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KATSUDA, Marly Sayuri. Estabilidade fisica e oxidativa de emulsdes de 6leo de peixe em
membranas de pectinas e proteinas de leite. 2007. 100f. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

RESUMO

O estudo consistiu inicialmente na avaliacdo da estabilidade fisica das membranas de caseina
e pectinas em diferentes concentragdes € pH entre 3 e 7. A emulsdo secundaria apresentou a
seguinte composicdo 0,1% de caseina, 1% de 6leo de peixe e pectina citrica ou de beterraba
em concentragdes entre 0,025 a 0,4% m/m, em solucdo tampdo fosfato 5 mM, pH 3. As
amostras foram submetidas a analise do didmetro médio da particula, potencial zeta e indice
de cremificacdo apos 24 h. Para fins de ensaio preliminar definiu-se a concentracao de 0,2%
de pectina citrica ou de beterraba para estudar a estabilidade em diferentes niveis de pH (entre
3 e 7). Em pH superior a 3,5, a estabilidade das emulsdes foi afetada pela tendéncia a
agregacao apresentada pela caseina na proximidade de seu ponto isoelétrico. No entanto, as
emulsdes secundarias apresentaram-se instaveis em pH inferior a 3,5. Esse resultado levou a
concluir que, nas condi¢des estudadas, as membranas formadas pela caseina e pectinas
avaliadas ndo proporcionaram estabilidade fisica as emulsdes. O estudo da estabilidade
oxidativa foi realizada pela membrana de [-lactoglobulina com pectina citrica ou de
beterraba, aplicada a uma emulsdo de 6leo de peixe em pH 3,5. A emulsdo era composta de 3-
lactoglobulina e pectina, na seguinte propor¢ao:1% de o6leo, 0,05% de B-lactoglobulina,
0,06% de pectina ¢ 5 mM de solugdo tampdo fosfato. O estudo incluiu a avaliacdo do
didmetro médio da particula e potencial zeta para estabilidade fisica, e avaliacdo da
concentracdo de hidroperdxidos lipidicos e propanal para oxidagado lipidica, durante 16 dias a
temperatura de 37°C. Dentre as pectinas estudadas, a membrana formada de pectina citrica e
B-lactoglobulina foi a que promoveu maior acao contra os agentes pro-oxidantes, tendo como
conseqiiéncia, maior estabilidade oxidativa. A pectina de beterraba, no entanto, apesar de
possuir acido ferulico em sua composi¢cdo, ndo teve a esperada atividade antioxidante,
provavelmente por apresentar teor de ferro 15 vezes maior do que a pectina citrica, limitando
sua funcionalidade no sistema estudado.

Palavras-chave: Oxidacao lipidica. Estabilidade fisica. Antioxidante. Pectina de beterraba.
Pectina citrica. Caseina e -lactoglobulina.



KATSUDA, Marly Sayuri. Physical and oxidative stability of fish oil emulsion in pectins
and milk proteins membranes. 2007. 100f. Thesis (Doctor’s Degree in Science Food and
Technology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

ABSTRACT

The study consisted initially on physical stability evaluation of casein and pectins membrane
in different concentrations and in pH 3 to 7. Secondary emulsion contained 0,1% casein, 1%
fish oil and citric or sugar beet pectin on concentration from 0,025 to 0,4% w/w in buffer
phosphate solution 5SmM, pH 3. Physical stability evaluation was assessed by measuring
particle size, zeta potential and creaming index after 24 h. For preliminary assay it was
defined 0,2% w/w citric or sugar beet pectin concentration for stability study in different pH
(3 to7). Above pH 3,5, the emulsion stability was affected by aggregation tendency presented
by casein next to isoelectric point. However the secondary emulsion was unstable on pH
lower than 3,5. The results indicated that, in this studied condition, the casein and pectin
membranes evaluated did not guarantee emulsion physical stability. The oxidative stability
study was performed using B-lactoglobulin with citrus or beet pectin membrane in fish oil
emulsion at pH 3,5. The emulsion composed by p-lactoglobulin with pectins contained 1%
fish oil, 0,05% B-lactoglobulin, 0,06% pectin and buffer phosphate solution 5 mM. This study
has included mean particle diameter and zeta potential for physical stability analysis,
hydroperoxides and propanal for lipid oxidation analysis during 16 days at 37°C. Between the
studied pectins, B-lactoglobulin with citrus pectin membrane has promoted greater activity
against prooxidant agents, consequently greater oxidative stability. Despite beet pectin has
ferulic acid in its composition; it did not have antioxidant activity, maybe because it had 15
times more iron than citrus pectin, limiting its functionality in the studied system.

Keywords: Lipid oxidation. Antioxidant. Sugar beet pectin. Citrus pectin. Casein. -
lactoglobulin.
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1 INTRODUCAO

A mudanga do hébito alimentar nos ultimos anos tem proporcionado um
desequilibrio do consumo de &cidos graxos poliinsaturados (AGP) 6mega-6 e Omega-3.
Antigamente, a razdo de consumo de 6mega-6 para 6mega-3 era de 2:1 e atualmente, com a
mudanca do estilo de vida e alimentagdo, essa proporcao passou a 20 ou 30:1. Varios estudos
tem demonstrado que a ingestdo em grandes quantidades de d6mega-6 desencadeia problemas
fisiologicos, tais como protrombose e agregacdo plaquetaria devido ao aumento da
viscosidade do sangue, vasospasmo e vasoconstricdo, diminuindo o tempo de sangramento.
Por outro lado, os acidos graxos dmega-3 tém propriedade antiinflamatoria, antitrombotica,
antiarritmica, hipolipidémica e vasodilatadora. Conseqiientemente, estes efeitos benéficos tém
demonstrado que podem prevenir eventos como hipertensdo, doengas corondrias, diabete tipo
2 e algumas doengas renais (SIMOPOULOQOS, 1999).

O dleo de peixe ¢ excelente fonte de acidos graxos 6mega-3, especialmente
dos acidos graxos eicosapentaendico (AEP, C20:5 6mega-3) e docosahexaendico (ADH,
C22:6 6mega-3). Esses sdo susceptiveis a oxidagdo por conterem varias insaturagdes na
cadeia carbdnica, as quais comprometem a integridade das duplas ligagdes, concentragdo e
funcionalidade dos acidos graxos e qualidade sensorial, além de promoverem efeito téxico a
satide humana (CONNOR, 2000, KULAS et al, 2003). A susceptibilidade oxidativa depende
da composi¢do do produto e da presenca de pro-oxidantes ou antioxidantes. Os metais de
transicdo (tais como ferro e cobre) sdo reconhecidos como agentes pro-oxidantes na
degradagdo de produtos de oxidagdo primaria, por exemplo, hidroperdxidos lipidicos. Esses
ions estdo presentes naturalmente nos alimentos € podem ser provenientes de matéria-prima
ou de ingredientes, equipamentos, embalagens, etc. (NAWAR, 1996; McCLEMENTS, 2005).

A oxidagdo lipidica pode ser reduzida pela adi¢do de antioxidantes ou
microencapsulacdo do o6leo. A estabilidade oxidativa do o6leo emulsificado pode ser
aumentada pelo controle do tipo de emulsificante e concentragdo. Por exemplo quando
particulas de emulsdes 0leo e dgua sdo estabilizadas por emulsificante catidonicos, os metais
pro-oxidantes sdo repelidos e a taxa de oxidagdo lipidica diminui (MANCUSO et al, 1999,
HU et al, 2003b).

Estudos recentes tém demonstrado que a tecnologia da engenharia
interfacial, baseada no principio da deposi¢do de biopolimeros sobre a superficie da particula

carregada formando uma membrana multicamada, proporciona uma emulsdo estavel ao
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estresse fisico, e possui propriedade de encapsular e liberar compostos (GU et.al, 2004;
OGAWA et.al., 2003a,b). As membranas multicamadas sdo produzidas por deposigdo de um
biopolimero carregado em uma emulsao com particulas revestidas por um emulsificante com
carga oposta. Por outro lado, ¢ importante selecionar o biopolimero compativel com o
emulsificante para desenvolver emulsdes estdveis e com caracteristicas fisico-quimicas
desejaveis. Emulsdes estabilizadas por multicamadas ou membranas contendo proteinas do
leite e biopolimeros, por exemplo a pectina, foram utilizadas em diversos estudos, uma vez
que a pectina citrica possui pKa 3,5, tornando-se conveniente na elabora¢do de emulsdes com
pH inferior ao ponto isoelétrico das proteinas, condicdo em que essas apresentam cargas

positivas (DALGLEISH e HOLLOCOU, 1997; DICKINSON et.al., 1998).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade fisica e oxidativa da emulsdo de d6leo de peixe em

membranas de pectinas e proteinas de leite.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a estabilidade fisica das emulsdes formadas por membranas de

caseina ou B-lactoglobulina e pectina de beterraba ou citrica em condigdes acidas.

- Avaliar a estabilidade oxidativa do 6leo de peixe em membranas formadas

por B-lactoglobulina e pectinas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 OLEO DE PEIXE

3.1.1 Caracteristica e aspecto nutricional

Os o6leos marinhos sdo provenientes de figado de peixes brancos com carne
magra (tais como bacalhau), de 6leo de peixe (tais como cavala) e gordura de mamiferos
marinhos (foca). Estes oleos consistem em acidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados (AGPI). Ha duas classes de AGPI cada uma representada por um acido
essencial: acido linoléico (C18:2, familia 6mega-6) e o acido alfa-linolénico (C18:3, familia
omega-3), os quais sdo diferenciados entre si baseado na localizagdo e numero da dupla
ligagdo do grupo metila das moléculas de 4cidos graxos (YONGMANICHAI e WARD, 1989;
SIMOUPOULOQOS, 1999). O 6mega-3 também pode ser obtido de dleos de plantas, sementes,
vegetais com folhas verdes, feijoes e castanhas. O dmega-6 ¢ encontrado em graos, carnes e
sementes de muitas plantas. Esses acidos graxos ddo origem a outros 4cidos essenciais de
cadeias mais longas, chamados de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL)
(ZATSICK e MAYKET, 2007).

Diferente dos acidos graxos saturados e monoinsaturados, os AGPI nao sao
produzidos pelos humanos, portanto sdo obtidos através da ingestdo de alguns alimentos. Os
vegetais terrestres e marinhos podem sintetizar acidos graxos a partir de precursores mais
simples e os peixes e outros animais podem alongar e insaturar estes acidos graxos
transformando-os em AGPI (SIMOUPOULOS, 1999). Ja os mamiferos apesar de possuirem a
capacidade de alongar e insaturar os acidos graxos, necessitam de precursores que devem
estar presentes na sua dieta (BRENNER, 1987).

Os humanos podem converter o acido linoléico (6mega-6) em &cido
araquidonico (C20:4, d6mega-6) e acido alfa-linoléico (6mega-3) em AGPICL, tais como,
acido eicosapentaendico (AEP, C20:5 6mega-3), 4cido docosahexaendico (ADH, C22:6
omega-3) e em menor quantidade acido docosapentaendico (ADP, C22:5 Omega-3)

(YONGMANICHAI e WARD, 1989).
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A familia omega-6 produz eicosanodides inflamatérios e cancerigenos,
aumentando o risco de situagcdes como: cancer, morte subita, protrombose e agregacao
plaquetaria, doencas cardiacas, vasospasmo e vasoconstri¢do, aumento da pressao arterial,
elevagdo da taxa de triglicerideos, artrite, depressdo entre outras doencas inflamatorias. Por
outro lado, os 4cidos graxos dmega-3 tem propriedades antiinflamatdrias, antitromboticas,
antiarritmicas, hipolipidémicas e vasodilatadoras. Consequentemente, estes efeitos benéficos
téem demonstrado que podem prevenir eventos como hipertensao, doengas cardiacas, diabete
tipo 2 e algumas doengas renais (SIMOPOULOS, 1999).

Virios estudos tem relacionado as doencas degenerativas, tais como diabete,
artrite ¢ o cancer, com o consumo desproporcional de acidos dmega-6 ¢ dmega-3 devido a
alteracdo dos habitos alimentares. Antigamente, a razdo de consumo de dmega-6 para d6mega-
3 era de 2:1 e atualmente, com a mudanga do estilo de vida e alimentacdo, essa propor¢ao
passou a 20 ou 30:1. Deste modo, alguns pesquisadores estdo propondo a reducdo do
consumo de AGPI 6mega-6 das dietas o aumento da concentragdo de acidos Omega-3
(SIMOPOULOS, 1999).

O ¢leo de peixe ¢ excelente fonte de acidos graxos dmega-3, especialmente
AEP e ADH (Figura 1). Estes acidos graxos sdo considerados benéficos para o crescimento e
desenvolvimento por todo o ciclo da vida e tem um papel importante na prevengdo e
tratamento de doengas corondrias arteriais (arteroslerose), hipertensdo, tumorogénese de
mama, colon e prostrata, artrite ¢ desordem na imunidade. O ADH ¢ importante no
desenvolvimento do sistema nervoso central e dos olhos em criangas e ¢ considerado,
portanto, um nutriente promissor pelos efeitos benéficos a retina e ao cérebro

(SIMOPOULOS, 1999).

O
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Figura 1 — Estrutura do 4cido eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA) (KULAS
et al, 2003).
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3.1.2 Fatores que afetam a estabilidade oxidativa

Os oleos ricos em acidos graxos Omega-3, tal como o6leo de peixe, sdo
susceptiveis a oxidagcdo por conterem vdrias insaturagdes na cadeia carbdnica. Os processos
oxidativos comprometem a integridade das duplas liga¢des, concentragdo e funcionalidade
dos acidos graxos AEP e ADH e qualidade sensorial, além de promoverem efeito toxico a
satide humana (CONNOR, 2000; KULAS et al, 2003).

Os lipidos alimentares possuem uma estabilidade inerente a oxidacdo que ¢
influenciada pela presenca de antioxidantes ou pro-oxidantes. Apoés um periodo de relativa
estabilidade (periodo de indu¢do), a oxidagdo lipidica torna-se autocatalitica e ocorre a
rancificacdo. A inducgdo consiste numa fase lag, seguida de um tempo de percurso de auto-
oxidacdo que ocorre um rapido acumulo de hidroperdxidos que atingem uma concentragao
maxima, decrescendo & medida que as reagdes de decomposicdo dos hidroperdxidos se
tornam mais importantes. Quanto mais longo o periodo de indu¢ao, mais estavel ¢ o produto
alimentar a oxidacao (FOX, 1995).

Os hidroperodxidos sao os primeiros produtos da autoxidagdo lipidica e sdo
relativamente instadveis. Estes, por sua vez, participam de inGmeras reagdes complexas,
envolvendo degradacdes de substrato e permitindo interagdes que resultam em compostos
com diversos pesos moleculares e aromas (NAWAR, 1996). Os hidroperdxidos geralmente se
decompdem durante a oxidacdo lipidica para formar moléculas pequenas e volateis que
proporcionam o odor ndo caracteristico associado a rancidez oxidativa. Os produtos de
oxidacdo secundaria (volateis) formados a partir da decomposicdo de hidroperoxidos
provenientes do AEP sdo os aldeidos volateis, dos quais destaca-se o propanal (KULAS et al.,
2003).

A oxidagdo de lipideos normalmente ¢ catalisada pelos agentes pro-
oxidantes. Alguns pro-oxidantes, dentre eles lipoxigenase e geradores de oxigé€nio singlete sao
responsaveis pela iniciagdo do processo de oxidacao dos lipideos através da interacdo direta

com acidos graxos insaturados para formar hidroperoxidos lipidicos (Figura 2).
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Figura 2 — Esquema de reagdo oxidativa em lipideos. Mn™ ¢ Mn™"" sdo metais de transicio
em seu estado reduzido e oxidado respectivamente; RH € o 4cido graxo
insaturado, ROOH ¢ o hidroperdxido lipidico e AOH ¢ o antioxidante. Re ¢ o
radical alquil, ROe ¢ o radical alcoxil, ROOs ¢ o radical peroxil e 'O, é o
oxigénio singlet e LOX ¢ a lipoxigenase (Decker et al., 2002).

Os pro-oxidantes geralmente exercem efeitos no processo da decomposicao
dos hidroperoxidos lipidicos para radicais livres, frequentemente catalisada pelos metais de
transicao. Esses metais aceleram a reacao de oxidacao lipidica pela abstracao do hidrogénio e
decomposicdo do perdxido resultando na formacdo do radical livre. Inicialmente ocorre a
abstra¢do do hidrogénio do acido graxo insaturado resultando na formac¢ao de radical alquil.
Este por sua vez recebe o oxigénio para formar o radical peroxil e com subsequente abstra¢ao
do hidrogénio de um outro acido graxo insaturado ou antioxidante formando o hidroperoxido
lipidico (Figura 2). Esta reacdo ndo ¢ suficiente para ocasionar o aumento exponencial na
reacdo de oxidacdo. Deste modo, o metal de transi¢do atua como o catalisador da
decomposi¢ao dos hidroperoxidos para a formagdo de radicais livres (tais como, alcoxil e
peroxil), aumentando exponencialmente a taxa de oxidac¢ao de acidos graxos insaturados. A
partir dos radicais livres esses sdo induzidos a clivagem dos radicais alcoxil pela cisdo -

hemolitica gerando um produto de oxidagdo secundaria de cadeia curta (DECKER et al.,
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2002). Esses radicais devem reagir com hidrogénio ou radicais hidroxil formando compostos
aromaticos, tais como hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos e cetonas (FRANKEL, 1998).

A taxa da quebra do hidroperdxidos depende da concentragdo, do estado
quimico e o tipo do metal. Os metais de transi¢do estdo presentes naturalmente nos alimentos
e podem ser provenientes de matéria-prima ou ingredientes, equipamentos, embalagens, etc.
O cobre e o ferro sdo metais de transicdo comumente encontrados em alimentos e geralmente
participam nestas reacdes, embora o ferro prevaleca mais do que o cobre. Estudos tém
comprovado que o ferro ¢ um pro-oxidante primario. Quando se adicionou transferrina
(agente quelante do ferro) a emulsdo de 6leo de salmdo, houve inibi¢do da oxidagdo lipidica,
demonstrada pela oxidagdo que ocorreu na emulsdo sem o agente quelante (MANCUSO et
al., 1999).

