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RESUMO

Emulsdes sdo sistemas multifasicos termodinamicamente instaveis ou metaestaveis que
necessitam de agentes que promovam sua estabilizacdo. Nanoparticulas (NPs) podem ser
utilizadas para estabilizar emulsdes, o que ¢ o caso das emulsdes de Pickering. Nelas, a
estabilizacdo ocorre por meio de particulas sdlidas e ndo por surfactantes, como ocorreria num
sistema emulsionado convencional. A formula¢ao de alimentos contendo o6leos estabilizados
por nanoparticulas s6lidas vem ao encontro da demanda por alimentos mais saudaveis e com o
minimo de aditivos, € uma opg¢do promissora de material usado para producao de particulas
solidas com esta finalidade ¢ o concentrado proteico do soro do leite (whey protein concentrate,
WPC). Contudo, estudos no sentido de avaliar o potencial de estabiliza¢ao de emulsdes de 6leos
alimenticios necessitam de aprofundamento. Desta maneira, o presente estudo teve como
objetivo obter NPs de WPC com e sem adicdo de reticulantes (4cido citrico e tanico) e estudar
a aplicagdo das NPs na estabilizagdo de emulsdes de Pickering. Verificou-se que o acido tanico
foi o reticulante que promoveu maior teor de reticulagdo (96,9+2,96%), que pode estar
associado ao maior numero de grupamentos hidroxila presentes no mesmo. Quanto a
caracterizacdo das NPs, estas apresentaram formatos esféricos € com tamanhos proximos entre
os grupos de amostras, sendo que, o ultrassom no tempo de 1 minuto ndo influenciou nas
caracteristicas das mesmas. Diferentemente do pH (faixa de 2 — 9), o qual exerceu efeito sob o
diametro, PDI e potencial zeta das amostras, tamanhos maiores foram observados em toda a
faixa de pH nas amostras reticuladas com acido tanico, e o aumento da alcalinidade do meio
resultou em cargas superficiais mais negativas para todas as amostras. A adi¢do de NaCl (0,1-
0,6 mol/L) também resultou em alteragdes nas nanoparticulas, de modo que, com o aumento da
concentragdo deste sal, menor foi a magnitude do potencial zeta, indicando menor estabilidade.
Na analise de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foram
encontradas bandas que indicam a reticulagdo das amostras. Posteriormente, foram produzidas
emulsdes de Pickering em diferentes concentragdes de NPs (0,1, 0,5, 1 e 2%) e proporcdes de
oleo (80:20, 50:50 e 20:80 agua:odleo), sendo a microscopia e reologia avaliadas logo apos a
formulagdo das mesmas e a sua estabilidade macroscopica foi avaliada por 9 dias. As analises
reoldgicas indicaram que as amostras possuem comportamento nao newtoniano pseudoplastico,
pois, a viscosidade diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento e que as emulsdes com a
adicao de nanoparticulas apresentaram maior viscosidade quando comparadas com as amostras
sem a adi¢do de nanoparticulas. Foi possivel verificar que as nanoparticulas reticuladas com
acido tanico conferiram boa estabilidade de armazenamento para emulsdes com a fragcdo de
80:20 (agua:6leo) e na concentragao de 2 e 1%, pois ndo houve separacdo macroscopica durante
os 9 dias avaliados. Os resultados indicaram que as nanoparticulas produzidas possuem
capacidade emulsificante, encorajado pesquisas posteriores sobre seu uso na obtencdo de
emulsdes alimenticias.

Palavras-chave: Emulsdes de Pickering; Particulas Sélidas; Reticulagao; Acidos Organicos;

PUFAs.



ABSTRACT

Emulsions are thermodynamically unstable or metastable multiphase systems that require
agents to promote their stabilization. Nanoparticles (NPs) can be used to stabilize emulsions,
as is the case with Pickering emulsions. In these emulsions, stabilization occurs through solid
particles rather than surfactants, as in a conventional emulsified system. The formulation of
food products containing oils stabilized by solid nanoparticles aligns with the demand for
healthier, additive-minimized foods. A promising option for producing solid particles for this
purpose is whey protein concentrate (WPC). However, studies aimed at evaluating the potential
for stabilizing food oil emulsions require further investigation. This study aimed to obtain WPC
NPs with and without the addition of cross-linking agents (citric acid and tannic acid) and study
the application of these NPs in Pickering emulsion stabilization. It was found that tannic acid
was the cross-linking agent that promoted the highest degree of cross-linking (96.9+2.96%),
which may be associated with a higher number of hydroxyl groups present in it As for the
characterization of NPs, they exhibited spherical shapes with similar sizes among the sample
groups. Ultrasonication for 1 minute did not influence their characteristics. Unlike pH (in the
range of 2-9), which affected diameter, polydispersity index (PDI), and zeta potential of the
samples, larger sizes were observed across the entire pH range in samples cross-linked with
tannic acid. An increase in alkalinity resulted in more negative surface charges for all samples.
The addition of NaCl (0.1-0.6 mol/L) also led to changes in the nanoparticles, with a higher salt
concentration reducing the magnitude of the zeta potential, indicating lower stability. Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analysis revealed bands indicating cross-linking of
the samples. Subsequently, Pickering emulsions were prepared with different NP
concentrations (0.1, 0.5, 1, and 2%) and oil ratios (80:20, 50:50, and 20:80 water-to-oil), with
microscopy and rheology assessed immediately after formulation. The macroscopic stability
was evaluated over 9 days. Rheological analyses indicated that the samples exhibited non-
Newtonian pseudoplastic behavior, as viscosity decreased with increasing shear rate. Emulsions
with the addition of nanoparticles showed higher viscosity compared to samples without
nanoparticles. It was observed that tannic acid-cross-linked nanoparticles provided good
storage stability for emulsions with an 80:20 (water-to-oil) fraction and at concentrations of 2%
and 1%, as there was no macroscopic separation during the 9-day evaluation period. The results
indicated that the produced nanoparticles have emulsifying capacity, encouraging further
research on their use in the production of food emulsions.

Keywords: Pickering emulsions; Solid Particles; Reticulation; Organic Acids; PUFAs.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a demanda por alimentos com beneficios adicionais a saude
aumentou, decorrente da conscientizagcdo das pessoas acerca do impacto da dieta na saude e
pela busca de maior qualidade de vida. Produtos alimenticios enriquecidos com aditivos que
impactam positivamente na saude estdo sendo cada vez mais procurados, contudo, um fator
limitante ¢ que as substancias bioativas utilizadas para este fim podem ser quimicamente
instaveis, sensiveis e suscetiveis a degradacdo. Tecnologias estdo em desenvolvimento para
aumentar a aplicabilidade, estabilidade e para preservar a qualidade e vida util destas
substancias em produtos alimenticios, sendo uma delas os sistemas emulsionados ou emulsoes.

Emulsdes sdo sistemas heterogéneos formados por duas ou mais fases liquidas
imisciveis que sdo estabilizadas por meio de agentes emulsificantes (Xu et al., 2022; Yue et al.,
2022). Uma forma de estabilizar emulsdes ¢ por meio de particulas de Pickering, onde a
estabilizacao ocorre através de particulas solidas (Lam; Nickerson, 2013; Xu et al., 2022). Tais
particulas tem se mostrado uma opg¢ao vidvel para superar estas limitagdes (Carmo; Fernandes;
Borges, 2015; Julio et al., 2015; Mohd Ali et al., 2012; Neves et al., 2021; Tatar Turan; Cengiz;
Kahyaoglu, 2015).

As substancias quimicas chamadas de emulsificantes, emulsionantes, tensoativos ou
surfactantes sdo aquelas com a capacidade de atuar na formag¢do ou na manutencdo de uma
dispersao homogénea de duas ou mais fases imisciveis (Brasil, 1997). Em geral, tais moléculas
possuem caracteristicas anfifilicas com uma porcao polar (responsavel por interagir com a dgua
e outros liquidos polares) e uma por¢do apolar (responsavel por interagir com lipidios e outros
liquidos apolares). Além do mais, estdo entre os aditivos mais utilizados na industria de
alimentos, devido as propriedades fundamentais para o processamento de alimentos.

Segundo o relatdrio publicado na Market Research pela editora Syngene Research LLP
(2022), a analise global do mercado de emulsificantes em alimentos indica que a estimativa €
de que o mercado atinja US$ 4,27 bilhoes até 2028, o que representa um crescimento estimado
de 8,4% entre 2021 e 2028. Com base no apresentado, fica demonstrado o quao promissor € o
desenvolvimento de novos emulsificantes para o mercado.

Uma maneira de elaborar emulsdes ¢ por meio das emulsdes de Pickering, ou seja,
através da estabilizacdo gerada por nanoparticulas. As emulsdes de Pickering sdo cada vez mais
estudadas devido ao crescimento da demanda por produtos com rétulos “limpos”, visto que,
nestas hd a auséncia de surfactantes sintéticos e consequentemente uma menor toxicidade,

devido a substitui¢do por particulas de grau alimenticio (Li et al., 2022b). Neste tipo de
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emulsdo, particulas sélidas sdo os agentes de estabilizacdo, de forma que as particulas se
depositam na interface das goticulas da fase dispersa, formando uma barreira fisica contra
eventos que tendem a desestabilizar a emulsao (Ge et al., 2022; Geng et al., 2021; Yue et al.,
2022).

Particulas so6lidas sdo utilizadas como uma alternativa aos emulsificantes tradicionais e
também como carreadores de substincias. O seu tamanho usualmente estd em escala
micrométrica ou nanométrica, sendo entdo classificadas como microparticulas ou
nanoparticulas, respectivamente (Talele et al., 2022). Diversos tipos de materiais de origem
alimenticia e diferentes técnicas vem sendo utilizadas para o desenvolvimento dessas particulas,
como por exemplo, particulas de amido (Tan et al., 2012), grao de bico (Papalamprou;
Doxastakis; Kiosseoglou, 2010), zeina e gliadina (Liu ef al., 2019), bagago de mag¢a (Lu ef al.,
2020), proteina de soja (Liu; Ou; Tang, 2017), isolado de proteina do soro do leite (Wu ef al.,
2015) e concentrado proteico do soro do leite (Noello ef al., 2016).

A proteina do soro do leite possui alto valor nutricional e devido a sua composi¢do em
aminodacidos essenciais, uma vez que o organismo ndo consegue produzi-los e que pode ser
obtido por meio da alimentacgao. E uma fonte animal ndo toxica, com baixo custo e abundante,
e a sua natureza anfifilica e propriedades emulsificantes proporcionam uma protegdo fisica
através da formacao de uma barreira de protecao ao redor das goticulas de 6leo, estabilizando
estas goticulas em emulsdes (Abdel-Wahhab et al., 2021; Ge et al., 2022; Li et al., 2022;
Moghaddam et al., 2021; Nayak et al., 2022; Qin et al., 2022; Shakoury et al., 2022).

O ¢leo de chia ¢ um produto que vem sendo cada vez mais consumido devido a sua
composi¢do rica em acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), sobretudo os acidos alfa-
linolénico e linoleico, que sdo precursores do Omega-3 (®-3) € o Omega-6 (w-6)
respectivamente. Esses acidos graxos sdo considerados essenciais, uma vez que ndo podem ser
sintetizados pelo organismo e devem ser ingeridos a partir de fontes externas (Cavalli ef al.,
2021; Firtin et al., 2020). Além disso, seus efeitos positivos sobre a saude tem sido
extensivamente demonstrados como por exemplo, o fornecimento de suporte energético para a
manuten¢do das fungdes dos drgaos e efeitos anti-inflamatorios proporcionados principalmente
pelas altas concentracdes de ®-3 (Gutiérrez; Svahn; Johansson, 2019). Contudo, esses mesmos
acidos graxos possuem baixa estabilidade quando comparados aos acidos graxos saturados, o
que se torna um fator limitante do seu uso em maior escala (Copado et al., 2022; Noello et al.,
2016).

Uma alternativa para contornar esse desafio ¢ a estabilizacdo do 6leo por meio de

particulas solidas, ou seja, através das emulsdes de Pickering. Essa estratégia tem demonstrado
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resultados positivos no sentido de proteger e reduzir a degradacdo de compostos sensiveis,
diminuir ou retardar o processo oxidativo, a perda das func¢des biologicas e de caracteristicas

sensoriais (Chevalier; Bolzinger, 2013; Marineli et al., 2014; Noello et al., 2016; Reis;
Ambrosi; Luccio, 2022).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi estabilizar emulsdes de oleo de chia utilizando

nanoparticulas de concentrado proteico de soro do leite.

2.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos deste trabalho:

e Obter nanoparticulas de concentrado proteico de soro do leite (whey protein
concentrate, WPC) utilizando acido citrico ou 4cido tanico como agentes promotores
de reticulagao;

e (Caracterizar as nanoparticulas em relacdo ao tamanho, indice de polidispersdo e
potencial zeta, possiveis interagdes entre os componentes (espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, FTIR), morfologia (microscopia de forca
atdomica/AFM), propriedades térmicas (andlise térmica diferencia/ DTA e
termogravimetria/TGA);

e Determinar a influéncia do pH e ultrassom no tamanho e potencial zeta das NPs; da
for¢a 16nica no potencial zeta;

e (aracterizar o 6leo de chia em elacao a sua composi¢ao em acidos graxos;

e Estabilizar o 6leo de chia através de emulsdao de Pickering utilizando diferentes
concentragdes de nanoparticulas de WPC reticuladas com é4cido tanico comparadas a
emulsdes sem a adicdo de nanoparticulas (branco) e com a adi¢ao de nanoparticulas sem
reticulacao;

e (aracterizar as emulsdes em relagdo a estabilidade de armazenamento, analise

macroscopica durante 9 dias, microscopica e reologica.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Emulsoes

A emulsao liquido-liquido ¢ um sistema disperso formado por duas fases imisciveis,
uma fase ¢ denominada fase interna ou dispersa que se encontra distribuida em uma fase externa
ou continua (X et al., 2022). Emulsdes possuem relevancia na industria de alimentos pois, entre

outras fungdes, podem ser utilizadas como meios de fornecer compostos bioativos ao

consumidor (Xu et al., 2022; Yue et al., 2022)

As emulsdes tendem a se desestabilizar ao longo do tempo em consequéncia de
mecanismos como a floculacgdo, cremeagdo ou sedimentagdo, coalescéncia e amadurecimento

de Ostwald (Ostwald Ripening) (Quadro 1 e Figura 1) (Chen et al., 2022b; Niizawa; Sihufe;

Zorrilla, 2021; Ravera et al., 2021).

