento das solugdes
aquosas aumentando a viscosidade da fase aquosa até que ela se iguale ou se
eleve levemente em relacdo a fase oleosa. A sua eficiéncia para aumentar
tanto a viscosidade e a estabilidade da emulsdo depende da concentragdo e da
estrutura do polimero (MCCLEMENTS, 1999; SIERAKOWSKI, 1982).

Segundo Aragjo (1995) os emulsificantes podem ser classificados por
sua carga em emulsificantes i6nicos ¢ emulsificante ndo i6nicos. Os
emulsificantes i6nicos sdo responsdveis por estabilizarem emulsdes do tipo
oleo/agua. Na interface os grupos alquila interagem com as goticulas de dleo,
enquanto os grupos finais carregados se projetam para a fase aquosa. O
envolvimento de ions contrarios forma uma camada dupla, que previne a
agregacdo das goticulas do 6leo (Figura 7).

Os emulsificantes ndo i6nicos sdo orientados na superficie das goticulas

do 6leo com a proporgdo polar projetada para a fase aquosa (Figura 8).
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Figura 7 Atividade do emulsificante iénico (emulsdo O/A)
Fonte: Araujo (1995)

Figura 8 Atividade do emulsificante ndo-i6nico (emulsdo A/O)
Fonte: Aratjo (1995)
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As proteinas sdo chamadas de moléculas tensoativas e podem se orientar
de tal forma que seus extremos hidréfobo e hidrdfilo se colocam nas superficies
da interface odleo/agua, respectivamente. O actimulo dessas moléculas na
interface diminui a tensfo superficial. Além disso, as proteinas podem aumentar
a viscosidade da fase dispersa ou se adsorver na interface (proteinas soltveis em
agua), formando uma barreira na fase da coalescéncia. As proteinas sio
emulsificantes preferenciais para as emulsdes alimenticias o/a, pois elas sao
comestiveis, soliiveis em agua, ativas na superficie ¢ proporcionam resisténcia
superior & coalescéncia (ORDONEZ, 2005).

Os celetrolitos minerais também podem ser usados como agentes
emulsificantes proporcionando cargas eletrostaticas as gotas dispersas para
aumentar a repulso entre elas. Exemplos de emulsdes alimentares
comercializadas sdo: margarinas, sorvetes, flans, sobremesas instantaneas, sopas,
molhos para salada, catchup, maionese, creme de leite, salsicha, entre outros

(ORDONEZ, 2005).
3.4.1 Caracterizacao microestrutural das emulsées

De acordo com lJillavenkatesa, Dapkunas e Lin-Sien (2001), a analise da
emulsdo necessita de dois parametros importantes: didmetro de gota da fase dispersa
e sua concentracdo. Esses dois pardmetros possuem relagdo com a viscosidade,
estabilidade e coalescéncia. Existem varias formas de caracterizar emulsoes, sendo
uma das mais importantes, a analise do tamanho das goticulas. Essa analise pode ser
feita a partir de microscopio dtico e fornece informagdes a respeito da estabilidade,
pois a partir dela pode-se prever os possiveis mecanismos de separacdo. Além disso,
apos um periodo de tempo pode fornecer informagdes a respeito das alteragdes que
ocorreram na emulsdo.

No caso de uma possivel separacio por acdo da gravidade ou floculacdo

ndo ha perda da identidade individual de cada gota, porém no caso de uma possivel
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coalescéncia ou envelhecimento de Ostwald, ha um aumento no tamanho médio de
particulas. Emulsdes que apresentam grandes gotas geralmente resultam em
sistemas com pouca estabilidade devido a flotacdo/sedimentagdo. J4& um tamanho
menor de gotas tende a reduzir a flotagdo/sedimentagdo (WALSTRA, 2003).

Quando todas as goticulas em uma emulsio tém o mesmo tamanho, diz-se
que ela é monodispersa, ¢ o raio ou didmetro da gota pode ser usado para
caracterizar a emulsdo. Na pratica, emulsdes para alimentos contém uma variedade
de tamanhos de gotas diferentes e s@o referidas como sendo polidispersas. Uma
emulsdo polidispersa ¢ caracterizada pela sua distribui¢do de tamanho de particula
que define a concentragdo de gotas em diferentes classes de tamanhos. Emulsdes
polidispersas podem ser caracterizadas também como sendo monomodais, bimodais
ou multimodais, dependendo da quantidade de picos na distribui¢do do tamanho de
particula (MCCLEMENTS, 1999, 2005).

O grande numero de goticulas na maioria das emulsdes para alimentos
mostra que a distribuicdo do tamanho de goticula pode ser considerada continua. No
entanto, geralmente ¢ mais conveniente apresentar uma distribuicdo de tamanho de
goticula como um histograma ou uma tabela dividindo-se a distribuicdo em um
numero de classes e colocando a concentracdo das goticulas em cada classe de
tamanho (MCCLEMENTS, 1999; WALSTRA, 2003).

Na pratica, ¢ importante ter conhecimento da distribui¢io completa de
tamanho de particula, uma vez que este contém informagdes sobre as caracteristicas
de todas as particulas presentes, e sobre a possivel origem e natureza de qualquer
instabilidade no sistema. No caso de uma possivel separacdo por acdo da gravidade
ou floculagdo ndo ha perda da identidade individual de cada gota, porém no caso de
uma possivel coalescéncia ou envelhecimento de Ostwald, h4 um aumento no
tamanho médio de particulas. No entanto, em algumas situagdes, ¢ mais conveniente
usar, para representar essa distribuicdo de tamanho de particula, uma medida de

tendéncia central e uma medida da dispersdo da distribui¢do. A média, mediana ou
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tamanho de particula modal sdo muitas vezes utilizados como medidas de tendéncia
central, enquanto que o desvio padrdo relativo ¢ frequentemente utilizado como uma

medida da dispersao da distribui¢io (WALSTRA, 2003).

» Microscopia otica

Técnicas de microscopia e imagem sdo as técnicas mais adequadas
para avaliar a estrutura de alimentos, porque elas sdo os unicos métodos
analiticos que produzem resultados em forma de imagens ao invés de
numeros (KAL; ALLAN-WOJM; MILLER, 1995).

A microscopia (microscopio 6tico, eletronico e de varredura) € usada quando
se estuda a estrutura dos alimentos obtendo-se uma descri¢do qualitativa da estrutura
das amostras. Técnicas de localizagdo podem ser usadas junto aos microscopios, para
determinar a distribui¢do de elementos estruturais, macromoléculas e elementos de
interesse nas amostras (KAL; ALLAN-WOIM; MILLER, 1995).

Microscopio optico ou de luz, € formado pelo conjunto de lentes objetivas
e oculares. A objetiva, a primeira lente e a que estd mais proxima do objeto, capta a
luz filtrada pelo condensador e projeta uma imagem real, invertida e aumentada da
estrutura. A lente ocular aumenta a imagem projetada pela objetiva, para ser captada
pelo olho do observador. A unidade de medida em microscopia o6tica é o micrometro
(um) (PARREIRA; SOARES, 2009).

O Sigman Scan ¢ um programa computacional, que possibilita a
analise de imagens sendo uma poderosa ferramenta de analise de imagem
para uma ampla gama de aplicagdes, fornecendo uma andlise de dados a
partir de uma cole¢do de imagens. Essa ferramenta de analise de imagem
tem infinitas aplicacdes cientificas, incluindo: contagem de células e
triagem, analise de superficie, distribuicido de goticulas, entre outros

(Manual Sigman Scan Pro 5.0).
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» Microscopia de Fluorescéncia

Fluorescéncia é a emissdo de luz a partir de um estado excitado singleto,
no qual o elétron excitado no muda a orientagdo de spin, continuando
desemparelhado. Consequentemente, o retorno ao estado fundamental ¢
permitido e ocorre rapidamente via emissdo de um féton (VALEUR, 2002).

Na microscopia de fluorescéncia, a luz de um comprimento de onda
especifico € absorvida por moléculas especificas que estdo presentes na amostra,
e a energia ¢ transmitida na forma de luz, de um comprimento de onda maior
para um comprimento de onda de menor intensidade (fluorescéncia). Os
microscopios de fluorescéncia mais versateis usam luz incidente ou epi-
iluminagdo, em vez de luz transmitida (KAL; ALLAN-WOJM; MILLER, 1995).

Muitos componentes de alimentos de origem vegetal e animal
apresentam fluorescéncia inerente (autofluorescéncia). Nas plantas, esses
incluem pigmentos (por exemplo, clorofila e carotenoides), e compostos
fendlicos de alta e baixa massa molecular (por exemplo, lignina e 4cido
ferulico). Em tecidos animais, as principais fontes de autofluorescéncia sdo
osso, cartilagem, colageno, elastina e algumas gorduras. Outros
ingredientes, tais como vitaminas e aromatizantes ou temperos também sio
fluorescentes. Além da autofluorescéncia, existe uma grande variedade de
substancias chamadas de fluoréforos, que funcionam como corantes dos
componentes de interesse e sdo visiveis apenas quando visualizados no
microscépio (KAL; ALLAN-WOJM; MILLER, 1995).

Os fluorcromos podem ser divididos em duas grandes classes — os
intrinsecos e os extrinsecos, sendo os intrinsecos aqueles que emitem luz
naturalmente e os extrinsecos aqueles adicionados & amostra para
desempenharem a fung@o. Os fluordforos emitem luz geralmente na faixa de

comprimentos de onda do espectro visivel, ou seja, entre o infravermelho ¢ o
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ultravioleta. Alguns dos fluorcromos tipicos sdo a quinina, a fluoresceina, a
rodamina, o Vermelho do Nilo e o calcofluor. Fluoresceina e rodamina sio

fluorcromos usados para andlises de proteinas (VALEUR, 2002).

3.5 Reologia

A reologia criada em 1928 por E. C. Bigham ¢ a ciéncia que estuda o
escoamento e a deformacfo de materiais. As determinagdes reoldgicas permitem,
assim, obter informagdes sobre a forma como um determinado material reage
quando sujeito a uma solicita¢do de carater mecanico, que €, no fundo, a expressao
da sua estrutura que resulta, por sua vez, da sua composi¢io quimica, das diferentes
interagdes entre os seus varios componentes ¢ do processamento a que foi sujeito
(ALVES, 2003).

Na area alimentar, a reologia é uma area de conhecimento que tem
desempenhado um papel cada vez mais importante, quer do ponto de vista
fundamental quer do ponto de vista pratico. Do ponto de vista fundamental, de
forma a permitir uma melhor compreensio do comportamento mecanico dos
produtos alimentares, nem sempre facil de prever e interpretar, como consequéncia
da complexidade da sua composi¢do ¢ dos processos a que sdo submetidos. Com o
aumento da competitividade internacional, varios tipos de sistemas
proteina/polissacarideo vém sendo utilizados na industria alimenticia de forma
inovadora, uma vez que, sdo esses dois tipos de biopolimeros os responsaveis pelo
edificio estrutural dos alimentos, como resultado das intera¢des que estabelecem
entre si ¢ com os outros componentes do sistema. Contudo, a natureza exata das
interacdes nesses sistemas €, ainda hoje, objetivo de debate, nele a reologia vem
desempenhado um papel determinante (CASTRO, 2003).

Do ponto de vista pratico, devido as suas implica¢des tecnologicas, como,
por exemplo, no melhoramento e controle das propriedades funcionais de produtos

convencionais e no desenvolvimento de novos produtos, para um produto alimentar
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ser aceito pelos consumidores, cada vez mais exigentes, terd que reunir
determinadas propriedades mecanicas/sensoriais. Estas sfo determinantes, por
exemplo, na aceitabilidade de varios produtos alimentares, onde a avaliagdo objetiva
dessas caracteristicas é do dominio da reologia (CASTRO, 2003).

O conhecimento do comportamento reoldgico dos alimentos € util ndo
somente para o controle de qualidade do produto, mas principalmente para o
dimensionamento de sistemas de tubulagdo, trocadores de calor, filtros, bombas,
avaliar a textura dos produtos em relacdo a parametros sensoriais, determinar a
relagdo de ingredientes no desenvolvimento de novos produtos, entre outros. O
comportamento reologico dos materiais ¢ muito variado ¢ complexo. Além da
natureza do material esse comportamento pode se diferenciar dependendo das
condicdes a que o material encontra-se submetido, sendo o nivel de tensdo,
velocidade de deformacdo, tempo e temperatura determinantes nesse
comportamento (STEFFE, 1996; VASQUES, 2003).

Os materiais, segundo Schramm (2006), podem ser sélidos ideais ou fluidos
ideais. Os so6lidos ideais sdo aqueles que se deformam elasticamente, e a energia
requerida para a deformagdo ¢ completamente recuperada quando a tensdo &
removida. Ja os fluidos ideais sfo os liquidos e gases que se deformam
irreversivelmente, fluem; e a energia requerida para a deformacéo ¢ dissipada sob a
forma de calor e no pode ser recuperada pela remocdo da tensdo. Os corpos reais
n3o sdo nem sdlidos ideais e nem fluidos ideais. A grande maioria dos materiais
apresenta um comportamento reologico que os classifica entre sélido e liquido: sdo
elasticos e viscosos, portanto, chamados de viscoelasticos.

A viscosidade ¢ a propriedade associada a resisténcia que o fluido oferece a
deformacao por cisalhamento. De outra maneira, pode-se dizer que a viscosidade
corresponde ao atrito interno nos fluidos devido, basicamente, as interacdes

intermoleculares, sendo, em geral, fun¢ao da temperatura (LIVI, 2004).
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A viscosidade de um fluido ndo ¢ uma propriedade que pode ser medida
diretamente, portanto a forca, o torque e a rotagdo a que o fluido esta submetido
¢ que fornecem o valor da viscosidade através de modelos desenvolvidos para
tratar esses dados. Para fluidos newtonianos a viscosidade é obtida através de
uma Unica medida de tensdo de cisalhamento e taxa de deformagio. Porém, para
identificar se um fluido é newtoniano ou ndo newtoniano sdo necessarios varios
dados de tensdo de cisalhamento nas correspondentes taxas de deformacao, para
entdo se avaliar o comportamento de um fluido e adotar um modelo de
comportamento reologico (STEFFE, 1996).