O estado redox do metal também ¢ importante, pois o Fe*" decompde o
peroxido de hidrogénio 10° vezes mais rapido do que Fe’*, bem como ¢ mais solavel do que o
Fe’" em pH entre 3 e 7, encontrando-se apto para promover a decomposi¢do do hidroperéxido
em alimentos (DECKER et al., 2002). Deste modo, pode-se concluir que os hidroperoxidos e
metais de transi¢do em alimentos permitem a interagdo entre os compostos para produzirem
radicais livres, sendo considerado um mecanismo importante para a deterioracdo oxidativa
nos alimentos (MANCUSO et al., 1999). Para garantir a estabilidade oxidativa, alguns
pesquisadores sugerem monitorar o teor de metais em oOleos, ou seja, recomendam-se
concentragoes inferiores a 0,1 ppm de ferro e 0,02 ppm de cobre (FLIDER ¢ ORTHOEFER,
1981).

Muitos compostos sdo capazes de quelar metais, entretanto nem todos os
quelantes s3o capazes de inibir a oxidacdo lipidica. Os quelantes podem aumentar a
solubilidade e alterar o potencial redox dos metais, podem atuar como antioxidantes em
reacOes catalizadas por metais desde que apresentem as seguintes propriedades: ndo alterar o
potencial redox, ocupacdo de alguns sitios de coordenacdo dos metais, forma¢do de um
complexo insoluvel e impedimento estérico da interacdo entre metais e lipideos ou
intermediarios da oxidacdo (GRAF e EATON, 1990). Muitos agentes quelantes possuem
multiplos 4cidos carboxilicos (por ex. EDTA e 4cido citrico) ou grupamentos fosfatos
(polifosfatos e fitatos). A atividade pré-oxidante dos metais ¢ também controlada em sistemas
bioldgicos por compostos protéicos. Proteinas, peptideos e aminoacidos que quelam pro-
oxidantes metalicos incluem soro albumina (Cu), transferrina (Fe), lactoferrina (Fe), ferritina
(Fe), carnosina (Cu) e histidina (Cu). As proteinas normalmente quelam metais no seu estado

oxidado, embora os agentes redutores, tais como, ascorbato e anion superéxido podem causar
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a liberagdo do ferro ligado a proteina e acelerar as reacdes de oxidacdo (DECKER e WELCH,
1990).

3.1.3 Estudos para aumentar a estabilidade oxidativa de emulsdes 6leo/agua

Os lipideos sdo comumente encontrados nos alimentos na forma dispersa.
Nos ultimos anos tem havido um aumento de demanda por alimentos formulados e por
alimentos funcionais. Este aumento corresponde a uma grande demanda por produtos
convenientes, sabor agradavel e com a vida 1til estendida. Os alimentos emulsionados contém
varios fatores que influenciam fisica e quimicamente as particulas compostas por lipideos,
devido a possiveis interagdes entre a membrana das particulas e a fase aquosa. Esses fatores
consistem na concentragdo de oxigé€nio, metais de transi¢ao, concentracdo de hidroperoxidos
lipidicos, etc. Pesquisas nessa area vem sendo desenvolvidas com a finalidade de
compreender os mecanismos da oxidag¢do lipidica sob varias condigdes bem como os produtos
resultantes da reagdo (DECKER et al., 2002).

As propriedades fisicas das interfaces das emulsdes de lipideos em dgua ou
ar pode influenciar nas reacdes oxidativas. A carga interfacial dos lipideos dispersos

influencia na taxa de oxidacdo na presenga de metais de transicao (Figura 3).

[nterfacial Membrane

(surface bound)

Mn™ (continuous phase)

Continuous Phase

Figura 3 - Esquema dos diferentes fatores presentes em emulsdes 6leo/dgua e potencial
localizagao dos reagentes na oxidacao lipidica promovida pelos metais de
transicdo. Mn™ e Mn™""' sdo metais de transi¢do em seu estado reduzido e
oxidado respectivamente; ROOH ¢ o hidroperédxido lipidico e ROe ¢ o radical
alcoxil (Decker et al., 2002).
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A oxidagdo lipidica pode ser controlada por engenharia das propriedades da
membrana das particulas, por exemplo, pela alteracdo da carga ou permeabilidade. Esse
controle pode ocorrer com as interagdes especificas entre as moléculas das membranas, por
meio de complexagdo com metais ou alteracdo do potencial redox dos mesmos. Um dos
métodos propostos para controle de oxidacdo lipidica em sistema coloidal ¢ a alteracdo da
carga elétrica da membrana. Outro método ¢ alterar a efetividade do empacotamento de
moléculas emulsificantes na membrana da particula, ou seja, o uso de agentes emulsionantes
em excesso na elaboracdo da emulsdes aumenta a estabilidade oxidativa, aumentando a
espessura € a barreira aos agentes pro-oxidantes. Além disso, alguns compostos podem
apresentar capacidade de sequestrar radicais livres ou agentes pro-oxidantes, retardando a
oxidac¢do lipidica. Certos aminoacidos e agucares possuem capacidade de sequestrar radicais
livres. Muitas moléculas de emulsificantes (por exemplo, Tween) contém tais agucares e
aminoacidos (COUPLAND e McCLEMENTS, 1996).

Estudos realizados com emulsdes Oleo/agua acrescidas de agentes
emulsionantes anidnico, catidonico e ndo-idnico, em pH 3, apresentaram oxidacao lipidica em
presenca de ferro, na seguinte ordem: anidénico > nao-idnico > cationico. Na pior condi¢ao, ou
seja, em emulsdes adicionadas de surfactantes anidnicos, houve intensa atividade oxidativa do
metal. A associa¢do do ferro com as particulas negativamente carregadas pode ser observada
medindo-se o potencial zeta da emulsdo. Em pH 3 os ions férrico e ferroso associaram-se as
particulas na presenca de surfactantes negativos, ndo sendo observada essa associacao na
presenga de emulsificantes catidnicos e ndo-idnicos (MEI et al., 1998).

Quando a carga da superficie das particulas de oleos em sistemas
emulsionados apresenta-se negativa, a taxa de oxida¢do ¢ muito maior comparada com
particulas carregadas positivamente. Isto se deve a capacidade do ferro de se ligar a interface
dos lipideos dispersos. Os agentes emulsificantes com cargas positivas sdo muito raros,
entretanto a proteina em pH inferior ao ponto isoelétrico (pI) produz carga positiva em
emulsdes com lipideos, aumentando a estabilidade contra a oxidagdo lipidica catalizada por
ferro MANCUSO et al., 1999; HU et al., 2003).

As proteinas sdo largamente usadas como agentes emulsificantes na
industria de alimentos. As proteinas sdo moléculas anfifilicas, capazes de se concentrarem nas
interfaces 6leo-agua por causa da sua superficie ativa. Estas ndo s6 produzem emulsdes
Oleo/agua (O/A) estaveis, como podem inibir a oxidagdo lipidica. (COUPLAND e
McCLEMENTS, 1996). Os aminoacidos, peptideos e proteinas retardam a oxidagao lipidica

em certos sistemas alimenticios, e estes podem ser obtidos naturalmente em diversos
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produtos. As proteinas do leite tais como a caseina, as proteinas do soro e seus hidrolizados,
apresentam atividade antioxidante em alimentos por sua capacidade de sequestrar os agentes
pro-oxidantes (FARAIJI et al., 2004; DIAZ e DECKER, 2004; ELIAS et al., 2005).

Quando aderidas a superficie das particulas na emulsdo, as proteinas do soro
inibem a oxidacao lipidica pela producdo de uma superficie catidnica, cuja carga repele os
metais de transi¢dao, em pH inferior ao pl. Estudos realizados com emulsdo de 6leo de salmao
estabilizada em &agua por fragdes de proteinas do soro, em pH 3, demonstraram que a
estabilidade oxidativa ocorreu na seguinte ordem: [-lactoglobulina > a-lactalbumina >
isolados protéicos de soro. (TONG et al, 2000; HU et al., 2003; DJORDJEVIC et al. 2004;
FARAJI et al., 2004).

Em estudos de oxidagdo lipidica em emulsdes ¢ importante caracterizar as
propriedades fisicas do sistema usado. As propriedades mais importantes sao: o tamanho,
concentracdo e o estado fisico das particulas das emulsdes, a natureza da membrana do
emulsificante (ou seja, espessura, carga elétrica, grau de empacotamento, composi¢do), € a
extensdo da interagdo particula-particula. A concentracdo e a distribuicdo do tamanho de
particulas podem ser medidas usando a técnica tradicional como o microscopio eletronico ou
por métodos modernos usando a técnica dispersao estatica ou dinamica de luz a laser,
condutividade elétrica ou ressonancia magnética nuclear (COUPLAND e McCLEMENTS,
1996).

Em ensaios de oxidagdo lipidica é importante que a emulsdo seja estavel ao
longo do tempo de estudo (resistente a cremificagdo, floculagcdo e/ou coalescéncia), estocada
em temperaturas inferiores a 60°C. A amostragem durante o processo de oxidagdo deve
ocorrer sempre no mesmo periodo (cada 6 — 24 h dependendo da estabilidade do 6leo). A
temperatura de estocagem deve ser reduzida se a taxa de oxidacdo estiver ocorrendo muito
réapido ou se a emulsdo se tornar estavel. A oxidacdo lipidica nesses sistemas normalmente ¢
monitorada através da concentragdo de produtos de oxidagdo primaria (hidroperdxidos) e
produtos de oxidacdo secundéria, usando técnicas de analises de compostos volateis por

cromatografia gasosa (DECKER et al., 2005).
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3.2 PROTEINAS DO LEITE

O leite ¢ composto em sua maioria pelas proteinas os;-, Ols2-, B-, K-caseina,
B-lactoglobulina e a-lactalbumina. Este também contém plasmina e plasminogénio do sangue
que levam a formacdo de peptideos curtos referidos como proteose-peptona e peptideos
longos conhecidos como y-caseina. A principal proteina do leite € a caseina, compondo cerca
de 80% do peso total, enquanto que a lactalbumina e a lactoglobulina, conhecidas como
proteinas do soro, compdem os 20% restantes. O teor de proteina em leite desnatado ¢ de 45 a
56% de o, -caseina, 8-15% de k-caseina, 25-35% de B-caseina, 3-7% de y-caseina, 2-5% de
lactalbumina, 7-12% de B-lactoglobulina, 0,7 — 1,3% de soro albumina do sangue, 1-2% de
imunoglobulina IgG1 e 0,2-0,5% imunoglobulina 1gG2, 0,1-0,2% de imunoglobulina IgM,
0,05-0,1% de imunoglobulina IgA e 2-6% como fragdes de proteose-peptonas. As fragdes de
proteinas do leite incluem também as enzimas do leite e proteinas menores (GORDON e
KALAN, 1980).

As proteinas do soro sdo substancias nitrogenadas que ndo se precipitam
quando o pH atinge pl da caseina, e sdo denominadas proteinas soluveis (VEISSEYRE,
1988). Em leite bovino essa fracdo apresenta excelente qualidade nutricional, e é constituida
de aminoacidos essenciais com valor biologico superior a caseina. Também sdo ricas em
aminoacidos sulfurados que sdo responsaveis pela baixa estabilidade ao calor. As principais e
maiores fracdes componentes das proteinas do soro sdo: B-lactoglobulina, o-lactalbumina e
soro albumina bovina. E contém em menores propor¢des: imunoglobulinas, proteose-
peptonas, lactoferrinas e lisozimas. Estas proteinas apresentam estruturas globulares com
limitado nimero de pontes de dissulfetos. Comparadas a caseina, as proteinas do soro sao

mais sensiveis ao calor e menos sensiveis ao calcio (AMIOT, 1991).

3.2.1 Caseina

A caseina ¢ composta de uma mistura de 4 principais proteinas de estrutura
primaria: o,-, Os2-, - € K-caseina. As formas monoméricas da caseina t€ém peso molecular

relativamente baixo (15000-26000 Da) (GORDON e KALAN, 1980). A caseina estd presente
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no leite na forma de um grande complexo de proteinas incorporadas de sais do leite,
particularmente calcio, formando um complexo fosfo-paracaseinato de calcio. A estrutura
nativa deste complexo de proteinas ¢ resultante da interacdo de todas as caseinas, formando
uma grande estrutura conhecida como micela de caseina (FOX, 1992). Em pH préximo ao seu
pl (4,6), a caseina é completamente insoluvel, enquanto que em pH superior a 5,5, esta ¢
convertida em sais catidnicos (Na, K, NH3) e é completamente soluvel. Em pH inferior a 3,5,
a caseina ainda apresenta-se soluvel, ¢ mais viscosa do que em pH neutro, com formacao de
gel (GORDON e KALAN, 1980; FOX, 1992).

As micelas de caseinas sdo extremamente estaveis ao calor, pois o caseinato

¢ capaz de resistir por 60 min a 140°C. A k-caseina ¢ a fra¢do insensivel ao calcio, e ¢

O~

conhecido como ‘coloide protetor’ por estabilizar a micela. A fragdo sensivel ao célcio
composta por og-caseina, og-caseina e B-caseina. Isto se deve a presenca de grupos de
residuos de fosfoserina nas caseinas. Uma preponderancia de residuos de prolina e a completa
auséncia de cisteina levam cada proteina a adotar uma configuracao desdobrada flexivel em
solucdo com uma estrutura secundaria um pouco ordenada. As o,-caseinas sdo as mais
hidrofilicas e possuem a maior frequéncia de carga, enquanto que as [-caseinas sio
significativamente mais hidrofébicas do que as outras caseinas (FOX, 1992). Os residuos
hidrofobicos e com cargas ndo apresentam uma distribuicdo uniforme na sequéncia das

caseinas (Figura 4 ).



26

X POSITIVE CHARGE

NEGATIVE CHARGE

{5y — CASEIN

B I NNNANNNNANNN e ]
™, — CASEIN
|\ NN NNNENNS 1
B — CASEIN

NN Ry |

K — CASEIN

1NN |

L L A 1 1 1 1 Il | L
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

RESIDUE NUMBER

Figura 4 — Cargas dos residuos de aminoacidos em caseinas no pH natural do leite. (Figura
adaptado de FOX, 1992).

Diferente de outras caseinas, a [-caseina ndo tem ligagdes covalentes
cruzadas e nenhuma tendéncia para polimerizar através de pontes dissulfeto intermoleculares.
Sua distribui¢do ndo uniforme de residuos hidrofilicos e hidrofébicos produz uma estrutura
molecular anfifilica distinta. Esta molécula se estrutura na forma ligeiramente esférica. Em
agua, as P-caseinas se associam entre si devido a intera¢do hidrofobica e sua agregacdo
depende do aumento da temperatura ou concentracao de ions em solug¢ao (FOX, 1992).

A presenga de residuos hidrofobicos no final da molécula da o -caseina tem
influéncia na sua adsor¢do e na sua conformagdo (auto-montagem). Diferente da [3-caseina, a
os1-caseina tem a forma de um agregado de cadeia longa. Esta associa¢do ¢ regida pela
combinagdo de interacdes eletrostaticas e hidrofobicas (FOX, 1992).

O pH determina o tipo de carga e sua distribui¢do na molécula da proteina.
O limite e a intensidade das interagdes eletrostaticas sao dependentes da forca idnica da
solugdo. As forcas eletrostaticas possuem um papel importante na determinacdo da
estabilidade estrutural e na interagdo com outras moléculas. A interacdo eletrostatica da

estrutura da proteina e a interacdo intermolecular podem ser investigadas pela variacdo do pH
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ou concentragdo de sais. A conformac¢do da proteina ¢ estavel quando esta préxima do pl por
causa da atracdo eletrostatica entre grupos de cargas opostas. Em valores superiores ou
inferiores ao pl da proteina ocorre comportamento caracteristico devido a repulsao
eletrostatica entre os grupamentos carregados (DICKINSON e McCLEMENTS, 1996).

Todas as caseinas, exceto a K-caseina, mostram uma forte tendéncia em
adsorver fluidos nas interfaces (6leo e agua e ar-dgua), e portanto sdo importantes
estabilizantes de emulsdes. As propriedades estabilizantes de emulsdes da caseina sdo
conferidas pela estrutura de osj-caseina, os-caseina, B-caseina e k-caseina. As B-caseinas e
os1- caseinas compdem mais de 75% da proteina total, e sdo responsaveis pela excelente
propriedade emulsificante. Observou-se que nas emulsdes elaboradas por isolados de [-
caseina houve maior adsor¢do competitiva nas interfaces das particulas, quando comparadas
as emulsdes com oy -caseina. A [-caseina demonstrou ter maior atividade superficial em
relagdo as outras caseinas (FANG e DALGLEISH, 1993; DICKINSON, 1994).

A caseina pode ser obtida pela precipitagdo acida ou enzimatica do leite
desnatado. Porém, o caseinato de sddio normalmente ¢ elaborado apenas por precipitagdo
acida seguida de neutralizacdo com hidréxido de sodio (grau alimenticio) e desidratado em
secadores tipo spray. Este tratamento resulta na remog¢ao de fosfato de célcio coloidal, que
mantém a interacdo entre as caseinas responsaveis pela formacao das micelas. Esse produto
apresenta um elevado grau de pureza contendo entre 90 e 94% de proteina (GORDON e

KALAN, 1980).