Quadro 1 - Mecanismos de desestabilizacdo de emulsoes.

Processo de desestabilizacio

Mecanismo

Floculagao

Decorre de uma associacdo fraca entre particulas da emulsdo,
as gotas formam agregados que resultam na formacdo de
goticulas que mantém a sua integridade da interface, também
classificados como flocos. Pode ser revertida através de
agitagdo (com a quebra dos flocos). Contudo, nos casos em que
¢ irreversivel, resulta no fenomeno de coalescéncia das
goticulas.

Cremeacdo (cremagem) ou sedimentag@o

Fendémeno reversivel que acontece devido a diferenga de
densidade entre duas fases, ocasionando migra¢do das gotas
para a parte superior (topo) ou inferior (fundo) da emulsdo por
acdo da gravidade. Pode ser revertido por meio de agitacéo.

Coalescéncia

Processo irreversivel que envolve a fusdo de duas ou mais gotas
de uma fase resultando na formagdo de uma Unica gota. As
goticulas da fase dispersa se fundem para formar gotas maiores,
esse processo acontece até que ocorra a total separacgio de fases.

Amadurecimento de Ostwald
(Ostwald Ripening)

Processo irreversivel que decorre da diminui¢do do nimero
total de goticulas da fase dispersa e aumento do raio da fase
dispersa. As goticulas menores diminuem e acabam
desaparecendo, e em contrapartida, as maiores crescem devido
a solubilidade da fase dispersa na fase externa. E um
mecanismo de difusdo de moléculas da fase dispersa pela
continua.

Fonte: Bouyer et a/ (2012) e Franzol; Rezende (2015).
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Figura 1 - Representacio dos mecanismos de desestabilizacio de uma emulsio oleo-
agua.

Reversivel Emuls3o Irreversivel
estabilizada
Cremeagao Coalescéncia

Separagdo de

Floculagéo fases

Amadurecimento de
Sedimentagao Ostwald

Agua

Oleo

Fonte: Adaptado de Ravera ef al. (2021)

Para que a agregar estabilidade a emulsdo, a adi¢do de emulsificantes no sistema ¢ uma
das estratégias. Embora a estabilidade citada ndo seja de origem termodinamica para as
emulsdes convencionais, estabilizadas com surfactantes moleculares ou particulas, um estado
de metaestabilidade pode ser gerado pela barreira fisica, estérea e/ou repulsiva formada pelas
particulas, que conferem uma estabilidade de ordem cinética (Wei et al., 2020).

Emulsificantes, tensoativos ou surfactantes (agentes ativos de superficie) sdo
substancias consideradas aditivos alimentares que reduzem a tensdo superficial ou interfacial
entre as fases dispersa e continua. O estado de metaestabilidade da emulsdo € gerado através de
impedimento estéreos e/ou repulsivos, associados a adsor¢do de surfactantes moleculares a
interface (Amaral et al., 2023). Sdo largamente aplicados na industria de lacticinios, confeitaria,
panificacdo, bebidas e em outros setores, posto que afetam as propriedades fisico-quimicas dos
alimentos bem como propriedades tecnoldgicas como textura e viscosidade (Kim; Wang;
Selomulya, 2020). O uso de emulsificantes moleculares naturais ¢ de interesse para a industria,
uma vez que estes podem ser usados para suprir a crescente demanda da populagao por produtos

naturais.
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3.2 Emulsoes de Pickering

A estabilizagdo por particulas de Pickering foi descrita incialmente por Ramsden e foi
observada e nomeada por Pickering em 1907, consistindo em uma emulsdo que ¢ estabilizada
por meio de particulas solidas e pode resultar em estabilidade a longo prazo (Bist ef al., 2022,
apud Pickering, 1907; Sun et al., 2022). Como as particulas s6lidas atuam como emulsificantes,
essas emulsdes podem ser livres de emulsificantes tradicionais (Ge et al., 2022; Kibbelaar et
al., 2022; Tai et al., 2020). E um método que produz emulsdes que geralmente possui baixa
toxicidade e ecologicamente mais corretas, econdmicas ¢ de obtengdo relativamente facil (Ge
etal., 2022; Geng et al., 2021; Yue et al., 2022).

O mecanismo de como as particulas se depositam ao redor da gota de 6leo pode ocorrer
de diferentes maneiras, entre os possiveis mecanismos (Figura 2), encontram-se: (1)
recobrimento de toda a superficie da goticula, (2) formac¢do de “ponte” entre particulas
proximas, (3) repulsdo através de forgas entre as particulas e (4) formagdo de rede

tridimensional entre as particulas.

Figura 2 - Mecanismos de adesdo das particulas ao redor das gotas de dleo.
(2)

Fonte: Pires (2020).

Este tipo de emulsdo possui vantagens em comparacdo com emulsdes utilizando
emulsificantes convencionais, entre elas a alta estabilidade, menor ocorréncia de difusdo na
superficie da fase dispersa e elevada resisténcia a coalescéncia. Vale ressaltar que as particulas
solidas devem apresentar boa molhabilidade com a fase oleosa e com a fase aquosa (Ge et al.,

2022; Sun et al., 2022). Ademais, em aplicacdes alimenticias as nanoparticulas usadas na
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formulagdo de emulsdo de Pickering possuem varios potenciais usos, como por exemplo, atuar
como encapsulante de compostos bioativos € na elaboragdo de produtos com baixo teor de
gordura (Hu ef al., 2016b; Jafari et al., 2020; Keramat; Kheynoor; Golmakani, 2022;
Matsumiya; Murray, 2016).

Uma area importante para o estudo de emulsdes € a reologia, a qual ¢ ciéncia que estuda
a deformac¢do e escoamento da matéria permite que informacdes quanto a forma como um
material reage quando este ¢ submetido a forcas externas sejam obtidas (Kim; Wang;
Selomulya, 2020). E amplamente utilizada na industria de alimentos, uma vez que, ¢ possivel
analisar de maneira aprofundada a microestrutura, fluidez e deformagdo dos alimentos, por
meio de medi¢des de baixa até grandes tensdoes (Ahmed; Basu, 2023). Fatores que ajudam no
desenvolvimento, melhoramento e controle das propriedades de textura de matrizes
alimentares, tanto no processamento, armazenamento ¢ transporte, além das propriedades de
fluxo da estrutura do alimento correlacionadas ao consumidor, propriedades fisiologicas na
percepcao humana quanto ao sabor, textura e digestdo (boca, estdmago e intestino) onde o
alimento ¢ percebido e digerido, impactando diretamente na satisfagdo do consumidor (Fischer;
Windhab, 2011).

Parametros como tensdo de escoamento, viscosidade, elasticidade, viscoelasticidade,
varreduras de frequéncia, amplitude, rampa de temperatura e modulo oscilatorio podem ser
obtidos em andlises reoldgicas (Cheng et al., 2022). Um exemplo de aplicagdo da analise
reologica ¢ em emulsdes, pois, ¢ um método til para entender o comportamento destas durante
as transformacdes de fases e comportamento de fluxo, sob temperatura e estresse (Yi ef al.,
2023).

O comportamento viscoeladstico de um material pode ser analisado através de varreduras
de frequéncia por reologia oscilatoria dindmica, variagdes quanto aos modulos de
armazenamento (G’) e perda (G”) permitem caracterizar a estrutura de rede de uma amostra.
Sendo que, o parametro G’ indica o quanto um dado material € capaz de armazenar a tensao
sofrida sem escoar, ou seja, o quanto o material quando sofre acdo de uma forga resiste a
deformagdo. J& o G”’, indica o quanto um dado material ¢ capaz de perder a tensdo sofrida
(Fingas et al., 2003). Estes modulos podem ser utilizados para analisar a estabilidade de
formulagdes.

A viscosidade ¢ a resisténcia ao fluxo de um determinado material em se recuperar de
um estresse. Indica mudangas estruturais reversiveis ou irreversiveis do fluxo de fluido sob
estresse. Nesta andlise, obtém-se uma curvo de fluxo, onde a viscosidade (Pa.s) em funcao da

taxa de cisalhamento (1/s) € registrada, e o material pode ser classificado como viscoso ou
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elastico, dependendo da resposta gerada ao estimulo mecanico (Fingas; Fieldhouse; Wang,
2003). Em relagdo ao comportamento de uma emulsdo, quando o fluido ¢ do tipo ndo
newtoniano, o comportamento viscoso ¢ em fun¢ao da taxa de cisalhamento. Diferentemente
do fluido newtoniano, onde o comportamento da viscosidade ¢ independente da taxa de
cisalhamento (Torres ef al., 2007).

Sendo assim, para preparar emulsdes de Pickering, uma ampla variedade de particulas
solidas tem sido empregada, entre elas, a proteina do soro do leite (whey protein, WP) (Li et

al., 2022a; Nayak et al., 2022; Qin et al., 2022).

3.3 Proteina do soro do leite

O soro do leite ¢ um subproduto liquido que pode ser obtido a partir do processamento
do leite. Sua fragdo proteica contém majoritariamente PB-lactoglobulina, estando também
presentes a o-lactalbumina, albumina de soro bovino, lactoferrina e imunoglobulinas. A (-
lactoglobulina representa aproximadamente 20% das proteinas totais do leite bovino, possui
alto valor biologico e nutricional e dessa forma, ¢ amplamente utilizada na industria de
alimentos (Liu ef al., 2022; Shakoury et al., 2022).

A produgdo do soro de leite vem aumentando cada vez mais em nivel mundial, em
consequéncia da valorizacao deste como subproduto para aplicagdes na industria de alimentos,
farmaceéutica e de biomateriais. A produ¢ao mundial € superior a 160 milhdes de toneladas por
ano, com um indice de crescimento de 1 a 2% ao ano. Isto se deve ao fato de que para produzir
1 quilo de queijo, 9 litros de soro de leite sdo gerados (Smithers, 2008).

Os produtos mais abundantes produzidos a partir do soro de leite sdo os concentrado
proteico do soro de leite (WPC, do inglés) e isolado proteico do soro de leite (WPI, do inglés).
O WPC ¢ obtido mediante a ultrafiltragdo do soro de leite, processo que visa concentrar
proteinas e sua concentracdo de proteinas totais varia de 50 a 80%, tendo outros componentes
como, gorduras, carboidratos, vitaminas e sais minerais. Ja para a producao de WPI € necessario
processamento adicional, tais como a troca idnica, que remove lactose, minerais € outros
componentes de baixa massa molar. O resultado ¢ que o WPI possui concentracdes de proteinas
superiores a 90% (Ha et al., 2019; Livney, 2010; Madureira et al., 2007).

Segundo o Grand View Research (2022), o mercado global de whey protein em 2021
foi avaliado em US$ 5,33 bilhdes com predominio pela demanda do segmento de WPC ¢ maior

participacao na receita, atingindo mais de 40% comparado as outras formas de whey protein


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactoferrin
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produzidas (Isolado e Hidrolisado), e estima-se que estes nimeros devem crescer em uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR) mais rapido de 2022 a 2030.

Além do mais, a proteina do soro do leite ¢ uma fonte animal ndo toxica para a maioria
dos individuos, com baixo custo ¢ uma fonte abundante para a formag¢ao de nanoparticulas,
visto que, esta proteina possui propriedades emulsificantes, formacdo de barreira fisica de
protecdo e estabilizando goticulas de 6leo em emulsdes (Figura 3) (Moghaddam et al., 2021;
Shakoury et al., 2022). Entre as propriedades funcionais das proteinas do soro do leite, estdo a
capacidade de formagdo de espuma, devido a forte camada adsorvida na interface ar-agua que
as proteinas geram (Levin ef al., 2016) e a capacidade de gelificacdo (Van Den Berg et al.,
2007).

Quando as proteinas globulares estdo em sua forma nativa, o interior dela ¢ composto
em sua maior parte por aminoacidos hidrofobicos, enquanto na parte externa (interface
proteina/dgua) ¢ composta principalmente por aminoéacidos hidrofilicos. Quando a proteina ¢é
tratada por algum agente fisico, como a temperatura, ocorre alteragdes nas propriedades fisico-
quimicas destas, o que melhora sua caracteristica anfifilica, pois, ocorre o desdobramento da
proteina que inicialmente se apresentava em forma globular, e a abertura desta faz com que a
proteina fique com pontos hidrofilicos e hidrofobicos expostos e consequentemente tenha um
resultado mais eficiente como emulsificante (Mcsweeney; Fo, 2013).

A proteina do soro do leite ndo somente auxilia na questdo funcional, mas possui
também propriedades nutricionais, pois sua composi¢do conta com os nove tipos de
aminoacidos essenciais (EAA): fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
treonina, triptofano, valina (Haraguchi; Abreu; Paula, 2006; Xiao; Guo, 2022). Possui também
vitaminas e minerais que contribuem para o desenvolvimento de alimentos funcionais com alto
valor nutricional e com beneficios a saude (Chen; Remondetto; Subirade, 2006; Liu et al., 2022;

Pu et al., 2022; Shakoury et al., 2022).

Figura 3 - Barreira fisica formada por proteinas ao redor de goticula de 6leo.
Agua
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Fonte: Adaptado de Bouyer ef al. (2012).

Alguns estudos utilizando proteina do soro de leite apresentaram resultados promissores
na encapsulacao de substancias bioativas. Hong et al. (2022) realizaram nanoencapsulacao de
apigenina por meio de isolado proteico de soro de leite e a eficiéncia do encapsulamento foi de
até 98,15%, as nanodispersdes obtidas foram estaveis durante o armazenamento em temperatura
ambiente por 30 dias. Wu et al. (2015) formularam e estabilizaram emulsdes de Pickering a
partir de nanoparticulas de isolado de proteina de soro do leite, as nanoparticulas obtidas
apresentaram boas propriedades de umectagdo e resisténcia ao calor, permitindo que estas
nanoparticulas fossem aplicadas em usos que requerem tratamento térmico.

Zhou et al. (2022) prepararam nanoparticulas a partir de isolado de proteina de soro de
leite (WPI) e fitoesterdis (PSs), formando um composto leite-fitoesterol (WPS) como
estabilizadores de emulsdes de Pickering do tipo 6leo em agua, observaram que o WPI e PSs
foram ligados através de ligagdo ndo covalente, fato que altera a funcdo e estrutura das
nanoparticulas. Em uma propor¢cdo de 25:2 de WPI e PSs respectivamente, houve uma
excelente molhabilidade interfacial das particulas, atividade antioxidante e estabilidade da
emulsdo. As emulsdes obtidas apresentaram excelente estabilidade ao armazenamento e
oxidag¢do, e também uma reduzida digestibilidade lipidica.