De acordo com o seu comportamento os fluidos podem ser classificados
como Newtonianos ¢ ndo Newtonianos, conforme ilustra a Figura 9. Os fluidos que
seguem fluxo newtoniano incluem 4gua, etanol, benzeno, éter etilico, glicerina e 6leo
de mamona, j4 os fluidos ndo newtonianos incluem pastas, gomas, emulsdes, massas €

argilas, sendo a classificagdo da maioria dos fluidos alimenticios.

FLUIDO

y

| Dependente do tempo | | Independente do tempo
y
| Tixotropico | | Reopético |

y N
I Lei da Poténcia | | Plastico de Bingham I | Herschel-Bulkley

Figura 9 Classificagdo do comportamento reoldgico de fluidos
Fonte: Sato (2009)
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Segundo Van Wazer (1966) o termo “viscosidade” ¢ usado somente para
fluidos Newtonianos. No caso das emulsdes analisadas, que foram classificadas
como fluidos ndo Newtonianos, a viscosidade € avaliada a uma dada taxa de
deformagdo e ¢ denominada “viscosidade aparente”. Segundo Vasques (2003) o
conceito de viscosidade aparente ndo ¢ muito 1til para projetos, ja que varia com
a taxa de deformagdo. Entretanto, ¢ um dado procurado pelas industrias para

controle de qualidade dos produtos.
> Fluidos Newtonianos

As propriedades reoldgicas de fluidos newtonianos sdo independentes
da taxa de cisalhamento e do historico anterior de cisalhamento, e
dependentes somente da composi¢do e temperatura (VIDAL, 2000). Para um
fluido newtoniano ideal, a tensdo de cisalhamento ¢ uma fungdo linear da
taxa de cisalhamento, ¢ a constante de proporcionalidade para essa relacdo p
¢ chamada de viscosidade newtoniana. Muitos alimentos, como leite, suco de
macgd, suco de laranja, vinho e cerveja exibem um comportamento
newtoniano (SHARMA; MULVANEY; RIZVI, 2000).

Os fluidos que seguem a Lei de Newton da viscosidade, ou seja,
apresentam uma relagdo linear entre a tensdo de cisalhamento (o) e a taxa de
deformacio (y.) conforme a equagéo 1:

=Xy ()
em que, 1 = viscosidade do fluido (Pa.s).
» Fluidos nio Newtonianos
Fluidos n3o newtonianos sdo caracterizados como todo o fluido cuja

relagdo entre tensdo de cisalhamento e taxa de deformacdo nfo for linear e/ou

ndo passar pela origem, podendo ser classificados como dependentes ou
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independentes do tempo. No primeiro caso, a viscosidade aparente do fluido
varia tanto com a taxa de deformag@o quanto com a durag@o de sua aplicag@o,
podendo ser classificados como tixotrdpicos ou reopéticos. A diminui¢do da
viscosidade aparente com o tempo de cisalhamento, a uma condi¢do constante
de temperatura e taxa de deformacfo, caracteriza um material tixotrdpico,
enquanto que fluidos que tém a sua viscosidade aparente aumentada com o
tempo sdo denominados reopéticos. Grande parte dos fluidos alimenticios como
pastas de frutas e vegetais, “kefchup”, mostarda ¢ comida de bebé apresentam
comportamento tixotropico (BARBOSA-CANOVAS; IBARZ; PELEG, 1993;
CHOIL YOO, 2004).

Para fluidos ndo newtonianos o termo viscosidade é substituido por
Nap que € a viscosidade aparente e ¢ funcdo do gradiente de velocidade

(VIDAL, 2000), conforme equagio 2:
)

Nap =

= | ta

em que: Nap = Viscosidade aparente (Pa.s),
o = Tensio de cisalhamento (N.m” = Pa),
vy = Taxa de cisalhamento (s).

» Fluidos Pseudoplasticos

Neste grupo encontra-se a maioria dos fluidos de componentes de
comportamento ndo newtoniano. S3o fluidos independentes do tempo, sem
tensdo residual, que comegam a escoar sob a acdo de tensdes de cisalhamento
infinitesimais (VIDAL, 2000).

Esse tipo de fluido demonstra um decréscimo na viscosidade com um
aumento na tensdo de cisalhamento (MCCLEMENTS, 2005), sendo que a taxa
de cisalhamento versus a tensdo de cisalhamento forma uma linha convexa
(SHARMA; MULVANEY; RIZVI, 2000). Esses fluidos em repouso apresentam

um estado desordenado, e quando submetidos a uma tensdo de cisalhamento,
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suas moléculas tendem a se orientar na direcdo da forga aplicada. Quanto maior
a tensdo aplicada, maior sera a ordenacdo. Consequentemente, a viscosidade

aparente serd menor (HOLDSWOETH, 1971).

1. Liquido em repouso

/“_‘:‘—-/\ G‘:\W °oooo - ’:
=12 géﬁ?/ﬁ? . © g

2. Liquido escoando na diregdo das setas

====|[ ~— || oo~ ===
M = M ™M & O 5% =™

— T — - O o 2

Orientagdo Estiramento Deformagao Desagregagio

Figura 10 Representacdo esquematica de um fluido (1) Fluido em repouso (2)
Fluido apés a aplicag@o de uma taxa de cisalhamento
Fonte: Schramm (2006)

Alguns exemplos de fluidos pseudoplasticos sdo: sucos de frutas
concentrados, puré de macga, pasta de amido e proteinas (RHA, 1978). Em
geral, os purés de frutas e vegetais sdo fluidos pseudoplésticos. A
consisténcia desses produtos ¢ um importante pardmetro de qualidade

industrial (IBARZ; BARBOSA-CANOVAS, 1996).

> Fluidos Dilatantes

Os fluidos dilatantes apresentam o comportamento inverso ao fendmeno da
pseudoplasticidade, ou seja, a viscosidade do fluido aumenta a medida que aumenta
a taxa de cisalhamento. Esse tipo de fluxo somente ¢ encontrado em liquidos que
contétm uma alta propor¢do de particulas rigidas insoluveis em suspensdo
(BOURNE, 2002). Alguns tipos de mel e suspensdes de amido se enquadram nessa
categoria (SHARMA; MULVANEY; RIZVI, 2000; STEFFE, 1996).
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> Fluidos de Bingham

Segundo Mc Clements (2005), o fluido de Bingham se comporta como
um so6lido sob condig¢des estaticas. Certa quantidade de forga deve ser aplicada
antes que o fluxo seja induzido (tensdo inicial). Alguns exemplos de fluidos
alimenticios que representam esse comportamento sdo: molhos de tomate,
maionese, clara de ovo batida e margarina (BOURNE, 2002). Na figura 11,
temos as curvas de escoamento dos fluidos independentes do tempo, podendo

estes apresentar ou ndo tensao residual para o inicio do escoamento.

Pseudoplastico com tenséo residual

Bingham

Pseudoplastico

Newtoniano

Dilatante

Tensédo de cisalhamento (Pa)

<,

Taxa de deformacéao (1/s)

Figura 11 Curva de escoamento para varios tipos de fluidos independentes do tempo
Fonte: Sato (2009)

» Fluidos Tixotropicos

Fluidos desse grupo apresentam um comportamento reoldgico
dependente do tempo. Um fluido tixotrépico € aquele no qual a viscosidade
aparente diminui com o tempo quando o fluido ¢ submetido a uma taxa de
cisalhamento constante. Fluidos desse tipo sdo conhecidos por conter pequenas

particulas (cristais ou biopolimeros) que sdo mantidos juntos por forcas fracas. O
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cisalhamento do material separa as particulas agregadas e entio ocorre uma
menor resisténcia ao escoamento e a viscosidade decresce com o tempo até um
valor constante ser alcancado (MCCLEMENTS, 2005).

A existéncia de tixotropia revela a existéncia de uma estrutura interna
que apos a destruigdo a que ¢ sujeita pela tensdo de corte, ndo se refaz do mesmo
modo como existia inicialmente, no tempo de analise considerado. Esse
comportamento revela a existéncia de elasticidade dos materiais, a quantidade de
energia acumulada e dissipada pelo sistema, como resultado da deformac?o, nio
¢ igual (ALVES, 2003).

As propriedades reologicas dos materiais viscoeldsticos sdo também,
normalmente, descritas a partir do modulo complexo dinamico (G* em Pa) como
demonstrado a Equacéo 3:

G*=G"+1i.G" (3)

&
Tixotrasicos
T
e A Heopalicos
« '}
c (Pa) Fallrve #
I-t"l .;."'. f.l"l I‘II'I
‘I F ", ll;
'y ¢/
!Ir r'f __fk
IlI -II; = - _,—j
ll _ﬂ —F"_ -.-"- ;
I|"I __z‘f T =
R
[ .._
=
(s )

Figura 12 Curva de escoamento de fluidos dependentes do tempo
Fonte: Haminiuk (2007)
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» Fluidos Viscoelasticos

Muitos produtos alimenticios ndo sdo liquidos puros ou solidos puros,
mas possuem propriedades reologicas que s3o parcialmente viscosas e
parcialmente elasticas (MCCLEMENTS, 2005). Quase todas as solugdes, de
polimeros, mesmo diluidas, apresentam comportamento viscoeldstico, € muitas
vezes, esse comportamento ndo é detectado por instrumentos nio preparados
para essas medidas. Clara de ovo é o exemplo tipico do comportamento
viscoelastico (VIDAL, 2000).

De maneira geral, a maior parte dos alimentos mostra comportamento
pseudoplastico e tixotrdpico, ou seja, a viscosidade aparente diminui a medida
que a taxa de deformag@o e o tempo de cisalhamento aumentam, devido a
orientagdo das moléculas na dire¢do do escoamento ¢ a quebra de agregados,
que tornam a resisténcia a0 movimento cada vez menor como mostrado na

figura 13 (BARNES; HERTTON; WALTER, 1989).

Em repouso Cisalhamento ———

Quebra dos
agregados

Alinhamento das particulas
com o escoamento

Figura 13 Efeito do cisalhamento sobre o comportamento de particulas e agregados
Fonte: Barnes, Hertton ¢ Walter (1989)

Devido as grandes variagdes mnas caracteristicas dos fluidos,
pesquisadores observaram curvas de escoamento obtidas experimentalmente, e

através dessas curvas obtiveram modelos matematicos que podem ser ajustados
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para cada fluido especifico descrevendo seu comportamento reoldgico. Os
modelos reologicos sdo uteis para relacionar propriedades reologicas de um
fluido com grandezas praticas, como concentragdo, temperatura, pH, indice de
maturagdo, entre outros. Esses modelos podem ser isotérmicos ou ndo
isotérmicos. No primeiro caso, descrevem o comportamento de um fluido a uma
temperatura fixa, ¢ no ultimo, incluem relagdes especificas, como fun¢des da
temperatura. Dependendo do modelo utilizado, possuem ou ndo tensdo inicial
(VIDAL, 2000).

Na Figura 13 séo representados as equagdes e os valores caracteristicos
dos parametros para as diferentes classifica¢des dos fluidos, além dos exemplos

mais encontrados dentro de cada classificagéo.

Classificacio

Equacéo Constitutiva o, k n Exemplos Tipicos
Do Fluido
Herschel - Bulkley o=a, tk(y) 20 >0 O<new Lostpele p]c.ado, pasta
uva passa.
. e R Agua, leite, mel, suco de
Newtoniano o=k(y) 0 =0 1 frata clarificado.
L -~ . R Puré de banana, suco
Pseudopléstico o=k(y) 0 >0 0<mn<l concentrado de laranja.
uspensio 40% de ami
Dilatante s=k(7)" 0 >0 l<n<o Suspensdo 40% de anmdo
de milho.
Plastico Bingham c=0,+k(y) >0 >0 1 Pasta de dente, puré de
tomate.
i i Suspensoes de particulas em
Casson (G)O'j =0, tk(y )0'3 >0 >0 0,5 melo newtoniano, como

chocolate.

Figura 14 Classificagdo dos modelos reoldgicos aplicados a curvas de
escoamento em ensaios estaciondrios
Fonte: Steffe (1996)

Emulsdes, ou seja, as dispersdes de goticulas de liquido em um liquido
continuo sdo objetos muito interessantes para investigacdes reoldgicas. Durante o

século passado, os estudos de emulsdes, sob deformagio, foram o tema de vastos e
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sistematicos trabalhos tedricos e experimentais. Muitos cientistas e engenheiros
participaram dessas investigacdes. O interesse persistente e incessante em
compreender a natureza e as peculiaridades das propriedades reologicas das emulsdes
¢ determinado pelo desafio dado por numerosos ¢ inesperados efeitos observados no
fluxo de emulsdes. Esse interesse também ¢ motivado pelos problemas da industria,
que produz e consome centenas de milhares de toneladas de emulsdes com diferentes
constitui¢oes, propriedades e fungdes. Devido a grande abundancia de compostos e a
variagdo na natureza desses compotos, que compdem esses sistemas, cada emulsao se
comporta de uma maneira diferente (DERKACH, 2009).

A analise das propriedades reoldgicas das emulsdes apresenta similaridades e
contradi¢des com o comportamento de dispersdes que sdo sistemas em que particulas
solidas estdo dispersas em uma matriz liquida. Isso ¢ natural, pois quando a
viscosidade das goticulas de uma emulsdo torna-se muito alta, essas formam
suspensoes, as quais sdo um caso limite entre emulsdes e dispersdes. Portanto, as duas
teorias fundamentais utilizadas para suspensdes representam a base da tedria e do
tratamento dos dados experimentais para as emulsdes (DERKACH, 2009).