3.2.2 B-lactoglobulina

A B-lactoglobulina ¢ a maior proteina do soro e ¢ a mais caracterizada e
descrita de todas as proteinas dos alimentos. Possui uma estrutura consideravelmente
organizada e uma estrutura tercidria compacta. Em pH neutro, a 3-lactoglobulina ¢ composta

, . . ~ i - - 130
por um dimero mantido por interagdo eletrostatica entre os acidos aspartico (asp ™) e

134

glutamico (glu ") de um dos mondémeros, com o residuo de lisina do outro mondémero. Cada

160

A r . ~ . . . , 1
mondmero contém 2 ligacdes dissulfeto intramoleculares, cisteina (cys®® - cys'®) e (cys'® -

cys'"”) e um grupo tiol, cys'?' (Figura 5) (KINSELLA e WHITEHEAD, 1996).
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A desnaturacdo da B-lactoglobulina envolve a dissociacdo do dimero para
mondmero, com mudanga na conformagao da cadeia do polipeptideo e, como conseqiiéncia, a
agregacao. Os agentes desnaturantes podem ser os alcalis, o tratamento térmico, compostos
organicos e ions de metais pesados. A temperatura de desnaturagdo da B-lactoglobulina ocorre
acima de 65°C, embora seja dependente do pH. Estudos de desnaturagdo protéica utilizando
calorimetro de varredura diferencial revelaram que, em pH 6,5, a temperatura de desnaturagao
foi de 80°C, enquanto que, em pH 8, a temperatura foi de 60°C. Dependendo do bindmio
tempo e temperatura acontece intensa transicdo conformacional (expansao molecular) que

expde os grupos nucleofilicos nas regides hidrofobicas (FOX, 1992).
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Figura § - Diagrama tridimensional da estrutura da -lactoglobulina com as posi¢des
relativas dos residuos de cisteina e palmitato. (Conisidine et al., 2007)

Em pH neutro, o tratamento térmico pode promover dissociacdo, parcial
desnaturacdo ou agregacdo da P-lactoglobulina. A intensidade e a forma de alteracdo sdo
dependentes da concentracdo da proteina, pH, temperatura e outros fatores. Os dois maiores
fatores de agregacdo estdo relacionados a associacdo hidrofobica e as reagdes de trocas de
pontes dissulfeto. Em solugdes neutras e em temperaturas moderadas, entre 45 ¢ 60°C, pode
haver mudanga na conformagdo e desnaturacdo parcial da estrutura terciaria da J-
lactoglobulina, com agrega¢do e perda de solubilidade. Nesta faixa de temperatura ocorrem
algumas reagdes envolvendo pontes dissulfeto que sdo irreversiveis, e essas reacdes sao

importantes para manutenc¢ao da estrutura nativa (FOX, 1992).
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O pH do sistema influencia na carga das proteinas do soro. As proteinas
podem apresentar carga negativa ou positiva em pH abaixo ou acima do seu pl
respectivamente. Na proximidade do pl as proteinas geralmente se apresentam insoluveis
devido a falta de repulsdo eletrostatica que consequentemente promove a agregacdo €
precipitagdo. O mesmo ndo ¢ observado com a f-lactoglobulina, por causa de sua alta
solubilidade no pl (5,2). Isto se deve a maior propor¢ao de residuos hidrofilicos na superficie
de grupos apolares dessa proteina. Acima do pH 6,5, os dimeros encontram-se
individualizados por causa da repulsdo eletrostatica (FOX, 1992; DAMODARAN, 1996;
SGARBIERI, 1996).

A forga idnica afeta a solubilidade das proteinas de acordo com as
espécies de sais e sua valéncia. Concentracdes de sais acima de 0,1 M aumentam a
solubilidade, mas acima de 0,15M podem reduzi-lo. As solug¢des de ions exercem influéncia
sobre a carga da proteina, sobre a hidratacdo e interacdo eletrostatica. Na oxidagdo lipidica
pode ocorrer ligacdo cruzada das proteinas e perda de funcionalidade (KINSELLA e
WHITEHEAD, 1996).

3.3 PECTINA

As pectinas sdo importantes agentes geleificantes ou estabilizantes em
alimentos com baixo pH, tais como bebidas lacteas acidificadas e iogurtes. A pectina ¢ um
polissacarideo associado com a celulose e hemicelulose, conferindo firmeza e estrutura ao
tecidos. Estes carboidratos estdo presentes nas paredes das células de todos os tecidos de
plantas superiores. A composi¢ao e as propriedades dessas pectinas variam com a fonte, com
0s processos € subsequentes tratamentos usados na extracdo. Esses polissacarideos geralmente
apresentam carater anionico (BEMILLER ¢ WHISTLER, 1996; KAZMIERI et al., 2003).

Virios estudos clinicos vém comprovando os efeitos benéficos nutricionais
e fisioldgicos da pectina na saude humana. Algumas dessas fungdes sdo determinadas pela
estrutura quimica, enquanto que outras sdo mais relacionadas as propriedades fisicas. A
pectina ¢ uma fibra dietética, pois ndo ¢ digerida pelas enzimas produzidas pelos humanos.
Embora ndo digerida e absorvida no trato gastrointestinal superior, a pectina pode ser
fermentada pela microbiota colénica no co6lon para produzir CO,, CHy, H,, &cidos graxos de

cadeia curta, principalmente acetatos, propionatos e butiratos. Esses acidos graxos sao fontes
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energéticas potenciais do colon, proporcionando energia e efeitos metabolicos adicionais. Os
efeitos clinicos da pectina estdo relacionados: ao metabolismo de carboidratos, (favorecendo o
controle glicémico em diabéticos), ao metabolismo de lipideos (reduz a absorcao do colesterol
total e outras fragdes), efeito benéfico contra o cancer do célon (quando associado ao 6leo de
peixe ¢ potencializado) e efeito na absor¢ao de nutrientes. Alguns estudos tém demonstrado
que a pectina pode absorver metais ¢ minerais (Zn, Ca, Mg, Fe), bem como pode interferir na

absor¢ao de vitaminas (KIM et al., 1996, WANG et al., 2002).

3.3.1 Pectina citrica

As duas principais fontes de pectina sdo provenientes de algumas variedades
de magas e os bagacos de laranja ap6s extragdo do suco. As substancias pécticas existem em
frutas e vegetais como protopectinas, pectinatos e pectatos. A protopectina ¢ encontrada em
maior concentragao nos tecidos em crescimento. Em tecidos de plantas, durante o crescimento
e maturacdo, existem acidos pectinicos que, ao serem hidrolizados por enzimas, convertem-se
em dacido pécticos. Por meio da reacdo de qualquer cétion disponivel acontece a
desesterificagdo e, por conseqiiéncia, formam-se os pectinatos. Os pectinatos consistem de
uma mistura heterogénea de unidades de pectinas com diferentes graus de polimerizagdo e
metilacdo, com ligagdes cruzadas aleatdrias, por meio de cations polivalentes. A extragdo
ocorre por hidrélise acida, seguida de clarificacdo, precipitacdo alcodlica ou salina e
neutralizacdo alcalina. O concentrado ¢ filtrado, prensado e desidratado (BAKER, 1970).

Sao substancias pécticas, os polimeros em que o acido galacturénico se
encontra metil-esterificado (pectinas), os polimeros em que este se encontra desesterificado
(acidos pécticos) e os polissacarideos neutros que, apesar de ndo possuirem uma cadeia de
acido galacturdnico, se encontram geralmente em associacdo com as pectinas (arabinanas,
galactanas e arabinogalactanas). As pectinas sdo cadeias lineares compostas por residuos de
acido D-galacturdnico, com as ligagdes a- (1—4) interrompidas pontualmente por residuos de
L-ramnose com ligagdo a- (1—2). A pectina pode ser desesterificada mediante a acdo de
acidos, alcalis ou processos enzimaticos, resultando em acidos pécticos e polimeros de acido

o-D-galacturonico (BEMILLER e WHISTLER, 1996).
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A qualidade da pectina pode ser monitorada por viscosidade. A viscosidade
em solugdo aquosa ¢ dependente de varios fatores, principalmente concentragao, pH, grau de
polimerizacao, grau de metilagdo e tipo de cation capaz de formar sal com acidos pécticos. A
geleificacdo ¢ conseqiiéncia da formacao de uma fase tridimensional continua, formada pelas
ligagdes cruzadas entre os polimeros das moléculas. As pectinas sdo soluveis em alcool, em
agua e parcialmente soltiveis em xarope. Os acidos pécticos sdo soluveis somente na forma de
sais de sodio e potéassio. As pectinas comerciais sao classificadas de acordo com o grau de
metoxilagdo e pelo contetido de 4cidos pécticos: pectina com alto grau de metoxilagao (= 50%
de grupos carboxilicos), com formagdo de gel na presenca de agucar e pH menor ou igual a
3,5, e pectina com baixo grau de metoxilagdo (< 50% de grupos carboxilicos), com formagao
de gel na presenca de célcio e em pH menor que 6 (BEMILLER ¢ WHISTLER, 1996;
KAZMIERI et al, 2003).

3.3.2 Pectina de Beterraba

A pectina da beterraba (Beta vulgaris), ¢ extraida do residuo da polpa de
beterraba, ¢ encontra aplicagdo na nutrigdo animal. Esta pectina ndo ¢ muito utilizada
industrialmente porque apresenta baixa capacidade geleificante, limitagdo funcional que ¢
atribuida principalmente a presenga do grupo éster acetila e ao reduzido tamanho da molécula
(PEPPEN et al.,1950; MICHEL et al., 1985) . A polpa de beterraba consiste em 23% de
celulose, 21% de arabinana, 19% de pectina, 14% de outros agtcares, 6% de proteinas, 5% de
ligninas, 1% de gordura e 12% de cinzas. A pectina de beterraba pode ser extraida com agua
quente seguida de agentes sequestrante ou alcalis, mas este método fornece pequena
concentragdo de ramnogalacturonana e galacturoana. Por outro lado, a extra¢do 4cida permitiu
bom rendimento de pectina de beterraba, com elevado contetido de galacturonana (GUILLON
e THIBAULT, 1988).

A pectina de beterraba ¢ formada por uma regido de homogalacturonana (
“regido lisa”) com um residuo de acido galacturdnico de liga¢do o-(1,4). Esta estrutura
também possui ramificacdo (“regido cabeluda”), que ¢ composta de agucares neutros,
particularmente D-galactose, L-arabinose, L-ramnose, e 4cido D-galacturénico. A pectina de
beterraba difere de outras pectinas devido a maior proporg¢do de “regido cabeluda”, contendo

acido acético na posicdo C2 e C3 do residuo de acido galacturonico, e também ésteres
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fenolicos (acido fertilico) ligados ao residuo de galactose e arabinose na cadeia lateral. Parte
dos grupos acido-galacturonicos tem substituicdo dos grupamente acetilas. As pectinas
também contém uma pequena porcentagem de proteina, sendo significativamente maior na
pectina de beterraba (10,4 %) quando comparada a pectina de maga (1,6% ) e a pectina citrica
(3-3,3%) (THIBAULT et al, 1993).

Os tecidos imaturos contém quantidades tragos de compostos fenolicos, tais
como os acidos p-cumarico, ferulico e p-hidroxibenzoico, que podem desempenhar fungdes
de ligagdes cruzadas entre os polissacarideos. Na parede celular de algumas plantas
pertencentes a familia Amaranthaceae (Cariophyllales), tais como beterraba (Beta vulgaris),
espinafre (Spinacia oleraceae) e outras, existem polimeros de acidos pécticos ligados a algum
composto fenodlico, geralmente &cido fertlico (FRY, 1983). O acido ferulico ¢ um &cido
fenolico de baixa toxicidade que pode ser absorvido e facilmente metabolizado no corpo
humano. O 4cido fertlico tem sido reportado por exercer diversas fungdes fisiologicas,
incluindo antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoéria, além de atividades anti-trombose e
anti-carcinogénica. Este também protege contra doengas coronarias, reduz o indice de

colesterol e aumenta a viabilidade no esperma (OU e KWOK, 2004).

3.4 EMULSOES

A emulsdo ¢ definida como um mistura heterogénea de dois liquidos
imiciveis, onde um estéd disperso no outro sob a forma de globulos ou goticulas, com didmetro
em geral maior do que 0,1 um. Tais sistemas possuem uma estabilidade minima, o que
geralmente exige inclusdo de aditivos tais como estabilizantes, incorporagdo de solidos,
polimeros, entre outros (MYERS, 1991).

As emulsdes sdao termodinamicamente instaveis € varios processos levam a
mundanga na distribui¢ao do tamanho e na estrutura da emulsado. A estabilidade das emulsoes
depende de fatores, tais como: tamanho das particulas, viscosidade do meio, quantidade
insuficiente de estabilizantes, forcas inter-atomicas (atragdo e repulsdo por cargas na
superficie das particulas), pH do meio, etc. (DALGLEISH, 1997).

A estabilidade da emulsdao pode ser definida como a capacidade de resistir a
mudanga nas suas propriedades ao longo do tempo. Quanto mais estavel a emulsdo, mais

lentamente suas propriedades mudam. Uma emulsdo pode tornar-se instavel devido a
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diferentes tipos de processos fisicos e quimicos. Os fendmenos de instabilidade fisica
possiveis de ocorrerem em emulsdes sdo: coalescéncia particula-particula, floculagdo,
inversdao de fase, cremificagdo ¢ maturagdo de Ostwald. A oxidagdao ¢ a hidrolise sdo
exemplos de instabilidade quimica (McCLEMENTS, 2005).

A coalescéncia ¢ um processo pelo qual duas ou mais particulas se unem
para formar uma unica particula grande. Este fendmeno pode ocorrer apds a homogeneizacao
devido a aproximagdo dos corpusculos dispersos que formam uma particula maior
promovendo a formagdo de creme ou de sedimentos (Figura 6). A coalescéncia de lipideos
pode levar a formagdo de uma camada de creme na parte superior da emulsdo. Este fendmeno
¢ dependente da natureza do emulsificante usado para estabilizar o sistema (McCLEMENTS,
2005).

A floculagdo e a agregacdo ocorrem em emulsdes com quantidade
insuficiente de estabilizante ou, quando em excesso, o estabilizante promove atragdo
eletrostatica entre as particulas. A floculacdo ¢ um processo resultante de uma aglomeragao
temporaria, onde duas ou mais particulas associam-se entre si, mas as particulas mantém sua
individualidade. Esse fenomeno pode ser reversivel (floculagdo fraca) ou irreversivel (forte
floculacdo ou coagulagdo). A floculagdo pode ser controlada desenvolvendo-se uma emulsdo
que apresente uma interagdo repulsiva entre as particulas maior do que a interagdo atrativa.
Para controlar a floculagdo em um sistema, ¢ interessante identificar o tipo de interacao
coloidal, por exemplo, forca de Van-der-Waals, estérica, eletrostatica, hidrofobica ou
deplecao (McCLEMENTS, 2005). A agregacdo ocorre por forcas intermoleculares de
atracdo, resultando em material adsorvido. A camada de proteina adsorvida na superficie da
particula apresenta uma carga que mantém distancia entre as particulas, porém com a reducao
do pH (proximo ao ponto elétrico), ocorre uma neutralizagdo de cargas, favorecendo a

agregacao (DALGLEISH, 1997).
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Figura 6 — Fenomeno de instabilidade de emulsdes (DALGLEISH, 1997).

A estratégia empregada em muitas emulsdes alimenticias ¢ controlar a
floculacdo através da repulsdo eletrostatica, gerada por emulsificantes carregados
eletricamente. A estabilidade dessas emulsdes depende das propriedades elétricas das
particulas, do pH e da concentracdo de compostos idnicos em solucdes aquosas. A carga e a
constante de dissociacdo dos emulsificantes determinam o comportamento elétrico das
particulas sob diferentes condigdes do meio. Deste modo, para cada tipo de produto ¢
necessario selecionar um emulsificante com caracteristicas elétricas apropriadas. Em
emulsdes estabilizadas por proteinas do leite, a carga elétrica das particulas vai de positiva,
em pH abaixo do seu ponto isoelétrico, a negativa, em pH superior ao ponto isoelétrico. Esta
carga na superficie da particula influencia na estabilidade das emulsdes formadas por
proteinas (DEMETRIADES et al., 1997).

Muitos tipos de biopolimeros promovem a floculagdo por formacdo de
pontes entre duas ou mais particulas e o fendmeno pode ser denominado de floculagdo por
ponteamento (Figura 7). Os biopolimeros podem adsorver as superficies das particulas sem
emulsificante ou interagir com moléculas que formam a membrana interfacial. A interagao

que normalmente ocorre neste caso ¢ hidrofobica e eletrostatica. Este tipo de floculagdo tende
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a ocorrer quando um biopolimero ¢ usado como emulsificante em baixa concentracdo, devido
a limitacdo no recobrimento de toda a superficie da particula. Este fenomeno também pode
ocorrer quando um biopolimero na fase continua tem uma carga elétrica oposta ao

estabilizante presente na interface da particula (DICKINSON, 2003)

(ay | Q
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Figura 7 — Efeito da adsorcao de polimeros na interface das particulas em emulsdo em
fun¢do da concentragdo do hidrocoléide e da natureza da interagdo. (a) emulsao
estericamente estavel, (b) gel de emulsdo (excesso de polimero) e (c¢) floculagao
por ponteamento (DICKINSON, 2003)

A presenca de particulas coloidais, tais como biopolimeros ou micelas de
emulsificantes na fase continua da emulsao, causa um aumento na for¢a de atragdo entre as
particulas devido ao efeito da pressdo osmotica por exclusao de particulas coloidais na regiao
circundada. A intensidade da forca de atracdo ¢ diretamente dependente do aumento da
concentragcdo das particulas coloidais dispersas em solugdo, ou seja, o tamanho da particula
aumenta devido ao aciimulo do emulsificante na superficie das particulas, superando as forcas
de repulsdo e consequentemente ocorre a floculagdo (Figura 7). A concentracdo requerida

para causar a floculagdo por deplegao ¢ referida como concentragdo de floculagdo critica. Este
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parametro ¢ adotado para caracterizar o efeito dos sais na estabilidade de emulsdes formadas
por particulas carregadas eletrostaticamente. Concentragdes abaixo do limite critico para
floculagdo apresentam um aumento no tamanho de particula, devido a limitacdo do
emulsificante para recobrir a superficie das particulas (McCLEMENTS, 2000).