Noello et al. (2016) produziram emulsdes de 6leo de chia estabilizadas por meio de
microparticulas de concentrado proteico de soro de leite e pectina, e também utilizando somente
o concentrado proteico do soro do leite, sendo que ambas foram secas por spray dryer. Todas
as formulagdes foram estaveis por no minimo 24 horas apos a preparagdo, e todas as
formulacdes contendo microparticulas apresentaram maior estabilidade oxidativa quando
comparado ao 6leo de chia na forma pura.

Uma forma de melhorar a aplicabilidade e desempenho das proteinas ¢ mediante
reticulagdo. Esta técnica € promissora na drea de alimentos e comumente aplicada a proteinas
devido a estas possuirem mais grupos funcionais quando comparado a outros polimeros, como
por exemplo, os polissacarideos (Azeredo; Waldron, 2016). Como exemplo, Silva et al.
(2021)formularam microgéis com WPI reticulado com &cidos organicos para estabilizar
emulsdes de Pickering contendo 6leo de café torrado. A reticulagdo melhorou a estabilidade
das emulsdes, pois reduziu o tamanho dos microgéis de ~1800 nm para 185 nm, bem como
aumentou o angulo de contato com a dgua destes microgéis quando comparado a microgéis de
WPI sem o processo de reticulagdo. Este processo proporcionou maior estabilidade fisica para

as emulsdes (O/A), devido ao fato de que o tamanho menor dos microgéis € um maior angulo
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de contato entre a particula e as fases liquidas, formaram uma camada com espessura mais fina
na interface 6leo/agua, resultando em uma barreira eficaz contra a coalescéncia de particulas.
Uma forma de melhorar a aplicabilidade ¢ desempenho das proteinas ¢ mediante a
técnica de reticulacdo, técnica promissora na area de alimentos e comumente aplicada a
proteinas devido a estas possuirem mais grupos funcionais quando comparado a outros

polimeros, como por exemplo, os polissacarideos (Azeredo; Waldron, 2016).

3.4 Reticulacao

A reticulacdo consiste na formacdo de ligagdes fisicas ou quimicas entre cadeias
poliméricas, como por exemplo de proteinas, ¢ que resultam na formagdo de redes
tridimensionais. Conseguinte, esta técnica aumenta as propriedades de barreira ¢ mecanica,
assim como, torna a estrutura mais resistente a luz, calor e melhora a estabilidade, pode também
retardar a biodegradacdo de materiais proteicos. Uma das formas de realizar este processo € por
meio da reticulagdo quimica (Azeredo; Waldron, 2016; Liang ef al., 2020). Os acidos citrico e
tanico sdo utilizados na area de alimentos para reagdes de reticulagdo quimica, visto que
possuem grau alimenticio e possuem baixa toxicidade. Reticulantes como o formaldeido e
glutaraldeido devem ser evitados dado que ndo sdo permitidos em alimentos por possuirem
potencial toxico (Silva et al., 2021).

Os grupos amino presentes nas proteinas sdo fortemente nucleofilicos, o que
proporciona a participagdo das proteinas em variados tipos de reagdes de reticulagdo. A reacao
de reticulagdo de proteinas com compostos fenolicos ¢ uma alternativa que pode ser utilizada
em alimentos. Estes compostos possuem propriedades antioxidantes e estdo presentes em uma
ampla variedade de vegetais, frutas e especiarias, os quais proporcionam diversos beneficios a
saude (Azeredo; Waldron, 2016).

Segundo a Food and Drugs Administration (FDA), o acido tanico ¢ classificado como
substancia de alimentos afirmados como geralmente reconhecidos como seguros (GRAS),
porém, possui algumas limitagdes especificas quanto ao seu uso em alimentos, sendo 0,04% o
nivel maximo de uso em alimentos (FDA, 2022).

O 4cido tanico ¢ um composto fenolico que possui coloracdo branca amarelada a
marrom clara na forma de p6 volumoso e amorfo (Figura 4) com sabor adstringente e odor
caracteristico fraco, e ¢ extraido de espécies como Quercus infectoria Olivier, e varias espécies

de sumagre (Rhus semialata, Rhus coriaria, Rhus glabra). Os polifendis, como o acido tanico,
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juntamente com emulsificantes macromoleculares, como, polissacarideos e proteinas através
de ligacao ndo covalentes podem melhorar o desempenho da estabilidade de emulsdes frente a

oxidagdo devido a sua propriedade antioxidante (Liang et al., 2021; Wang et al., 2018).

Figura 4 - Acido tanico em po.

Fonte: Autoria prépfia (2022). :

O 4cido tanico vem sendo utilizado como agente reticulante por possuir propriedades
que modificam as proteinas através de interacdes ndo covalentes e complexacdo molecular,
possui custo relativamente baixo e exige menos condi¢des estritas de temperatura, pH e
substrato, diferentemente das enzimas lacase e transglutaminase que necessitam de condigdes
mais restritas e possuem o valor elevado, limitando assim o seu uso. Outro fator que contribui
para a utilizag¢do deste acido como reticulante € que ele € altamente reativo com macromoléculas
biologicas, pois, possui varios grupos hidroxila (OH) e anéis aromaticos (Figura 5) que sdo
capazes de formar ligacdes de hidrogénio, atuando como uma “cola molecular” entre as
proteinas (Jia et al., 2020; Li et al., 2023; Yuan et al., 2021). Ou seja, reage com aminoacidos
por meio do seu grupo fendlico que atua doando protons capaz de formar fortes ligagcoes de
hidrogénio com os grupos carboxilicos existentes na estrutura da proteina (Andrade et al., 2005;
Hu et al., 2016a; Sainz-Urruela et al., 2022; Silva et al., 2021; Ullah et al., 2022; Wu et al.,
2018).
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Figura 5 - Representacio esquematica da estrutura quimica do acido tanico.
OH

Fonte: Robles (2014).

Outro agente reticulante é o acido citrico, que se apresenta na forma de p6 branco ou
cristais incolores (Figura 6). E um 4cido carboxilico de baixo custo produzido principalmente
por processos de fermentagdo de carboidratos como glucose ou amido, ou encontrado em frutas
citricas como limao, abacaxi e lima (Alavarse et al., 2022; Franklin; Guhanathan, 2014; Galvao
et al., 2018; Xu et al., 2015). E muito utilizado na industria de alimentos como antioxidante,
acidificante e intensificador de sabor e na industria farmacéutica como efervescente, corretor
de pH, antioxidante e conservante de ferro. Setenta e cinco porcento do consumo global de
acido citrico em alimentos e bebidas tem como objetivo sua fun¢ao de acidulante (Reena et al.,
2022; Vandenberghe et al., 2017). O mecanismo de reticulagdo envolve os grupos carboxilicos
do 4cido citrico (Figura 7) que reagem com os grupos amino livres da proteina por substituicao

nucleofilica (Galvao et al., 2018; Hashemi; Madadlou; Salami, 2017).

Figura 6 - Acido citrico.

Fonte: Autoria propria (2022).

E permitido pela resolugdo brasileira (RDC n° 45, de 3 de novembro de 2010) sem

limitagdes para ingestdo diaria indicando que ndo apresenta riscos a satide (Brasil, 2010).
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Figura 7 - Representacio esquematica da estrutura quimica do acido citrico.

H
HO OH

OH
Fonte: Scopel et al. (2017).

3.5 Oleo de Chia

A Salvia hispanica L., popularmente conhecida como chia (Figura 8a) ¢ uma planta
herbacea anual que pertence a familia Lamiaceae e ¢ nativa da regido do centro-oeste do México
ao norte da Guatemala, estando atualmente difundida em vérias outras regides. Suas sementes
eram muito utilizadas por tribos astecas como alimento, fabricagdo de tintas e remédio
(Martinez et al., 2012). As sementes de chia (Figura 8b) possuem formato oval com tamanho
heterogéneo de 1 a 2 mm, a cor varia de cinza, marrom, preto e preto mesclado a branco,
normalmente sdo consumidas de forma integral ou moidas, adicionadas a bebidas, leite, bolo,
biscoitos, iogurte, saladas, barras de cereais, outra maneira de uso ¢ em forma de 6leo devido
ao alto valor nutricional, a presenca de 4cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) e outros

compostos bioativos (Mohd Ali et al., 2012; Oliveira-Alves et al.,2017; Timilsena et al., 2016).

_ Figura 8 - Flores e sementes da Salvia hispanica L.

T B

s e wa B8

(b) Sementes de chia.
Fonte: Mack (2020).

Os compostos presentes na chia proporcionam diversos beneficios a saude, estudos

indicam potencial acdo para com prevencdo de doencas como diabetes, problemas



24

cardiovasculares e obesidade, pois, possuem atividades hipocolesterolémicas e hipotensoras
(Toscano et al., 2014), anti-inflamatdrias, antioxidantes (Pellegrini et al., 2018) e melhora a
tolerancia a glucose (Marineli ef al., 2015). Outro ponto, ¢ que a inclusdo de PUFAs na dieta
ou na suplementacdo ¢ de suma importancia devido ao fato de que o organismo ndo € capaz de
sintetizar estes acidos graxos essenciais (Firtin et al., 2020; Noello et al., 2016). Em
comparac¢do ao leite, a chia possui onze vezes mais fosforo, seis vezes mais calcio e quatro
vezes mais potassio (Marinell et al., 2014; Muioz et al., 2013; Munoz-Tébar et al., 2019).

O ¢6leo de chia (Figura 9) ¢ um produto obtido das sementes de chia e ¢ uma fonte rica
de PUFAs de cadeia curta, 4acido a-linolénico (ALA, n-3) e 4cido linoleico (LA, n-6), sendo a
proporcao de cerca de 65% e 20% respectivamente (Copado; Ixtaina; Tomas, 2022; Noello et
al.,2016). Além destes, contém compostos fenolicos e antioxidantes naturais, fibras, vitaminas
(complexo B), proteinas e minerais (Marineli ef al., 2014; Muioz et al., 2013; Mufioz-Tébar et

al., 2019).

Figura 9 - Oleo de chia.

—

Fonte: Autoria propria (2022).

Este 6leo tem sido utilizado para o enriquecimento de produtos na industria alimenticia
e na obtencdo de capsulas para o uso de atletas com o intuito de supressdo do apetite, perda de
peso e também como promotores de satde para o publico em geral (Firtin et al., 2020; Noello
etal., 2016)

Segundo a Instru¢do Normativa n® 28 da ANVISA, de 26 de julho de 2018, que
estabelece os constituintes, limites de uso, alegagdes e rotulagem complementar dos
suplementos alimentares, o 6leo de semente de chia (Salvia hispanica L.) esta autorizado para
ser usado em suplementos alimentares, ndo sendo indicado para lactentes de 0 a 12 meses ou
criangas com a faixa etaria compreendida entre 1 a 3 anos. Segundo a mesma normativa, os

limites minimos recomendados para o consumo diario de ALA sdo de 0,24 g para individuos
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com idade acima de 19 anos, j& a recomendagdo de LA ¢ de 2,55 g. O limite maximo
respectivamente ¢ de 2,4 g e 25,5 g (Brasil, 2018). Dessa forma, o 6leo de chia se torna uma
possivel fonte para a obtengao destes compostos, visto que entre as fontes naturais conhecidas
possui a maior propor¢ao de ALA (Ayerza, 1995; Marineli et al., 2014; Mufioz et al., 2013).

Em contrapartida, o elevado teor de PUFAs e seu grau de insaturacdo no 6leo resulta
em baixa estabilidade ao calor, umidade, oxigénio e luz frente as condi¢gdes de processos e
ambientais, sendo entdo necessario alternativas que evitem ou minimizem estes efeitos para que
a utilizagdo deste e para que os potenciais beneficios nao sejam invalidados (Ayerza, 1995;
Marineli et al., 2014).

Uma alternativa para tal desafio é a encapsula¢do do 6leo de chia, a fim de que seja
realizado um revestimento em volta deste, e consequentemente uma protecao ¢ melhora na
estabilidade, reduzindo a degradacdo de compostos sensiveis, diminuindo ou retardando o
processo oxidativo e a perda das funcgdes bioldgicas e caracteristicas sensoriais (Marineli et al.,
2014; Noello et al., 2016; Reis; Ambrosi; Luccio, 2022).

Dessa forma, nanoparticulas de concentrado proteico do soro de leite foram reticuladas
com &cidos organicos para a estabilizacdo de emulsdes de 6leo de chia em 4gua. Foram
realizadas as técnicas de caracteriza¢ao nas amostras de nanoparticulas e emulsdes, e esta Gltima

foi avaliada por testes micro e macroscOpicos para verificar a estabilidade a separacao de fases.
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4 MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento do projeto bem como as analises foram realizados nos laboratérios
do PPGTA (UTFPR - Campus Campo Mourdo) e no laboratorio Biopol da Universidade
Federal do Parand (UFPR — Campus Botanico - Curitiba). A estrutura de laboratérios

multiusuarios da UTFPR também foi utilizada sem custos adicionais.

4.1 Materiais

O concentrado proteico do soro do leite (WPC, do inglés) foi fornecido pela industria
GSG Nutricdo LTDA, e a composi¢do segundo o fabricante ¢ de 81,0% de proteina, 5,5% de
gordura, 5,0% de cinzas (550 °C), 4,5% de umidade e o pH 6,5 da solu¢do aquosa. Acido tanico
(Sigma Aldrich) e o acido citrico (4lphatec) foram usados como agentes de reticulacdo. Azida
de sodio (Sigma Aldrich) foi utilizada para prevenir o crescimento de microrganismos em
concentragdo de 200 ppm (CARPENTER; GEORGE; SAHARAN, 2018). Solugdes de acido
cloridrico (4lphatec, HCI, 1 mol.L!") ou hidroxido de sédio (Isofar, NaOH, 1 mol.L!") foram
empregadas para ajuste do pH. Oleo de chia (Veris Oleos Vegetais Ltda) foi utilizado para a
formulacao de emulsdes. Brometo de potéssio (KBr, Sigma-Aldrich, grau espectroscopico) foi
usado nas analises de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR). Substrato de mica V-1
(Electron Microscopy Science, EUA) foi utilizado como substrato padrdo nas andlises de
Microscopia de Forga Atdmica. Solugdo aquosa de KCI 0,01 mmol.L™! foi usada nas andlises
de estabilidade das nanoparticulas. Trifluoreto de boro (Sigma Aldrich) e metanol foram
utilizados nas anélises de cromatografia gasosa. Agua purificada (tipo de 4gua que passou por
algum processo de tratamento para a retirada de possiveis contaminantes) por destilacdo e agua
ultrapurificada (tipo de dgua purificada com tratamento adicional para a remocao dos possiveis

contaminantes) pelo MiliQ (BRASIL, 2019).