Na formagio das emulsdes o agente emulsionante ou polimero necessario
para estabilizar as gotas contra a coalescéncia também podem induzir interacdes
atrativas, as quais afetam as propriedades reoldgicas. Acima de uma concentragdo
critica, por exemplo, o excesso de agentes emulsificanes pode afetar a forma das
micelas ou gerar agregados constituidos inteiramente de moléculas desses compostos.
Estes podem induzir uma atragfio entre as gotas da fase dispersa. Um novo pardmetro
de escala adimensional, o "numero de fluxo de exaustdo" (Fl), descreve a viscosidade
relativa de emulsdes estabilizadas com tensoativos de determinada fragdo de volume,
representando os efeitos do tamanho das gotas, a viscosidade da fase continua e
concentragdo de agente emulsificante. O nimero de fluxo de exaustio ¢ a relagdo
entre a energia necessaria para separar as goticulas e a exaustdo da energia que se opde

a essa separa¢do (JASEN; AGTEROF; MELLEMA, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio do ora-pro-nébis

As folhas de ora-pro-nobis frescas foram obtidas na cidade de Itutinga, MG.
As folhas foram colhidas e transportadas em sacos de polietileno para o Laboratério
de Refrigeragdo de Alimentos, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Lavras. No laboratério as folhas foram selecionadas,
lavadas, pesadas e armazenadas em sacos de polietileno selados em seladora, em
porcdes de 1 Kg, prontas para serem submetidas ao processo de extragcdo. O material

foi entdo armazenado em freezer até a realizagdo do experimento.
4.2 Extracio dos hidrocoloides

O processo de extragdo dos hidrocoloides foi feito segundo o processo
otimizado por Lima Junior et al. (2013).
A etapa de secagem foi realizada por dois métodos diferentes, sendo

eles, secagem em estufa a vacuo e em liofilizador.
e Secagem em estufa a vicuo

O material centrifugado foi colocado em placas de Petri e submetido a
desidratagio em uma estufa a vacuo (Marca Nova Etica modelo: 440-2D) com

temperatura de 60 °C £ 2 °C por 24 horas.
o Liofilizacao

O material centrifugado foi colocado em recipientes de vidro com
tampas perfuradas, acondicionados em freezers por 24 horas a -18°C para
congelamento e submetidos a desidratagdo em liofilizador (marca Edwards,

modelo: L4KR.) por 24 horas.
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4.3 Preparo das gomas

Depois de obtido o produto em pd, pelos dois métodos de secagem, estes

foram reconstituidos em diferentes concentragdes.

4.3.1 Elaboracao da goma

Foram preparadas gomas em seis concentragdes diferentes: 0,50; 1,00;
1,50; 2,00; 2,50 e 3,00 (g de pd/ 100 g de goma) para cada método de secagem.
As gomas foram preparadas com agua destilada a 80°C, sendo agitadas por 30
minutos em agitador magnético ¢ mantidas em BOD a 4°C por 24 horas para

total hidratag@o.

4.4 Elaboracao das emulsoes

As emulsdes foram preparadas contendo 10g de dleo de soja comercial
(marca Mazola, fabricante Cargill) ¢ 40g de goma. A amostra foi submetida a
um agitador mecéanico (Marca lka Iabortechnik, modelo RW.20) por 5 minutos e
em seguida foi homogeneizada em um triturador (marca Tecnal, modelo TE102)

na velocidade de 20500 rpm por 5 minutos.

4.5 Reologia

O estudo do comportamento reologico das emulsdes foi feito utilizando-
se o redmetro HAAKE RheoStress 6000 (marca Thermo Scientific) acoplado a
um controlador de temperatura HAAKE UTM Controller (marca Thermo
Scientific). As analises foram realizadas com placas paralelas com 34,997 mm
de didmetro com GAP de 1mm.

Nos ensaios oscilatérios, primeiramente foram realizadas varreduras de

tensdo para a determinagdo do intervalo de viscoelasticidade linear.
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Com um valor de tens@o fixo dentro do intervalo de viscoelasticidade
linear, varreduras de frequéncia de 1,0 a 10 Hz foram efetuadas a temperatura de
20°C. Para a andlise da tixotropia foram aplicadas rampas de rotagdo variando-
se a taxa de deformacéo.

Foi realizada a andlise da influéncia da temperatura na viscosidade
aparente das emulsdes, variando-se a temperatura de 10 a 90°C.

A andlise do comportamento reoldgico das emulsdes foi feita em todos

os tratamentos, com duas repetigdes cada. Cada teste foi realizado em duplicata.

4.5.1 Tixotropia

A verificagdo da existéncia da tixotropia foi feita através da avaliagdo
das curvas de escoamento obtidas variando-se a taxa de deformacéo ( y ) durante
um periodo de tempo, mantendo-se a temperatura constante a 20°C.

A programagao para quantificar o valor de tixotropia utilizada consiste em:

(i) rampa de aumento de taxa de deformagio de 0 a 300 (s™) por um

periodo de 2 minutos;

(i) rampa de redugdo da taxa de deformagdo de 300 a 0 (s™) por um

periodo de 2 minutos.

4.5.2 Curva de Fluxo

Para quebrar a tixotropia, eliminando a influéncia do tempo no
comportamento do escoamento das emulsdes, todas as amostras foram
submetidas a uma faixa de taxa de deformacéo de 0 a 300 s durante 2 minutos
para curva de subida e 300 a 0 s™' para a descida. Apds esse procedimento foram
geradas as curvas de fluxo para caracterizagdo reoldgica das amostras.

A curva de fluxo foi obtida através de uma curva de escoamento
variando-se a taxa de deformagdo de 0 a 300 s durante um periodo de 2

minutos a temperatura de 20°C.
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Os dados experimentais das curvas de fluxo (tensdo de cisalhamento
versus taxa de deformagdo) foram ajustados aos modelos reoldgicos Lei de

Newton, Lei da Poténcia e Herschell-Buckley.

4.5.3 Varredura de frequéncia

A varredura de frequéncia foi realizada através de um teste oscilatorio
com tensdo de cisalhamento fixa de 0,01 Pa variando-se a frequéncia entre 1 a
10 Hz. A tens@o de cisalhamento de 0,01 Pa foi determinada através de pré-
testes verificando-se a viscoelasticidade linear.

O teste de viscoelasticidade linear serve para mostrar a maxima tensao
que se pode aplicar a um material sem que ocorra a ruptura da sua estrutura
interna, isso porque na regido viscoelastica linear, ndo ¢ observada dependéncia
da deformagio e da tensdo em relagdo a frequéncia.

A obtencdo das leituras foi realizada de forma logaritmica.

4.5.4 Varredura de temperatura

A varredura de temperatura foi realizada entre as temperaturas de 10 e
90°C. Foi utilizado um teste ocilatorio a uma tensdo de cisalhamento controlada de

0,01 Pa e frequéncia de 1,00 Hz. A distribui¢do dos dados foi feita de forma linear.

4.6 Capacidade emulsificante

A capacidade de formacdo de emulsdo foi determinada segundo Lima
Janior et al. (2013). Foi preparada uma emulsio contendo 10g de dleo de soja
comercial (marca Liza, fabricante Cargill) e 40g de goma. A amostra foi
submetida a um agitador mecanico (Marca Ika Iabortechnik, modelo RW.20) por
5 minutos e em seguida foi homogeneizada em um triturador (marca Tecnal,
modelo TE102) na velocidade de 20500 rpm por 5 minutos. A capacidade de

emulsdo foi determinada pela equacio 4.
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CE(%} _ volume de emulsio x 100 (4)

volume total de fluido

Em que o volume de emulsdo ¢ o volume apds a agitagdo mecanica e
homogeneizagdo ¢ o volume total do fluido € o volume apds o dleo de soja e a

goma serem pesados juntos.

4.7 Estabilidade da emulsdo

Processos de desestabilizagdo pela acdo da gravidade s3o acelerados
quando as amostras sao submetidas a centrifugacdo permitindo avaliar a estabilidade
das emulsdes frente a esse tipo de procedimento (BONTORIM, 2009).

A estabilidade da emulsdo formada a partir da goma dos
hidrocoloides, foi determinada segundo Lima Janior et al. (2013). As
emulsdes preparadas foram deixadas em repouso por 30 minutos.
Posteriormente as amostras foram levadas a uma centrifuga refrigerada
(marca SPLabor, modelo SP-701) com rotagdo programada em 2700 rpm
(1271 x g) por 10 minutos, temperatura de 20°C e medido o volume final.

A estabilidade da emulsdo ¢ dada pela equacédo 5.

volume de smulsio final

x 100 (5)

EE(%) =

volume totalds fluido

Em que o volume de emulsio final, ¢ o volume apods a
desestabilizacdo da mesma na centrifuga ¢ o volume total do fluido € o

volume apds o dleo de soja e a goma serem pesados juntos.
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4.8 Microscopia otica

A microestrutura das emulsdes e a estabilidade das mesmas foram
analisadas através de um microscépio de luz (ML Meiji 5000, Meiji Techno
América, Santa Clara, CA, EUA), com uma camera fotografica acoplada (Cole-
Palmer 49901-35, Cole-Palmer, Vernon Hills, IL, EUA). Foram feitas imagens
da emulsdo apds o seu preparo e apos a centrifugagdo das mesmas para
determinag@o da estabilidade. As imagens foram feitas utilizando-se a objetiva
de aumento de 10x totalizando um aumento de 100x.

As imagens foram analisadas em triplicata, sendo medidas 30 goticulas
em cada imagem. Os resultados foram analisados por teste Tukey ou regressao,
dependendo da finalidade da analise, pelo pacote estatistico SAS licenciado pela

Universidade Federal de Lavras.

4.9 Analise das imagens

As imagens obtidas em microscopio otico de todas as emulsdes antes e
apos desestabilizagdo foram analisadas no programa Sigman Scan 5.0 para
obteng¢do do diametro médio.

A andlise das imagens das emulsdes preparadas com hidrocoloides secos
em liofilizador antes do processo de desestabilizag¢@o foi realizada para a avaliagdo

dos pardmetros primdrios e secundarios através do programa Sigman Scan 5.0.

4.10 Microscopia de fluorescéncia

A analise em microscopio de fluorescéncia foi realizada no microscdpio
Axio Observer Z1 (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Germany) com
uma camera (AxioVision 4,6 Image Program, Zeiss. GEP) acoplada. O
microscopio se encontra no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise

Ultraestrutural (LME) da UFLA, localizado no Departamento de Fitopatologia.
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Para a analise da microestrutura por microscépio de fluorescéncia foram
usados os seguintes fluorcromos: Calcofluor Branco (SIGMA-ALDRICH
18909-100 MG), Nile Red (SIGMA-ALDRICH N3013-100MG), Fluoresceina
Isotiacianato Isomero I, 90% (SIGMA-ALDRICH F2502-250 MG) e Rodamina
BP.A (DINAMICA CAS[81-88-9]).

A Fluoresceina Isotiacianato Isdmero I, 90% ¢ a Rodamina BP.A foram
preparadas para andlise segundo Schmitt et al. (2001), o Nile red segundo a ficha
de informag@o técnica ATT Bioquest®, Inc (2012).

O Calcofluor Branco foi utilizado segundo metodologia do fabricante,
adicionando a amostra uma gota do fluorcromo e uma gota de hidréxido de

potassio 10%.

4.11 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente
casualizado aplicado a um fatorial de (2x6). Os fatores foram: método de
secagem dos hidrocoloides (2) e concentracdo de hidrocoloides na goma usada
para preparo das emulsdes (6). As varidveis respostas foram capacidade de
formagdo de emulsdo, estabilidade da emulsdo formada, analises reologicas e
analise microscdpica.

O ajuste dos dados experimentais aos modelos reologicos foi feito utilizando-
se 0 pacote estatistico SAS licenciado pela Universidade Federal de Lavras.

As variaveis respostas foram avaliadas por meio da analise de variancia
(ANOVA), sendo realizado Teste Tukey ou regressdo (dependendo da resposta)
de diferenga significativa a 5% de probabilidade para os pardmetros

significativos a 5% de probabilidade, com auxilio do pacote estatistico SAS.
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5 RESULTADOS

5.1 Analises reologicas

As analises reologicas realizadas permitiram o estudo do comportamento
reologico das emulsdes preparadas pelos hidrocoloides obtidos pelos diferentes
métodos de secagem nas diferentes concentragdes bem como a avaliagdo da

existéncia de tixotropia e dos médulos elastico e viscoso.

5.1.1 Caracterizagdo do comportamento reologico

Na Tabela 1 encontram-se os dados de viscosidade (u) obtidos
através da Lei de Newton, indice de consisténcia (K) e indice de
comportamento de fluxo (n), obtidos através da Lei da Poténcia e
consisténcia (K), indice de comportamento de fluxo (n) e tensdo inicial (t),
obtidos pelo modelo Herschell-Buckley. Esses pardmetros foram obtidos
ajustando-se os dados experimentais de taxa de deformacdo e tensdo de
cisalhamento das curvas ascendentes, ou seja, aquelas em que a taxa de
deformacgdo aumenta.

Todos os parametros para os modelos Lei de Newton e Lei da Poténcia foram
significativos (p<0,01). Para o modelo Herschell-Buckley, os dados de indice de
consisténcia e indice de comportamento de fluxo foram significativos, ja os dados de
tensdo inicial foram significativos apenas nas emulsdes obtidas pelos hidrocoloides

secos em liofilizador nas concentragdes de 1,5%, 2,0%, 2,5% e 3,0%.