Devido a tensdo interfacial entre as duas fases, a emulsdo sem adicdo de
estabilizantes, sofre colapso com o tempo, resultando em separacdo de fases. O agente
estabilizante apresenta carater anfifilico, pois apresenta afinidade com as fases agua e 6leo.
Este ¢ absorvido na particula e orienta a interface liquido-liquido, ou seja, o grupo lipofilico ¢
orientado para a fase lipidica e o grupo hidrofilico ¢ direcionado a fase aquosa. Esta
orientacdo diminui a tensdo interfacial entre as fases, estabilizando a emulsdo ou espumas
(DAMODORAN, 1990). Os emulsificantes normalmente utilizados na industria alimenticia
sdo emulsificantes de moléculas pequenas, biopolimeros anfifilicos e compostos com
superficie ativa. Estes emulsificantes variam amplamente na sua capacidade de formar e
estabilizar emulsdes dependendo de sua caracteristica fisico-quimica e molecular. Os
emulsificantes formam uma membrana interfacial que previne a agregacdo (floculagdo e/ou
coalescéncia), sob condi¢des do meio, tais como processamento, transporte, estocagem e
utilizagdo. A caracterisitica dos emulsificantes depende da natureza do grupo cabeca e cauda.
Os grupos que compdem a cabega podem ser anidnicos, cationicos, zwitterionicos ou nao-
ionicos (MYERS, 1991). Os emusificantes nao-idnicos sdo os comumente aplicados na
industria de alimentos e sdao constituidos de monoglicerideos, polisorbatos, spans, entre outros
(McCLEMENTS, 2005).

Em pH neutro, a caseina adsorvida na superficie das particulas em emulsdo
proporciona excelente prote¢do contra a coalescéncia devido ao mecanismo de estabilizagdo
eletrostatica e estérica. Em moderada concentracao de caseina em emulsdo nao ocorre o
problema de cremifica¢do lenta, floculagdo, separagdo de fase e gelatinizacdo (DICKINSON e
GOLDING, 1997).

Os fatores que favorecem a floculagdo por deplegdo das emulsdes
estabilizadas por caseina sdo: cloreto de sodio, calcio i6nico (Figura 8), etanol, pH,

temperatura elevada e competicdo com emulsificante anionico e ndo-idnico (RADFORD e

DICKINSON, 2004).
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Figura 8 — Influéncia da adi¢ao de calcio na emulsdo formada por caseina. O ponteamento do
ion calcio diminui a carga da molécula de proteina (perda de estabilidade
eletrostatica) e diminui a espessura da camada adsorvida (perda de estabilidade
estérica) (DICKINSON e DAVIES, 1999).

As emulsdes produzidas em pH proximo ao pl (pH 4,6) da caseina t€ém
demonstrado problemas de floculagdo. Isto se deve a redugdo da carga da molécula de
proteina adsorvida na interface das particulas, levando a redugdo da densidade de carga na
superficie e, conseqiientemente, a perda da estabilidade eletrostatica. Deste modo, nao
acontece a repulsdo entre as particulas, e ocorre a agregacio (DICKINSON e

McCLEMENTS, 1996).

3.4.1 Emulsao multicamada

A tecnologia da engenharia interfacial ou a producdo de membrana
interfacial multicamada baseia-se na deposi¢ao eletrostatica de biopolimeros carregados na
superficie de particulas com cargas opostas. Esta tecnologia pode ser aplicada em emulsdes
para aumentar a resisténcia ao estresse do meio ou proporcionar estabilidade ao material
encapsulado com a propriedade de liberacdo de compostos. A emulsdo formada por esta
tecnologia consiste em recobrir a particula de 6leo com uma membrana interfacial
multicamada, composta por uma camada de emulsificante e uma ou mais camadas de

biopolimeros (OGAWA et.al., 2003a, b; GU et.al, 2004).
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A membrana interfacial multicamada pode ser usada para controlar as
caracteristicas interfaciais, tais como: carga, espessura ¢ composi¢do, bem como pode ser
usada para controlar as propriedades fisico-quimicas dos compostos em emulsdo. Esta
tecnologia poderia ser aplicada em encapsulacdo e liberagdo de compostos ativos
(antimicrobianos ou enzimas), em resposta a atividade do meio, por acdo do pH, sais,
concentragdo e temperatura (GU et.al, 2005).

As membranas multicamadas podem ser produzidas por deposicdo de um
biopolimero carregado, por exemplo, carragena (GU et al., 2005), quitosana (OGAWA et.al.,
2003a) ou pectina (MUREAU et al., 2003), em uma emulsdo com particulas revestidas por
um emulsificante com carga oposta (B-lactoglobulinas, caseinas, lecitinas). No entanto, ¢
importante selecionar o biopolimero compativel com o emulsificante para a elaboragdo de
emulsdes estaveis e com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis. Emulsdes estabilizadas
por multicamadas ou membranas contendo proteinas do leite e biopolimeros (por exemplo,
pectina) foram utilizadas em diversos estudos (Figura 9), uma vez que a pectina citrica possui
pKa 3,5, tornando-se conveniente na elaboragdo de emulsdes de pH inferior ao ponto
isoelétrico das proteinas, condigdo em que essas apresentam cargas positivas (DALGLEISH e

HOLLOCOU, 1997; DICKINSON et.al., 1998).

Emulsio Primdria Adiciode Eletrodeposicio
pH 7 Polissacarideo pH 7 {emulsio multicamada)

Figura 9 — Ilustracdo do processo de elaboracdo de membrana interfacial multicamada de
proteina e polissacarideo.

Estudos sobre o efeito do polissacarideo na estabilidade de emulsdes
formadas por caseina demonstraram que concentragdes muito baixas de pectina podem
proteger as particulas envolvidas por caseinato de sodio contra a agregacao, em pH inferior a

5, e que a pectina se liga a superficie da particula ainda em valores superiores ao ponto
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isoelétrico, onde ambas as moléculas estdo carregadas negativamente. Estudos prévios tém
demonstrado que a interagdo eletrostatica ocorre entre moléculas de caseina e pectina sob
condig¢des parcialmente acidas, ou seja, pH entre 3 e 5, devido a carga positiva da caseina (pH
inferior ao pl) e negativa da pectina, quando o pH se encontra superior ao pKa (DALGLEISH
e HOLLOCOQOU, 1997).

Suhr et al. (2005) avaliaram a influéncia do tipo de pectina (de elevada e de
baixa metoxilagdo) na estabilidade fisica de emulsdes de 6leo de milho produzidas com
caseina e observaram que houve agregacdo de particulas, de maneira irreversivel, em pH
inferior ao ponto isoelétrico (3,0 e 4,0), devido a neutralizacdo das cargas, resultando em
floculagao por ponteamento. Segundo Dickinson & Golding (1997) o ponteamento (bridging)
ocorre quando a concentragdo dos polissacarideos ndo ¢ suficiente para interagir com o
emulsificante na membrana. Isto significa dizer que ndo héa recobrimento da superficie das
particulas, portanto ndo existe carga suficiente para promover a repulsdo, ocasionando a
neutralizagdo das cargas, provocando uma floculacdo por ponteamento. Por outro lado, este
problema pode ser solucionado utilizando-se maior concentracdo de polissacarideo. No
entanto, deve-se atentar sobre a concentragdo critica de floculagdo, pois o excesso do
polissacarideo pode promover problemas de floculacio por deplecdo. Este fenomeno ¢
resultante da reducdo das forcas de repulsio entre as particulas por saturagdo do
polissacarideo nas regides entre as particulas, ocasionando a floculagdo (DICKINSON e
GOLDING, 1997).

Moreau et al. (2003) caracterizou a emulsdo de 6leo de milho, estabilizada
por B-lactoglobulina e pectina citrica com elevado grau de metoxilagdo, em pH 3,0. Os
pesquisadores concluiram que a pectina citrica em concentragdes superiores a 0,1% p/p
apresentaram problemas de floculacdo por ponteamento, pois a técnica de elaboracdo da
emulsdo multicamada nesta pesquisa foi realizada pela adigdo da emulsdo estabilizada por [3-
lactoglobulina na solugdo de pectina em pH 3,0. A estabilidade fisica das emulsdes depende,
portanto, da concentragdo dos emulsionantes, especialmente do polissacarideo, pois este afeta
a interagao eletrostatica.

Gancz et al. (2005 e 2006) investigaram a interagdo de isolado protéico do
soro e pectina citrica com elevado grau de metoxilagdo, em emulsdo com pH 3,5, adotando
ultrassom e espectroscopia. Neste estudo os pesquisadores identificaram que as emulsdes
adicionadas de 0,02 e 0,04% de pectina apresentaram-se estaveis, enquanto que,
concentragdes superiores a 0,06%, demonstraram problemas de floculagdo por ponteamento,

levando @ mudanca no tamanho e distribui¢do das particulas.
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Pongsawatmanit et al. (2006), avaliaram a influéncia do pH na estabilidade
de emulsdes formadas por B-lactoglobulina e alginato de sodio. Neste estudo, os autores
concluiram que o alginato foi totalmente adsorvido na superficie das particulas recobertas
com P-lactoglobulina em pH 3 e 5, embora tenham apresentado problemas de floculagio e
cremificagdo. Os pesquisadores sugeriram o uso de re-homogeneizacdo por sonificagdo das
amostras para aumentar a estabilidade a cremificacdo. Em elevado pH (6,0 ¢ 7,0) nao foi
observado agregacdo, uma vez que, tanto a proteina como o alginato apresentaram cargas

negativas, ndo ocorrendo a adsor¢do na superficie das particulas.



4 ARTIGO 1:
PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA EMULSAO DE OLEO DE PEIXE EM
MEMBRANA DE CASEINA E PECTINA.
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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DA EMULSAO DE OLEO DE PEIXE EM
MEMBRANA DE CASEINA E PECTINA.

Resumo

O estudo consistiu na avaliagcao da estabilidade fisica das membranas de caseina e
pectinas em diferentes concentragdes e pH entre 3 e 7. A emulsdo estoque, formada por 1% de
caseina ¢ 10% de oleo de peixe, foi adicionada em solugdes de pectinas citricas ou de
beterraba em concentragdes entre 0,025 a 0,4% m/m, em 5 mM de tampao fosfato de sodio,
pH 7. Essa emulsdo foi diluida na propor¢ao de 1:10 m/m e acidificada até pH desejado com
solucdo 1,0 e 0,1N de HCI, resultando na emulsao secundaria. As amostras foram submetidas
a analise do didmetro médio da particula, potencial zeta e indice de cremificagdo. Definiu-se,
para fins de ensaio preliminar, a concentragdo de 0,2% de pectina citrica ou de beterraba para
estudar a estabilidade em diferentes niveis de pH. O estudo da influéncia do pH (entre 3 e 7)
na estabilidade fisica dessas emulsdes consistiu na avaliacdo do diametro médio das
particulas, potencial zeta e indice de cremificagdo em emulsdes secundarias. Em pH acima de
3,5, a estabilidade das emulsdes foi afetada pela tendéncia a agregacdo apresentada pela
caseina na proximidade de seu ponto isoelétrico. No entanto, as emulsdes secundarias
apresentaram-se instaveis em pH inferior a 3,5 devido ao pKa das pectinas. Esse resultado
levou a concluir que, nas condi¢des estudadas, as membranas formadas pela caseina e

pectinas avaliadas ndo proporcionaram estabilidade fisica as emulsoes.

PALAVRAS CHAVES: Estabilidade fisica, caseinato de sodio, pectina citrica, pectina de

beterraba, floculagdo por ponteamento, floculagao por deplecao.
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Abstract

The study consisted of casein and citric or sugar beet pectin membrane physical
stability evaluation in different concentration and pH 3 to 7. Stock emulsion was made by 1%
casein and 10% fish oil, it was diluted in 1:10 w/w proportion at pectin solution concentration
between 0,025 to 0,4% w/w in 5 mM sodium buffer phosphate, pH 7. This emulsion was
acidified until defined pH with 1,0 and 0,1 N HCI. The sample was analyzed using zeta (&)
potential, particle size and creaming stability measurements. It was established 0,2% w/w
pectin (citrus or sugar beet) concentration for physical stability in different pH study. The pH
influence (3 to 7) for physical stability in the secondary emulsion consisted on particle size, C-
potential and creaming stability measurements. Above pH 3,5, emulsion stability was affected
by casein aggregation tendency next to the isoelectric point. Pectin pKa was responsible for
the instability observed in the secondary emulsion below pH 3,5. These results demonstrated
that, in the studied conditions, the casein and pectin membranes were not suitable for

emulsion physical stability.

KEYWORD: Physical stability, sodium caseinate, citrus pectin, sugar beet pectin, bridging

flocculation, depletion flocculation.
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4.1 Introducao

A utilizacdo de 6leos com elevado teor de acidos graxos 6mega-3 em alimentos ¢
limitada devido a sua susceptiblidade a oxidagao (KULAS et al., 2003). A oxidacdo lipidica
pode ser reduzida pela adicdo de antioxidantes ou pela encapsulagdo do oleo. A estabilidade
oxidativa das emulsdes com oOleos insaturados pode ser estendida pelo controle do tipo de
emulsificante e sua concentragdo. Por exemplo, quando particulas de emulsdes 6leo e dgua
sdo estabilizadas por emulsificantes catidnicos, os metais pro-oxidantes sao repelidos e a taxa
de oxidagdo lipidica diminui (MANCUSO et al, 1999, HU et al, 2003).

A caseina tem uma forte tendéncia de adsorver interfaces 6leo/agua e estabilizar 6leos
ou glébulos de gordura durante o processo de emulsificacdo. Isto se deve a sua estrutura semi-
desnaturada e substancialmente hidrofobica, que consequentemente forma uma camada
espessa na membrana, a qual protege as particulas contra coalescéncia ou floculagao
(DICKINSON et al., 1988). O caseinato de sodio comercial vem sendo largamente
empregado como ingrediente alimentar devido a sua propriedade emulsificante, espessante,
geleificante e ligante de gordura. Em pH neutro a caseina adsorvida na superficie das
particulas proporciona excelente prote¢do contra coalescéncia devido a combinagdo do
mecanismo de estabilizacdo cletrostatica e estérica. Em emulsdo com concentracdo moderada
de caseina ndo ocorre cremificacdo lenta, separagao de fase ou gelatinizagdo (DICKINSON e
GOLDING, 1997). Porém, essas emulsdes em pHs proximos ao pl (pH 4,7) da proteina tem
demonstrado problemas de floculagdo por causa da reducdo de repulsdo eletrostaticas entre as
particulas (DICKINSON e McCLEMENTS, 1996).

O pH determina a carga predominante e a distribuicdo de carga na molécula da
proteina. O limite e a intensidade das interagdes eletrostaticas sdo dependentes da forga idnica
da solugdo. As forcas eletrostaticas desempenham um papel importante na determinacdo da
estabilidade estrutural e a interacdo com outras moléculas. A interagdo eletrostatica e a
interacdo intermolecular na proteina podem ser investigadas pela variagdo do pH ou
concentracdo de sais (DICKINSON e McCLEMENTS, 1996) e avalia-se tal fendmeno por
meio do potencial zeta (potencial &), que tem como objetivo determinar a natureza da
interacdo entre as particulas com outras espécies eletricamente carregadas ou verificar seu

comportamento na presenc¢a de um campo elétrico (McCLEMENTS, 2005).
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Outra medida importante na avaliacdo da estabilidade de emulsdes ¢ o didmetro médio
de particulas, este se caracteriza pelo didmetro médio do volume equivalente, D[4,3] ou d43, €
¢ definido por:

4

d. - znd,
43 T 3
>n.d.

onde, n; ¢ o numero de particulas de diametro d;.

Este valor ¢ similar a um volume médio (ou peso, se a densidade for constante) de
uma distribuicdo que poderiamos obter por “peneiramento”. O parametro d43 ¢ um parametro
sensivel a presenga de grandes particulas na emulsdo, permitindo detectar o fendmeno da
floculagdo (McCLEMENTS, 2005).

Para emulsdes oleo/dgua elaboradas com proteinas de leite, o tamanho de particula
inicial ¢ um fator importante para garantir a estabilidade. Em condi¢des de repouso, ocorre a
cremificacdo, que ¢ um dos fendmenos de instabilidade mais comuns, como conseqiiéncia da
distribuicao do tamanho médio das particulas. Em sistemas muito instaveis ocorre uma rapida
cremificacdo levando a coalescéncia de particulas grandes na camada de creme e uma
separagdo visivel na fase dispersa (perda de 6leo). Outro fator importante que influencia na
cremificacdo ¢ a floculacdo das particulas. Em emulsdes concentradas, ocorrem alteragcdes no
comportamento reologico, o qual ¢ sensivel a agregacdo das particulas e a interagao coloidal.
O estado de agregacdo depende da interacdo entre as camadas de proteina adsorvidas em
diferentes particulas, e depende de fatores, tais como: cobertura da superficie das particulas
pela proteina, a espessura da membrana, a densidade da carga e condigdes da solucdo aquosa
(pH, concentragdo de ions) (DALGLEISH, 1998; DICKINSON, 1999).

A elaboracdo de emulsdes por deposicdo eletrostatica camada-camada produz
particulas recobertas por uma membrana interfacial multicamada, aumentando a estabilidade
da emulsdo. A membrana interfacial multicamada confere aumento de estabilidade ao estresse
fisico do meio, promovido por temperatura, agitacdo mecanica, pH, presenca de minerais
(OGAWA et al.,, 2003a,b; GU et al, 2004; McCLEMENTS, 2004; GU et al., 2005). As
membranas multicamadas sdo produzidas por deposicdo de um biopolimero carregado em
uma emulsdo com particulas revestidas por um emulsificante com carga oposta. Por outro
lado, é importante selecionar o biopolimero compativel com o emulsificante para elaborar
emulsdes estaveis e com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis. Emulsdes estabilizadas
por multicamadas ou membranas contendo proteinas de leite e biopolimeros (por exemplo,

pectina) foram utilizadas em diversos estudos, uma vez que a pectina citrica possui pKa 3,5,
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tornando-se conveniente na elaboracdo de emulsdes de pH inferior ao ponto isoelétrico das
proteinas (no caso da caseina 4,6), condicdo em que essas apresentam cargas positivas
(DALGLEISH e HOLLOCOU, 1997; DICKINSON et.al., 1998; MUREAU et al., 2003;
SUHR et. al., 2005).

Muitas pectinas comerciais usadas na indistria alimenticia sdo extraidas de plantas,
geralmente de magas e frutas citricas e sdo largamente empregadas como agentes geleificantes
ou estabilizantes em alimentos com baixo pH, tais como bebidas lacteas acidificadas e
iogurtes. As pectinas sdo polissacarideos anidnicos em solugdes parcialmente 4cidas devido a
presenga de grupos carboxilicos ao longo da estrutura. A pectina ¢ definida como uma
mistura de heteropolissacarideos composta predominantemente de residuos de acidos
galacturénicos metoxilados, galactanas e residuos de arabinanas com propor¢des variando de
acordo com diferentes fontes. Estas podem ser divididas em dois grupos de acordo com o grau
de metoxilagdo: pectina com alto grau de metoxilagdo (= 50%), que forma gel sob condic¢des
acidas (pH < 3,5) e pectina com baixo grau de metoxilagdo (< 50%) que forma gel por
diferente mecanismo na presenca de calcio (BEMILLER e WHISTLER, 1996; THAKUR et
al., 1997, WANG et al., 2002; KAZMIERI et al., 2003).