4.2 Elaboracao das nanoparticulas

A preparagdo de nanoparticulas sélidas foi realizada de acordo com a metodologia de
Farjami et al. (2015) e por Silva et al. (2021) com pequenas modificagdes. Primeiramente,

preparou-se uma solugdo de concentrado de proteina do soro do leite (20 g) em agua purificada
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por destilacdo (500 mL) sob agitacdo a 200 rpm por 2 h, sem aquecimento. Em seguida, a
solucdo foi armazenada em geladeira por aproximadamente 12 h para garantir a hidratacdo das
proteinas. Posteriormente, a solugdo foi centrifugada (NT 815, NovaTecnica) em tubos Falcon
a 6.000 rpm por 10 minutos a 10 °C, a fim de separar a fragdo insoluvel em agua. A
concentragdo de WPC ap6s a centrifugacdo foi determinada gravimetricamente e em triplicata.

A concentragdo de WPC foi determinada adicionando-se aproximadamente 1 g da
solucao, apos-centrifugacao, em placa de Petri e estas foram secas em estufa a 100 °C até que
amassa do residuo nao variasse em funcao do tempo. O célculo foi realizado segundo a equagao
(Eq. 1), onde Cwrc é a concentragio de solidos (g mL™), mseca é 2 massa na placa de petri apds
a secagem, Mplaca € @ Massa da placa de petri vazia e msolucao € a massa de solucao adicionada na
placa antes da secagem.

c _ Mseca — Mplaca (Eq.1)
wPC

msolucéo

A razdo molar de reticulante e proteina foi de 3:1 (mol:mol) com base no teor da proteina
usada (considerou-se a massa molar do principal constituinte, a proteina - lactoglobulina,
aproximadamente 18.000 g/mol (Food ingredients Brasil, 2014), resultando nas concentragdes
de 3,135 greticulante/ 100 gwpc para o acido citrico € 27,900 greticulante/ 100 gwpc para o acido tanico.

Foram utilizadas trés condi¢des experimentais: a) solucdo de WPC em 4gua sem a
adi¢do de reticulantes (amostra NPs WPC); b) solu¢do de WPC em agua com adicao de acido
citrico (amostra NPs ret. 4c. citrico); e c¢) solugdo de WPC em agua com adicdo de acido tanico
(amostra NPs ret. ac. tanico).

Os reticulantes foram adicionados a 500 mL de uma solucao aquosa de whey protein
(20 g), seguido de agitacdo a 200 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente. O pH foi
ajustado por meio da adi¢do de 4cido cloridrico (HCI, 1 mol.L™") ou hidréxido de sédio (NaOH,
1 mol.L") até pH 5,8. As solucdes foram aquecidas a 80 °C sob agitacdo magnética a 100 rpm,
durante 15 minutos. Quando as solucdes arrefeceram a temperatura ambiente, foi adicionada
azida de sodio (0,2 g.L!) para evitar o crescimento microbiano (Ramalho; Lelis, 2021; Vancin
et al.,2020).

As solugdes obtidas foram sonicadas (Fischer Scientific, Sonic desembrator, 117 V, 50-
60 Hz, 4 A e 400 W) por 3 minutos (30 segundos ligado/10 segundos desligados) em banho de
gelo para evitar superaquecimento. Posteriormente, foram liofilizadas e acondicionadas em
tubo Falcon, etiquetadas e armazenadas a -10 °C. O mesmo procedimento foi seguido para o

caso da amostra sem adicao de reticulantes.
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4.3 Caracterizacio das nanoparticulas

4.3.1 Cinética de reticulacao

A formagao das nanoparticulas, com ou sem adi¢ao de reticulantes, foi acompanhada ao
longo do tempo. Solugdes de WPC em agua purificada por destilagdo foram obtidas conforme
descrito anteriormente, ¢ apoOs ajuste do pH para 5,8 foram aquecidas a 80 °C. Posteriormente,
foram coletadas aliquotas de 1,5 mL nos tempos de 0, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 e 60 minutos,
que foram posteriormente resfriadas em banho de gelo para que o processo de reticulagdo
térmica fosse interrompido.

Posteriormente, estas amostras retiradas foram centrifugadas a 14.000 rpm por 20
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi acondicionado em placas de Petri, as quais
foram levadas a estufa a 100 °C até a completa secagem das mesmas. Os calculos foram
realizados de acordo com as Equacdes 2 e 3, onde Csglidos € @ concentragdo de solidos total, mgeco
¢ a massa da placa ap0s a secagem, mplaca € @ massa da placa vazia, mpsolucio € @ massa da placa
com solucdo de WPC antes da secagem, Cwepc ¢ a concentracdo de WPC antes da reticulagdo,

Ciscido € a concentragdo de acido adicionado.

Mgseco — Mplaca

Csslidos = (Eq.2)

(mpsolugéo - mplaca)

CWPC - (Cs()lidos - Cécido)

Reticulacao (%) = 100 x (Eq.3)

CWPC

4.3.2 Microscopia de forca atomica (AFM)

Na anélise de Microscopia de For¢a Atomica (AFM, realizada no laboratdrio Biopol da
UFPR), as amostras foram diluidas (1:50 em volume) em agua ultrapurificada (MilliQ system),
e uma aliquota de 50 pL foi depositado em substrato de mica V-1 (Electron Microscopy
Science, EUA), previamente clivada. Ap6s 5 minutos, as amostras foram secas em fluxo de
nitrogénio durante 5 minutos e armazenadas em estufa a 30 °C, durante 10 minutos antes da
analise. As imagens foram obtidas através do microscopio de forga atdmica (Agilent SPM 5500,
EUA) em modo de contato intermitente (tapping), utilizando alavanca NSC35 (umasch,
Estonia) com constante de for¢a de 7,5 N m ' e frequéncia de 190 kHz. Foram escaneadas trés

areas distintas (A, B e C) com areas de 8x8, 4x4, 2x2 e 1x1 um, com velocidade de 1,44 In s !
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e resolucdo de 512 p. O tratamento das imagens foi realizado através do software Gwyddion (v
2.50). O tamanho médio das nanoparticulas foi calculado pela medi¢cdo do didmetro de cerca de

120 nanoparticulas para cada condi¢ao experimental.

4.3.3 Espalhamento de luz dinamico (DLS) e Potencial Zeta

4.3.3.1 Determinacao do diametro hidrodindmico e potencial zeta das nanoparticulas antes e

apoés tratamento com ultrassom

O didmetro hidrodindmico (Du), o indice de polidispersividade (PDI) e potencial zeta
das nanoparticulas foram determinados em equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern).
Andlises das nanoparticulas apds 1 minuto (30 s ligado/10 s desligado) de sonicacdo também
foram realizadas, a fim de verificar se a sonicagdo possuia alguma influéncia sobre as
nanoparticulas. As amostras foram dispersas em solucio aquosa de KCI a 0,0lmmol.L! e as
nanoparticulas foram preparadas a 1 mg.mL™! em KCI e posteriormente diluidas na proporgio
de 1:25 (v:v) para todas as amostras. As amostras foram entado filtradas em filtro de acetato de
celulose 0,45 um com didmetro de 13 mm. Apoés a analise em triplicata dessas amostras, estas

foram sonicadas por 1 min e reanalisadas conforme descrito anteriormente.

4.3.3.2 Influéncia do pH no potencial zeta e Determinagdo do Ponto Isoelétrico (PI)

A determinagao do potencial zeta em fungdo do pH das nanoparticulas foi realizada por
meio do método de titulagdo manual no equipamento Stabino (Particle Metrix GmbH
Corporation) com copo de medida de 10 mL e pistdo de 0,4 um. Foram realizadas titulagdes de
4cido ou base (5 mmol.L™") a um fluxo de incremento de 40 uL a cada 30 s. Foram preparadas
suspensdes de NPs a 1 mg.mL™! em solucdo aquosa de KCla 1 mmol.L!. Foi utilizada a faixa
de pH de 2 a 9, sendo que, o pH de todas as amostras foi ajustado inicialmente para 9 pela
adicdo de uma solugio padrio de NaOH 5 mmol.L™! e, posteriormente, foi realizada a titulagio

para pH 2 com uma solug¢do padrido de HCI 0,005 mol.L™".

4.3.3.3 Determinacao do diametro hidrodinamico em func¢ao do pH em diferentes faixas
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A determinacgdo do diametro hidrodinamico (Dn) em fun¢do do pH das nanoparticulas
foi realizada através do método de titulacdo automatica no equipamento Zetasizer Nano ZS. O
método utilizado foi como descrito na Secdo 4.3.4.1, porém, com titulagdo automatica com 10
mL de volume inicial na concentra¢io de NPs de 1 mg.mL' em KCla ImM. As amostras foram
previamente filtradas em filtro de acetato de celulose 0,45 pm com didmetro de 13 mm. A faixa

de pH avaliada foide 4 a 9.

4.3.3.4 Efeito da forga idnica

A determinacdo do potencial zeta com incremento da for¢a idnica foi realizada por meio
do método de titulagdo automatica no equipamento Stabino da Particle Metrix GmbH
Corporation com copo de medida de 10 mL e o pistdo de 0,4pum. Primeiramente, preparou-se
uma solugio com o volume total de 20 mL com NaCl na concentragio de 0,1mol.L"! em 4gua

ultrapura e depois, uma solu¢do com 10 mL contendo 1mg.mL de NPs em agua ultrapura.

4.3.4 Analise Termogravimetrica (TGA) e Analise Térmica Diferencial (DTA)

As andlises termogravimétricas (TGA) e a Andlise Térmica Diferencial (DTA) foram
realizadas utilizando analisador térmico simultdneo (STA 6000, Perkin Elmer), alocado no
laboratorio Multiusuario (Central Analitica Multiusuario de Medianeira - CeanMed) da UTFPR
Campus Medianeira, com o intuito de avaliar o estado fisico das nanoparticulas. Em ambas as
analises, aproximadamente 10 mg de amostra foram inseridas em cadinhos de platina e

aquecidas de 25 a 500 °C a 10 °C min™! sob atmosfera de nitrogénio a vazio de 20 mL min™'.

4.3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A anélise de espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR,
Shimadzu, modelo IRAffinity-1) foi realizada na Central Analitica Multiusuario da UTFPR
Campo Mourdao (CAMulti-CM). O objetivo foi observar possiveis alteracdes nos modos
vibracionais dos grupos funcionais das proteinas do soro do leite devido ao processo de
reticulacdo (Farjaml ef al., 2015). Foram utilizadas aproximadamente 3 mg de nanoparticulas

e 100 mg de brometo de potassio. Os espectros FTIR foram determinados no intervalo de
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ntimero de onda de 4000 a 600 cm™!, com resolu¢do de 2 cm™ com 32 acumulagdes para cada

amostra analisada.

4.4 Caracterizacao do o6leo de chia

A andlise de composicao de acidos graxos foi realizada em cromatografo a gas com
detector de espectrdmetro de massas (Shimadzu GCMS-QP2010 SE) equipado com injetor
automatico (AOC-201) utilizando a coluna capilar ZB-Wax (ZebronTM, 30 m x 0,25 mm x 0,25
pum). O gas de arraste usado foi o Hélio (White Martins, pureza > 99%) a uma vazao de 1,0

mL.min’!

com razao de Split de 1:40 e o volume de injecdo foi de 1 pL. Os espectros de massa
foram registrados a 70 eV com intervalo de m/z 55 a 550. A identificacdo dos compostos foi
realizada a partir da pesquisa no banco de dados da biblioteca de espectros NIST Mass Spectral
Library (versdao 2014). A preparagdo das amostras foi efetuada segundo Gonzalez et al. (2013),
aproximadamente 60 mg de amostras foram usados e derivatizados com solugdo 14 % de
trifluoreto de boro em metanol. A temperatura da coluna inicialmente foi programada a 80 °C
aumentando até 180 °C a uma taxa de 10 °C min™' e depois para 240 °C com taxa de 4 °C min"

!, que foi mantido por 2 minutos.

4.5 Elaboracio e caracterizacido das emulsées de Pickering

As emulsdes de Pickering foram preparadas seguindo a metodologia proposta por Silva
et al. (2021) e Sieben; Wypych; Freitas (2022) com pequenas modificagdes. As emulsdes foram
preparadas em duplicatas e em 3 grupos distintos: branco (sem a adi¢do de nanoparticulas,
somente 0leo e agua submetidos ao ultrassom), NPs-WPC (nanoparticulas de WPC sem adig¢ao
de reticulantes) e reticulado (nanoparticulas com acido tanico), as proporgdes € concentragdes
sdo descritas na Tabela 1.

As concentragdes de nanoparticulas empregadas foram escolhidas a partir de testes
preliminares para a determinacdo da quantidade necessaria de nanoparticulas para obtengao das
emulsodes, bem como a escolha do uso somente das nanoparticulas que demonstraram melhores
resultados nas analises macroscopicas preliminares, ou seja, que foram capazes de estabilizar

eficientemente as emulsoes.
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Tabela 1 — Proporc¢io e concentracio de nanoparticulas utilizadas para formulacio das
emulsdes.

Propor¢ao agua:dleo (v:v)

80:20 50:50 20:80

0,1% nanoparticulas 4,8 mL agua + 1,2 3mL dgua+3 1,2 mL agua + 4,8
(0,006 g) mL 6leo mL 6leo mL 6leo

0,5% nanoparticulas 4,8 mL 4dgua + 1,2 3 mL agua + 3 1,2 mL 4gua + 4,8
0,03 g) mL 6leo mL 6leo mL 6leo

1% nanoparticulas 4,8 mL 4gua +1,2 3 mL 4gua +3 1,2 mL 4gua + 4,8
(0,06 g) mL 6leo mL 6leo mL 6leo

2% nanoparticulas 4,8 mL 4gua + 1,2 3 mL 4gua +3 1,2 mL 4gua + 4,8
0,12 g) mL 6leo mL 6leo mL 6leo

Fonte: Autoria prépria (2023).