Tabela 1 Pardmetros reoldgicos para as emulsdes obtidas por hidrocoloides secos em estufa e em liofilizador nas
diferentes concentracdes segundo os modelos de Newton, Lei da Poténcia e Herschell-Buckley

Secagem | Concentracio PEi de.. Lei da. Herschell-Buckley
Newton Poténcia
Rz QMR n Rz QMR K n R QMR K n t
:E‘::;l:flaoﬁ, 0,3% 08720 0,1873 0006913* 09431 01230 0036267* 069063* 09449 01213 0,066751* 039562* -0,15196
1,0% 09262 04078 0020477* 09945 0,109  0100626*% 0,702820% 00946 01092 0095768*% 0,710691* 0030863
1.3% 09070 06834 0.0312% 0,99 02223  0,172438*% 0,680806* 09900 02228 0,164447* 0(,688300*% 0046391
2.0% 0,8659 15950 0063382* 09984 01729 0469531% 062588% 09984 01722 0439902* 0636046% 0139922
2.3% 09577 06324 0041302* 09688 0092146 0521845*% 0639051* 00073 01673 0,182819* 0.727979% 025049
3,0% 08702 23833F 0095777* 09987 02293 0,694469* (,629008% (0088 02280 O0,741805* 061963* 021916
Liofilizador 0,3% 0.8835 0,2375 0009713* 09633 01282 00534104* 0,679307F 09666 0,1261 0,031104* 0767759* 0,152307
1.0% 08701 067838 0027632* 09909 01734 0,19318%8* 0,634717F - - - - -
1,3% 08866 13804 0058400 09875 04496 0366667* 0,656907F 09800 04250 0,211267* 0.744514*% 0,94434%
2.0% 02688 22630 0091203* 09994 01312 0660434% 0627771* 09997 0104 0316377 066847*% 0 T6TEED*
2.3% 0.8344 30821 0,11327* 09980 02478 0O9T0387* 0,398577F 0999 (02302 0,811245*% 0626371*% 0690085*
3.0% 06711 37620 016372* 09983 0.401 2278686% 0307362% 00084 0383 26B06409% (Q48328* _116418%

u = viscosidade (Pa.s™); K = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice de comportamento de fluxo (adimensional); t = tensdo inicial
(Pa); R2 = coeficiente de determinagdo; QMR = quadrado médio do residuo

*Parametros significativos (p<0,01)



59

Pelos ajustes realizados, a Lei da Poténcia ¢ o modelo que
apresentou os melhores coeficientes de determinagdo (R*>0,94), bons
valores de quadrado médio do residuo e apresentou todos os pardmetros do
modelo significativo nos tratamentos (Tabela 1). O modelo da Lei da
Poténcia tem se mostrado, em muitos casos, adequado para os calculos de
engenharia ¢ devido a sua simplicidade tem sido amplamente utilizado
nesta area (RAO; ANANTHESWARAM, 1982).

As Figuras 15 (a) e (b) ilustra a variagdo da tensdo de cisalhamento em
funcdo da taxa de deformacdo aplicada, nas emulsdes preparadas com
hidrocoloides secos em estufa a vacuo e em liofilizador, respectivamente. Os
graficos apresentam os dados obtidos experimentalmente e as curvas de ajuste
ao modelo da Lei da Poténcia.

O comportamento apresentado nos reogramas ¢ tipico de fluidos nio
newtonianos, ou seja, as emulsdes obtidas por hidrocoloides secos pelos dois
métodos de secagem nas diferentes concentragdes nio apresentam uma relagao
linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagdo. Pode-se verificar
pelos reogramas que a relacdo entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
deformagdo formam uma curva convexa, o que segundo Scharma (2000),
caracteriza um fluido pseudopléstico. Os fluidos pseudoplasticos constituem a
maior parte dos fluidos ndo newtonianos.

O comportamento reoldgico das emulsdes depende da concentragdo
de goma, peso molecular de polissacarideo, presen¢a de grupos funcionais
e também do tipo e do grau de interag@o entre a proteina e o polissacarideo.
As emulsdes variam entre o comportamento newtoniano e pseudoplastico
(CAMPANELLA; DORWARD; SINGH, 1995). No entanto, a maioria das
emulsdes 6leo em dgua € classificada como fluido pseudoplastico (COIA;

STAUFFER, 1987; HENNOCK; RAHALKAR; RICHMOND, 1984).
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Figura 15 Reogramas da relagdo taxa de deformag@o e tensdo de cisalhamento:
ajuste pela Lei da Poténcia (a) emulsdes preparadas usando
hidrocoloides secos em estufa a vacuo (b) emulsdes preparadas
usando hidrocoloides secos em liofilizador
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De acordo com Vidal (2000), o comportamento pseudoplastico
analisado nas emulsdes indica que com o aumento do gradiente de velocidade as
emulsdes sofrem modificacdo da estrutura de cadeias longas de moléculas. Essas
cadeias tendem a se alinhar paralelamente as linhas de corrente, diminuindo a
resisténcia ao escoamento.

Moschakis, Murray e Biliaderis (2010) ao estudar a adigdo de quitosana e
goma arabica em emulsdes de dleo em 4agua como agentes emulsificantes
verificaram que as emulsdes formadas apresentam comportamento de fluidos
pseudoplastico. Segundo os autores esse comportamento ocorre quando as
interagdes intermoleculares sdo fracas e sugere a formagéo de uma rede fraca entre
as goticulas de 6leo. Ibanoglu (2002) ao estudar o comportamento reoldgico de
emulsdes com isolado proteico de leite e diferentes concentracdes de goma ardbica
verificou o comportamento pseudopléstico presente nessas emulsdes.

A influéncia do método de secagem e das concentracdes nos pardmetros
indice de consisténcia (k) e indice de comportamento de fluxo (n) do modelo da
Lei da Poténcia foram estudados estatisticamente (ANEXO A ¢ ANEXO B). O
método de secagem e as concentragdes influenciaram nos pardmetros do
modelo, resultando em diferengas significativas (p<0,05).

A Tabela 2 representa as médias obtidas para os pardmetros k e n das

emulsdes obtidas com os hidrocoloides secos pelos dois métodos.

Tabela 2 M¢dias dos pardmetros indice de consisténcia (k) e indice de
comportamento (n) em cada método de secagem

Método de secagem K N
Estufa a vacuo 0,2597 a* 0,7073 a
Liofilizador 0,9481 b 0,6305b

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste Tukey a 5%
de probabilidade
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Através da andlise das médias obtidas pode-se observar que as emulsdes
obtidas por hidrocoloides secos em liofilizador apresentaram maiores indices de
consisténcia, ja para o pardmetro indice de comportamento de fluxo a maior
média foi obtida pelas emulsdes nas quais os hidrocoloides secos em estufa a
vacuo foram utilizados. As emulsdes formadas pelos hidrocoloides secos em
liofilizador apresentam comportamento pseudopldstico mais evidente que as
emulsdes formadas pelos hidrocoloides secos em estufa a vacuo por
apresentarem menor valor para o indice de comportamento de fluxo.

A influéncia da concentragdo nos pardmetros reologicos, indice de
consisténcia (k) e indice de comportamento (n), foram modelados
estatisticamente pelas equagdes representadas na Tabela 3. Os modelos foram
testados quanto a falta de ajuste e significAncia dos parametros da regressdo. Os
pardmetros da regressdo foram significativos (p<0,05) para o modelo de
primeiro grau e os modelos apresentaram coeficientes de exatiddo proximos a
80% (ANEXO C e D). A partir do modelo de primeiro grau os pardmetros de

regressdo deixam de ser significativos.

Tabela3 Modelos estatisticos do efeito da concentracdo de hidrocoloides nos
parametros reologicos das emulsdes

Parametro reologico Modelo de regressio R?
N Y =-0,0925 * C + 0,0831 R2=10,8104
K Y =-0,5734 * C + 0,6727 R2=0,7974

C = concentra¢do de hidrocoloides; K = indice de consisténcia (Pa.s"); n = indice de
comportamento de fluxo (adimensional)

Os graficos 1 e 2 apresentam os dados observados ¢ a linha de ajuste
para os parametros n e k respectivamente, em relagdo as concentragdes de

hidrocoloides utilizadas no preparo das gomas.
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Os valores de indice de comportamento de fluxo das emulsdes
analisadas foram, de modo geral, influenciados negativamente pelo
aumento da concentracdo de hidrocoloides, apresentando o menor valor
quando se utiliza hidrocoloides na concentragdo de 3,0%. Segundo Wu et
al. (2009) em geral com o aumento da concentracdo o valor de n tende a
cair chegando a faixas de 0,15 a 0,25 em concentragdes muito elevadas.

No caso das emulsdes estudadas a redugdo no valor de n ocorre
possivelmente devido ao aumento na concentragdo de proteinas e
polissacarideos (hidrocoloides) na fase dispersa da emuls@o (4dgua) que
possibilita a formac¢do de uma rede ¢ o aumento do numero de goticulas de
o0leo de menor didmetro devido a maior repulsdo gerada pelos
hidrocoloides. Sendo assim, com o aumento da concentragdo de
hidrocoloides as emulsdes afastam-se da condi¢do de fluido newtoniano (o
valor de n afasta-se de 1), apresentando comportamento pseudopléstico
mais evidente.

Wu et al. (2009) ao estudarem as emulsdes nas quais o agente
emulsificante usado eram gomas que apresentavam o polissacarideo
galactomanana verificaram comportamento semelhante, tendo os valores do
pardmetro n reduzidos com o aumento da concentragdo, com isso as
emulsdes estudadas apresentaram comportamento mais pseudopldstico em
maiores concentragdes do polissacarideo.

J4 os valores de indice de consisténcia sofreram influencia positiva em
relagdo ao aumento das concentragdes de hidrocoloides utilizados, apresentando
o maior valor para o pardmetro na concentragdo de 3,0%. O indice de
consisténcia ¢ um pardmetro que também informa a viscosidade de um fluido.
Por isso, segundo Ibanoglu (2002) e Vasques (2003) o indice de consisténcia
aumenta com o conteudo de solidos e decresce com a temperatura. Um teor em

solidos mais elevado, geralmente, provoca um aumento na viscosidade
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resultante do aumento da restrigdo de movimento molecular devido a
emaranhamentos entre cadeias poliméricas (BHATTACHARYA; BHAT;
RAGHUVER, 1982; MASKAN; GOGUS, 2000).

Ibanoglu (2002) verificou que com o aumento na concentragio de
goma arabica utilizada em emulsdes estabilizadas com proteina do leite
ocorre o aumento nos valores do parametro de indice de consisténcia, assim
como ocorreu com as emulsdes estabilizadas por hidrocoloides extraidos do
ora-pro-nobis. Pelos pardmetros analisados do modelo da lei da poténcia,
pode-se verificar que quanto maior for a concentracdo de hidrocoloides
extraidos do ora-pro-noébis no preparo das emulsdes mais evidente sera o
comportamento pseudoplastico dessas emulsdes.

A Figura 16 ilustra a variagdo da viscosidade aparente das emulsdes
em relacdo a taxa de cisalhamento aplicada. A Figura 16 (a) apresenta o
comportamento de viscosidade aparente para as emulsdes preparadas
usando hidrocoloides secos em estufa a vacuo nas diferentes concentragdes.
A Figura 16 (b) representa a variagdo da viscosidade aparente em relacio a
taxa de cisalhamento aplicada para as emulsdes nas quais os hidrocoloides

secos em liofilizador foram utilizados em diferentes concentracdes.
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Figura 16 Reogramas da relagdo viscosidade e taxa de deformacédo para
(a) emulsdes preparadas usando hidrocoloides secos em estufa a vacuo;
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67

Assim como no estudo realizado por Ibanoglu (2002) em que o autor
verificou a variagdo da viscosidade aparente com a taxa de deformac@o aplicada,
através da andlise dos graficos pode-se verificar que os dois métodos de secagem
e todas as concentrac¢des de hidrocoloides utilizadas resultaram em emulsdes nas
quais a viscosidade aparente diminui com o aumento da taxa de deformagéo.

Segundo Holdswoeth (1971) isso ocorre porque esses fluidos
apresentam as moléculas desordenadas quando estdo em repouso, as quais
comecam a se ordenar com a tensdo aplicada. Sendo assim, quanto maior a
tensdo aplicada, maior é a ordenacdo e consequentemente menor é a
viscosidade aparente. Além disso, com o aumento da taxa de cisalhamento
aplicada, os polimeros podem se desintegrar e alinharem-se ao fluxo,
oferecendo menor resisténcia a este ou pode ocorrer a quebra de possiveis
agregados coloidais, o que também resultaria em uma diminui¢do nos valores
de viscosidade aparente (CAMPANELLA; DORWARD; SINGH, 1995).

As emulsdes preparadas usando hidrocoloides secos em estufa a vacuo
apresentam valores de viscosidade aparente menores do que aquelas em que
foram utilizados hidrocoloides secos em liofilizador. Isso pode ter ocorrido
devido ao uso das altas temperaturas durante a secagem dos hidrocoloides na
estufa a vdcuo, o que pode desintegrar os polimeros ou desnaturar proteinas
formando cadeias mais simples, resultando em emulsdes com maior facilidade
ao escoamento. No entanto, dentro de cada método de secagem os valores de
viscosidade aparente, em cada taxa de deformacdo, sdo maiores quanto maior for
a concentragéo de hidrocoloides utilizada.