A pectina da beterraba (Beta vulgaris) ¢ extraida do residuo da polpa de beterraba,
sendo largamente usada para nutricdo animal. Esta pectina, por apresentar baixa capacidade
geleificante, ndo ¢ muito utilizada industrialmente. Essa limitacdo funcional ¢ atribuida
principalmente a presenga do grupo éster acetila e ao reduzido tamanho da molécula da
pectina de beterraba (PIPPEN et al., 1950; MICHEL et al., 1985) . A pectina da beterraba
parece conter a mesma estrutura do 4cido galacturdnico, parcialmente metil-esterificado e O-
acetilado na posicdo C-2 ou C-3, adicionado de éacido fendlico nas cadeias laterais (dcido
ferulico) o qual ¢ ligado a arabinose e a galactose por ligacdo éster (FRY, 1983).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da concentracdo da pectina citrica ou de
beterraba e em diferentes pH na estabilidade fisica das emulsdes de oleo de peixe

estabilizadas por caseinato de sodio.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Material

Foram utilizados fosfato de sd6dio monobasico e dibasico, e pectina de sal de potéassio
esterificado (de fruta citrica, com grau de esterificagdo de 59%) da Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, MO). A pectina de beterraba foi obtida da Herbstreith & Fox (Betapekt RU 301). A
caseina foi obtida da American Company (AMCO, Burlington, NJ, US) Extra Grade (lote no.
2081) com a seguinte composi¢do: 93% de proteina, 5,1% de umidade, inferior a 1% de
gordura e 3,8% de cinzas. O dleo de peixe desodorizado, refinado e branqueado, foi doado
pela Omega Protein (Reedville, VA) e continha 10-17% &cido eicosapentaenoico (AEP) e 7-
12% acido docosahexaendico (ADH). O oleo foi envasado em tubos de vidro de 50 mL e
armazenado no escuro, a -80°C. Foi utilizada dgua destilada e deionizada para a elaboragdo de

todas as solugdes. Todos os reagentes utilizados eram de pureza analitica.

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Delineamento Experimental

O estudo consistiu na padronizagdo da concentragdo da caseina necessdria para
estabilizar a emulsdo primaria de 6leo de peixe, na determinacdo do tempo de ajuste do pH da
emulsdo primaria, na determinagdo da concentragdo das pectinas citrica e de beterraba para
elaboragdo da emulsao com membranas, e avaliagdo da influéncia do pH na estabilidade fisica

da emulsao secundaria (Figura 1).
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Padronizacdo da concentragdo de caseina para estabilizar a emulsdo estoque
(Propor¢ao caseina:oleo)

1:50: 2:50: 4:50: 6:50: 8:50: 10:50

v

Determinagdo da concentracdo de pectina citrica ou de beterraba na emulsdo secundaria em pH 3
(1% oleo de peixe, 0,1% de caseina em solucdo tampao fosfato de sédio SmM)
potencial &, dy; e Indice de cremificaciao

Concentracao de pectina
0; 0,025; 0,050, 0,075; 0,10;0,15; 0,20; 0,40g/100g de emulsdao (m/m)

i

Influéncia do pH na carga de pectinas em Influéncia do pH na carga da membrana de
solucao caseina e pectinas em emulsao
(0% oleo de peixe, 0% de caseina, 0,2% de (1% oleo de peixe, 0,1% de caseina, 0,2% de
pectina citrica ou de beterraba em solugdo pectina citrica ou de beterraba em solugdo
tampao fosfato de sédio SmM) potencial & tampao fosfato de sédio SmM) potencial &
pH
3,0; 3,5;4,0; 5,0;6,0e 7,0

'

Influéncia do pH na estabilidade da emulsdo com membrana de caseina e pectinas (1% 06leo
de peixe, 0,1% de caseina, 0,2% de pectina citrica ou de beterraba em solucao tampao fosfato
de sodio SmM) dyz e Indice de cremificacao

pH
3,0;3,5;4,0;5,0;6,0e 7,0

Figura 1 — Diagrama do delineamento experimental.

4.2.2.2 Elaborac¢ao da emulsao estoque

Produziu-se inicialmente uma dispersao de caseinato de sédio em tampao fosfato de
sodio 5SmM em pH 7. Os procedimentos de elaboracdo foram realizados de acordo com os
descritos por Surh et al. (2006). A solugdo de caseina foi mantida sob agitagdo por 4 horas e

depois estocada em refrigerador (8+2°C) por 12 horas para completar a hidratagdo. Antes da
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elaboracdo da emulsdo, a solugdo de caseina foi mantida fora da refrigeragcdo para atingir a
temperatura ambiente. O 6leo de peixe foi descongelado e pesado na propor¢ao de 10% m/m
da emulsdo final e foi pré-homogeneizado com auxilio de um dispersor de alta velocidade
(M133;1281-0, Biospec Product, Inc., ESGC, Suiga) por 2 minutos.

A pré-emulsio de Oleo de peixe estabilizada por caseina foi elaborada em
homogeneizador de alta pressdo com valvula de duplo estagio (LAB 1000, APV-Gaulin,
Wilmington, MA) em 03 passes, sob pressdao de 2700 psi no primeiro estagio € 300 psi no
segundo estagio, totalizando 3000 psi. A emulsdo estoque foi preparada em banho de agua
gelada para garantir a estabilidade do 6leo na fase de preparo. O pH da emulsdo estoque foi

ajustado com auxilio de solugdo HC1 ou NaOH 1,0 ¢ 0,1 N.

4.2.2.3 Elaboracio da emulsdo primaria

A emulsdo primaria foi obtida por meio da diluicao da emulsdo estoque em solugdo

tampao SmM em pH 7 na propor¢do de 1:10 m/m, mantida sob agita¢do lenta durante 45 min .

4.2.2.4 Elaboraciao da emulsao secundaria

As solugdes de pectina citrica ou de beterraba, foram elaboradas diluindo-se a solug¢ao
estoque de pectina 1% m/m em tampao fosfato de sédio SmM, pH 7,0 e nas proporgdes de 0 a
0.4% m/m, com auxilio de agitador magnético durante uma hora. A emulsdo secundaria
consistiu na dilui¢do lenta da emulsdo estoque nessa solucdo de pectina, na propor¢do de 1:10
m/m. A emulsdo secundaria foi submetida a agitacdo durante 45 minutos em temperatura
ambiente, com o auxilio do agitador magnético. A acidificagdo foi realizada sob agitagao
constante, com adi¢do de solugao 1,0 e 0,1N de HCI, em tempo e volume controlados, para o
ajuste do pH desejado, aguardando-se 20 min para estabilizagdo do mesmo. A composi¢ao
final das emulsdes primaria e secundaria foi de 1% de dleo de peixe e 0,1% de caseina. As
amostras de emulsdo acidificada foram armazenadas em tubos de ensaio para analises fisicas,

24 h ap0s sua elaboragao.
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4.2.2.5 Padronizacio da concentracio de caseina para estabilizar a emulsao estoque.

Para selecionar a melhor concentragdo de caseina para estabilizar a emulsdo estoque
avaliou-se a distribuicdo do didmetro médio de particulas (ds3) (2.2.2.9) das diferentes
propor¢des de caseina e Oleo de peixe. Foram avaliadas as seguintes propor¢des de
caseina/dleo de peixe: 0,2:10, 0,4:10, 0,8:10, 1:10, 1,2:10, 1,6:10 e 2:10 m/m. A proporg¢ao
que apresentou maior freqiiéncia de particulas com didmetro reduzido (0,30 pum) foi

selecionada para o estudo de avaliagdo da estabilidade fisica.

4.2.2.6 Determinacio do tempo de estabilizacdo do pH na emulsio primaria

Para definir o tempo de redu¢do do pH da emulsdo secundaria foi necessario avaliar a
estabilidade fisica da emulsdo primdria frente aos diferentes intervalos de adi¢do de acido
cloridrico at¢ pH 3. O ensaio consistiu na tomada do volume de 4cido cloridrico na
concentracdo 1,0 e 0,1N necessario para reduzir o pH para 3 em emulsdo estoque sob mesma
velocidade de rotagdo do agitador magnético. A partir desse volume foi calculado o volume
de HCI por intervalos de tempo, com o tempo total variando de 5 a 240 min. As amostras
foram avaliadas quanto a estabilidade fisica. A defini¢ao do tempo de estabilizagao do pH da
emulsdo ocorreu em fun¢do da condicdo que apresentou menor incidéncia de floculacdo

(menor valor de d43), menor indice de cremificagdo e maior potencial zeta.

4.2.2.7 Determinacdo da concentracio das pectinas citricas e de beterraba na emulsao

secundaria

Ap6s definicdo dos pardmetros tecnoldgicos para elaboracdo da emulsdo de 6leo de
peixe com caseina acidificada para pH 3, foi realizado um ensaio com a emulsdo formada por
membrana de caseina e pectina citrica ou de beterraba. O ensaio consistiu na avaliacdo do

didmetro médio de particulas, potencial zeta e indice de cremificagdo das emulsdes
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secundarias em diferentes concentragdes de pectinas (0; 0,025; 0,050; 0,075; 0,10; 0,15; 0,20
e 0,40% m/m) em pH 3.

4.2.2.8 Influéncia do pH na estabilidade da emulsdo com membrana de caseina e pectina

citrica ou de beterraba

Apos a definicdo das concentracdes de pectinas no estudo anterior, avaliou-se o efeito
do pH sobre a estabilidade fisica das emulsdes formadas por caseina e membranas de caseina
e pectina citrica ou de beterrraba. Os parametros avaliados neste estudo incluiram a
determinagdo do didmetro médio das particulas, potencial zeta e indice de cremificacdo das
emulsdes primarias e secundarias em pH variando de 3; 3,5;4; 5; 6 e 7.

Um estudo posterior incluiu a avaliacdo do potencial zeta das solugdes de pectina
citrica e de beterraba com os mesmos valores de pH definidos anteriormente. O ajuste do pH

seguiu os mesmos procedimentos realizados no item 2.2.2.4.

4.2.2.9 Diametro médio das particulas

As andlises de d43 foram realizadas no equipamento de dispersao estatica de luz a laser
Mastersize (Malvern MSS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Para evitar o efeito do
escaneamento multiplo, as emulsdes foram diluidas na razdo de 1:200 v/v, usando solugao
tampao fosfato de sodio SmM com o mesmo pH da amostra. Esta solu¢cdo foi submetida a
agitacdo constante durante a analise das amostras. O procedimento analitico foi adaptado do

estudo de Suhr et al. (2006).

4.2.2.10 Potencial zeta (€)

Para a avaliag¢do do potencial &, as emulsdes foram diluidas na propor¢do de 1:100 v/v

em solugdo tampdo fosfato SmM, filtrada previamente (filtro Whatman com 0,45 um de
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porosidade) no mesmo pH da amostra. O potencial & das particulas foi determinado usando o
equipamento Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). A medida
individual do potencial & foi determinada a partir da média de 10 leituras tomadas pelo

equipamento na mesma amostra. Os procedimentos analiticos foram realizados de acordo com

GU et al. (2004).

4.2.2.11 Avaliacio da cremificacio

Foram acondicionados 10 g de emulsdes em tubos de ensaio (didmetro interno de 15
mm e altura de 125 mm) com tampas plasticas e estocados por 24 horas a temperatura
ambiente. Apds a estocagem, as emulsdes apresentavam uma camada de creme na fase
superior € uma solucdo transparente ou turva na base (camada de soro). Para avaliar o indice
de cremificacdo foi medida a altura total da emulsdo (Ht) e da camada do soro (Hs) com
auxilio de uma régua. A extensdo da cremificacdo foi caracterizada pelo indice de
cremificacdo como se segue: IC (%) = 100 x (Hs/ Hr). Os procedimentos analiticos foram

realizados de acordo com GU et al. (2004).

4.2.2.12 Analise estatistica

As avaliacdes de dis, potencial { e indice de cremificagdo foram realizadas em
duplicata. A andlise estatistica realizada foi o teste de compara¢do de médias t-students no

nivel de 5% de significancia.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Padronizacio da concentracio de caseina para estabilizar a emulsio estoque

Para selecionar a propor¢ao adequada de caseina e 6leo de peixe avaliou-se a
distribui¢do do tamanho de particulas. Os resultados demonstraram que na propor¢dao de
caseina: 6leo de 0,4:10 m/m, houve uma distribuicdo monomodal, sendo que 8,8% das
particulas apresentaram diametro médio em torno de 0,31 pum. Na propor¢ao de 0,2:10 m/m o
perfil de distribuicdo do tamanho médio de particulas foi bimodal, indicando que houve

tendéncia a agregacao por efeito limitante da concentracio de proteina (Figura 2).
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Figura 2 - Distribui¢do do tamanho de particulas em diferentes propor¢des de caseina e dleo
de peixe em emulsdes no pH 7.
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As emulsdes estudadas na propor¢ao de 0,4:10 m/m de caseina:6leo demonstraram
menor niumero de particulas com didmetro médio em torno de 0,31 um, e segundo Dickinson
(2003), esse fendomeno ocorre quando os estabilizantes nao proporcionaram total recobrimento
na superficie das particulas. Para Dalgleish (1998), em um sistema instavel ocorre uma rapida
cremificacdo levando a coalescéncia de particulas que formam uma camada de creme espessa
e uma separacdo visivel na fase dispersa.

As proporcdes de caseina:oleo de peixe que favoreceram o maior nimero de particulas
de menor didmetro foram 1,0:10 e 1,6:10 m/m. Outros autores (Suhr et al., 2006) obtiveram
emulsdes estaveis com 1% de caseina e 10% de 6leo de milho. No presente experimento,
optou-se pelo emprego da propor¢do 1:10 m/m por ser suficiente para a finalidade de
estabilizacao das particulas em emulsao.

O excesso na disponibilidade de proteinas, favorece a agregac¢do das particulas e
consequentemente a interacdo coloidal. Segundo Dalgleish (1998) e Dickinson (1999), o
estado de agregacdo depende da interagdo entre as camadas de proteinas adsorvidas em
diferentes particulas, os quais dependem de fatores, tais como: cobertura da superficie das
particulas pela proteina, a espessura da membrana, a densidade da carga e condigdes da

solu¢do aquosa (pH, concentragdo de ions e ions célcio).

4.3.2 Determinacio do tempo de estabilizacio do pH na emulsio primaria

O ensaio teve como finalidade verificar a condug@o mais adequada do ajuste do pH 3
na emulsdo primaria (apenas com caseina). Este estudo consistiu na avaliagao da estabilidade
fisica da emulsdo em diferentes intervalos de adi¢do do 4cido cloridrico. Ajustando o pH da
emulsdo durante 5 minutos, ocorreu floculagdo, evidenciada pela maior concentragdo de
particulas com diametro (d43) em torno de 20 um. Os resultados da avaliagdo do potencial
demonstraram que a o tempo de reducdo do pH da emulsdo em 5 min foi de 20 + 7 mV. As
particulas apresentaram carga superficial elevada, mas isso ndo foi suficiente para estabilizar a
emulsdo, fato comprovado pela agregagdo de particulas observada no ensaio. Tal agregacao
foi confirmada por meio do indice de cremificagcdo de 80,9 + 0,4%. Segundo McClements
(2005), o indice de cremificagdo tem como finalidade verificar a extensao de agregacdo das

particulas na emulsdo, ou seja, quanto mais rapido se formar o creme, maior € a particula.
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Entre 15 e 30 minutos, a tendéncia a floculagao foi acentuada, com diametros de
particulas superiores a 80 um. Com 1, 2 e 3 horas de acidificagdo, foi verificada a ocorréncia
de floculagao, mas com agregacao de particulas de dimensdes proximas a 40 um.

A melhor condicdo foi observada com 4 horas de acidificacdo, que apresentou
tamanho de particulas (d3) de 5,59 £ 0,62 um. A adicdo lenta de 4acido cloridrico melhorou a
estabilidade fisica das emulsdes, reduzindo a tendéncia a agrega¢do e a formacdo de grandes
flocos. Suhr et al. (2006) encontraram valores superiores a 80 um de diametro médio de
particulas na emulsdo de 6leo de milho estabilizada por caseina em pH 3, e 26 mV na medida
do potencial . No presente ensaio, o potencial {. apds 4 horas de acidificagdo foi de 28,4 + 1
mV, indicando maior repulsdo de cargas, constituindo fator de aumento de estabilidade.

Aumentando os intervalos de tempo de adicdo do HCI, as moléculas modificaram a
carga, expondo os aminoacidos com cargas catidnicas, favorecendo parcial repulsdo entre
particulas e formando flocos menores. Com a redug¢do do pH, a caseina modifica a carga
superficial de anionica para catidnica, apresentando tendéncia a floculagdo em pH proximo ao
ponto isoelétrico. Isto deve-se a fraca repulsdo eletrostatica entre as particulas promovendo
interacdes de Van-der-Walls, hidrofobicas ou estérica (DICKINSON, 1999; McCLEMENTS,
2005).

4.3.3 Determinacdo da concentracido de pectina citrica ou de beterraba na emulsiao

secundaria em pH 3.

Avaliou-se a concentragdo da pectina citrica ou de beterraba nas emulsdes formadas
por membranas de caseina e pectinas em pH 3. Os didmetros médios obtidos das emulsodes
com membranas em concentragdes de pectina citrica inferiores a 0,1% m/m variaram de 17,3

+ 3,81 um (0,075% m/m) a 75,9 + 3,41 um (0,025% m/m) (Figura 3).
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Figura 3 - Influéncia da concentragdo de pectina citrica (A) e de beterraba () em emulsdes
secundarias (1% de 6leo de peixe, 0,1% de caseina, SmM de tampao fosfato de so6dio) sobre o
didametro médio das particulas (d43) em pH 3.