As dispersdes de nanoparticulas em agua, contendo 200 ppm de azida de sodio, foram
preparadas conforme concentragdes descritas na Tabela 1. A dispersao coloidal foi colocada
em um frasco de cintilagdo e sonicada (Fischer Scientific, 117V, 50-60 Hz, 4 A e 400 W) por
1 minuto (30 s ligado/10 s desligados). Depois, o 6leo de chia foi adicionado com o auxilio de
uma micropipeta e novamente a dispersdo foi sonicada por 1 minuto (30 segundos ligado/10
segundos desligados) para obter das emulsdes (Figura 10). Posteriormente, estes frascos foram
tampados e acondicionados em uma caixa a temperatura ambiente 25 + 1 °C para a avaliagdo

da estabilidade por 9 dias para avaliagdo da macroscopia das emulsoes.

Figura 10 - Esquema do processo de obtencdo das emulsées com nanoparticulas.

H,O + NPs H»O + NPs + Oleo chia

? Il | |

Fonte: Autoria prépria (2023).

4.5.1 Reologia das emulsoes

Para determinagdo das propriedades reoldgicas, todos os testes foram conduzidos em
um redmetro Thermo Scientific HAAKE Rheostress 1 (HR10) acoplado em um computador

com software de comando (Trios, TA Instruments) localizado na UFPR. Os testes foram obtidos
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a partir de emulsdes contendo 2% de NPs. Para todas os testes foi utilizada uma geometria
placa-cone (40 mm, 2°) com gap de 0,5 mm. Para os testes sem variacdo de temperatura, a
temperatura fixa utilizada foi de 25,0 = 0,5 °C. No total, foram realizados 2 testes reoldgicos:
varredura de frequéncia e curva de viscosidade, os quais sao descritos abaixo.

Nos testes de varredura de frequéncia utilizou-se uma frequéncia de 0,01 a 10 Hz, em
regime viscoelastico linear, determinados nos testes oscilatorios de varredura de amplitude, a
fim de avaliar os modulos G’ e G’ em fungao da frequéncia angular.

Foi também determinada a relagdo entre a viscosidade e a taxa de cisalhamento entre 1

e 1000 s, e 1000 e 1 s em 300 s cada rampa.

4.5.2 Analise microscopica das emulsoes

A microestrutura das emulsdes foi avaliada através de um microscopio optico (Nikon
Eclipse E200) equipado com camera (Moticam 2.0mp) para aquisi¢do de imagem amplia¢ao de
400 x (ZHU et al., 2017). A anélise foi realizada ap6s 3 h do processo de emulsificagdo para
cada uma das emulsdes produzidas, com uma gota sendo depositada em uma lamina e coberta
com uma laminula de vidro.

A medicao da distribuigdo dos tamanhos das gotas foi realizada no software ImageJ
(disponivel em: https://imagej.nih.gov/ij/download.html), onde foram medidas as areas das
gotas (ferramenta “Analyse Particles”) e foram contadas uma populagdo entre 50 a 100 gotas
(somente a amostra com 2% na fracdo de 50:50 apresentou uma contagem menor, de
aproximadamente 30 gotas) para cada formulacdo em duas imagens independentes.
Posteriormente, as areas das particulas foram utilizadas para o calculo dos diametros de cada

gota e dos valores médios.

4.5.3 Analise macroscopica das emulsdes

A estabilidade das emulsdes durante o armazenamento foi avaliada através de analises
macroscopicas das emulsdes, estas foram observadas a olho nua 25 + 1 °C e imagens dos tubos
de vidro contendo as emulsdes foram registradas durante 9 dias. Por meio do software /mageJ,
foram medidas a altura da camada de agua e de 6leo (volume ndo emulsificado), bem como a

altura total de liquido nos frascos.
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4.6 Analise estatistica

Os graficos foram obtidos no programa OriginPro 8.5 e a andlise estatistica foi realizada
usando o software Matlab. Os dados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) para
detectar as diferengas significativas (p < 0,05) e pelo teste de Tukey (p < 0,05). Todos os

resultados dos experimentos foram expressos como valores médios + desvio padrio.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/analysis-of-variance
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao das nanoparticulas

5.1.1 Cinética de reticulagao

A Figura 11 apresenta o percentual de reticulagao para as amostras de nanoparticulas de
concentrado proteico do soro do leite (WPC) sem reticulantes e reticuladas com acido citrico

ou acido tanico.

Figura 11 - Reticulaciio para as amostras de nanoparticulas em relacido ao tempo em 80 °C
sem reticulantes (WPC), reticuladas com acido citrico (NPs ret. ac. citrico) e reticuladas com

acido tanico (NPs ret. ac. tanico).
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Foi observada a formacao nanoparticulas de WPC na amostra onde nao foi utilizado os
acidos organicos para promover a reticulagdo das nanoparticulas, o que ¢ frequentemente
atribuido a reticulacdo térmica (W et al., 2015). A reticulacdo foi mais intensa nas amostras
onde acido tanico foi utilizado como reticulante, com média percentual de 96,9 + 2,96%. Nao
foi possivel perceber diferencas entre a amostra contendo acido citrico e a amostra sem uso de
acido, permitindo concluir que o acido citrico nao tenha levado a reticulagdo adicional do WPC
além da reticulagdo térmica da proteina. Também foi possivel verificar que a reacdo de
reticulagdo ocorreu de forma rdpida, em um periodo de tempo menor que os 60 minutos

avaliados.
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A reticulagdo térmica contribui para com a reticulagdo quimica, uma vez que, quando a
proteina esta na forma globular, as reagdes de reticulacdo tendem a ser mais fracas em
comparag¢ao com a proteina em sua forma desdobrada, porque, nesta ultima, a reacao de ligagao
cruzada com o reticulante ¢ facilitada, aumentando entdo o teor de reticulagao (Wijayanti et al.,
2014). Acredita-se que o grau de reticulagdo estd relacionado com a quantidade de grupos
amino livres, os quais dependem das caracteristicas estruturais do composto (Escamilla-Garcia
et al., 2019). Os grupamentos hidroxila presentes na estrutura do acido tanico permitem que
este reticule as moléculas de proteina, principalmente por meio dos grupamentos aminos
existentes na composi¢ao da mesma, através de ligagdes de hidrogénio (Zhang et al., 2023a).
O alto teor de hidroxilas proporciona maior capacidade de ligagdo entre as moléculas, porém,
pode resultar em agregacdo e combinacdo destas. Isso pode explicar a diferenca nos
comportamentos observados nas amostras contendo acido citrico e acido tanico, ja que esse

ultimo possui um nimero maior de hidroxilas em sua molécula (Chen et al., 2022a).

5.1.1 Caracterizagdo morfolédgica e de estabilidade das nanoparticulas

As imagens obtidas por Microscopia de For¢a Atomica (AFM) das nanoparticulas sdo
apresentadas na Figura 12. A Tabela 2 e a Tabela 3 apresentam as analises de tamanho de
particulas, indice de polidispersidade (PDI) obtido por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
e potencial zeta antes e apos tratamento de ultrassom das nanoparticulas sem adigdo de
reticulantes e reticuladas com 4acido citrico e 4cido tanico. A Tabela 4 mostra a influéncia do

pH no didmetro e PDI das nanoparticulas sem reticulantes e reticuladas com &cido tanico.

Figura 12 - Micrografias e representacio tridimensional obtidas a partir de AFM (a
__barra de escala representa 100 nm).

(a) NPs WPC sem adi¢do de reticulantes.
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(c) NPs reticuladas com acido tanico.

Fonte: Autoria proépria (2022).

Tabela 2 — Influéncia do ultrassom no diaimetro médio e PDI das NPs sem reticulantes
(WPC) e com a adi¢ao de reticulantes (acido citrico, AC e acido tanico, AT).

Antes da sonicaciao Apos a sonicacio
Amostras Diametro (nm) PDI Diametro (nm) PDI
NPs WPC 229%A 4+ 12 0,20+ 0,07 2123 £ 28 0,163 + 0,02
NPs ret. AC 2484+ 6 0,223 + 0,04 360%4 + 108 0,273+ 0,14
NPs ret. AT 31984+ 119 0,28 £ 0,2 224°A + 18 0,94*4 £ 0,006

Letras mintsculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Tukey (p < 0,05).
Letras maitsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de ANOVA (p <0,05).
Meédias = desvio padrio.
Fonte: Autoria prépria (2023).
Tabela 3 — Influéncia do ultrassom no potencial zeta das NPS sem reticulantes

(WPC) e com a adiciio de reticulantes (acido citrico, AC e acido tanico, AT).

Amostras

Antes da sonicagio Apos a sonicacio
222,83+ 0,5
NPs WPC 24316
. -1234£ 10
NPs ret. AC 22934+ 11
. 20+ 6
NPs ret. AT -1934+ 6

Letras minusculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Tukey (p < 0,05).
Letras maiusculas iguais na mesma linha nao apresentam diferenca significativa pelo teste de ANOVA (p <0,05).

Médias + desvio padrao.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Tabela 4 - Influéncia do pH no didAmetro e PDI das NPS sem reticulantes (WPC) e

reticuladas com acido tanico (AT).

NPs WPC NPs ret. AT
pH Didmetro (nm) PDI Didmetro (nm) PDI
) 337,68+ 4,8 0,383+ 0,04 150694+ 111,6 * 0,59 °P+ 0,04
> 233,738+ 6,26 0,413+ 0,05 1094 A+ 45 5% 0,53 %P+ 0,007
6 222,58+ 1,1 0,413 +0,0316 9124+ 783 0,57+ 0,09
7 217,88+ 0,9 0,42+ 0,06 85004+ 17,5 0,580+ 0,03
5 223,434+11,9 0,383+ 0,06 36824+ 5,3 0,428+ 0,03

Letras mintisculas iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa pelo teste Tukey (p < 0,05).
Letras maitsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de ANOVA (p <0,05).
Meédias + desvio padrio.

* Sem qualidade de medida.

Fonte: Autoria prépria (2023).

A avaliacao do tamanho de particula, potencial zeta e PDI é importante para entender
as mudangas estruturais que ocorrem na proteina antes e apds o processo de sonicagio. E
relevante notar que as medidas de didmetro médio para o caso em que o acido tanico foi
utilizado como agente reticulante em pH 4 e 5 (Tabela 4) ndo apresentou qualidade nas medidas,
significando que os valores medidos estavam fora da faixa de medi¢ao do equipamento, que €
de até 1000 nm.

Avaliando as imagens de AFM (Figura 12), verifica-se houve a aglomeragao de
nanoparticulas, o que deve ter ocasionado a dificuldade nas andlises de DLS. Segundo
Casanova et al. (2017), quando ocorre a formacdo de agregados, os sinais excedem o limite
superior do equipamento, dificultando na determinacdo do didmetro médio por DLS. Pelas
analises de DLS e AFM foi possivel observar que houve a formagao de particulas com tamanhos
nanométricos em todas as condi¢cdes experimentais e com tamanhos heterogéneos entre si,
demonstrando caracteristica polidispersa, assim como a aglomerag¢ao das particulas. Chen et al.
(2022a) verificaram que o 4cido tanico promoveu a agregacdao de moléculas de amido de milho
com tamanhos grandes de particulas na estrutura formada. Este achado corrobora com os

resultados obtidos por AFM e DLS, posto que, foi possivel observar a aglomeracao das

particulas nestas analises.
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Foi possivel verificar que o ultrassom ndo proporcionou alteragdes significativas nos
parametros analisados (Tabela 2 e 3), tal fato pode ser devido ao tempo de exposi¢ao utilizado,
que foi de 1 minuto, bem como, a intensidade utilizada (Zhang et al., 2022). Outro fator que
pode ocasionar alteragdes no tamanho ¢ a poténcia do ultrassom utilizada, tal fato foi observado
por Guo et al. (2023), onde complexos de WPI e rutina (WPI-R) tiveram aumento no tamanho
médio quando este foi tratado com 150 W e conforme a poténcia ultrassonica foi aumentando,
o tamanho de particula diminuiu, sendo que, foi possivel observar o menor tamanho em 600W.
Isto foi correlacionado a destrui¢ao das interagdes entre as particulas resultantes da cavitagao e
o efeito de cisalhamento do ultrassom com alta intensidade, o que proporcionou uma
diminui¢do no tamanho das particulas (Guo et al., 2023).

Ja em relagdo ao potencial zeta, que ¢ um indicador de estabilidade de dispersdes, todas
as amostras se mostraram carregadas negativamente, o que significa que na superficie da
particula havia maior quantidade de aminoécidos carregados com carga negativa do que
positiva (Nascimento et al., 2023). Valores superiores a -30, podem indicar baixa estabilidade
das particulas, visto que, quando os valores do potencial elétrico se aproximam de zero, as
particulas tendem a se agregar. Se o potencial zeta ({) esta entre = 15 ¢ 0 mV, ocorre a
precipitacdo ou floculacdo devido a aglomeragdo das particulas. Diferentemente se o potencial
for>+30 mV, visto que a repulsdo mutua existente entre as particulas € suficiente para impedir
que ocorra a aglomeragdo e resulte entdo na estabilizacdo do meio (Ochanda; Barnett, 2010;
Suriyakalaa et al., 2013). Valores de potencial acima de -30mV e +30mV indicam que o sistema
¢ fortemente anidnico (possui cargas negativas) ou cationico (possui cargas positivas). Maiores
valor de potencial apontam maior tendéncia de separacdo entre as particulas e maior repulsao
eletroestatica, resultando em menor agregacao e floculacdo e estabilidade superior (Kasprzak
etal., 2023).

Wouters et al. (2022) observaram agregacdo de particulas de WPI quando o tratamento
térmico foi realizado em temperaturas acima de 70 °C. Os autores pontuaram que, quando as
proteinas do soro do leite sao dissolvidas em dgua em temperaturas altas (> 70 °C para a beta-
lactoglobulina), ligagdes e/ou interagcdes intermoleculares irreversiveis sdo formadas.
Inicialmente, ocorre o processo reversivel de desdobramento da proteina (a qual passa da sua
forma globular para linear), fazendo com que grupos funcionais fiquem expostos e
consequentemente se tornem mais reativos para a participacao de interagdes intermoleculares,
tais como, interagdes eletrostaticas e ligagcdes de hidrogénio. Isso pode levar ao endurecimento
parcial de nanoparticulas de WPI e consequentemente a formacgdo de agregados, devido a

formac¢ao de complexos proteicos (Wijayanti et al., 2014).
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Nascimento ef al. (2023) encontraram potencial zeta negativo para hidrogéis de micelas
de caseina reticulados com transglutaminase para encapsular antocianinas do extrato de
jabuticaba (Myrciaria cauliflora). Os valores para todas as formulagdes de suspensdes de
caseina antes da gelificagdo variaram entre -12,5 = 0,1 e¢ -12,8 £ 0,1 tanto para as amostras
controle como para as amostras reticuladas.