Segundo Goff e Jordan (1989), o aumento na quantidade de proteinas na
interface das goticulas reduz a tensdo interfacial e aumenta ligeiramente a
viscosidade da emulsdo. Além disso, dentro das concentragdes usadas, quanto
maior a quantidade de hidrocoloides maior € a quantidade de interagdes entre as

fases da emulsdo através de ligagdes, favorecendo o aumento da viscosidade
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aparente. A viscosidade aparente das emulsdes foi analisada sob taxa de
deformacio fixa 100s”. O pardmetro foi avaliado nessa taxa de deformagio
porque ¢ tipica para os processos de alimentacdo, tais como o fluxo através de
tubos na industria, processos de agitagdo ¢ mastigagdo (McCLEMENTS, 2005).
Na Tabela 4 estdo representados os valores de viscosidade aparente para as
emulsdes obtidas por hidrocoloides secos pelos dois métodos nas diferentes

concentragoes.

Tabela4 Valores de viscosidade para as emulsdes sob taxa de deformagio 100s™
Viscosidade aparente (Pa.s)

Concentracao Estufa a viacuo Liofilizador
0,5% 0,008 0,011
1,0% 0,026 0,035
1,5% 0,039 0,073
2,0% 0,083 0,119
2,5% 0,098 0,152
3,0% 0,126 0,236

Através da andlise estatistica verificou-se que os métodos de
secagem interferem na viscosidade aparente da emulsdo (p<0,05), sendo
que as emulsdes obtidas por hidrocoloides secos em liofilizador apresentam
uma viscosidade aparente sob taxa de deformacgio de 100s™ maior que a
viscosidade das emulsdes obtidas por hidrocoloides secos em estufa a
vacuo (ANEXO E). As concentragdes de hidrocoloides usadas na formagéo
das emulsdes também apresentaram influencia na viscosidade aparente sob
taxa de deformacdo de 100s™" (p<0,05).

A Tabela 5 demonstra as médias das viscosidades aparente nas
diferentes concentragdes usadas. As viscosidades seguidas por mesma letra

ndo apresentam diferenca significativa entre si (p>0,05).
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Tabela5 Médias das viscosidades aparentes avaliadas sob taxa de deformagio 100s™

Concentracio (%) Viscosidade aparente (média) (Pa.s)
0,5 0,010 a
1,0 0,031ab
1,5 0,056 ab
2,0 0,10l abc
2,5 0,125bc
3,0 0,181 c

*M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p>0,05) (ANEXO E)

Pode-se analisar que as maiores médias de viscosidade aparente foram
observadas quando se utiliza as maiores concentragdes de hidrocoloides. O
aumento na concentracdo de hidrocoloides acarreta o aumento na retencio de
agua e aumentam as interagdes intermoleculares na emulsdo resultando em uma
maior viscosidade aparente. Observa-se também que as concentragdes de 2%,
2,5% e 3% sdo as emulsdes que apresentaram a maior viscosidade aparente nio

diferindo entre si neste parametro.

5.1.2 Tixotropia

A andlise do comportamento tixotropico foi realizada aplicando-se as
emulsdes aumento de tensdo de cisalhamento e a posterior reduco da tensdo sob uma
taxa de deformacdo constante. O estudo revelou que as emulsdes sdo fluidos
dependentes do tempo, ou seja, aplicando-se uma taxa de cisalhamento constante a
viscosidade aparente das emulsdes diminui com o tempo de aplicagdo.

O comportamento tixotrépico das emulsdes pode ser verificado e
quantificado pela diferenca das areas existentes entre as curvas de subida (aumento
da tensdo de cisalhamento) e descida (redu¢@o da tensdo de cisalhamento), ja que em
fluidos tixotropicos quando se aumenta a tensdo de cisalhamento ocorrem
modificagdes na estrutura interna. Essas modifica¢des sdo reversiveis, sendo assim,

quando se diminui a tensdo aplicada ao material ou deixando o material em repouso
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por um periodo de tempo, o mesmo recupera sua viscosidade inicial. A area

delimitada entre as curvas de aumento e redugdo da tensdo de cisalhamento é

referida como histerese (LEE; MOTURI; LEE, 2009).

A Figura 17 (a) e (b) demonstra os reogramas obtidos para as emulsdes pelas

curvas de escoamento com aumento e reducéo da tensdo de cisalhamento aplicados.
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Figura 17 Reogramas obtidos pelas curvas de escoamento com aumento e redugio
da tensdo de cisalhamento aplicada sob taxa de deformagdo constante (a)
emulsdes preparadas usando hidrocoloides secos em estufa (b) emulsdes
preparadas usando hidrocoloides secos em liofilizador
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Os reogramas representados na Figura 17 (a) e (b) mostram que nas emulsoes
preparadas com hidrocoloides secos em estufa a vacuo nas concentra¢des de 2,0%,
2,5% e 3,0% e em emulsdes nas quais se utilizou hidrocoloides secos em liofilizador
(exceto nas concentragdes de 0,5% e 1,0%) existe a presenga de histerese, ou seja, a
curva de subida (aumento da tens@o de cisalhamento) ndo coincide com a curva de
descida (diminui¢o da tensdo de cisalhamento). Além disso, a curva de descida esta
sob a curva de subida demonstrando que essas emulsdes s3o fluidos com
comportamento tixotropico.

Pode-se verificar que o comportamento tixotropico € mais evidente quanto
maior ¢ a concentragdo de hidrocoloides nas emulsdes, evidenciado pela maior area
entre as curvas.

Com maiores concentragdes de hidrocoloides tem-se uma maior quantidade
de interagdes intermoleculares e a formagao de pequenos agregados. Com o aumento
da tens@o de cisalhamento aplicada, essas interagdes podem ser quebradas e os
agregados desfeitos, diminuindo assim a resisténcia do fluido ao escoamento,
diminuindo a viscosidade. Essa estrutura interna néo ¢ refeita, no tempo de analise, ao
se reduzir a tensdo de cisalhamento, evidenciando o comportamento tixotrdpico.

O célculo da tixotropia foi feito pela diferenga entre as areas sob as curvas de
aumento e redugdo da tens@o de cisalhamento. Os valores médios de tixotropia das
emulsdes estio representados na Tabela 6.

Tabela 6 Valores médios de tixotropia para emulsdes usando hidrocoloides secos
em estufa a vacuo e em liofilizador nas diferentes concentragdes

Secagem
Concentracio  Estufa a vacuo (E) (Pa.s”)  Liofilizador (L) (Pa.s”)

0,5% -12 ab* -125a
1,0% -34 a -33a
1,5% -18 ab 99 a

2,0% 119 ¢ 764 b
2,5% 42b 899 b
3,0% 356d 1289 ¢

*Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
(p<0,05) (ANEXO G e H)
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Através da andlise estatistica pode-se verificar que o método de secagem e as
concentragdes influenciaram significativamente nos valores de tixotropia (p<0,05)
(ANEXO F). Os hidrocoloides secos em liofilizador resultaram em emulsdes com
uma média maior para o valor de tixotropia do que as emulsdes formadas usando-se
hidrocoloides secos em estufa a vacuo. Essa diferenga nos valores sugere que nas
emulsdes com aplicagdo de hidrocoloides secos em liofilizador ocorre um maior
numero de interagdes intermoleculares e formacao de agregados.

Para as emulsdes preparadas com hidrocoloides secos em estufa a vacuo
as concentracdes 0,5%, 1,0% e 1,5% nlo apresentaram diferenca significativa
nos valores da diferenca entre as areas sob as curvas. A emulsdo de concentra¢do
de 2,0% ndo difere das emulsdes com concentragdes de 0,5% e 1,0%. Nas
emulsdes onde utilizou hidrocoloides secos em liofilizador as concentragdes
0,5%, 1,0% e 1,5% ndo apresentaram diferenga significativa entre os valores de
tixotropia, assim como as emulsdes nas concentragdes 2,0% e 2,5%.

Através dos valores demonstrados na tabela 6 as emulsdes 2,0% (E), 2,5%
(E), 3,0% (E), 1,5% (L), 2,0% (L), 2,5% (L) e 3,0% (L) sdo as que apresentam o
comportamento tixotropico evidente, ou seja, a curva de descida estava sob a curva
de subida, o que foi evidenciado pelo valor positivo da diferenca entre as areas. Ja as
emulsdes de concentragdes 0,5% (E), 1,0% (E), 1,5% (E), 0,5% (L) e 1,0% (L)
apresentaram valores da diferenca entre as areas, negativos, o que demonstra que a
curva de descida (redugdo da tensdo de cisalhamento) foi acima da curva de subida
(aumento da tensdo de cisalhamento), portanto, essas emulsdes possuem
comportamento antitixotropico.

Segundo Martin (1993), a ocorréncia do comportamento antitixotropico
pode ser explicada como resultado do aumento da frequéncia de colisdes das
particulas dispersas ou das moléculas do polimero em suspensdo com o aumento
da taxa de deformacdo aplicada, resultando no aumento das ligagdes entre as

particulas com o tempo. Assim, podemos verificar que as emulsdes comegam a
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apresentar comportamento tixotrépico na concentracdo de 1,5% quando
preparadas com hidrocoloides secos em liofilizador e na concentragdo de 2,0%
quando se utiliza hidrocoloides secos em estufa a vacuo.

Para os dois métodos de secagem as emulsdes que apresentaram o
comportamento tixotropico mais evidente foi na concentragdo de 3,0%, a qual
foi estatisticamente diferente de todas as outras (p<0,05). Bellalta et al. (2012)
estudaram a variagdo na quantidade de dleo em emulsdes estabilizadas com
proteina do leite. As emulsdes foram formuladas com 50, 55 e 60g de o6leo de
girassol/100g de emulsdo e o agente emulsificante usado na propor¢do de 15:1
em relacdo a quantidade de o6leo. Todas as emulsdes apresentaram
comportamento tixotropico, sendo que os valores encontrados foram de 89, 233
e 1149 Pa.s”, intervalo este préximo ao intervalo dos valores encontrados para
as emulsdes que apresentaram comportamento tixotropico neste trabalho.

Assim como o aumento no teor de oOleo, o aumento no teor de
hidrocoloides resultou em um aumento no valor de tixotropia. Segundo Bellalta
et al. (2012) isso ocorre porque as emulsdes mais concentradas possuem um
maior grau de estruturagcdo. Segundo Bhattacharya (1997) e Steffe (1996) a
existéncia desse comportamento tixotropico nas emulsdes significa que o
comportamento de fluxo é uma importante analise na previsdo da viscosidade
em processos tais como mistura, fluir através de tubos, centrifugagdo, etc., em

que a viscosidade muda para um longo periodo de tempo.

5.1.3 Varredura de frequéncia

A varredura de frequéncia ¢ o modo mais comum de teste oscilatdrio
porque mostra como o comportamento elastico e viscoso de um material varia
com as taxas de aplicacdo de deformacgdo e tensdes (BONTORIM, 2009). A
varredura de frequéncia foi realizada para determinar o comportamento

viscoelastico das emulsdes, no intervalo de 1 a 10 Hz.
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As Figuras 18 e 19 representam os reogramas obtidos pela relacdo G’ e
G” com a frequéncia para as emulsdes nas diferentes concentragdes obtidas

pelos hidrocoloides secos em estufa a vacuo e em liofilizador, respectivamente.
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Figura 18 Reogramas obtidos pela relagdo G* ¢ G” com a frequéncia para as
concentragdo de 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5% e 3,0% de
hidrocoloides secos em estufa a vacuo
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Pela analise dos reogramas (Figura 18 e 19) pode-se verificar que os valores

de G’ ¢ G aumentaram com o aumento da frequéncia em todas as emulsdes

estudadas. Esses parametros caracterizam o comportamento solido/elastico (G’) e
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liquido/viscoso (G’”) das emulsdes. A dependéncia de G’ e G’ pela frequéncia,
como demonstrado nos reogramas, indica o comportamento viscoelastico das
emulsdes estudadas. Além disso, pode-se notar que nessas emulsdes o pardmetro G’
tem uma alta dependéncia pela frequéncia, atingindo valores elevados enquanto que
o parametro G” tem uma baixa dependéncia pela frequéncia.

As Tabelas 7 ¢ 8 representam os valores de G’ ¢ G” nas frequéncias de

1Hz e 10Hz, respectivamente.

Tabela 7 Componentes de viscoelasticidade a 1 Hz

Concentracio G’ (Pa) G”’ (Pa)
Estufa a Liofilizador Estufa a Liofilizador
vacuo vacuo
0,5% 2,403 1,790 0,526 1,395
1,0% 1,104 1,035 0,554 0,260
1,5% 1,458 5,364 0,256 2,199
2,0% 1,395 7,509 1,358 3,638
2,5% 1,757 23,219 1,602 8,245
3,0% 1,605 23,678 1,359 8,094

Tabela 8 Componentes de viscoelasticidade a 10 Hz

Concentracao G’ (Pa) G”’ (Pa)
Estufa a Liofilizador Estufa a Liofilizador
vacuo vacuo
0,5% 289,841 287,113 17,664 27,950
1,0% 317,356 240,333 56,130 33,629
1,5% 302,409 223,299 32,236 31,311
2,0% 218,225 268,998 31,883 112,944
2,5% 184,721 269,606 90,814 105,746
3,0% 208,596 175,196 75,381 53,954

Através da andlise estatistica (ANEXO I) pode-se verificar que os
valores de G’ analisados com frequéncia de 1 Hz foram influenciados pelo
método de secagem (p<0,05) sendo que os hidrocoloides secos em liofilizador

apresentaram uma maior média para este pardmetro.
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A analise estatistica do pardmetro G” a frequéncia de 1 Hz e dos
parametros G’ e G” a frequéncia de 10 Hz mostraram que o método usado para a
secagem dos hidrocoloides e a concentrag@o de hidrocoloides usada no preparo
das emulsdes ndo influenciam nos parametros (p>0,05). No entanto, na maioria
das concentragdes estudadas os valores de G’ foram maiores para as emulsdes
em que se utilizou hidrocoloides secos em liofilizador.