As emulsoes produzidas com membranas de caseina e pectina de beterraba flocularam
em todas as concentragdes. Os valores de ds3 variaram de 4,7 £ 2,5 um em concentragdo de
0,15% m/m 83,5 + 3,81 um para 0,025% m/m. As pectinas de beterraba comerciais
geralmente apresentam concentragdes significativas de proteina, afetando a interacdo do
polissacarideo com a caseina na membrana e consequentemente promove problemas de
floculagdo por ponteamento (DICKINSON, 2003; SUHR et al., 2006). As emulsoes formadas
por membranas de caseina e pectina de beterraba apresentaram menor tendéncia a floculagao
em concentracdes entre 0,15 e 0,20% m/m. Nesse caso, o didmetro médio das particulas
variou de 4,7 £2.5 um a 8,01 £ 3,04 um respectivamente. Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) entre 0,15% e 0,20% m/m de pectina de beterraba. As membranas formadas em
concentragdes superiores a 0,20% apresentaram problemas de flocula¢dao por deplecdo, com
aumento do d43 para 21,6 £ 6,6 um.

A presenga da pectina citrica teve consideravel impacto na estabilidade da emulsdo de
6leo de peixe formada por caseina. A partir da adicdo de 0,10% m/m de pectina citrica a
emulsdo apresentou-se estavel, corroborando com os resultados obtidos por meio da avaliagdao

do didmetro médio das particulas (Figura 3), onde o da43 foi de 0,39 + 0,03 um. Esta emulsdo
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permaneceu estavel até concentragdes de 0,40% m/m de pectina, o qual apresentou um ligeiro
aumento no valor de d43 para 0,89 £ 0,11 um.

Ao avaliar a carga das particulas em diferentes concentracdes de pectina, identificou-
se a saturagdo dos polissacarideos na superficie das membranas. O potencial { das membranas
de caseina com pectina citrica e de beterraba na concentracao de 0,025% m/m indicou que as
cargas ndo foram suficientes para saturar toda a superficie das particulas, aproximando-se da
neutralidade (Figura 4).

Este ensaio teve a finalidade de avaliar a influéncia do pH sobre a carga do
polissacarideo proporcionando melhor compreensdo do fendmeno de deposicdo da pectina na
superficie das membranas em emulsdes estabilizadas por caseina.

A pectina citrica em concentragdo inferior a 0,1% m/m, ndo apresentou carga
suficiente para garantir a estabilidade da emulsdo de 6leo de peixe com caseina, ou seja, a
superficie das particulas nao foi saturada pelo polimero para garantir a repulsdo.

Em concentragdes superiores a 0,1% m/m as emulsdes com pectina citrica

apresentaram carga constante, indicando que as particulas estavam suficientemente saturadas

para garantir a estabilidade fisica.
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Figura 4 - Influéncia da concentracdo de pectina citrica (A) e de beterraba () em emulsoes
secundarias (1% de 6leo de peixe, 0,1% de caseina, SmM de tampao fosfato de s6dio) sobre o
potencial zeta em pH 3.
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O mesmo ndo ocorreu com a pectina de beterraba, que continuou apresentando
significativa reducdo de carga até concentracdo de 0,20% m/m, com potencial { de -13 + 0,4
mV (p<0,05). O potencial C a partir dessa concentragao ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05), permitindo concluir que a saturacdo da pectina de beterraba na membrana foi de
0,2%. Embora as emulsdes com pectina de beterraba apresentassem valores de ds3 superiores
a 1 um, considerados por muitos pesquisadores como floculados, ocorreu pequena agregacao,
pois a carga elétrica da pectina a essa concentragdo pareceu suficiente para proporcionar a
repulsdo (Figura 4). A sugestao para diminuir o didmetro médio das particulas seria submeter
essa amostra a re-homogeneizagao.

O resultado da avaliacdo qualitativa da cremificagdo, das emulsdes de 6leo de peixe
com caseina permitiu observar que em concentragdes superiores a 0,1% m/m de pectina
citrica, e 0,15% m/m de pectina de beterraba, ndo houve formacdo de camada de creme
(Figura 5).

Este resultado foi confirmado na avaliacdo do didmetro de particulas e potencial , que
apresentaram menor diametro médio e maior valor (em modulo) de carga elétrica, garantindo
a estabilidade da emulsdo. Segundo McClements (2005) podemos afirmar que 0,1% de
pectina citrica € a concentracao critica de floculagao, o que significa dizer que, abaixo dessa
concentragdo, inicia-se o processo de floculagdo por ponteamento.

Em concentragdes de pectina citrica entre 0,025 e 0,075% m/m (Figura 5A), houve um
aumento na camada de creme. As emulsdes com caseina e pectina de beterraba apresentaram
0o mesmo comportamento da pectina citrica, porém a formagdo de creme ocorreu em um
intervalo de concentracdo entre 0,025 e 0,10% m/m. Uma provavel explicagdo para o
desempenho diferente da pectina de beterraba, comparada a pectina citrica, pode ser a
composi¢do do polissacarideo. Segundo Dickinson (2003), pectinas comerciais contém
proteinas que interferem na interagdo do polissacarideo com a caseina na membrana.

As imagens fotograficas das amostras de emulsdes permitiram observar que a emulsao
priméria (primeiro tubo da esquerda para direita, Figura 5) em A e B, apresentaram maior
indice de cremificagdo, com formacdo de uma camada pouco espessa de creme. Observou-se
também que a camada de soro ainda apresentou-se turva, quando pequena parcela de
particulas agregadas formou a camada de creme, enquanto que a maioria das particulas se
encontrava dispersa, ndo contribuindo na formagao do creme. As imagens permitem observar

coeréncia entre os resultados do d4; ¢ indice de cremificagao.
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Figura 5 - Emulsdes de dleo de peixe com caseina e pectina em pH 3, apds 24h de elaboragao.
A - caseina e pectina citrica e B - caseina e pectina de beterraba. Concentracdes de pectina da
esquerda para a direita 0; 0,025; 0,050; 0,075; 0,10, 0,15, 0,20 e 0,4% m/m.

B

As emulsdes formadas de caseina e pectina de beterraba (Figura 5B) permitiram
observar que houve formagdo de creme com camada de soro transparente na base, entre as
concentragdes 0,025 e 0,075%. Na concentragdo de 0,10% a emulsdo apresentou formacao de
uma camada de creme com camada de soro turva, indicando possivel tendéncia a distribuigao
de particulas dispersas. Através das imagens observou-se que a emulsdo com pectina de
beterrraba apresentou estabilidade a partir da concentracdo de 0,15% m/m. No entanto, apesar
dos resultados das avaliagdes do didmetro médio de particulas e indice de cremificacao
concordarem com o resultado visual, a medida do potencial { indicou que a concentragdo de
pectina de beterraba na superficie das particulas pareceu nao ter atingido carga suficiente para

garantir a estabilidade da emulsdo. Concluiu-se a partir dos resultados obtidos, que para
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estabilizar a emulsdo de 6leo de peixe com caseina, deve-se utilizar a concentracao de 0,20%

de pectina citrica ou de beterraba.

4.3.4 Influéncia do pH na estabilidade da emulsao de 6leo de peixe com caseina e pectina

citrica ou de beterraba.

Na emulsdo primdria, composta apenas de caseina, a carga variou de — 49,4 £ 54 mV

em pH 7 para 33,8 £ 4,2 mV, quando se atingiu o pH 3, ocorrendo inversao de carga negativa

para positiva, destacando a passagem pelo pl (Figura 6).
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Figura 6 - Influéncia do pH sobre o potencial zeta. Emulsdao priméaria (W), emulsdo secundaria
com pectina de beterraba (@), emulsdo secundaria com pectina citrica (A), solugdo de
pectina de beterraba (<), solugdo de pectina citrica (A).
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Entre o pH 4 e 5, observou-se que a emulsdo de caseina foi neutralizada, ou seja, ndo
apresentou nenhuma carga. Em pH préximo ao seu pl (pH 4,7), a caseina é completamente
insoluvel promovendo uma forte aglomeracao das particulas.

Com a adigao de pectina citrica, a emulsdo de 6leo de peixe e caseina, houve mudanca
de carga que variou de -48,6 £ 4,9 mV em pH 7a-10,3 + 4,7 mV em pH 3.

Nas emulsdes com pectinas testadas em pH 6 e 7, ndao houve formacdo de membrana,
uma vez que a carga da emulsdo secundaria foi igual a carga da emulsdo primdria, indicando
que nesse ponto ainda ndo havia interagdo com a pectina.

Em torno do pH 5, foi possivel observar a ocorréncia de interacdo de caseina e
pectinas, indicando inicio de formagdo de membrana por deposi¢do dos polimeros sobre as
particulas. O potencial & das particulas recobertas da emulsdo secunddria, foi igual a -35,2
+ 4,09 mV, e passou a se diferenciar significativamente (p<0,05) do potencial £ encontrado
na avaliacdo da emulsdo primdria, que foi -17,1 £ 10,3 mV. Este resultado foi semelhante ao
observado por Suhr et al. (2006) quando a carga da membrana de caseina e pectina citrica da
emulsdo foi inferior & carga da emulsdo primaria, sugerindo que houve deposicdo do
biopolimero na superficie das particulas.

Em pH inferior ao pl da caseina, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as
cargas da superficie das membranas formadas em pH 4, que teve potencial & igual a -25,7 £+
3,5 mV e pH 3,5, que teve potencial £ igual a -21,5 £+ 3,8 mV. Em pH 3 j& houve diminui¢ao
da repulsdo de particulas, com potencial § igual a -10,3 £ 4,7 mV.

Segundo McClements (2005), a carga negativa da membrana ¢ resultante da reversao
de carga das particulas apds a adsor¢do da pectina, de cardter anidnico, com a caseina que ¢
cationica. Em pH inferior a 3,5, a carga da membrana de caseina e pectina citrica diminui
drasticamente. Sabe-se que o pKa da pectina encontra-se proximo ao pH 3,5 e Suhr et al.
(2006) destacaram que isto pode ter como conseqiiéncia a neutralizagdo da carga da pectina
afetando a carga da superficie das particulas e diminuindo as forcas de repulsao.

O mesmo comportamento foi observado nas emulsdes formadas com membrana de
caseina e pectina de beterraba. Houve um decréscimo significativo (p<0,05) no potencial £ da
membrana com pectina de beterraba que foi de -20,5 + 3,7 mV em pH 4, -14,2 + 3,7 mV em
pH 3,5¢ -2,4 £ 0,1 mV em pH 3. No entanto, em pH 3, a carga da emulsdo foi ainda mais
reduzida que na emulsdo com pectina citrica, com potencial  quase nulo, tornando a emulsao

mais instavel.
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Avaliou-se o potencial & das solu¢des de pectina com a finalidade de se entender
melhor o desempenho do polissacarideo em diferentes niveis de pH. Deste modo, foi avaliada
a carga das moléculas de pectina citrica e de beterraba em solu¢ao tampao, bem como a carga
das emulsdes primarias e secundarias em diferentes niveis de pH.

As solugdes de pectina citrica apresentaram cargas elétricas entre -14,4 £ 0,0 mV em
pH 7 e -10,8 £ 1,2 mV em pH 3 (Figura 6). O potencial zeta da solugdao de pectina de
beterraba variou de -17,5 £ 0,9 mV em pH 7 a -4,6 £ 0,3 mV em pH 3. A queda mais
acentuada de cargas ocorreu abaixo do pH 3,5 em ambas as solugdes, confirmando a redugao
de cargas observada na emulsdo em pH abaixo do pKa das pectinas, demonstrando a
interferéncia que ocorreu na capacidade de adsor¢do das pectinas nas membranas formadas
por caseinas nas emulsoes.

As emulsdes formadas somente por caseina, emulsdo primdria, em pH 6 ¢ 7,
apresentaram ds3 de 0,39 + 0,25 um. No entanto, ao se aproximar do pl da caseina a

agregacao das particulas aumentou, atingindo o didmetro médio de 150,08 £ 7,27 um (Figura

7).
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Figura 7 - Influéncia do pH sobre o diametro médio das particulas (ds3). Emulsdo priméaria
(M), emulsdo secundaria com pectina de beterraba (#), emulsdo secundaria com pectina
citrica (A).
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A emulsdo primaria em pH 4 e 5 se encontrava floculada devido a neutralizagdo da
carga elétrica na superficie das particulas. Segundo McClements (2005), nessa condi¢cdo nao
ha carga suficiente para promover a repulsdo entre as particulas, promovendo aglomeragao.
Em pH 3,5 e 3, a emulsdo primaria apresentou uma reducdo do didmetro médio de particula
d43, mas, sem re-homogeneizagao, permaneciam agregadas.

Em pH 6 e 7, o du3 foi de 0,39+ 0,02 um para todos os tratamentos. Tal resultado foi
mantido em pH 4 ¢ 5 em membranas com pectina citrica. Em pH 3,5 e 3 confirmou-se a
tendéncia a agregacdao, com aumento de diametro médio de particulas d43 variando de 10,25 a
10,85 pm.

Quanto a avaliacao da cremificagdo, ndo se observou formag¢ao de creme nas emulsoes

primdria e secundaria entre os valores de pH 6 e 7 (Figura 8).

indice de cremificag&o (%)

Figura 8 - Influéncia do pH sobre o indice de cremificacdo. Emulsdo primaria (M), emulsao
secundaria com pectina de beterraba (4), emulsdo secundaria com pectina citrica (A).

Com a adigdo de pectina citrica, em pH 4 e 5, também ndo foi constatada formagao de
creme, confirmando os resultados da avaliagdo do diametro médio de particulas. Esse
resultado indica a forte tendéncia a agregagao promovida sobre as particulas de 6leo de peixe
formadas com a interag@o de caseina e pectina em pH abaixo do pKa do polissacarideo. Dessa
maneira, o presente estudo permitiu concluir que a composi¢do de membrana com pectina

citrica e caseina, ndo garantiu a estabilidade da emulsdo no pH de interesse, que seria pH 3.
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Nesse caso, a recomendacdo seria a aplicagdo de re-homogeneizagdo, para obtencdo de
particulas dispersas estaveis, conforme a tendéncia constatada a partir dos resultados de

potencial &.
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ESTABILIDADE FiSICA E OXIDATIVA DE OLEO DE PEIXE EM EMULSAO COM
MEMBRANA DE B-LACTOGLOBULINA E PECTINA

Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a estabilidade oxidativa promovida pela
membrana de -lactoglobulina com pectina citrica ou de beterraba (Beta vulgaris), aplicada a
uma emulsdo de 6leo de peixe em pH 3,5. A emulsdo era composta de B-lactoglobulina e
pectina, na seguinte proporc¢ao:1% de 6leo, 0,05% de B-lactoglobulina, 0,06% de pectina e 5
mM de solugdo tampao fosfato. O estudo de oxidagao lipidica incluiu a avaliagdo do didmetro
médio da particula, potencial zeta, avaliacdo da concentracdo de hidroperoxidos lipidicos e
propanal, durante 16 dias a temperatura de 37°C. Dentre as pectinas estudadas, a membrana
formada de pectina citrica e B-lactoglobulina foi a que promoveu maior acdo contra os
agentes pro-oxidantes, tendo como conseqiiéncia, maior estabilidade oxidativa. A pectina de
beterraba, no entanto, apesar de possuir acido ferulico em sua composi¢do, ndo teve a
esperada atividade antioxidante, provavelmente por apresentar teor de ferro 15 vezes maior do

que a pectina citrica, limitando sua funcionalidade no sistema estudado.

PALAVRAS CHAVES: pectina citrica, pectina de beterraba (Beta vulgaris), eletrodeposicao,

floculagdo, propriedade antioxidante, interagao polissacarideo-proteina.
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Abstract

The purpose of this research was to evaluate the oxidative stability of fish oil emulsion
in B-lactoglobulin and citrus or sugar beet pectin (Beta vulgaris) membrane at pH 3,5.
Emulsion was composed of -lactoglobulin and pectin with the following proportion: 1% oil,
0,05% B-lactoglobulin, 0,06% pectin, 5 mM buffer phosphate. The lipid oxidation study
included mean particle diameter, zeta potential, lipid hydroperoxides and propanal
concentration evaluation, during 16 days at 37°C. Between the studied pectins, -
lactoglobulin with citrus pectin membrane has promoted greater activity against prooxidant
agents, consequently greater oxidative stability. Despite beet pectin has ferulic acid in its
composition; it did not have antioxidant activity, maybe because it had 15 times more iron

than citrus pectin, limiting its functionality in the studied system.

KEYWORDS: Citric pectin, sugar beet pectin (Beta vulgaris), eletrodeposition, flocculation,

antioxidant activity, polysaccharide-protein interaction.
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5.1 Introducao

Os Oleos de peixe s3o ricos em 4cido docosahexaendico (ADH) e 4cido
eicosapentandico (AEP) e estes sdo susceptiveis a oxidagdo por conterem varias insaturagdes
na cadeia carbonica (KULAS et al.,, 2003). A susceptibilidade oxidativa depende da
composi¢do do produto e da presenca de pré-oxidantes ou antioxidantes. Os metais de
transicao (tais como ferro e cobre) estdo presentes naturalmente nos alimentos e podem ser
provenientes de matéria-prima ou ingredientes, equipamentos, embalagens, etc. Cobre e ferro
sdo metais de transicdo comum em alimentos, entretanto o ferro é normalmente encontrado
em maior quantidade do que o cobre. Para garantir a estabilidade oxidativa os 6leos devem
conter concentragdes inferiores a 0,1 ppm de ferro e 0,02 ppm de cobre (FLIDER e
ORTHOEFER, 1981). Esses ions sdo reconhecidos como agentes pro-oxidantes, levando a
degradacdo desses lipideos para produtos de oxidacdo primaria, ou seja, os hidroperoxidos
(NAWAR, 1996; McCLEMENTS, 2005).

Os hidroperdxidos sdo os primeiros produtos da autoxidacdo lipidica e sado
relativamente instaveis. Estes, por sua vez, participam de inumeras reacdes complexas,
envolvendo degradacdes de substrato e permitindo interagdes que resultam em compostos
com diversos pesos moleculares e aromas (NAWAR, 1996). Os hidroperdxidos geralmente se
decompdem durante a oxidacao lipidica para formar moléculas pequenas e volateis que
proporcionam o odor associado a rancidez oxidativa. Os produtos de oxidagdo secundaria
(volateis) formados a partir da decomposicdo de hidroperoxidos do AEP sdo os aldeidos
volateis, dos quais destaca-se o propanal (KULAS et al., 2003).