Von Staszewski et al. (2012) relataram que a combinacdo de soro do leite com
polifenodis em pH 6, resultou na redugao do tamanho das particulas, o que resultou em particulas
de tamanhos em torno de 33 = 16 nm e o PDI com valores baixos, o que indica uniformidade
em suspensdes. Diferentemente dos resultados obtidos, onde a adi¢do de 4cido tanico fonte de
polifendis proporcionou um aumento no tamanho das particulas, isto pode ser devido a
aglomeracdo das particulas.

O PDI ¢ um indice que indica a dispersibilidade de particulas e um valor abaixo de 0,3
sugere boa polidispersdo das particulas, de modo que, quanto mais proximo de zero, mais
homogénea ¢ a dispersdo (Liu et al., 2020). Este esta relacionado a eficiéncia do processo de
homogeneizagdo da dispersdo, além de também ser utilizado como indicador da amplitude em
relagdo a distribui¢do do tamanho das particulas (Rashed ez al., 2019).

Os resultados obtidos de PDI indicam que tanto as nanoparticulas antes e apos a
sonicacao apresentaram uniformidade entre nanoparticulas e sugere uma distribuicdo de
tamanho relativamente estreita e com forte estabilidade fisica, exceto as nanoparticulas
reticuladas com 4cido tanico apds o processo de sonicagdo, que apresentaram um PDI alto,
demonstrando heterogeneidade das nanoparticulas, o que pode estar relacionada a uma ampla
distribuicao de tamanhos (Li ef al., 2022¢; Nurul Fitri Marzaman et al., 2022). Outro ponto, ¢
que a sonicacao nao exerceu efeito sobre o PDI das nanoparticulas do grupo sem reticulantes e
as com o 4cido citrico como reticulante.

O pH influenciou no diametro das particulas para toda a faixa estudada, sendo que, as
nanoparticulas reticuladas com acido tanico tiveram o maior didmetro quando comparadas as
amostras sem reticulantes. Em pH 4 foi encontrado o maior didmetro (1506 + 111,6348) e em
pH 8 o menor (368 + 5,3113). Estes resultados corroboram com os valores de PDI obtidos, uma
vez que, em pH 4 (0,591 £ 0,0389) o valor deste foi maior que em pH 8 (0,4233 + 0,03), o que
pode indicar a presenca de aglomerados e uma distribuigdo heterogénea no tamanho das
particulas. J& para as amostras sem reticulantes, o0 maior tamanho de particulas foi em pH 4
(337,63 +£4,8232).

Os resultados em pH 4 podem ser devido a este ser proximo ao ponto isoelétrico (PI) da

proteina, onde a repulsao eletrostatica € minima pelo fato de a carga da superficie ser menor,
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isso faz com que a estrutura da proteina se torne desordenada resultado da extensdo total e
despolimerizagdo da proteina, expondo os grupos hidrofébicos e proporcionado interagdes mais
fortes e ligagdes nao covalentes. Isso resulta em um maior tamanho de particula neste ponto de
pH, além de, ocasionar uma agregacao de proteinas de forma mais rapida. Justificando o valor
de potencial zeta principalmente para as nanoparticulas sem reticulantes, que foi de -11,26 (Li
et al., 2023c¢). Este PI ¢ designado como o pH no qual a molécula ¢ eletricamente neutra neste
ponto, ou seja, onde nao possui nenhuma carga (Kumar Dan et al., 2022). Segundo observado
por Zhang et al. (2023b), em um valor absoluto de potencial zeta (20 mV) proximo ao PI da
proteina estudada, as nanoparticulas de hordeina eram propensas a agregacao devido a repulsao
eletrostatica insuficiente.

Ademais, o pH também influenciou no PDI das nanoparticulas reticuladas com acido
tanico, tal maneira que, em pH 8 pode ser observado o menor valor quando comparado com os
outros pH. J& para amostras de nanoparticulas sem reticulantes, ndo houve diferenca
significativa entre a faixa de pH estudada.

O efeito do pH e da forga i6nica foram selecionados para analisar a estabilidade das
nanoparticulas com o intuito de observar como estas sao influenciadas por estes fatores e quais
as possiveis condi¢gdes em sistemas alimentares elas podem ser aplicadas. A Figura 13 apresenta
o efeito do pH sobre o potencial zeta das nanoparticulas sem a adicdo de reticulantes e das

nanoparticulas reticuladas com 4cido tanico.

Figura 13 - Efeito do pH sobre o potencial zeta das nanoparticulas.
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Fonte: Autoria propria (2023).

Nota-se que as cargas superficiais das nanoparticulas se tornaram mais negativas com o

aumento do pH (Figura 13a e 13b), ou seja, quando ocorreu o aumento da alcalinidade no meio,
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estando de acordo com os resultados de Ji et al. (2022) onde o aumento do pH (6, 7 e 8) tornou
os complexos de WPC e quercetina mais carregados negativamente.

Ambas as amostras apresentaram comportamento similar em meios mais alcalinos, de
possuirem o potencial zeta carregado mais negativamente e apresentarem uma tendéncia ao
equilibrio na faixa de pH entre 7 a 9. Em contrapartida, houve diferen¢a na faixa de pH 4, onde
as NPs sem reticulantes (Figura 13a) apresentaram um valor mais préoximo a 0 quando
comparado as NPs reticuladas com acido tanico (Figura 13b), outro fato ¢ que, em pH 3 as NPs
sem reticulantes apresentaram carga superficial positiva, diferentemente das NPs reticuladas
com acido tanico, as quais apresentaram carga negativa. Isso pode ser devido ao PI das mesmas,
visto que, este foi de 3,94 para as NPs sem reticulantes e 3,34 para as NPs reticuladas com acido
tanico. Uma vez que, em pH maior que o PIL, ocorre a perda de protons dos grupos amino e
carboxila das macromoléculas e consequentemente, as particulas se tornam carregadas
negativamente (Menezes et al., 2019).

Estes dados sdo importantes para indicar os parametros necessarios para dispersar
eletrostaticamente as NPs, demonstrando que, as regides de pH mais interessantes ¢ onde a
carga superficial ¢ maior, ou seja, mais longe do PI. Vale ressaltar que com estes dados foi
possivel concluir que o pH ¢ um fator que influencia no valor do potencial zeta. As NPs em pH
8 apresentaram melhor estabilidade quando comparadas as NPs de WPC em pH 4 e que as NPs
reticuladas com acido tanico em pH 3. Em pH onde as NPs nao foram estaveis, pode ser devido
a coagulacdo isoelétrica das particulas (Liang; Tang, 2014). Dessa forma, as NPs apresentaram
boa estabilidade em faixas de pH mais alcalinas do que acidas.

Segundo a literatura, o PI da proteina do soro de leite € proximo a 4,5-5 (Khem et al.,
2016), e o PI encontrado foi diferente destes. Tal fato também foi observado por Feng; Lee
(2016), onde nanocomplexos de zeina e caseinato de sodio tiveram um PI que ndo coincidiu
com o descrito pela literatura. Isto foi atribuido ao rearranjo molecular do caseinato na
superficie coloidal da zeina, o que gerou em uma distribuicao de carga superficial do caseinato
de forma desigual entre os lados adsorvidos e expostos do mesmo.

Isto pode ter sido ocasionado pelas reticulagdes feitas nas nanoparticulas, tanto a por
meio de reticulante, como a por meio da reticulagdo térmica. Petker et. al (2021), relataram que
o endurecimento de nanoparticulas de gliadina com glutaraldeido reduziu o ponto isoelétrico
desta proteina (de 7,1 para 6,5), pois, este reage com os residuos de lisina da proteina, ¢ a
formacgdo de ligacdes covalentes formadas reduz a carga positiva da superficie da particula e

assim, desloca o ponto isoelétrico para um pH mais baixo.
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Em principio, o potencial zeta ndo deveria mudar, mas, o tamanho das nanoparticulas
pode afetar o PI da superficie da mesma, e isto pode alterar o potencial zeta em um determinado
pH, proporcionando entdo resultados diferentes dos encontrados. Mas para tal teoria ser
verificada, estudos aprofundados quanto a relagao potencial zeta e pH das nanoparticulas devem
ser realizados (William et al., 2021).

Na Figura 14 ¢ apresentado o efeito da adicdo de NaCl no potencial zeta das
nanoparticulas (efeito da for¢a i6nica) das nanoparticulas sem a adi¢cdo de reticulantes e das

nanoparticulas reticuladas com éacido tanico.

Figura 14 - Efeito da adicio de NaCl no potencial zeta das nanoparticulas.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

Uma desvantagem ja relatada em nanoparticulas a base de proteinas ¢ a sua baixa
estabilidade em relagdo a forca idnica, e isto pode ser observado na Figura 14 (Zhang et al.,
2019). A magnitude do potencial zeta diminuiu frente ao aumento das concentragdes de sal.
Similarmente com Li et al. (2023b), onde este comportamento foi observado em nanoparticulas
de WPI/glucana linear curto com curcumina, tal como, para amostras de nanoparticulas somente
com WPI e curcumina. Isso também foi observado por Zhang et al. (2019) em nanoparticulas
de resveratrol revestidas com isolado de proteina de soja com e sem alginato de sodio. Igartia
et al. (2022) relataram que a medida que a concentragdo de sal (NaCl) aumentou (de 0 a 100
mM), o mddulo de potencial zeta de WPI diminuiram, este fato foi relacionado a neutralizagdo
mais eficaz dos ions de cloreto carregados positivamente sob as proteinas do que a neutralizagdo

por ions de sdédio com grupos de cargas negativas.
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5.1.4 Caracterizagdo térmica e espectroscopica das nanoparticulas

A Figura 15 apresenta as curvas obtidas por Analise Térmica Diferencial (DTA) para
(a) a amostra de WPC sem reticulantes, (b) com adi¢ao de acido citrico e (c) adigcdo de acido
tanico. Na Figura 16 estdo apresentados os termogramas obtidos na Analise Termogravimétrica

bem como a derivada das curvas termogravimétricas.

Figura 15 - Curvas de DTA para as nanoparticulas de concentrado proteico do

soro do leite (WPC) com e sem adicao de acido citrico ou tanico.
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Figura 16 - Curvas termogravimétricas para as nanoparticulas de concentrado proteico
do soro do leite (WPC) com e sem adi¢ao de acido citrico ou tanico.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

A partir dos resultados obtidos com as curvas de DTA, foi possivel verificar que os
reticulantes ndo influenciaram nas propriedades do WPC, ndo apresentando variagdes
significativas. Winkler et al. (2015) também ndo observaram pontos de fusdo ou transicoes
vitreas na segunda varredura de aquecimento para amostra de WPI. Bell; Hageman (1996) e
Burin ef al. (2000), apontaram que em proteinas globulares as temperaturas de transi¢ao vitrea
sao dificeis de detectar pelo fato de sua complexa estrutura secundéria e terciaria, o que
proporciona incremento gradual na capacidade de calor durante a transi¢do vitrea.

Na andlise termogravimétrica foi possivel observar um comportamento similar entre as
amostras no primeiro estagio que ocorre proximo a 50 a 225 °C, que pode estar relacionado a
perda de umidade das amostras e desnaturagdo das proteinas. O estadgio de perda de massa que
ocorre de 50 a 110 °C normalmente refere-se a perda de umidade das amostras, ja acima de 110
°C indica a decomposicao dos constituintes das particulas, tais como, carboidratos e proteinas
(Carmo et al., 2018). A partir desta temperatura, iniciou-se a decomposi¢ao térmica, acima de
225 °C houve perda sucessiva de massa em todas as amostras, com perda total menor na amostra
contendo acido tanico. Picos na regido de 220 — 225 °C correspondem ao inicio da degradagao
térmica das proteinas (Azevedo et al., 2017; Henao Ossa et al., 2020). O pico préximo a 230
°C no termograma do 4acido tanico pode indicar a decomposicao do acido, que segundo Hu et
al. (2020)ocorre entre 200-360 °C (Nam et al., 2019).

As amostras com os reticulantes apresentaram menor perda de massa ao final da anélise

em aproximadamente 441,56 °C, a perda total para a amostra com &cido citrico foi de 66,67%,
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para acido tanico foi de 65,30% e para WPC foi de 70,09%, indicando que a adicdo de
reticulantes diminuiu a perda de massa das nanoparticulas. A massa residual foi de 33,32%,
34,69% e 29,90% respectivamente, uma vez que, a massa residual encontrada em temperaturas
acima de 400 °C, pode estar relacionada a parte de compostos organicos ndo degradados, tal
como, a fragdo inorganica dos compostos presentes nas amostras (Cassol; Norena, 2021).
Conforme relatado por Wang et al. (2023), a adi¢cdo de acido citrico como agente
reticulante aumentou a estabilidade de filmes de compostos de ovotransferrina-quitosana. Bem
como, segundo Guo et al. (2022) a reticulacao de microcapsulas carregadas de carvacrol com
complexos de coacervados de WPI e pectina com alto teor de metoxila por meio de acido tanico
aumentou a estabilidade térmica destas, bem como diminuiu o tamanho das particulas obtidas.
Na Figura 17 estdo apresentados os espectros obtidos por espectroscopia no

infravermelho (FTIR) para as amostras.

Figura 17 - Espectros de FTIR para as nanoparticulas de concentrado proteico do soro
do leite (WPC) sem reticulagao e com reticulagao por acido citrico ou acido tanico.
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Fonte: Autoria prépria (2022).

Em relagdo as principais bandas do espectro de FTIR, a banda proxima a 3292 cm™! no
espectro de nanoparticulas sem reticulantes pode ser atribuida ao alongamento do grupamento
N-H. A intensidade diminuida da banda relacionada & amida II (1544-1542 cm™) no espectro
de nanoparticulas reticuladas com 4cido citrico pode ser atribuida a reacao de reticulacdo entre
os grupos N-H das proteinas do soro do leite e os grupos carboxila do 4cido citrico, que resultou
na diminui¢io da quantidade de grupos N-H, bem como a redu¢do da amida 1 (1642 cm™)
relacionada a vibragdo C=0. Contudo, o espectro das nanoparticulas reticuladas com acido

citrico se mostrou similar ao das nanoparticulas sem reticulantes, o que sugere que a estrutura
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em geral das proteinas foi preservada (Silva et al., 2021). As bandas em 1544 cm estdo
associadas a amida II, que correspondem a flexdo de N-H acoplada com C-N, caracteristicos de
estruturas proteicas (Anvari; Chung, 2016; Uranga et al., 2019).