Observando-se os graficos (Figura 17 e 18) e as tabelas (Tabela 7 e 8) pode-
se verificar que, em todas as emulsdes estudadas, no intervalo de frequéncia
analisado, os valores de G’ foram maiores que os valores de G’ mostrando que nas
emulsdes preparadas com hidrocoloides extraidos do ora-pro-nobis predomina o
comportamento eldstico, dentro da faixa de frequéncia estudada.

Na faixa de frequéncias em que se realizou este trabalho nio se
conseguiu verificar uma mudanga de comportamento eldstico e viscoso para as
emulsdes. No entanto, o inicio de reogramas obtidos para as emulsdes com
menores concentracdes de hidrocoloides demostra os valores de G’ ¢ G” muito
proximos, podendo sugerir que em frequéncias mais baixas os valores de G”
fossem maiores que os valores de G’ predominando o comportamento viscoso
nessas condigdes.

Calero et al. (2013), estudaram a influéncia da adi¢do de quitosana, nas
concentragdes de 0,25 a 1% em peso, como agente estabilizante em emulsdes
oleo em agua (40% em peso), emulsionadas com isolado proteico de batata. O
estudo do comportamento viscoelastico das emulsdes demostrou que ao longo
de toda a faixa de frequéncia estudada os valores de G’ foram maiores que os
valores de G” mostrando que nas emulsdes estudadas o comportamento elastico
era mais evidente. Teixeira (2014), estudou as emulsdes formadas por dleo de
cupuacu com diferentes tipos de surfactantes e também encontrou
comportamento elastico predominante sobre o viscoso. Segundo o autor,

caracteristica esta tipica de géis rigidos.
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Segundo Steffe (1996), as caracteristicas reologicas de uma emulsdo
com maior estabilidade mostram uma maior resisténcia interna, resultando em
um modulo de armazenamento, G', maior do que o seu modulo de perda, G", e
ambos os modulos devem ser quase paralelos ao longo das frequéncias
observadas, com um ligeiro aumento da inclinag¢@o em altas frequéncias. Como o
estudo foi realizado em altas frequéncias, pode-se verificar essa inclinagdo nas

curvas de G’ e G”, sendo mais evidente nas curvas de G’.

5.1.4 Varredura de temperatura

Para se obter maiores informagdes a respeito da estrutura das emulsdes
foi realizado o teste oscilatdrio com variacdo de temperatura (10°C a 90°C),
obtendo-se uma avaliagdo conjunta das propriedades mecanicas e térmicas das
emulsdes. Apenas a emulsio na concentragdo de 2% com hidrocoloides
liofilizados foi submetida ao teste.

Na Figura 20 observa-se a variacdo dos valores de G’ (modulo de
armazenamento), ¢ de G” (moédulo de perda), caracterizando os mddulo elastico

(solido) e viscosos (liquido), respectivamente, da emulséo.
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Figura 20 Reograma da varredura de temperatura para emulsio concentragdo de
2% de hidrocoloides
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Em todo intervalo de temperatura estudado pode-se observar a predominancia
do comportamento elastico sobre o comportamento viscoso. Pode-se observar que no
intervalo de 10°C a 70°C o comportamento elastico e viscoso ndo tiveram grandes
alteragdes com o aumento da temperatura, mantendo uma relagdo linear com
predominancia do comportamento eldstico. A partir da temperatura de 70°C a relagdo
entre os médulos de armazenamento e de perda deixa de ser linear. Ocorre um
aumento nos dois modulos, no entanto o médulo de armazenamento sofre um maior

aumento apds esta temperatura.

5.2 Capacidade emulsificante e estabilidade das emulsdes

Pela analise estatistica pode-se verificar que ndo existe diferenca significativa
(p>0,05) entre os métodos de secagem, concentragdes de hidrocoloides usadas e na
interagdo entre esses fatores na capacidade dos hidrocoloides extraidos do ora-pro-
ndbis em formar emulsdes (ANEXO J). A capacidade média de formar emulsao dos
hidrocoloides, em porcentagem, foi de 99,11 + 0,4033.

Thanatcha e Pranee (2011) ao estudarem processos de extracdo da mucilagem
de jujuba (Ziziphus mauritiana Lam.) avaliaram a capacidade dessa mucilagem em
formar emulsdes. Os hidrocoloides extraidos do ora-pro-nobis apresentaram
capacidade emulsificante maior do que a mucilagem extraida da jujuba que foi de
52,22% + 0,48. Entre as gomas estudadas pelos autores a goma xantana ¢ a que
apresenta a maior capacidade emulsificante, sendo de 100%. Essa capacidade ¢
semelhante a capacidade emulsificante média encontrada para os hidrocoloides
extraidos do ora-pro-nobis. Além disso, esses hidrocoloides apresentam capacidade
emulsificante superior a goma guar que segundo os autores € de 59,72% + 0,48.

Lima Junior et al. (2013) estudaram a capacidade emulsificante dos
hidrocoloides extraidos do ora-pro-ndbis utilizando 1g de hidrocoloides/ 100g de
emulsdo obtendo uma capacidade emulsificante de 83%, valor inferior a média

encontrada neste trabalho.
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Wu et al. (2009) estudaram a capacidade emulsificante e a estabilidade
das emulsdes formadas por diferentes gomas que continham galactomananas, e
verificaram que a capacidade emulsificante dessas gomas variaram de 40% a
80%, valores esses inferiores a capacidade emulsificante encontrada nas
emulsdes analisadas.

Ao se analisar a estabilidade das emulsdes formadas pelos hidrocoloides
obtidos pelos diferentes métodos de secagem nas diferentes concentragdes estudadas
verificou-se que o método de secagem ndo foi significativo (p>0,05), nfo existindo
assim, influéncia dos métodos de secagem dos hidrocoloides na estabilidade das
emulsdes formadas (ANEXO K). Ja as diferentes concentragdes analisadas
apresentaram influéncia significativa (p<0,05) na estabilidade das emulsdes formadas.
A interagdo entre o método de secagem e as concentracdes analisadas ndo apresentou
diferenca significativa (p>0,05) segundo a analise de variancia.

O grafico 3 representa as médias para a estabilidade da emulsdo
observadas nas diferentes concentragdes. A influéncia da concentragdo na
estabilidade da emulsdo foi modelada pela equagdo representada no grafico 3
para as diferentes emulsdes. O modelo foi ajustado quanto a falta de ajuste e
significAncia dos pardmetros da regressdo. A concentragdo apresentou
pardmetros de regressio significativos (p<0,05) para o modelo de segundo grau.

O modelo apresentou coeficiente de correlagio 81,1%.

vy =-4.8054x%+ 27.396x + 14.452
RZ=0.811

20 -

Estabilidade (%o)

10

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Concentracéo de hidrocoloides

Grafico 3 Influéncia da concentragdo de hidrocoloides na estabilidade da emulsio
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Através da andlise do Grafico 3 pode-se verificar que a estabilidade das
emulsdes formadas utilizando-se hidrocoloides extraidos do ora-pro-ndbis ¢
minima ao se utilizar a concentragdo de 0,5% de hidrocoloides no preparo da
emulsdo. Através do modelo ajustado pode-se verificar que com o aumento da
concentragdo tende-se a aumentar a estabilidade da emulsio formada atingindo-
se a estabilidade maxima na concentracdo de 3,0%.

Com o aumento da concentragdo de hidrocoloides, aumenta-se a
concentragdo desses compostos ao redor das goticulas de 6leo formadas durante
o preparo da emulsdo, os quais formam uma verdadeira barreira mecanica e
provocam repulsdo entre essas goticulas aumentando a estabilidade das
emulsdes por evitarem a floculacdo e coalescéncia.

A partir da concentracdo 2,5% pode-se verificar, pelo modelo ajustado,
uma tendéncia a manutenco no valor da estabilidade. Isso ocorre porque a partir
de certa concentragdo a adsor¢do dos hidrocoloides na interface das goticulas
pode ser dificultada ou pode ocorrer formacdo de agregados de hidrocoloides o

que ndo interfere na estabilidade das emulsoes.

5.3 Caracterizacdo microestrututal
Através das andlises microscdpicas foi possivel avaliar a microestrutura
das emulsdes formadas.

5.3.1 Microscopio otico

A analise no microscdpico Otico permitiu realizar analises que inferem a
respeito da estabilidade das emulsdes formadas, através de medidas realizadas

no programa Sigmann Scan.
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5.3.1.1 Diametro médio das goticulas

Através das micrografias das emulsdes (Figuras 21 e 22), obtidas em
microscopio otico, foi realizada a analise do didmetro médio das goticulas de
oleo que compdem a fase dispersa. Foi analisado também o desvio padrio das
goticulas. Segundo Chanamai, Herrman e Mcclements (1998), o conhecimento
do tamanho das goticulas em uma emulsdo colabora para a caracteriza¢do e
levantamento de propriedades macroscopicas como cor, opacidade, reologia,

coalescéncia e estabilidade da emulsio.
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Figura 21 Micrografias das emulsdes preparadas com hidrocoloides extraidos do
ora-pro-nobis secos em estufa a vacuo antes e apos desestabilizagio (a)
0,5% antes (al) 0,5% depois (a2) 1,0% antes (a3) 1,0% depois (a4) 1,5%
antes (a5) 1,5% depois (a6) 2,0% antes (a7) 2,0% depois (a8) 2,5% antes
(a9) 2,5% depois (al0) 3,0% antes (al1) 3,0% depois




85




86

..
Ko

ol T
=
PO P S
123 vg

Figura 22 Micrografias das emulsdes preparadas com hidrocoloides extraidos do
ora-pro-nobis secos em estufa a vacuo antes e apds desestabilizagdo (b)
0,5% antes (b1) 0,5% depois (b2) 1,0% antes (b3) 1,0% depois (b4) 1,5%
antes (b5) 1,5% depois (b6) 2,0% antes (b7) 2,0% depois (b8) 2,5% antes
(b9) 2,5% depois (b10) 3,0% antes (b11) 3,0% depois

Segundo McClements (2005) o desvio padrdo representa o desvio
do didmetro das gotas da fase dispersa e mede a largura de distribui¢do do
tamanho das goticulas.

A Tabela 9 representa a analise de variancia para a influéncia do método
de secagem e da concentragdo de hidrocoloides no diametro médio das goticulas.
A andlise estatistica dos valores de didmetro médio evidenciou que tanto o
método de secagem quanto a concentra¢do dos hidrocoloides influenciaram no

diametro médio das goticulas de dleo.

Tabela 9 Andlise de Varidncia para influéncia do método de secagem e
concentragdo no didmetro médio das goticulas (ANEXO L)

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 39,458 39,458 12,995 0,0155*
Concentracio 5 5436,665 1087,333 358,112 0,0000
Erro 5 15,181 3,037

*5% de significancia
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As médias de diametro médio para as goticulas de oleo foram de 33,59um
para as emulsdes preparadas com hidrocoloides secos em liofilizador e de 37,22um
para as emulsdes nas quais se utilizou hidrocoloides secos em estufa a vacuo.

Com as temperaturas empregadas no processo de secagem em estufa a vacuo
pode ocorrer a desnaturagdo de proteinas. Como entre as moléculas dos hidrocoloides
extraidos do ora-pro-ndbis existe uma grande quantidade de proteinas, com a
desnaturag@o o processo de adsor¢do dessas moléculas ao redor das goticulas de dleo
pode ter sido prejudicado, o que resultou em goticulas maiores nas emulsdes nas quais
foram utilizados os hidrocoloides secos em estufa a vacuo.

Através da andlise da Tabela 9 pode-se verificar que todas as
concentragdes apresentaram diferenca significativa, ou seja, a concentracdo de
hidrocoloides influencia no didmetro médio das goticulas.

O Grifico 4 representa os dados de didmetro médio e desvio padrio para as

emulsdes.
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Grafico 4 Dados de didmetro médio e desvio padrio para as emulsdes obtidas
por hidrocoloides secos pelos dois métodos de secagem nas
concentragdes de 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5% ¢ 3,0%
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Por meio do grafico 4 pode-se verificar que o didmetro médio das goticulas
presentes nas emulsdes diminui com o aumento da concentracdo de hidrocoloides
usando e apresentando comportamento semelhante para as emulsdes obtidas pelos
dois tipos de hidrocoloides, secos em estufa a vacuo ¢ em liofilizador.

O didmetro médio é maximo na concentragdo de 0,5% de hidrocoloides
a partir do qual comega a cair até atingir o didmetro médio minimo na
concentragdo de 3,0%. Comportamento semelhante ocorre com o desvio padrao.
Pode-se concluir que quanto maior ¢ o desvio padrio calculado, maior é a
variagdo de tamanho entre as goticulas presentes na emulsdo. Sendo assim, na
concentragdo de 3% obteve-se a maior homogeneidade das goticulas de oleo e
goticulas mais homogéneas resultam em emulsdes mais estdveis. O didmetro
médio das goticulas de éleo variou de 9,9um a 105,8pum.

Dokic, Krstonosic e Nikolic (2012) estudaram a capacidade
emulsionante de amido OSA e o resultado encontrado foi semelhante a este
trabalho, quanto maior a concentragdo de agente emulsionante, menor é o
didmetro das goticulas de 6leo na emulsdo e menor ¢ o desvio padrio do
didmetro. Segundo os autores, com uma maior concentragdo, tem-se uma
adsor¢@o mais rapida dos compostos ao redor das goticulas formadas durante o
processo de emulsificacdo, o que dificulta processos de coalescéncia, por
exemplo, fazendo com que as goticulas sejam menores.

Segundo Dokic, Krstonosic ¢ Nikolic (2012), com uma maior concentracio
de agente emulsificante, tem-se uma camada mais espessa desses compostos ao redor
das goticulas de 6leo, o que aumenta a estabilidade do sistema. Além disso, os autores
afirmam que devido a estrutura macromolecular os compostos podem aumentar a
viscosidade da fase continua, o que dificulta a mobilidade das goticulas de 6leo e
consequentemente de processos de desestabilizacao.