Atualmente, diversos estudos vém sendo desenvolvidos acerca da membrana
interfacial multicamada, uma vez que esta confere aumento de estabilidade ao estresse fisico
do meio, promovido por temperatura, agitacdo mecanica, pH ou presenca de ions
multivalentes (MOREAU et al., 2003; OGAWA et al., 2003a,b; AOKI et al., 2005; SUHR et
al, 2005). As membranas multicamadas sdo produzidas por deposi¢do de um biopolimero
carregado em uma emulsdo com particulas revestidas por um emulsificante com carga oposta.
Por outro lado, ¢ importante selecionar o biopolimero compativel com o emulsificante para
elaborar emulsdes estdveis e com caracteristicas fisico-quimicas desejaveis. Emulsdes
estabilizadas por multicamadas ou membranas contendo proteinas do leite e polissacarideos
foram utilizadas em diversos estudos, uma vez que a interacdo se forma em pH < pl da

proteina, desde que o pH do sistema seja igual ou superior ao pKa do hidrocoldide. As
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emulsdes elaboradas em pH inferior ao ponto isoelétrico das proteinas do leite geralmente
apresentam cargas positivas (DALGLEISH e HOLOCOU, 1997; DICKINSON et al., 1998).

As proteinas do soro sdao largamente usadas como agentes emulsificantes na industria
de alimentos. Estas ndo s6 produzem emulsdes 6leo/agua (O/A) estaveis, como podem inibir a
oxidac¢ao lipidica. (COUPLAND e McCLEMENTS, 1996). Quando aderidas a superficie das
particulas na emulsdo, as proteinas do soro inibem a oxidagao lipidica pela produg¢ao de uma
superficie cationica, cuja carga repele os metais de transicdo em pH inferior ao ponto
isoelétrico (pl) das proteinas. Estudos realizados com emulsdo de 6leo de salmao estabilizada
em agua por fracdes de proteinas do soro em pH 3, demonstraram que a estabilidade oxidativa
ocorreu na seguinte ordem: B-lactoglobulina > a-lactalbumina > isolados protéicos de soro.
(HU et al., 2003a ; DJORDIJEVIC et al., 2004 ; FARAIJI et al., 2004).

As pectinas s@o polissacarideos anidnicos, normalmente derivados de frutas citricas e
maca, sao utilizados como agentes geleificantes ou estabilizantes em alimentos com baixo pH,
tais como bebidas lacteas acidificadas e iogurtes. A pectina ¢ definida como uma mistura de
heteropolissacarideos composta predominantemente de residuos de acidos galacturdnicos
metoxilados. A pectina pode ser dividida em dois grupos de acordo com o grau de
metoxilacdo: pectina com alto grau de metoxilacdo (= 50%), que forma gel sob condigdes
acidas e pectina com baixo grau de metoxilacdo (< 50%) que forma gel por diferente
mecanismo na presenga de calcio (BeMILLER e WHISTLER, 1996; KAZMIERI et al.,
2003).

A pectina da beterraba (Beta vulgaris) é extraida do residuo da polpa de beterraba, ¢ é
largamente usada em nutricdo animal. Esta pectina, por apresentar baixa capacidade
geleificante, ndo ¢ muito utilizada industrialmente. Esta limitacdo funcional ¢ atribuida
principalmente a presenca do grupo éster acetila e ao reduzido tamanho da molécula (PIPPEN
et al., 1950; MICHEL et al., 1985). A pectina da beterraba consiste de residuo de acido
galacturonico, parcialmente metil-esterificado e O-acetilado na posi¢do C-2 ou C-3,
adicionado de acido fendlico nas cadeias laterais (acido ferulico) o qual € ligado a arabinose e
a galactose por ligagdo éster (FRY, 1983).

O Tween (monolaurato de sorbitano etoxilado) ¢ um emulsificante nao-polimérico,
hidrofilo, apresentando o grupamento polar neutro. Devido ao seu carater ndo-idnico, esse
agente emulsificante ndo favorece interagdo com ions multivalentes ou compostos com cargas
elétricas, proporcionando excelente estabilidade em emulsdes O/A. Vdrios pesquisadores

utilizaram os agentes emulsionantes neutros em estudos de oxidagao lipidica de emulsdes O/A



72

para avaliar a atividade antioxidante de proteina do leite e compostos fenolicos (MEI et al.,
1999; MANCUSO et al., 1999; McCLEMENTS, 2005).

Moreau et al. (2003) caracterizaram a emulsdo de 6leo de milho estabilizada por -
lactoglobulina e pectina citrica com elevado grau de metoxilagdo em pH 3,0. Os
pesquisadores observaram problemas de floculagdo por ponteamento quando empregaram
pectina citrica em concentra¢do inferior a 0,04% m/m, e floculagdo por deple¢do quando
utilizaram concentragcdo de pectina superior a 0,1% m/m. Foi constatado que a estabilidade
fisica das emulsdes depende da concentragdo dos emulsionantes, especialmente do
polissacarideo, pois estes afetam a interacao eletrostatica (DICKINSON e GOLDING, 1997).

Ogawa et al. (2003b) estudaram a oxidag@o lipidica de emulsdes de 6leo de milho
estabilizadas por membrana de lecitina e quitosana e estas apresentaram maior estabilidade
oxidativa do que as emulsoes estabilizadas apenas por lecitina, num periodo de estocagem de
03 semanas incubadas a temperatura ambiente.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade oxidativa de emulsdes de 6leo de
peixe estabilizadas por B-lactoglobulina e pectinas, citrica ou de beterraba, em pH 3,5. O
estudo incluiu avaliagdo da estabilidade fisica dessas emulsdes com diferentes concentragdes

de pectinas.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Material

Foram utilizados fosfato de soédio monobasico e dibasico, sulfato ferroso,
hidroperdxido de cumila (hidroperéxido de cumeno), propionaldeido, azida sodica, Tween 20
e pectina de sal de potassio esterificado (de fruta citrica, com grau de esterifica¢ao de 59%) da
Sigma-Aldrich Co (St. Louis, MO). A pectina de beterraba foi obtida da Herbstreith & Fox
(Betapekt RU 301). A B-lactoglobulina foi obtida da Davisco Foods International (BIOPURE
— Betalactoglobulina lote JE 003-6-922, Le sueur, MN, US) composta por 93,8% de
betalactoglobulina, 5,2% de umidade, 1% de gordura e 1,8% de cinzas. O dleo de peixe

desodorizado, refinado e branqueado foi doado pela Omega Protein (Reedville, VA) e
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continha 10-17% AEP e 7-12% ADH. Ambos os 6leos foram envasados em tubos de vidro de
50 mL e armazenados no escuro, a -80°C. Foi utilizada dgua destilada e deionizada para a

elaboragdo de todas as solugdes. Todos os reagentes eram de grau puro ou analitico.

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Preparo da emulsio estoque

A elaboragdo da emulsdo estoque consistiu inicialmente na dispersao de 0,5% m/m de
B-lactoglobulina ou 1% m/m de Tween 20 (Tw) em tampao fosfato de so6dio SmM sob pH 7,
ajustado com auxilio de solu¢do HCl ou NaOH 1 e 0,1 N. A solugdo de B-lactoglobulina foi
mantida sob agitagdo por 4 horas e depois estocada em refrigerador (8+2°C) por 12 horas para
completar a hidratacdo. Antes da elaboragdo da emulsdo, esta solucdo foi mantida fora da
refrigeracdo para atingir a temperatura ambiente. A solu¢cdo Tween 20 foi preparada no
mesmo dia. O 6leo de peixe foi descongelado e pesado na propor¢do de 10% m/m da emulsao
final e foi pré-homogeneizado com auxilio de um dispersor de alta velocidade (M133;1281-0,
Biospec Product, Inc., ESGC, Suiga), por 2 minutos.

As emulsdes estoque de 6leo de peixe produzidas com [-lactoglobulina (Blg) ou
Tween 20 foram elaboradas em um microfluidizador (Model M-110L Microfluidizer®
Processor, Microfluidics™, Newton, MA, US) em 03 passes, sob pressao de 6000 psi. As
emulsdes estoque foram preparadas sob banho de dgua gelada para evitar oxidagcdo durante o
processamento. Apos a elaboragao, adicionou-se 0,01% m/m de azida sodica.

As emulsdes primarias foram elaboradas a partir da diluicdo da emulsdo estoque em
solucao tampao SmM em pH 7 na propor¢ao de 1:10 m/m sob agitagdo lenta durante 45 min .

A emulsdao secundaria foi elaborada pela diluicdo lenta da emulsdo estoque de [3-
lactoglobulina em solugao tampao fosfato de sddio SmM, contendo pectina citrica (CPBIg) ou
de beterraba (BPBIg) misturadas previamente em placas de agitacdo magnética durante 1
hora. As emulsdes secundarias formadas por Tween 20 e pectina citrica (CPTw) ou de
beterraba (BPTw) seguiram os mesmos procedimentos de elaboragcdo para emulsdes com -

lactoglobulina. Para a determinacdo da concentracdo mais adequada de pectina que seria
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adotada para o ensaio de oxidacdo lipidica, efetuou-se um ensaio preliminar apenas para a
emulsdo estabilizada por B-lactoglobulina, em concentragdes variando de 0,01 a 0,5% m/m.
No ensaio com pectina de beterraba, a emulsdo estabilizada por B-lactoglobulina foi tratada
termicamente a 80°C/15 minutos, e resfriada rapidamente antes da adigdo em solugdo de
pectina. A composi¢ao final da emulsdo secundaria foi: 1% o6leo e 0,05% B-lactoglobulina ou
0,1% de Tween. Essa solugdo foi submetida a agitagdo durante 45 minutos em temperatura
ambiente. O pH da emulsao foi ajustado em pH 3,5 com adi¢ao regular de HCI 1 ¢ 0,1 N sob
agitacdo constante por 40 minutos. Apds o ajuste do pH, a solucao foi mantida sob agitagao
por 20 min. Os procedimentos de elabora¢do das emulsdes secundarias foram realizados de
acordo com os procedimentos descritos por Suhr et al. (2006) com modificagdes. As emulsdes

foram estocadas em capsulas de vidro ou tubos de ensaio para analises fisicas e quimicas.

5.2.2.2 Avaliacao da estabilidade fisica da emulsao

Os ensaios de estabilidade fisica foram realizados no estudo preliminar e na avaliagdo
da oxidacdo lipidica. Para o estudo preliminar foram avaliados a distribui¢do do tamanho de
particula e o potencial zeta () apds 24 horas do periodo de elaboragdo sob temperatura
ambiente. As analises foram realizadas a cada 2 dias, ao longo de 16 dias de estudo nas
amostras mantidas a temperatura de 37°C. Os ensaios fisicos foram realizados em duplicata,

mantendo-se constante o pH 3,5.

5.2.2.2.1 Potencial Zeta ()

Para avaliagdo do potencial {, as emulsdes foram diluidas na propor¢do de 1:100 v/v
em solucdo tampao fosfato SmM, filtrada previamente (filtro Whatman com 0,45 pum de
porosidade), em pH 3,5. O potencial { das particulas foi determinado usando o equipamento
Zetasizer (Nano ZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). Os resultados foram obtidos
da média de 10 leituras tomadas pelo equipamento na mesma amostra. O procedimento

analitico foi realizado de acordo com Gu et al. (2004).
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5.2.2.2.2 Determinac¢ao do tamanho de particulas

As andlises de ds; e d43 foram realizadas no equipamento de dispersao de luz estético a
laser Mastersize (Malvern MSS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). A média do
tamanho das particulas foi obtida dos valores encontrados na medida do didmetro médio da
superficie-estimada ds; (Znidf/ Znidiz) e 0 didmetro médio do volume-estimado du3 (Znidi4/
Znidi3). Para evitar o efeito do escaneamento multiplo, as emulsdes foram diluidas na razao de
1:200 v/v, usando solugdo tampao fosfato de sddio SmM, pH 3,5. Esta solucdo foi submetida
a agitacdo constante durante a analise das amostras. O procedimento analitico foi realizado de

acordo com Suhr et al. (2006).

5.2.2.3 Avaliac¢ido da oxidacdo lipidica

A andlise de oxidagdo lipidica consistiu na avaliagdo da concentracdo de
hidroperoxidos (produto da oxidagdo primaria) e propanal (produto da oxidagdo secundaria).
A coleta de dados foi realizada durante o periodo de 16 dias em intervalos de 2 dias, com
amostras estocadas em camaras a temperatura de 37°C. Essas andlises foram realizadas em

triplicata e o ensaio realizado em 2 repetigdes.

5.2.2.3.1 Hidroperoéxidos

As amostras de emulsdes (1 mL) foram acondicionadas em recipientes de vidro
(Fisherbrand 13 x 100 mm), recravadas por tampas de aluminio com septa de poliuretano e
estocadas em auséncia de luz a temperatura de 37°C. As anélises de hidroperoxidos dos
lipideos foram realizadas de acordo com o método descrito por Shanta e Decker (1994). O
procedimento para quantificar os hidroperéxidos dos lipideos consistiu na mistura de 0,3 mL
de emulsdo com 1,5 mL de isooctano/ 2-propanol 3:1 v/v. A mistura foi agitada por 10s em 03

vezes e centrifugada por 2 min a 1000 g. Em seguida, a fase organica (200 pL) foi adicionada
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de 2,8 mL de metanol/butanol 2:1 v/v, acrescida de 15 uL de tiocianato de amonia 3,94 M e
15 pL de solugdo de ions ferroso (preparado pela mistura de BaCl, 0,132 M e FeSO4 0,144
M). A absorbancia da solugdo foi medida em 510 nm, 20 minutos ap6s a adi¢cdo da solugdo de
ions ferroso. A concentrag@o de hidroperdxidos foi determinada pela curva padrdo elaborada a

partir de hidroperéxido de cumila (hidroperéxido de cumeno) (Sigma Chemical, Co.).

5.2.2.3.2 Propanal

Para anélise de propanal foi acondicionado 1 mL de amostra em recipiente de vidro
(SUPELCO SU860099) com tampa de aluminio rosqueavel, magnética e com septa de
PTFE/silicone (SUPELCO SU860101). A concentracdo de propanal foi determinada usando-
se cromatografo a gas (GC-17A, Shimadzu, Kyoto, JA) e as amostras foram coletadas
automaticamente utilizando o “auto sampler” (AOC-5000, Shimadzu, Kyoto, JA).

Para operagdo, as amostras foram aquecidas a 45°C, com tempo de equilibrio de 5
minutos, injetor a 250°C, detector de ionizagdo por chama a 250°C, temperatura do ‘loop’ de
100°C, tempo de equilibrio de 1 minuto, pressurizagdo por 10 s, tempo de inje¢do de 1 min.
Os compostos volateis foram separados isotermicamente a 70°C em uma coluna capilar de
silica fundida com fase 100% metil silicone DB-1 (30 m de comprimento, 0,32 mm de
diametro interno e 1 um de espessura do filme). O gés de arraste foi o Hélio no fluxo de 10
mL/min. As concentragdes foram determinadas por areas de picos, usando propanal como
padrdo (Sigma-Aldrich Co.). Os procedimentos analiticos foram realizados de acordo com o

descrito por Faraji et al. (2004).

5.2.2.4 Avaliacao da composicio de metais nas amostras de pectinas

As concentracdes de ferro e cobre das pectinas citricas e de beterraba foram
determinadas por espectrofotometria de absor¢ao atdmica. Os procedimentos analiticos foram
realizados de acordo com 0 AOAC (1984). Os resultados foram determinados da média de 3

leituras do equipamento.
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5.2.2.5 Analise estatistica

As médias dos resultados fisicos € quimicos obtidos foram comparadas adotando o

teste t-student no nivel de 5% de significidncia (SNEDECOR e COCHRAN, 1989).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Ensaios Preliminares

Para definir a concentracdo das pectinas citrica e de beterraba foi necessario avaliar a
estabilidade fisica das emulsdes secundarias em diferentes concentracdes do polissacarideo
(de 0,01 a 0,5% m/m). Os ensaios foram realizados em pH 3,5 baseado no pKa da pectina, em
pH inferior ocorre a redugdo da carga da molécula diminuindo a capacidade de interacao e,
consequentemente, ocorre problemas de floculagdo por ponteamento (DALGLEISH e
HOLOCOQU, 1997; DICKINSON, 2003).

Concentracdes de pectina de beterraba inferiores a 0,04% m/m apresentaram
problemas de floculagdo, alcangando na emulsdo secundaria um didmetro médio de particulas
(d43) igual a 14,95 pm, quando comparados a emulsdo primaria (0,0% de concentracdo) que
apresentou valores de ds3 igual a 0,45 um (Figura 1).

Esses resultados demonstraram que as emulsdes elaboradas na proporg¢ao de
polissacarideo e -lactoglobulina inferiores a 1:10 apresentaram problemas de floculagdo. Isto
se deve a baixa concentracdo do polissacarideo em solugdo, e devido a proximidade das
particulas dispersas, favorecendo a interagdo entre pectina e proteina, promovendo o

fendmeno de floculagao por ponteamento (DICKINSON, 2003).
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Figura 1 — Influéncia de diferentes concentragdes de pectina citrica e de beterraba sobre o
diametro médio das particulas (ds3). Emulsdo secundaria com B-lactoglobulina e pectina de
beterraba (#) e emulsdo secundaria com B-lactoglobulina e pectina citrica (A)

As emulsdes elaboradas por pectina de beterraba em concentragdes entre 0,06% e
0,1% demonstraram-se estaveis, com o d43 em torno de 0,41 pum. Isto significa que as
emulsdes estabilizadas com membranas de pectina e [-lactoglobulina elaboradas na
proporgao entre 1:10 e 1:5 (pectina:proteina) apresentaram interagdo proteina-polissacarideo
estericamente estaveis (DICKINSON, 2003). Em propor¢do superior a 1:5, o dy43 foi 2,79 um
ou mais, indicando que as emulsdes apresentariam novamente problemas de floculagao.