Abaee et al. (2017) sugeriram que alteragdes nas bandas de amidas apos a reticulagao
podem estar associadas a novas ligagdes amida entre o acido citrico e as proteinas do soro, que
resultam em caracteristicas distintas quando comparadas as ligagdes amida que ocorrem
naturalmente nas proteinas do soro (ligagdes peptidicas). Outro ponto € que a largura da banda
nesta regido se apresentou de forma mais larga, o que pode sugerir a formagdo de pontes de
hidrogénio por grupos O-H provenientes do 4cido citrico (banda proxima a 3000-3500 cm™)
(Farjami et al., 2015b). Ainda, observou-se no espectro das amostras reticuladas o alargamento
da banda em virtude da provavel formagao de ligagdes de hidrogénio pelos grupos O-H das
moléculas dos acidos, como relatado por Miller (2004).

Para amostras com nanoparticulas reticuladas com acido tanico, foram observadas

bandas em 1037 e 760 cm!. Bandas proximas a 1038 cm™!

que podem indicar a presenga do
grupamento C—O (Camparotto et al., 2023). As bandas proximas a 754 cm™! sdo atribuidas a
vibragdo C=C em anéis benzénicos (Castro; Rodriguez, 2012), estando provavelmente
relacionada com a estrutura terciaria relacionada a reagdo entre os grupos hidroxila do acido
tanico e os grupos amida da proteina do soro de leite (Silva et al., 2021). Tais bandas ndo foram
encontradas no espectro das amostras de nanoparticulas sem reticulantes, assim, indicando a
incorporacdo do acido tanico na formulacdo das nanoparticulas. Além do mais, estes achados

podem indicar que a principal for¢a de ligacdo intermolecular entre a proteina do soro de leite

e o0 acido tanico foi a ligagdo de hidrogénio (Chen ef al., 2022a).

5.2 Caracterizacio do oleo de chia

A composi¢ao e os teores dos acidos graxos do 6leo de chia sdo apresentados na Tabela

5, os acidos graxos foram divididos segundo sua classificagdo em 4acidos graxos saturados,

monoinsaturados e poli-insaturados.
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Tabela 5 — Caracterizacdo da composicao do o6leo de chia.

Composicao de acidos graxos Média (%) e desvio padrio

Acidos graxos saturados (SFA)

Acido palmitico (Ci.0) 10,23 + 0,03
Acido estearico (Cis.0) 470 + 0,04
Acido araquidico (Cao:0) 0,48+ 0,01
Acido lignocérico (Ca4.0) 0,18+ 0,01
Acido beénico (C22.0) 0,17 +0,01
Acido tetradecanoico (C14:0) 0,06 + 0,01
Total 15,82
Acidos graxos monoinsaturados (MUFAs)
Acido oleico (Cig.1 ©-9) 8,99 + 0,09
Acido eicosendico (Cao.1) 0,18+ 0,01
Acido palmitoleico (Ci6:1 ©-9) 0,09 + 0,01
Total 9,26
Acidos graxos poli-insaturados (PUFAs)
Acido linolénico (Cis:3 -3) 53,59+ 0,01
Acido linoleico (Cis.2 0-6) 20,97 + 0,15
Total 74,56

Compostos ndo identificados (NI)

Nao identificados (NI) 0,30 +£0.01
Fonte: Autoria prépria (2023).

O principal 4cido graxo encontrado no 6leo de chia analisado foi o 4cido linolénico
(53,59 £ 0,01) seguido do acido linoleico (20,97 £ 0,15), demonstrando que o 6leo de chia ¢
uma boa fonte para a obtencao de acidos graxos poli-insaturados (Inacio ef al., 2018). O perfil
dos acidos graxos avaliados esta de acordo com aquele relatado por Zanqui et al. (2014), uma
vez que, os principais acidos graxos encontrados no oleo de chia foram os acidos a-linolénico,
linoleico, oleico, palmitico e estearico, respectivamente. Bem como os teores aproximados
segundo Ghafoor et al. (2020), que encontraram teores de 59,84% + 1,76 de 4cido linolénico,
20,57% + 0,65 de acido linoléico, 10,09% £ 0,57 de acido oleico e 7,08% + 0,21 de acido
palmitico no 6leo de sementes de chia. Rojas ez al. (2019) analisaram que entre os acidos graxos
saturados presentes no 6leo de chia, o com maior teor foi o 4cido palmitico (4,46 + 0,02), e em
relacdo ao 4cido graxo monoinsaturado foi o acido oleico (4,02 £ 0,01), como observado nesta
caracterizagdo, porém, com menores teores. Estas diferencas encontradas quanto aos teores de

acidos graxos podem ser atribuidas a questdes genéticas, agronOmicas, geograficas, climaticas
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e aos métodos de produgdo e manejo pds colheita das sementes, bem como, a fatores
relacionados a extragao do 6leo (Di Marco et al., 2020; Ghafoor et al., 2018).

Os beneficios que os PUFAs (0-3 e m-6) exercem sob a saide humana estao sendo cada
vez mais estudos, um exemplo ¢ a importancia destes dcidos graxos na sinaliza¢ao neuronal na
depressdo e nos processos cognitivos. Propor¢des inadequadas ou deficiéncia de PUFA no
tecido cerebral pode estar associado ao comprometimento cognitivo e a transtornos depressivos
(Liu et al., 2015; Stachowicz, 2023). Os PUFAs também desempenham papel significativo em
doengas cronicas, cardiovasculares e diabetes mellitus. Ademais, sdo precursores de
mediadores lipidicos como, docosandides e eicosandides que possuem atividades anti-
inflamatérios (Czumaj; Sledzinski, 2020).

Segundo alguns estudos, existe uma propor¢ao na relagdo de n-3 e n-6 que deve ser
ingerida, porém, a propor¢do mais apropriada ainda ndo foi definida de maneira tnica para a
nutricdo humana, alguns estimam a propor¢ao de n-6:n-3 de aproximadamente 1:4,1, uma vez
que, os acidos n-3 possuem principalmente efeito anti-inflamatério e o n-6 possui efeito
antagonico, ou seja, pro-inflamatério. Em contrapartida, estes efeitos também ndo sdo tdo
claros, uma vez que, o n-6 também pode desempenhar fungdes anti-inflamatorias por meio de
moléculas especificas, como por exemplo, o acido gama linolénico (Johnson; Fritsche, 2012;
Poli et al., 2023; Rizzo, et al., 2023). Como demonstrado no estudo realizado por Bjermo et al.
(2012), uma dieta enriquecida com n-6 em individuos com obesidade abdominal proporcionou
melhora no estado metabdlico, menor indice de gordura hepatica e melhora moderada nos niveis
de insulina em jejum e nos lipidios sanguineos, sem sinais de estresse oxidativo ou inflamagao
quando comparado a uma dieta enriquecida em acidos graxos saturados (SFA).

Os 4cidos graxos monoinsaturados (MUFAs) também estdo presentes no cotidiano dos
seres humanos, um exemplo, ¢ o 4cido oleico encontrado em varias fontes vegetais. Ha estudos
sobre os efeitos destes acidos graxos sob o sistema cardiovascular, porém, os resultados sdao
inconsistentes quanto ao risco de mortalidade. Um estudo recente indicou que os MUFAs
provenientes de alimentos a base de plantas foram correlacionados a um menor risco de doenga
cardiaca corondria (Zong et al., 2018). Ao contrario dos SFA, onde pesquisas indicam que
dietas ricas com estes dacidos podem ocasionar efeitos prejudiciais no organismo,
principalmente em relagdo aos riscos para com a saude cardiovascular (Gillingham; Harris-

Janz; Jones, 2011; Liu et al., 2022).
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5.3 Caracterizacio das emulsdes de Pickering

5.3.1 Reologia

Na Figura 18 s3o apresentados os graficos de varreduras de frequéncia das emulsdes
obtidas com as nanoparticulas de WPC reticuladas com &cido tanico (NPs AT), reticuladas
termicamente (NPs WPC) e emulsio sem adigdo de nanoparticulas (branco). E apresentado o

grafico com o modulo eléstico (G’) e o mddulo viscoso (G’”) em fun¢do da frequéncia (Hz).

Figura 18 - Varredura de frequéncia (80:20 w/o, 2% de nanoparticulas e sem a adicio se
nanoparticulas).
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Fonte: Autoria propria (2023).

O comportamento viscoelastico de um material pode ser analisado através de varreduras
de frequéncia através de ensaios oscilatorios dinadmicas, variacdes quanto aos modulos de

armazenamento (G’) e perda (G”) permitem caracterizar a estrutura de rede de uma amostra. O
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modulo de armazenamento corresponde a energia armazenada na amostra, € 0 modulo de perda,
define a perda de energia devido a dissipagdo viscosa da amostra. Estes mdodulos podem ser
utilizados para analisar a estabilidade de formulagdes (Nesterenko et al., 2014).

Foi possivel verificar que (Figura 18), as emulsdes estabilizadas com nanoparticulas
reticuladas com acido tanico apresentaram um ponto em que os valores de G’ foram iguais aos
de G” (3,10 Hz). Acima desta frequéncia ha um predominio do moédulo elastico em altas
frequéncias (Torres et al., 2007). Este comportamento ¢ caracteristico de solugdes
viscoelasticas.

J& para as demais emulsdes, o G’ foi maior em toda a faixa de frequéncia e os valores
deste mddulo foram superiores em toda a faixa para as amostras com nanoparticulas de WPC,
indicando predominio do moddulo viscoso. As emulsdes sem nanoparticulas apresentaram
valores de G” e G’ baixos, sendo os valores de G’ inicialmente eram negativos. Além disso,
todas as emulsdes apresentaram modulos dependentes da frequéncia.

Segundo Maia Filho ef al. (2012), emulsdes relativamente estaveis apresentam
comportamento eldstico predominante, e que quanto maior o valor de G’ maior ¢ a estabilidade
da emulsdao. Ademais, 0 médulo G’ ¢ visto como um bom indicador da reticulagdo e interagao
de moléculas interfaciais, o que pode estar relacionando ao maior valor inicialmente de G’ nas
emulsdes com nanoparticulas reticuladas com éacido tanico (L ef al., 2019).

Quando a emulsdo apresenta valores de G’ maiores que G’, a emulsdo demonstra
comportamento viscoelastico liquido (Kaganyuk; Mohraz, 2019). Como observado, solu¢des
diluidas apresentam G’’>>G’ e comportamento acentuadamente dependente da frequéncia de
medicao (Ross-Murphy, 1995; Torres et al., 2007). Quando G’ ¢ maior que G” e ambos sdo
independentes da frequéncia, existe a presen¢a de uma estrutura de rede, € quando G’ € menor
ou igual G” e estes sdo dependentes da frequéncia, isso indica que os sistemas sdo semelhantes
a liquidos viscosos e com nenhuma ou pouca estrutura de rede. Isso se deve a distancia entre as
goticulas da fase dispersa que sdo incapazes de interagir (Torres et al., 2007).

A Figura 19 apresenta as curvas de fluxo das emulsdes obtidas com 2% de
nanoparticulas de WPC reticuladas com 4cido tanico (NPs ret. 4c. tdnico) e reticuladas
termicamente (NPs WPC) na proporcao de 80:20 w/o. A curva de fluxo para a emulsdo sem

adicao de nanoparticulas (branco) também ¢ apresentada.
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Figura 19 - Curvas de fluxo das emulsdes com e sem a adi¢do de nanoparticulas nas
concentracoes de 2%.
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Fonte: Autoria prépria (2023).

A curva de fluxo (Figura 19) obtida indica que as emulsdes apresentaram
comportamento reoldgico ndo newtoniano mostrado como pseudopldstico, uma vez que, a
viscosidade do sistema diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento. Tal comportamento
¢ tipico de emulsoes estabilizadas por meio de particulas so6lidas (Nesterenko et al., 2014;
Torres et al., 2007). Segundo Liu et al. (2021), o efeito de cisalhamento de alta velocidade
quebra a fraca for¢a de interagdo que mantém a floculagdo estavel. A for¢a de cisalhamento
rompe a ponte existente entre as gotas emulsionadas, interrompendo as forgas de interacdo que
mantém a estabilidade da emulsdo, ocasionando um afinamento por cisalhamento (Wang et al.,
2023a). Outro fato € que este comportamento € comum para a maioria das emulsdes
alimenticias, dado que, a aplicacdo de cisalhamento pode resultar nesta pseudoplasticidade
(Couto, 2014).

O comportamento reologico refletiu as propriedades de fluxo das emulsdes, e indicam
que as emulsdes sem a adi¢do de NPs sdo menos viscosas em comparacao com as emulsdes
com a adi¢cdo de NPs (Nesterenko et al., 2014). Todas a emulsdes apresentaram diminuicao na
viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento. Em contrapartida, a viscosidade das emulsdes
em altas taxas de cisalhamento tendeu a atingir um efeito platdé newtoniano, principalmente para
a amostra com NPs WPC e a sem adicdo de NPs (branco), onde, a viscosidade diminuiu
gradualmente para proximo a zero (W et al., 2017).

Wang et al. (2023a) formularam nanoemulsdes preparadas com conjugados de proteina
do soro de leite-carboximetilquitosana que apresentaram comportamento pseudoplastico.
Taylor et al. (2012) , observaram uma diminui¢@o da viscosidade de gomas de gelana apos o

tratamento com ultrassom, que foi relacionado a reducao do peso molecular das amostras.
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5.3.2 Anélise microscdpica

Nas Figuras 20, 21 e 22 estdo apresentadas as micrografias das emulsdes em todas as
concentragcdes e fracdes de oleo estudadas e nas Figuras 23, 24 e 25 os histogramas de

distribuicdo de frequéncias das estimativas do didmetro de algumas gotas de emulsdes.

Figura 20 - Emulsdes sem adi¢do de nanoparticulas (NPs) (branco) (barra representa
10pm.).

(b) w/o—20:80 (c) w/o—50:50
Fonte: Autoria propria (2023).

b) 2% NPs —20:80

1% NPs — 50:50

(e) 1% NPs— 20:80



54

(h) 0,5% NPs — 20:80

(G) 0,1% NPs —80:20 (k) 0,1% NPs—20:80 (1) 0,1% NPs —50:50
Fonte: Autoria propria (2023).