No gréfico 5 pode-se notar o aumento do diametro das goticulas de 6leo

apds o processo de desestabilizagcdo em centrifuga causado nas emulsdes.
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Grafico 5 Diferencga dos valores de didmetro médio das goticulas de 6leo antes
e apos o processo de desestabilizagdo em centrifuga

A Tabela 10 representa os dados de diametro médio para as emulsdes

obtidas por hidrocoloides secos pelos dois métodos de secagem em todas as

concentragdes.

Tabela 10 Didmetro médio das emulsdes

Concentracio Didmetro médio

Estufa a vacuo Liofilizador
0,5 79.09+73.57 A* 78.57+52.76 a*
1,0 45.49+23.46 B 40.36+15.68 b
1,5 32.49422.55C 31.69+11.69 ¢
2,0 24.18+12.90 D 19.06+10.52 d
2,5 22.65+10.69 E 16.15+3.05 e
3,0 19.40+9.34 F 15.70+2.25 f

*Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo Teste
Tukey (p>0,05)
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Em geral, emulsdes contendo pequenas goticulas de déleo sdo muito
estaveis a coalescéncia. Além disso, quando as proteinas s@o usadas para
estabilizar essas emulsdes, elas tendem a criar interfaces muito estaveis. Assim,
ambos os fatores podem ter atuado para reduzir a ruptura de interface e
coalescéncia (WALSTRA, 2003 citado por BELLALTA et al., 2012).

Para as emulsdes preparadas com hidrocoloides secos em estufa a vacuo
pode-se analisar que quanto maior é a concentragdo de hidrocoloides usada
menor é o aumento no didmetro das goticulas, isso ocorre devido a grande
quantidade de hidrocoloides na interface das goticulas. J& as emulsdes nas quais
foram utilizados hidrocoloides secos em liofilizador o maior aumento no
didmetro ocorreu na concentrag@o de 1,5% e o menor na concentracdo de 3,0%.

As emulsdes com concentragdes de 0,5% e 1,0% ndo tiveram grandes
aumentos nos didmetros, 11% e 13% respectivamente. Esses resultados
demonstram através da microestrutura das amostras os resultados obtidos para a
estabilidade das emulsdes. Comparando os resultados podemos ver que as
emulsdes mais estaveis pela andlise fisica sdo as emulsdes que apresentaram
menores aumentos no didmetro médio, demonstrando que essas emulsdes nao
sofreram ou sofreram poucos processos de desestabilizagdo por coalescéncia e

envelhecimento de Ostwald.

5.3.1.2 Numero de goticulas

A andlise do numero de goticulas foi realizada em areas definidas das
micrografias. O Grafico 6 representa a relagdo entre a concentragdo de
hidrocoloides € o numero de goticulas nas emulsdes. Pode-se notar através do
grafico que ocorre um aumento no numero de goticulas de 6leo com o aumento

da concentracdo de hidrocoloides.
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Grafico 6 Relacdo entre a concentragdo de hidrocoloides versus o nimero de
goticulas

A influéncia da concentragdo de hidrocoloides no niimero de goticulas obtido
nas emulsdes foi modelada pela equacdo representada no Grafico 6. O modelo foi
ajustado quanto a falta de ajuste e significancia dos parametros da regressdo. A
concentragdo apresentou parametros de regressdo significativos (p<0,05) para o
modelo de segundo grau. O modelo apresentou coeficiente de correlagdo 99,34%.

Segundo Mirhossein et al. (2007), a adsor¢do de surfactantes nas
interfaces 6leo-agua diminui a energia interfacial, facilitando o cisalhamento das
gotas, assim ocorre o aumento do numero de goticulas, conforme aumenta-se a
concentragdo dos hidrocoloides ou agente emulsificante na emulsdo. Pelos
resultados obtidos pode-se verificar que os hidrocoloides quando usados em
maiores concentragdes facilitam o cisalhamento, resultando em um maior numero
de goticulas de dleo dispersas em agua.

A emulsdo obtida com a menor concentracao de hidrocoloides (0,5%) obteve

média de 69 goticulas na area estudada enquanto a emulsdo com a maior concentragio
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de hidrocoloides (3,0%) obteve média de 1504 goticulas. Foi notado um aumento de
aproximadamente 22 vezes na quantidade de goticulas dispersas, em relagdo a um

aumento de 6 vezes na concentracdo de hidrocoloides.

5.3.1.3 Distribuicao do tamanho das goticulas

A distribui¢do do tamanho das goticulas visa mostrar a dispersdo que
ocorre no tamanho das goticulas. A partir dessa andlise pode-se verificar se as
emulsdes sdo homogéneas ou heterogéneas quanto ao tamanho das goticulas.
Segundo Walstra (2003), é importante ter conhecimento da distribuicdo completa
de tamanho de goticula, uma vez que este contém informagdes sobre as
caracteristicas de todas as goticulas presentes, e sobre a possivel origem e natureza
de qualquer instabilidade no sistema.

O Gréfico 7 representa a distribui¢@o do didmetro das goticulas.
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Grafico 7 Distribuicdo do diametro das goticulas

Pela andlise do Gaéfico 7 podemos verificar que quanto maior a

concentragdo de hidrocoloides utilizada no preparo das emulsdes, mais uniforme é a
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distribui¢do do tamanho das gotas, ou seja, o grafico da frequéncia relativa em
relacdo ao didmetro das goticulas apresenta apenas um pico de maior amplitude
vertical mostrando assim que o sistema é mais homogéneo.

As emulsdes preparadas com menores concentragdes de hidrocoloides
apresentam dois picos para a frequéncia relativa dos didmetros ou apresentam um
unico pico de menor amplitude vertical € maior amplitude horizontal, mostrando uma
menor homogeneidade no tamanho das goticulas, sendo sistemas mais complexos e de
menor estabilidade.

Pode-se notar, que a emuls@o na qual se utilizou concentracdo de 0,5% de
hidrocoloides apresenta uma grande faixa de distribuigdo de didmetros de goticulas,
mostrando ser uma emulsdo muito heterogénea e possivelmente com baixa
estabilidade, isso acontece segundo Walstra (2003) pela baixa interacdo entre agente
tensoativo e interface goticula e meio continuo, e também pela pequena concentragdo
de agente emulsional, facilitando mecanismo de desestabilizacdo, como a coalescéncia
0 que resulta em uma emulsdo polidispersa e bimodal.

O grafico 7 demonstra que a faixa de distribuicdo do didmetro das goticulas
para a concentragdo de 3% ¢ muito restrita, sendo que aproximadamente 97% das
goticulas apresentam didmetros entre 1 a 11um caracterizando uma emulsiio com
didametros muito homogéneos e consequentemente com alta estabilidade. Pode-se
notar que a concentragio de 3,0% e de 2,5% se caracteriza mais proxima a de emulsdo

monodispersa e monomodal.

5.3.1.4 Perimetro e area

Como as emulsdes preparadas com hidrocoloides secos em liofilizador
apresentaram valores de didmetro médio menores sugerindo maior estabilidade nessas
emulsdes, apenas essas emulsdes foram analisadas, quanto aos parametros perimetro,

area e volume, para melhor caracterizagao.
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O perimetro e a area sdo dois pardmetros muito importantes para o
entendimento da forma das goticulas. Segundo Fennema (2007), o entendimento da
forma das goticulas ¢ de grande importincia para compreensdo de varias
caracteristicas ¢ do comportamento da emulsdo. O perimetro corresponde a soma em
pixels ao redor do objeto e a drea a soma em pixels dentro do objeto.

Os Graficos 8 e 9 apresentam a relagdo entre as concentragdes € 0s

pardmetros perimetro e area, respectivamente.
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Grafico 9 Relagdo entre concentragdo de hidrocoloides versus area das
goticulas
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Pela andlise dos graficos 8 e 9, verifica-se que com o aumento da
concentragdo de hidrocoloides no preparo da emulsio ha uma diminuigdo do
perimetro e da rea das goticulas. Entre as concentracdes de 0,5% (4rea 1668,2 um’ e
perimetro de 165,5um) e 1% (area 528,14 pm® e perimetro de 62,41um) existe uma
forte queda na érea e no perimetro das goticulas.

A variagdo total na concentracdo de hidrocoloides de 0,5% a 3% resultou em
uma variagio na area de 72,9 um’ e no perimetro de 23,3um. Essa elevada variagdo
evidencia que com o aumento da concentragdo declina o tamanho das goticulas de
emuls@o.

Entre as concentragdes 2,5% e 3%, nota-se uma estabilizacdo dos dois
parametros, sendo a variagdo muito pequena. Assim pode-se afirmar que a partir da
concentragdo de 2,5% o perimetro e a drea se tornam relativamente estdveis com o

aumento da concentragdo de hidrocoloides.

5.3.1.5 Volume

Informa o volume estimado de um objeto selecionado. O volume assume que
o objeto 3D ¢ radialmente simétrico em torno de seu principal. O Grafico 10
representa a relagdo entre a concentragdo de hidrocoloides utilizada e o volume das
goticulas de 6leo.
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Grafico 10 Relagdo entre a concentragdo de hidrocoloides versus o volume das
goticulas
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Segundo Fennema (2007), a fracdo volumétrica da fase dispersa
exerce um grande efeito sobre a viscosidade da emulsdo, variando de um
liquido fino a uma espécie de pasta conforme a variagdo do volume das
goticulas. Existe também a relagdo de estabilidade ¢ uniformidade, em que
goticulas com volumes maiores sdo menos estdveis e mais propensas a
mecanismos de instabilidade, como floculag?o, coalescéncia, ¢ agregagao.

Pela analise do Grafico 10, nota-se uma queda acentuada do volume
entre as concentracdes de 0,5% a 1,0%, com uma diminui¢do do volume em
aproximadamente 10 vezes.

Pode-se entender também que a partir da concentragdo de 2,0% ha
uma relativa estabilidade no volume das goticulas tendo-se apenas uma
pequena diminuicdo com o aumento das concentragdes. Essa reducdo no
volume indica um aumento na estabilidade das emulsdes com maiores
concentracdes de hidrocoloides, j4 que com menores volumes essas

emulsdes tornam-se menos propensas a mecanismos de desestabilizagdo.

5.3.1.6 Relacio entre diAmetro médio e viscosidade

O Grafico 11 demonstra a relagdo entre o didmetro médio ¢ a
viscosidade aparente das emulsdes. A avaliacdo da distribui¢do do tamanho
das gotas na emulsdo tem relacdo direta com a viscosidade, como

demonstra o Grafico 11.
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Grifico 11 Relagdo entre didmetro médio e viscosidade aparente das emulsdes
preparadas com hidrocoloides secos em estufa a vacuo e em liofilizador

Pela andlise dos graficos nota-se que quanto menor ¢ o didmetro médio, das
goticulas, encontrado nas emulsdes maior ¢ a viscosidade aparente das emulsdes.

Pode-se verificar que a viscosidade aparente das emulsdes preparadas com
hidrocoloides secos em estufa a vacuo variou de 0,008 Pa.s"a 0,126 Pa.s™, enquanto
que o diametro médio das emulsdes variou de 79,09um a 19,40um. Ja nas emulsdes
preparadas com hidrocoloides secos em liofilizador a variagio foi de 0,011 Pas™ a
0,236 Pa.s”' para a variagdo de didmetro de 78,57 pma 15,70 pm.

Para avaliar a influéncia do tamanho de gota sobre a viscosidade em
uma emulsdo, Salager (1993) pesquisou emulsdes com o mesmo conteudo de
fase interna, mas distintas quanto ao tamanho de gotas. Assim, as emulsdes de
gotas pequenas tinham viscosidade maior ¢ as emulsdes com gotas maiores
tinham viscosidade menor.

Chanamai e Mc Clements (2000) estudaram a influéncia da

concentragdo de goticulas, tamanho das goticulas e dispersdo das mesmas na
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estabilidade e nas propriedades reologicas de emulsdes. Segundo os autores a
viscosidade aparente das emulsdes aumenta com o aumento da concentragdo de
goticulas e com a diminui¢do do tamanho das goticulas, a viscosidade aparente
das emulsdes contendo goticulas menores foi significativamente maior que a

viscosidade aparente das emulsdes contendo grandes gotas.

5.3.2 Microscopia de Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia permite uma avaliacdo qualitativa da
microestrutura das emulsdes evidenciando a presenga de compostos pela
utilizacdo de fluocromos. Os fluocromos sdo substincias que se ligam a
compostos especificos e quando visualizados com o comprimento de onda
adequado causam fluorescéncia, no local onde se localizam as moléculas.
Schmitt et al. (2001) ao estudarem o complexo formado entre goma acacia e f3-
lactoglobulina e a interagdo de suas macromoléculas usaram fluoresceina
isotiocianato (ITC), para marcar a proteina e isotiocianato de rodamina B
(RITC) para marcar os biopolimeros (proteinas e carboidratos) da goma acécia.

A Figura 23 ilustra as micrografias obtidas a partir do microscopio de
fluorescéncia.

A analise microscopica das emulsdes utilizando-se os fluorcromos
fluoresceina isotiocianato (ITC) e rodamina demonstrou fluorescéncia ao redor
das goticulas de 6leo, evidenciando que as moléculas de proteina e de
polissacarideos foram adsorvidas ao redor das goticulas. A adsorcdo dessas
moléculas ao redor das goticulas mostra que realmente os hidrocoloides

adcionados as emulsdes atuaram como agentes emulsificantes e estabilizantes.
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(C)) (al)

(ad) (a5)

Figura 23 Fotomicrografia em Microscopio de Fluorescéncia (a) Fluoresceina
ITC (al) Fluoresceina ITC com filtro (a2) Rodamina B (a3)
Rodamina B com filtro (a4) Nile Red (a5) Nile Red com filtro



100

Vermelho do Nilo € um corante lipofilico que possui fluorescéncia
em ambiente sensivel. Esse corante ¢ intensamente fluorescente em
ambientes ricos em lipidos, e possui um minimo de fluorescéncia em meios
aquosos. E um excelente corante para a detec¢io de gotas de lipidos
intracelulares com microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. O
corante aparece como manchas vermelhas quando em presenca de goticulas
lipidicas (ATT BIOQUEST, 2012).