Emulsdes com concentragdes superiores a 0,04% de pectina citrica apresentaram-se
estaveis, com diametro médio de particulas ds3 igual a 0,41 um. Este fato permitiu concluir
que, a partir de concentracdo de 0,04%, a pectina citrica pode ser utilizada em emulsdes
estabilizadas por 3 lactoglobulina, sem problemas de floculag@o.

O potencial C fornece a carga elétrica na superficie das particulas da emulsdo,
permitindo observar a tendéncia a agregacao. A carga elétrica da emulsdo primaria apresentou
valores entre 42 a 45 mV (Figura 2), indicando um valor suficiente para manutengdo da

repulsdo entre as particulas.
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Figura 2 — Influéncia de diferentes concentragcdes de pectina citrica e de beterraba sobre o
potencial zeta. Emulsdo secundaria com [-lactoglobulina e pectina de beterraba (@) ¢
emulsdo secundaria com B-lactoglobulina e pectina citrica (A)

Sabe-se que emulsdes primarias de dleo de milho foram estabilizadas por -
lactoglobulina em pH 3,0, apresentando potencial £ de 33,3 + 3,0 mV (MOREAU et al.,
2003). Este valor indica a mudanga de carga negativa para positiva, pela mudanga do pH da
solucao de 7 para 3,5, valor esse inferior ao pl da B-lactoglobulina. Nessa condi¢cdo ocorre
alteracdo na carga superficial da B-lactoglobulina pela exposi¢do de seus aminodcidos ao
novo ambiente, aumentando a repulsdo entre as particulas (HU et al., 2003a).

Com a participagdo das pectinas, os valores da carga mudaram de positivo para
negativo devido a interacdo das pectinas com a B-lactoglobulina na superficie da membrana.
Em concentracdes superiores a 0,06%, o potencial  foi em torno de -20 mV com a pectina de
beterraba e em torno de -19 mV com a citrica. Estes resultados indicaram que a concentracao
de 0,06% foi suficiente para saturar a superficie das particulas por interagdo eletrostatica com
carga negativa. A partir de 0,06% de concentragdo de pectina, os polissacarideos ainda
continuaram sendo adsorvidos, embora sem alteracao significativa da carga. Os resultados de

potencial { demonstrados neste estudo foram semelhantes aos obtidos por Moreau et al.
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(2003), que obtiveram carga de -19 + 1 mV na emulsdo de 6leo de milho estabilizada por
membrana de [-lactoglobulina e pectina citrica em pH 3,0. Os resultados portanto,
confirmaram que a melhor concentragdo das pectinas citricas e de beterraba para realizar o

estudo de oxidacao lipidica foi de 0,06%.

5.3.2 Avaliacdo da estabilidade fisica das emulsées de 0leo de peixe em membrana de -

lactoglobulina e pectina citrica ou de beterraba, durante a estocagem.

O diametro médio das superficies das particulas ds;, das emulsdes de 6leo de peixe
com [-lactoglobulina e pectinas citrica ou de beterraba em pH 3,5, obtido no presente estudo
ndo apresentou variagdes ao longo do periodo de 16 dias de estocagem a 37°C (Figura 3).
Embora as emulsdes estabilizadas por Tween apresentassem diferencas significativas
(p<0,05) na medida de ds,, ndo foram observadas diferengas nos valores de ds3, indicando que
as emulsdes tiveram comportamento estavel durante o periodo de estudo. O ds; € relacionado
com a média de area de superficie das particulas presentes na fase continua por unidade de
volume na emulsdo. O pardmetro ds3 ¢ mais sensivel a presenga de grandes particulas na
emulsdo do que o d3,, permitindo detectar a tendéncia a floculagdo. Sabe-se que o Tween ¢
excelente estabilizante, permitindo o preparo de emulsdes sem problemas de floculagdo ou
cremificacdo, sendo por isso adotado como controle no estudo de oxidagdo (McCLEMENTS,
2005).

Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Hu et al. (2003b), que
obtiveram particulas entre 0,29 a 0,35 um de ds;, em emulsdes de 6leo de milho estabilizadas
por isolados protéicos em pH 3, durante 4 dias de estocagem. As emulsdes estabilizadas por
B-lactoglobulina e pectinas apresentaram-se similares aos estudos prévios com d43 entre 0,35

a 0,38 um, e assim permaneceram durante os 16 dias de estudo.
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Figura 3 — Didmetro médio das particulas (d43 e d3;) das emulsdes nos tempos 0 e 16 dias em
pH 3,5 incubadas a 37°C. Blg — Emulsdo primaria com f-lactoglobulina, BPBlg — emulsao
secundaria com pectina de beterraba, CPBIg - emulsdo secundéria com pectina citrica, Tw —
emulsao com Tween, BPTw — emulsdao com Tween e pectina de beterraba e CPTw - emulsao
com Tween e pectina citrica. Os resultados sao médias de duplicatas.

A estabilidade de particulas das emulsdes também foi monitorada pela medida de
carga elétrica das particulas e a emulsdo primdria apresentou redugdo significativa (p<0,05) de
43,75 para 35,1 mV no 16° dia de estocagem, confirmada pelo aumento significativo (p<0,05)

do diametro médio da particula da3 ( Figura 4).
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Figura 4 — Potencial zeta das emulsdes nos tempos 0 e 16 dias em pH 3,5 incubadas a 37°C.
Blg — Emulsdo primaria com B-lactoglobulina, BPBlg — emulsdo secundéria com pectina de
beterraba, CPBlg - emulsdo secundaria com pectina citrica, Tw — emulsdo estabilizada por
Tween, BPTw — emulsdao com Tween e pectina de beterraba e CPTw - emulsao com Tween e
solucdo de pectina citrica. Os resultados sdo médias de duplicatas.

Mesmo com ds3 superior ao observado em ensaio preliminar, a carga elétrica foi
suficiente para manter a emulsdo primaria estavel ao longo do tempo de estocagem. Hu et al.
(2003a) encontraram o potencial zeta de 62,4 £ 0,2 mV nas emulsdes de d6leo de salmao
estabilizadas por -lactoglobulina. No entanto, os autores investigaram em pH 3, condigdo em
que haveria maior repulsdo entre as particulas. Deste modo, o presente estudo demonstrou que
a carga da [-lactoglobulina apresentou excelente funcionalidade.

Com a adi¢do da pectina citrica as emulsdes foram estabilizadas por B-lactoglobulina,
mantendo os valores de potencial £ encontrados no inicio da estocagem. No entanto, com
pectina de beterraba, houve redugdo significativa (p<0,05) desse valor, garantindo a
estabilidade da emulsdo pelo aumento de repulsdo das particulas.

Com a reducdo do tamanho das particulas, aumenta-se a estabilidade fisica mas, com o
aumento da area de superficie favorece-se a exposi¢do das particulas de 6leo em solugao

aquosa, proporcionando a oxidac¢ao lipidica (McCLEMENTS e DECKER, 2000).
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5.3.3 Avaliacao da oxidacio lipidica em emulsiao de 6leo de peixe com membrana de -

lactoglobulina e pectina citrica ou de beterraba.

A membrana de B-lactoglobulina e pectina citrica inibiu a formag¢ao de hidroperdxidos

lipidicos na emulsdo de 6leo de peixe em pH 3,5 por mais de 12 dias a 37°C (Figura 5).

Hidroperéxidos (mM)
w

om &
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (dias)

Figura 5 — Efeito da membrana de [B-lactoglobulina e pectina citrica ou de beterraba, na
producdo de hidroperoxidos em emulsdes de Oleo de peixe durante estocagem a 37°C.
Emulsao com B-lactoglobulina (M), Emulsdo secundaria com [-lactoglobulina e pectina de
beterraba (4), Emulsdo secundaria com B-lactoglobulina e pectina citrica (A).

Em funcdo da formacdo de hidroperéxidos lipidicos, avaliou-se a estabilidade
oxidativa, sendo que a emulsdo com [-lactoglobulina e pectina citrica obteve o melhor
resultado. A emulsdo produzida com [-lactoglobulina e pectina de beterraba foi a mais
instavel. A formacdo de hidroperoxido na emulsdo com pectina citrica ocorreu somente apos
12 dias, sendo que apo6s 2 dias ja havia formacdo de hidroper6xidos na emulsdo com [3-
lactoglobulina e pectina de beterraba, e apds 6 dias na emulsdo primaria (apenas com [3-

lactoglobulina). A emulsdo com [-lactoglobulina e pectina citrica apresentou produgdo de
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0,20 £ 0,06 mM apos 14 dias de estocagem, enquanto a emulsdo primaria produziu 4,90 +
0,07 mM. Hu et al. (2003a) obtiveram no estudo com emulsdes de 6leo de salmio estabilizada
por B-lactoglobulina, em pH 3 a concentracdo de 23,4 + 2,4 mmol de hidroperoxidos/Kg de
6leo, apos 2 dias de estocagem. Isto demonstrou que a interagdo da pectina citrica com a [3-
lactoglobulina garantiu a estabilidade do sistema por mais de dez dias. O mesmo ndo ocorreu
na emulsdo estabilizada por B-lactoglobulina e pectina de beterraba, cuja producido de
hidroperéxidos foi de 4,9 + 0,24 mM ap0os 8 dias de estocagem.

A avaliacdo de estabilidade oxidativa secundaria, medindo-se a concentracdo de
propanal, apresentou a mesma tendéncia obtida no estudo da oxidagdo primaria, expressa em

concentragdo de hidroperoxidos (Figura 6).
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Figura 6 — Influéncia da membrana de B-lactoglobulina e pectina na producdo de propanal em
emulsdes de 6leo de peixe, durante estocagem a 37°C. Emulsdo com B-lactoglobulina (M),
emulsdo secundaria com [-lactoglobulina e pectina de beterraba (#), emulsdo secundaria
com [B-lactoglobulina e pectina citrica(A).

A concentracao de propanal na emulsdo estabilizada por -lactoglobulina e pectina de

beterraba foi de 650,89 + 10,00 uM no oitavo dia de estocagem. Durante esse periodo nao

houve formac¢do do composto nos demais tratamentos (B-lactoglobulina e -lactoglobulina



85

com pectina citrica). Apos 14 dias de experimento, ainda ndo havia sido observada producao
de propanal na emulsdo estabilizada por B-lactoglobulina e pectina citrica. No entanto, a
emulsdo primaria havia produzido 38,71 + 8,5 uM de propanal nesse periodo sendo esse valor
inferior ao encontrado por Hu et al. (2003a) que obtiveram concentra¢des de 51,7 + 7,6 uM
de propanal com 05 dias de estocagem.

Comparando-se com a emulsdo primaria, observou-se menor formagdo de
hidroperdxidos e propanal na emulsdo com pectina citrica, indicando maior estabilidade
oxidativa devido a deposicdo do polimero na membrana. Essa condicdo proporcionou uma
barreira contra os agentes pro-oxidantes ao 6leo de peixe por um periodo maior, mesmo
apresentando carga negativa. Esses resultados apresentaram comportamento similar ao estudo
de estabilidade oxidativa realizado por Ogawa et al. (2003b). Os autores produziram emulsdes
estaveis a oxidacao, utilizando membrana de lecitina e quitosana em 6leo de milho, embora a
carga da emulsdo secundaria tenha sido catidnica.

Por outro lado, os resultados da emulsdo estabilizada por membrana de -
lactoglobulina e pectina de beterraba do presente estudo ndo demonstraram o mesmo
desempenho da emulsdo com pectina citrica, embora se conheca a acao antioxidante do acido

feralico (CASTELLUCCIO et al., 1996; OU & KWOK, 2004).

5.3.4 Avaliacio da atividade antioxidante de pectinas livres na emulsio.

Para avaliar a propriedade antioxidante das pectinas livres foi utilizada emulsao
estabilizada por emulsificante ndo-idnico. Esse sistema favorece a ndo interagdo da pectina
com o emulsificante, permitindo avaliar se a pectina livre aumenta a estabilidade oxidativa do
6leo de peixe. Deste modo, a emulsdao estabilizada apenas por Tween foi utilizada como
controle do experimento. As emulsdes adicionadas de pectina de beterraba permitiram uma
formagdo significativa de hidroperoxidos lipidicos apos 02 dias de estocagem, fendmeno

observado com adicao de pectina citrica apds 04 dias (Figura 7).
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Figura 7 — Efeito das pectinas na producdo de hidroperdxidos em emulsdes de oleo de peixe
durante estocagem a 37°C. Emulsdo primaria com Tween 20 (-X-), emulsdo secundaria com
Tween 20 e pectina de beterraba (<), emulsdo secundaria com Tween 20 e pectina citrica

(D)

Apds 6 dias de estocagem, a emulsdo adicionada de pectina de beterraba apresentou
producdo maxima de 6,42 + 0,05 mM de hidroperoxidos, a emulsdo estabilizada por Tween
formou 0,29 + 0,15 mM e a emulsdo com pectina citrica produziu até¢ 0,72 £ 0,14 mM de
hidroperéxidos. As concentragcdes de hidroperéxidos nesse estudo foram superiores as
encontradas em emulsdes estabilizadas por B-lactoglobulina e pectinas em estudo anterior, em
periodo equivalente, uma vez que apresentaram produ¢do de 0,42 + 0,16 mM de
hidroperéxidos quando se adicionou pectina de beterraba e 0,03 £ 0,02 mM quando se
adicionou pectina citrica (Figura 5).

A emulsdo com pectina citrica apresentou concentracdo maxima de 5,45 + 0,79 mM
de hidroperoxidos apds 12 dias de estocagem. Este resultado demonstrou que a emulsdo
adicionada de pectina citrica, ndo obteve o mesmo desempenho apresentado quando foi

aplicado B-lactoglobulina para composi¢ao da membrana (Figura 5).
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A avaliagdo da concentracdo de propanal apresentou a mesma tendéncia aos
resultados obtidos na investigacdo de hidroperdxidos. A emulsdo adicionada de pectina de
beterraba apresentou concentracdo de 387,36 + 101,57 uM de propanal apés 06 dias
(Figura 8).
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Figura 8 - Efeito das pectinas na produc¢do de propanal em emulsdes de 6leo de peixe durante
estocagem a 37°C. Emulsio primaria com Tween 20 (-x-), emulsdo secundaria com Tween 20
e pectina de beterraba (<) e emulsdo secundaria com Tween 20 e pectina citrica (A).

Neste mesmo periodo ndo houve formacdo de propanal nas emulsdes estabilizadas por
Tween (controle) ou adicionada de pectina citrica. Apds 08 dias observou-se uma produgao de
160,55 + 41,34 uM de propanal na emulsdo controle e 481,76 = 172,14 uM de propanal na
emulsdo adicionada de pectina citrica. Com a membrana formada por B-lactoglobulina e
pectina citrica, a oxidagdo ocorreu apenas apos 16 dias (Figura 6).

No sexto dia de estocagem, a pectina de beterraba produziu 400 uM de propanal. Este
resultado, quando comparado com emulsdes estabilizadas por membrana de -lactoglobulina
e pectina de beterraba, demonstrou que a interagdo com a proteina aumentou a estabilidade
oxidativa. No oitavo dia, ambas as emulsdes (com e sem [-lactoglobulina) apresentavam

concentracoes de propanal acima de 650 uM.
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Este estudo permitiu observar que a pectina citrica solubilizada ndo estabilizou o 6leo de
peixe e, consequentemente, ndo atuou como agente antioxidante. Deste modo, pode-se
concluir que a funcionalidade desse polissacarideo esta associada a interacdo com a proteina
na superficie das particulas, aumentando a barreira da membrana, e conseqiientemente,
dificultando o acesso de agentes pro-oxidantes. Deve-se considerar também que a [3-
lactoglobulina e suas fracdes hidrolizadas apresentam propriedades antioxidativas quando
presentes na forma soluvel ou em emulsoes (FARAJI et al., 2004; RYAN et al., 2005).

A pectina de beterraba ndo conferiu estabilidade oxidativa nos dois ensaios, mesmo
possuindo o acido fertlico em sua estrutura, fato que teoricamente determinaria desempenho
superior ao apresentado pela pectina citrica. No entanto, verificou-se no presente estudo, a
interferéncia de concentracdo significativamente maior de metais na pectina de beterraba,
comparada a pectina citrica. A pectina comercial de beterraba continha 1,91 + 0,02 ppm de
ferro e 0,08 = 0,00 ppm de cobre, enquanto que a pectina citrica 0,13 £ 0,00 ppm de ferro e
0,04 + 0,00 ppm de cobre. Estes resultados demonstraram que a pectina comercial de
beterraba apresentou 15 vezes mais ferro do que a pectina citrica, afetando a acdo desse
polissacarideo como antioxidante. Deste modo, propde-se realizar estudos de extragdo da
pectina de beterraba com elevado grau de pureza para intensificar o seu efeito como agente

antioxidante.
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6 CONCLUSAO

O estudo da estabilidade de emulsdo de dleo de peixe produzida com
membrana de caseina e pectinas demonstrou que a pectina de beterraba ndo apresentou
suficiente carga para interagir com a caseina em pH 3, resultando em floculagao.

No estudo de membrana com B-lactoglobulina, a concentracdo de pectina
que proporcionou maior estabilidade a emulsdo de 6leo de peixe foi 0,06% m/m em pH 3,5.

Dentre as pectinas estudadas na composi¢ao de membrana, a pectina citrica
teve melhor desempenho na estabilidade oxidativa da emulsdo do que a pectina de beterraba,
embora o esperado fosse que a presenca de 4cido ferulico nessa pectina tivesse maior
atividade antioxidante.

A avaliacdo do conteudo de ferro da amostra de pectina de beterraba foi 15
vezes superior a pectina citrica, o que limitou a atividade antioxidante desse polissacarideo no
sistema estudado.

As pectinas, citrica ou de beterraba, ndo apresentaram atividade
antioxidante. A interacdo com a B-lactoglobulina, no entanto, proporcionou a estabilidade

oxidativa observada na emulsdo de 6leo de peixe.
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7 SUGESTOES

Sugere-se avaliar a estabilidade fisica de emulsdes de 6leo de peixe com
membrana de caseina e pectina em pH superior a 3,5.
Sugere-se o emprego de pectina de beterraba purificada para o estudo de

estabilidade oxidativa de emulsdo de 6leo de peixe com membrana de 3 lactoglobulina.
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