Figura 22 - Emulsoes com NPs reticuladas com acido tanico.

b) 2% NPs —20:80

(d) 1% NPs — 80:20 (e) 1% NPs - 20:80 () 1% NPs — 50:50
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,1% NPs — 50:50
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(k) 0,1% NPs — 20:80

(i) 0,1% NPs — 80:20

ia (2023).
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Fonte: Autor

Figura 23 - Histogramas obtidos através dos dados de distribuicio de tamanhos para
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Figura 25 - Histogramas obtidos através dos dados de distribuicio de tamanhos para

acido tinico.
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Na Tabela 6 sdo apresentados os didmetros médios das gotas para as emulsdes
estabilizadas por meio de nanoparticulas WPC (sem adi¢@o de reticulantes) e nanoparticulas

reticuladas com acido tanico em diferentes fracdes de o6leo.

Tabela 6 — Didmetro médio de gotas das emulsdes.

Concent’r agao de E mulfﬁo Didmetro médio (pm)
nanoparticulas (%)  (dgua:éleo)

80:20 4,47 £16,03
(s]:rrna?\?}?s) - 20:80 0,82+ 0,55
50:50 2,81 £1,04
80:20 3,91 +1,43

2,0 20:80 140,60
50:50 2,88 £3,06
80:20 3,97+5,13
1,0 20:80 0,36 £ 0,41
NPs WPC 50:50 0,51 +£0,83
80:20 0,83 £1,54
0,5 20:80 1,48 £3,11
50:50 0,82+1,16
80:20 1,16 £0,97
0,1 20:80 0,95+0,76
50:50 1,22 +1,74
80:20 2,99 +£1,92
2,0 20:80 2,51+£2,15
50:50 13,04 + 9,00
80:20 2,078 £ 1,99
1,0 20:80 3,16 £2,74
NPs ret. ac. 50:50 2,15-1,83
tanico 80:20 2,66 + 1,35
0,5 20:80 1,58 +293
50:50 1,73 £0,68
80:20 2,04 £1,17
0,1 20:80 1,52 +£0,56
50:50 1,76 £ 0,40

Valor expresso em média mais desvio padrao.
Fonte: Autoria prépria (2023).

Ambos os grupos de emulsdes com nanoparticulas em todos as concentragdes de
nanoparticulas e fragdes de o6leo (Tabela 6) apresentaram faixa de didmetros médios sem
diferenca significativa (>0,05). As emulsdes com nanoparticulas sem reticulantes (NPs WPC)
apresentaram faixa entre 0,087 a 35,85 um, e as nanoparticulas reticuladas com acido tanico
entre 0,087-31,16 um. Diferentemente das emulsdes sem a adi¢cao de nanoparticulas (w/0), que
apresentaram uma faixa de didmetro de 0,12 a 149,041 pm. As gotas das emulsdes com

proporcao agua:oleo igual a 80:20 apresentaram um perfil semelhante para todas as formulagdes
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(formato esférico bem definido). As emulsdes com 2% (50:50 — dgua:o6leo) de nanoparticulas
reticuladas com 4cido tanico (Figura 22 c) apresentaram tamanhos de gotas maiores com
formatos irregulares e com a area toda recoberta por gotas de 6leo. As emulsdes com 1% (80:20
— agua:dleo) de nanoparticulas WPC sem adi¢ao de reticulantes (Figura 21 d) também
apresentaram maiores tamanhos de gotas.

Emulsdes que possuem tamanhos de gotas menores tém uma area de superficie maior e
normalmente sdo mais estaveis, posto que as particulas conseguem facilmente adsorverem na
interface O/A, proporcionando uma adequada cobertura da superficie para estabilizar a emulsdo
(SU et al., 2023). Em contrapartida, um maior tamanho de gota da emulsdo esta associado a
uma maior taxa de cremeagdo (Yang et al., 2021). Foi possivel observar agregados de goticulas
pequenas proximos as gotas grandes, esta agregacao e floculagdo de pequenas goticulas auxilia

na criagdo de uma camada de protecdo para as gotas de tamanhos maiores (Nesterenko et al.,

2014).

5.3.3 Analise macroscopica das emulsdes

Nas Figuras 26 e 27 estdo apresentados os graficos relativos a estabilidade das emulsdes
ao longo do tempo. Nas Figuras 28, 29 e 30 estdo apresentadas as imagens das emulsdes em
diferentes concentragdes e tempos. (As amostras denominadas O+A refere-se a mistura de 6leo
e dgua na propor¢ao de 50:50 (w/o0) sem a adi¢do de nanoparticulas e sem a homogeneizagao

com o ultrassom, somente a homogeneiza¢cdo manualmente).

Figura 26 - Estabilidade ao longo do tempo para diferentes fracdes de oleo e agua e
concentracdes de nanoparticulas WPC (sem adicao de reticulantes).
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Figura 27 - Estabilidade ao longo do tempo para diferentes fragoes de oleo e agua e

concentracdes de nanoparticulas de acido tanico.
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Figura 28 - Imagens das emulsdes branco (agua e 6leo) ao longo do tempo com
diferentes fracoes de oleo.

Fonte: Autoria prépria (2022).

Figura 29 - Imagens das emulsdes ao longo do tempo com diferentes concentracées de nanoparticulas (NP
(sem reticulantes) e em diferentes fracoes de dleo.

0,5% NPs

(a) Emulsdes no dia 0.
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(d) Emulsoes no dia 9.
Fonte: Autoria propria (2023).
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Figura 30 - Imagens das emulsées ao longo do tempo com diferentes concentracoes de
nanoparticulas (NPs) de acido tanico e em diferentes fracoes de oleo.
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=3150:50
« - ’

" 0,1% NPs

(d) Emulsdes no dia 9.
Fonte: Autoria prépria (2023).

As amostras branco (sem adicdo de nanoparticulas, Figura 28) tiveram a separagdo
macroscopica total de fase em todas as fragdes de oOleo. As amostras com 0,1% de
nanoparticulas reticuladas com acido tanico (Figura 30) tiveram um comportamento similar as
amostras branco, demonstrando que a concentracao de nanoparticulas nao foi suficiente para a
estabilizacdo das amostras, provavelmente devido ao fato de que a quantidade de nanoparticulas
foi insuficiente para garantir o efeito Pickering, ou seja, insuficiente para cobrir toda a goticula
de oleo e formar uma barreira de protecdo contra aos mecanismos de desestabilizagao.

A estabilizacdo de emulsdes por meio das proteinas do leite proporciona comumente
estabilidade a coalescéncia ao passar do tempo. Entretanto, hd uma maior susceptibilidade
dessas emulsdes sofrerem distintos tipos de floculagdo, o que acarreta a separagdo do soro ou a
maior formacao de creme (Singh, 2011). Foi possivel observar este evento de separacao do soro
(caracteristica branco leitoso) acentuada na parte inferior do tubo, nas emulsdes contendo 0,1%
de nanoparticulas na propor¢do 80:20, de maneira que, e no 3° dia foi possivel observar a
formagdo e sua intensificacdo até o 9° dia de armazenamento. Isso indica que todos os
agregados e goticulas de proteinas se movimentaram para cima, em contraste com o que foi
relatado por Yan et al. (2021), onde ocorreu a separagdo de camada de creme na parte superior
e camada de soro na parte inferior de emulsdes estabilizadas com 0,1% de zeina/alginato de
sodio, que foi atribuido a floculagdo em ponte das gotas de 6leo revestidas com zeina e/ou a
agregados desta, devido a capacidade das moléculas de promover floculagao.

Também foi possivel verificar uma floculagdo intensa nas amostras contendo 1% de
nanoparticulas reticuladas com acido tanico na propor¢do 50:50 (Figura 30), indicando que
ainda ocorreu algum tipo de movimento ascendente das goticulas, o que pode ser devido a

diferenca de densidade entre as fases, permanecendo a floculagao na parte superior do frasco.
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As emulsdes estabilizadas com nanoparticulas sem reticulantes (Figura 29), na
concentragdo de 1% na fragdo 80:20, apresentaram na parte superior uma pequena camada de
oleo livre, bem como a diminui¢ao da turbidez na parte inferior, este ultimo achado também foi
visto nas emulsdes com 0,5 e 0,1% de nanoparticulas nas fracdes 80:20 e 50:50, sendo que,
observou-se uma maior diminui¢ao na turbidez da parte inferior da emulsdo nas amostras com
0,1% na fracao 80:20 ¢ nas emulsdes com 1% na fragao 50:50. As emulsdes estabilizadas com
acido tanico também tiveram reducdo acentuada da turbidez na parte inferior, principalmente
onde foi utilizado 0,1% de nanoparticulas na fragao 80:20.

As amostras com 0,5% de nanoparticulas reticuladas com &cido tanico (Figura 30)
apresentaram uma prote¢ao maior na propor¢ao 80:20 quando comparado as anteriores, porém,
ainda ndo proporcionou a protecdo como as amostras com 1% de nanoparticulas reticuladas
com acido tanico. Nestas, nao houve a separagao de fases das emulsdes nas proporcdes de 80:20
e 50:50, o que ¢é possivel identificar pelos graficos e macroscopicamente.

Entre as propriedades da proteina do soro de leite, encontra-se a capacidade de formacao
de espuma, devido a camada adsorvida na interface ar-agua que as proteinas formam. Tal
caracteristica foi observada durante as analises, nas emulsdes estabilizadas com 2% de
nanoparticulas reticuladas com acido tanico, a formacao de espuma foi superior em comparagao
com as outras amostras (Eevans et al., 2010; Levin; Burrington; Hartel, 2016).

Silva et al. (2021) estabilizaram emulsdes com microgé€is de WPI reticulados com acido
tanico, as quais foram estdveis a separacdo de fases, sem apresentar sedimentag¢do e formacgao
de creme durante 7 dias de armazenamento. Em contrapartida, emulsdes estabilizadas com
microgé€is de WPI sem reticulantes, onde houve uma formagado consideravel de creme.

Yang et al. (2007) relataram que o aumento da concentracdo de particulas melhorou a
estabilidade de emulsdes de Pickering, pelo fato de mais particulas estarem disponiveis para
serem adsorvidas na interface 6leo-agua. Wu et al. (2015) observaram instabilidade em
emulsdes de Pickering estabilizadas com 0,2% de nanoparticulas de WPI preparadas por
reticulagcdo térmica, devido a cobertura incompleta das goticulas, ocasionando a formacao de
uma camada branca de agregados de gotas de 6leo na parte superior. J4 na concentracao de 1%,
a camada de creme observada anteriormente foi reduzida. Porém, foi com a concentracao de
2% que emulsdes homogéneas e estaveis foram obtidas, demonstrando que esta concentragao
foi suficiente para proporcionar a cobertura total das goticulas de 6leo.

Em contrapartida, deve-se atentar a concentracdo de proteinas utilizada para a
estabilizacdo de emulsdes, posto que, o aumento da concentragdo de proteina, aumenta a

concentracdo da mesma na interface de forma nao adsorvida, levando a um aumento na
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floculacdo e separacdo fisica da emulsdao, bem como, o aumento da taxa de separagdo do soro
no fundo da amostra (Taherian ez al., 2011).

Em altas concentracdes de proteinas, uma reduzida estabilidade de formagao de creme
pode ser observada, uma vez que, as proteinas presentes no meio que ndo foram adsorvidas nas
emulsdes pode formar agregados e estes causam a floculagdo de deplecao das gotas em
emulsdes, a floculagdo por deplecao ocorre quando ha excesso substancial de proteina no meio
aquoso (Dickinson, 2010; Dickinson; Golding; Povey, 1997; Euston; Hirst, 1999). Este
comportamento também foi observado por Song et al. (2015), que verificaram que o aumento
da concentragdo de particulas de amido para a estabilizacdo de emulsdes resultou em um
aumento do volume de creme, dado que, a viscosidade da fase aquosa aumentou com o aumento
da concentragdo de particulas.

Segundo a anélise macroscopica e para as condi¢cdes estudadas, foi possivel observar
que as emulsdes com propor¢do de 80:20 (dgua:6leo) com 2% e 1% de nanoparticulas
reticuladas com 4cido tanico foram as que apresentaram maior estabilidade macroscopica, nao
ocorrendo separacdo de fases durante o armazenamento. Outro ponto ¢ que as nanoparticulas
estabilizaram de maneira mais eficiente as emulsdes 6leo em agua que as 4gua em dleo, o que

pode ser devido a uma interagdo maior das nanoparticulas com a fase aquosa.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com o presente estudo foi possivel obter particulas em escala nanométrica € com
propriedades melhoradas a partir da reticulacdo. A reticulacdo por meio do acido tanico se
mostrou mais eficiente que aquela por acido citrico, demonstrando que este reticulante pode ser
promissor para a reticulacao através de acidos organicos. Ainda, foi possivel verificar que o pH
exerce efeitos sob o tamanho, PDI e potencial zeta das nanoparticulas, demonstrando que a
faixa de pH para a aplicacdo deve ser levada em consideracdo. Além, de ser necessario avaliar
a matriz alimentar quanto a presenca de sais, visto que, o NaCl causou efeitos na estabilizacdo
das mesmas. Na analise termogravimétrica, verificou-se que os acidos reticulantes contribuiram
para uma menor perda de massa final das amostras, com menor perda nas reticuladas com acido
tanico. O FTIR indicou a reticulagdo das nanoparticulas por meio de bandas que sugerem a
reacdo entre os grupos hidroxilas do acido tanico com os grupos amida da proteina do soro de
leite. Outro ponto relevante, ¢ que a caracteriza¢do do 6leo de chia demonstra que este ¢ uma
fonte com teores satisfatorios de 6mega 3 e 6. Nas condigdes avaliadas, as nanoparticulas
obtidas demonstraram possuir capacidade de estabilizacdo de emulsdes nas concentracdes de
1% e 2% e com maior estabilizagdo das emulsdes do tipo dgua:6leo na propor¢do 80:20. Uma
vez que, estas emulsdes obtiveram estabilidade macroscopica no periodo de tempo estudado.
Logo, os resultados encorajam o uso dessas nanoparticulas como agentes emulsificantes.

Para futuros trabalhos, sugere-se acrescentar mais técnicas para a caracterizagdo das
nanoparticulas, como verificar o angulo de contato das mesmas. A avaliacdo do 6leo de chia
apds a obtengdo das emulsdes. Quanto as emulsdes, realizar a microscopia de fluorescéncia
para verificar o efeito Pickering e avaliar as emulsdes em diferentes faixas de pH, bem como a

influéncia de sais nestas. Além da aplicag@o destas emulsdes em produtos alimenticios.
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