A analise das emulsdes com o fluorcromo Vermelho do Nilo
demonstrou alta fluorescéncia, podendo-se evidenciar grande quantidade de
goticulas lipidicas, o que j& se esperava, ja que as emulsdes foram preparadas
utilizando-se o6leo.

Calcoflior ¢ um branqueador fluorescente usado para localizar
moléculas B (1-3), (1-4)-D-glucana em grdos de cereais. Esse fluorcromo
fluoresce em solucdes que ocorre com a presenca de glucano, sendo usado para
marcar polissacarideos.

O calcoflior branco nio apresentou fluorescéncia na andlise das

emulsdes, uma vez que as amostras ndo apresentam moléculas de glucano.
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6 CONCLUSAO

A caracterizagdo do comportamento reoldgico, através das curvas de
fluxo, evidenciou que as emulsdes 6leo em dgua preparadas com hidrocoloides
extraidos do ora-pro-ndbis apresentam comportamento de fluido nao
newtoniano, sendo caracterizadas como fluidos pseudoplésticos e a Lei da
Poténcia apresentou o melhor ajuste aos dados experimentais.

Os parametros indice de consisténcia (k) e comportamento de fluxo (n)
da Lei da Poténcia foram influenciados pelo método de secagem dos
hidrocoloides e pela concentragdo de hidrocoloides utilizada, sendo que os
valores de k foram maiores para as emulsdes nas quais se utilizou hidrocoloides
liofilizados e os valores de n maiores para as emulsdes nas quais se utilizou
hidrocoloides secos em estufa a vacuo. Os valores de n foram influenciados
negativamente com o aumento da concentragdo ao contrario dos valores de k. A
viscosidade aparente, sob taxa de 100s™, das emulsdes aumentou com o aumento
da concentragdo de hidrocoloides utilizada.

O método de secagem ¢ a concentracdo de hidrocoloides utilizada
influenciaram no comportamento tixotropico das emulsdes, sendo que os
hidrocoloides liofilizados resultaram em emulsdes com média maior para o valor
de tixotropia ¢ o comportamento tornou-se mais evidente quanto maior foi a
concentragdo de hidrocoloides utilizada.

A varredura de frequéncia mostrou que as emulsdes apresentam valores de
moédulo elastico (G’) e moédulo viscoso (G”) dependentes da frequéncia, sendo
fluidos viscoelasticos, no entanto, em toda a faixa de frequéncia analisada os valores
de G’ foram superiores aos de G” predominando o comportamento elastico.

Através da varredura de temperatura no intervalo de 10°C a 70°C verificou-
se que os valores de G’ ¢ G” aumentam com o aumento da temperatura, sendo que

os valores de G’ sofreram maior influéncia da temperatura.
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O método de secagem e a concentragdo de hidrocoloides utilizada nao
influenciaram na capacidade dos hidrocoloides em formar emulsdo. No entanto,
ao se avaliar a estabilidade das emulsdes formadas verificou-se que a
concentragdo de hidrocoloides é significativa, sendo que quanto maior foi a
concentragdo utilizada maior foi a estabilidade das emulsdes.

As micrografias obtidas em microscopio 6tico revelaram que o método
de secagem e a concentragdo de hidrocoloides influenciaram no didmetro médio
das goticulas de o6leo, sendo que hidrocoloides liofilizados resultaram em
emulsdes com goticulas menores e o didmetro foi minimo na concentragdo de
3,0%. Essa concentragdo também apresentou o menor aumento no tamanho das
goticulas com o processo de desestabilizacio.

A analise das micrografias das emulsdes preparadas com hidrocoloides
liofilizados revelou que com o aumento na concentragdo de hidrocoloides
ocorreu 0 aumento no numero de goticulas de dleo, maior uniformidade no
tamanho das goticulas, redug@o no perimetro, na area e no volume das goticulas.

Através da microscopia de fluorescéncia concluiu-se que os
hidrocoloides extraidos do ora-pro-ndbis (proteinas e polissacarideos) ficam
adsorvidos ao redor das goticulas de 6leo, atuando como agentes emulsificantes

e estabilizantes das emulsdes analisadas.
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ANEXOS
ANEXO A - Analise estatistica da influencia do método de secagem no

parametro K

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 2.843340 2.843340 11.425 0.0036
Concentragdo 5 9.932774 1.986555 7.982 0.0005
erro 17 4.230743 0.248867

Total corrigido 23 17.006856

CV (%) = 82.61

Média geral: 0.6039033 Nuimero de observagdes: 24

1 0.259705 al
2 0.948102 az



117

ANEXO B - Analise estatistica da influencia do método de secagem no
parametro n

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.035374 0.035374 8.154 0.0109
Concentragdo 5 0.184956 0.036991 8.526 0.0003
erro 17 0.073753 0.004338

Total corrigido 23 0.294083

cvo (%) = 9.85

Média geral: 0.6689250 Numero de observacdes: 24

Tratamentos Médias Resultados do teste

2 0.630533 al
1 0.707317 a2
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ANEXO C — Modelagem estatistica para o parametro n

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Concentracdo 5 0.184956 0.036991 6.102 0.0018
erro 18 0.109127 0.006063

Total corrigido 23 0.294083

CvV (%) = 11.64

Média geral: 0.6689250 Numero de observacgdes: 24

REGRESSAO PARA A FV CONCENTRACAO

Média harmonica do numero de repetigdes (r): 4
Erro padrdo de cada média dessa FV: 0.0389313712405133

bl X
b2 : X"2
b3 Exp (X)

t para
Parametro Estimativa SE HO: Par=0 Pr>|t]|
b0 0.830880 0.03624313 22.925 0.0000
bl -0.092546 0.01861276 -4.972 0.0001
R"2 = 81.04%
Valores da variavel
independente Médias observadas Médias estimadas
0.500000 0.813675 0.784607
1.000000 0.691375 0.738334
1.500000 0.716525 0.692061
2.000000 0.603125 0.645789
2.500000 0.653950 0.599516
3.000000 0.534900 0.553243
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ANEXO D — Modelagem estatistica para o parametro k

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Concentragdo 5 9.932774 1.986555 5.055 0.0046
erro 18 7.074083 0.393005

Total corrigido 23 17.006856

CV (%) = 103.81

Média geral: 0.6039033 Numero de observacdes: 24

Média harmonica do numero de repeticdes (r): 4
Erro padrdo de cada média dessa FV: 0.313450389496798

bl X
b2 X"2
b3 Exp (X)

Modelos reduzidos sequenciais

t para

Parametro Estimativa SE HO: Par=0 Pr>|t|
b0 -0.573412 0.29180643 -1.965 0.0650
bl 0.672752 0.14985795 4.489 0.0003



Valores da variavel

independente

Médias observadas

Médias estimadas

.500000
.000000
.500000
.000000
.500000
.000000

.022993
.133603
.130350
.692000
.747550
.896925

.237036
.099340
.435715
.772091
.108467
.444843



121

ANEXO E - Andlise estatistica para a viscosidade aparente a 100s™

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.005022 0.005022 6.887 0.0469
Concentracao 5 0.041065 0.008213 11.263 0.0094
erro 5 0.003646 0.000729

Total corrigidoll 0.049733

CV (%) = 32.08
Média geral: 0.0841864 Numero de observacdes:12

TESTE TUKEY PARA A FV SECAGEM

Tratamentos Médias Resultados do teste
Estufa 0.063729 al
Liofilizador 0.104644 a2

TESTE TUKEY PARA A FV CONCENTRACAO

Tratamentos Médias Resultados do teste

0.5 0.010050 al

1 0.030728 al a2
1.5 0.056362 al a2

2 0.101320 al a2 a3
2.5 0.125502 a2 a3
3 0.181158 a3



ANEXO F - Analise estatistica tixotropia

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
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FV GL
Secagem 1
Concentracgao 5
erro 17

15.389 0.0011

7.849 0.0005

Cv (%)

SQ oM
992642.868984 992642.868984
2531504.308055 506300.861611
1096559.655434 64503.509143
23 4620706.832474
91.07
278.8785417 Numero de observacdes:

TESTE TUKEY PARA A FV SECAGEM

Médias

Resultados do teste

75.506667 al
482.250417

TESTE TUKEY PARA

A FV CONCENTRACAO

Médias

Resultados do teste

-68.483750
-25.625000

32.702500
441.625000
470.352500
822.700000

al

al

al

al a2

al a2
a2
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ANEXO G - Teste de média valores de tixotropia para emulsdes preparadas
usando hidrocoloides secos em estufa a vacuo

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

Concentracgédo 5 220668.237767 44133.647553 179.184
0.0000

erro 6 1477.818100 246.303017

Total corrigido 11 222146.055867

CV (%) 20.78

Média geral: 75.5066667 Numero de observacgdes: 12

TESTE TUKEY PARA

Tratamentos

A FV CONCENTRACAO

Médias Resultados do teste
-34.230000 al
-17.810000 al a2
-11.975000 al a2
41.705000 a2
118.950000 a3
356.400000 a4
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ANEXO H - Teste de média valores de tixotropia para emulsdes
preparadas usando hidrocoloides secos em liofilizador

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc
Pr>Fc

Concentracéo 5 3370304.391260 674060.878252 113.563
0.0000

erro 6 35613.516363 5935.586060

Total corrigido 11 3405917.907623

cv (%) = 15.98

Média geral: 482.2504167 Nuimero de observagdes: 12

TESTE TUKEY PARA A FV CONCENTRACAO

Tratamentos Médias Resultados do teste

0.5 -124.992500 al

1.5 -33.440000 al

1 99.635000 al

2 764.300000 a2
2.5 899.000000 a2

3 1289.000000 a3
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ANEXO I — Analise estatistica G’ e G’

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 41.496602 41.496602 7.652 0.0395
concentracdo 5 25.726197 5.145239 0.949 0.5223
erro 5 27.113211 5.422642

Total corrigido 11 94.336011

CV (%) = 66.92

Média geral: 3.4799167 Numero de observacgdes: 12

Teste Tukey para a FV Secagem

Tratamentos Médias Resultados do teste
1 1.620333 al

2 5.339500 a2

Variavel analisada: G'' 1

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )
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TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 27.530581 27.530581 6.222 0.0549
concentracdo 5 38.379232 7.675846 1.735 0.2801
erro 5 22.121879 4.424376

Total corrigido 11 88.031692

cvo (%) = 85.60

Média geral: 2.4571667 Numero de observacgdes: 12

Variavel analisada: G' 10

Opcédo de transformacdo: Varidvel sem transformacdo ( Y )

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 267.614630 267.614630 0.119 0.7446
concentracdo 5 12813.148985 2562.629797 1.135 0.4463
erro 5 11286.435375 2257.287075

Total corrigido 11 24367.198990

cvo (%) = 19.10

Média geral: 248.8022500 Numero de observagdes: 12

Variavel analisada: G'' 10

Opgdo de transformagdo: Variavel sem transformacdo ( Y )



TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA
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FV GL
Secagem 1
concentracdo 5
erro 5

0.435 0.5388
2.177 0.2066

Ccv (%) =

SQ oM
314.941548 314.941548
7886.858715 1577.371743
3622.072300 724.414460
11 11823.872563
48.24
55.7993333 Numero de observacdes:
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ANEXO J — Analise de Variancia para capacidade de formar emulsdes

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

Secagem
Concentragado
Secagem*Conc
erro

.904267
.565933
.171783
.275000

3.904267
16.513187
6.834357
6.772917

0.576
2.438
1.009

Ccv (%) =

2.63
99.1141667

Tratamentos

TESTE TUKEY PARA A FV SECAGEM

98.710833 al
99.517500 al
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ANEXO K - Analise de Variiancia para estabilidade da emulsdo formada

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 46.481667 46.481667 1.518 0.2415
Concentracao 5 2679.895000 535.979000 17.509 0.0000
Secagem*Conc 5 472.188333 94.437667 3.085 0.0510
erro 12 367.340000 30.611667
Total corrigido 23 3565.905000
Ccv (%) = 12.52
Média geral: 44.1750000 Numero de observacdes: 24
REGRESSAO PARA A FV CONCENTRAGCAO
Média harmonica do nuUmero de repeticgdes (r): 4
Erro padrdo de cada média dessa FV: 2.76639054847046
bl : X
b2 : X"2
b3 : X"3
Modelos reduzidos sequenciais
t para
Parédmetro Estimativa SE HO: Par=0 Pr>|t|
b0 14.452500 4.94866985 2.920 0.0128
bl 27.395893 6.47511008 4.231 0.0012
b2 -4.805357 1.81102773 -2.653 0.0210

Valores da variavel



independente

W NN PO

.500000
.000000
.500000
.000000
.500000
.000000

Médias observadas

.525000
.650000
.825000
.350000
.675000
.025000

Médias estimadas

26.
37.
.734286
.022857
52.
53.

44

949107
043036

908750
391964
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ANEXO L -

Secagem
0.0155
Concentracgédo
0.0000

Cv (%) =

Tratamentos
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Analise estatistica do diAmetro médio das goticulas

TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA

GL S0 oM Fc
1 39.458133 39.458133 12.995
5 5436.665467 1087.333093 358.112
5 15.181467 3.036293
11 5491.305067
4.92
35.4033333 Nuimero de observagdes: 12

33.590000 al
37.216667 az



