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RESUMO GERAL

As emulsdes a base de proteinas tém se destacado como alternativas promissoras aos sistemas
convencionais estabilizados por surfactantes artificiais, especialmente diante da crescente
demanda da industria alimenticia por ingredientes naturais e rétulos limpos. O 6leo de pequi
(Caryocar brasiliense), abundante no Cerrado brasileiro, € rico em compostos bioativos, como
carotenoides, acidos graxos insaturados e compostos fendlicos, os quais conferem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e caracterizar emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A) para a encapsulagdo do oleo
de pequi, visando a prote¢ao de seus compostos bioativos. Para a estabilizacdo dos sistemas,
foram empregadas a proteina isolada de ervilha (PE) e o complexo proteina—
carboximetilcelulose (PE-CMC). O estudo foi conduzido em duas etapas. Inicialmente, as
emulsdes foram otimizadas por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR 22?), considerando as concentra¢des de PE e de CMC como variaveis independentes, e
a estabilidade centrifuga (EC), o indice de atividade e estabilidade emulsificante (EAI), o
angulo de contato (AC) e a qualidade da homogeneizacdo como varidveis resposta, com o
objetivo de maximizar a estabilidade do sistema. Na etapa seguinte, foi aplicado um
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em esquema fatorial 5 x 2, avaliando-se o efeito
do pH (3,4, 5, 6 ¢ 7) e do tipo de estabilizante (PE ¢ PE-CMC) sobre o comportamento das
emulsdes. Na primeira etapa, as formulagdes Otimas corresponderam a emulsdes contendo
3,41% de PE e 3,41% de PE combinada com 0,5% de CMC. Na etapa seguinte, os resultados
evidenciaram uma interagao significativa entre o pH e o tipo de estabilizante, influenciando
diretamente a estabilidade do sistema. As emulsdes estabilizadas apenas com PE apresentaram
elevada instabilidade fisica, caracterizada por floculagdo acentuada e separacdo de fases,
especialmente nos pHs 4, 5 e 6, em decorréncia da baixa solubilidade da proteina nessas
condi¢des. Em contraste, as emulsdes PE-CMC apresentaram maior estabilidade ao longo da
faixa de pH avaliada, com manutencdo da integridade do sistema, embora tenha sido observada
separacao de fases nos pHs 3 e 4, atribuida a formagdo de complexos insoluveis. Esse
desempenho superior foi associado a combinacdo dos mecanismos de estabilizacdo eletrostatica
e estérica promovidos pela CMC, resultando em uma barreira interfacial mais robusta. As
emulsdoes PE-CMC também demonstraram maior eficiéncia na retencdo dos compostos
bioativos do 6leo de pequi, embora essa eficiéncia tenha sido afetada pelo pH, de forma
semelhante aos demais sistemas. O ciclo de congelamento e descongelamento foi a Unica
condicdo de estresse na qual as emulsdes PE-CMC ndo apresentaram desempenho satisfatorio.
Conclui-se que os sistemas estabilizados com PE e PE-CMC constituem estratégias eficazes
para melhorar a estabilidade e a funcionalidade de emulsdes contendo 6leo de pequi, com
comportamento dependente do pH, promovendo a prote¢do dos compostos bioativos frente a
estresses ambientais e de processamento.

Palavras-chave: emulsdes; 6leo de pequi; complexo proteina-polissacarideo; compostos
bioativos; estabilidade fisico-quimica.



GENERAL ABSTRACT

Protein-based emulsions have emerged as promising alternatives to conventional systems
stabilized by artificial surfactants, especially given the growing demand from the food industry
for natural ingredients and clean labels. Pequi oil (Caryocar brasiliense), abundant in the
Brazilian Cerrado, is rich in bioactive compounds such as carotenoids, unsaturated fatty acids,
and phenolic compounds, which confer antioxidant and anti-inflammatory properties. In this
context, the present work aimed to develop and characterize oil-in-water (O/W) emulsions for
the encapsulation of pequi oil, aiming at the protection of its bioactive compounds. Pea protein
isolate (PE) and the protein-carboxymethylcellulose complex (PE-CMC) were used to stabilize
the systems. The study was conducted in two stages. Initially, the emulsions were optimized
using a Central Composite Rotational Design (CCRD 22), considering the concentrations of PE
and CMC as independent variables, and centrifugal stability (CS), emulsifier activity and
stability index (EAI), contact angle (CA), and homogenization quality as response variables,
with the aim of maximizing system stability. In the next step, a Completely Randomized Design
(CRD) in a 5 x 2 factorial scheme was applied, evaluating the effect of pH (3, 4, 5, 6, and 7)
and the type of stabilizer (PE and PE-CMC) on the behavior of the emulsions. In the first step,
the optimal formulations corresponded to emulsions containing 3.41% PE and 3.41% PE
combined with 0.5% CMC. In the next step, the results showed a significant interaction between
pH and the type of stabilizer, directly influencing the stability of the system. Emulsions
stabilized solely with PE exhibited high physical instability, characterized by pronounced
flocculation and phase separation, especially at pH 4, 5, and 6, due to the low solubility of the
protein under these conditions. In contrast, PE-CMC emulsions showed greater stability across
the evaluated pH range, maintaining system integrity, although phase separation was observed
at pH 3 and 4, attributed to the formation of insoluble complexes. This superior performance
was associated with the combination of electrostatic and steric stabilization mechanisms
promoted by CMC, resulting in a more robust interfacial barrier. PE-CMC emulsions also
demonstrated greater efficiency in retaining the bioactive compounds of pequi oil, although this
efficiency was affected by pH, similarly to the other systems. The freeze-thaw cycle was the
only stress condition in which PE-CMC emulsions did not perform satisfactorily. It is
concluded that systems stabilized with PE and PE-CMC constitute effective strategies to
improve the stability and functionality of emulsions containing pequi oil, with pH-dependent
behavior, promoting the protection of bioactive compounds against environmental and
processing stresses.

Keywords: emulsions; pequi oil; protein—polysaccharide complex; bioactive compounds;
physicochemical stability.



INDICADORES DE IMPACTO

Este estudo demonstra a viabilidade da utilizagdo de proteinas vegetais e polissacarideos
para a elaboracdo de emulsdes com 6leo de pequi, sendo uma alternativa viavel e alinhada aos
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU),
especialmente aqueles relacionados a producao e consumo responsaveis (ODS 12), a seguranca
alimentar e nutricional (ODS 2) e a promocao de inovagdes sustentaveis na industria de
alimentos (ODS 9).

Além disso, o uso de ingredientes de origem vegetal contribui para a reducdo da
dependéncia de emulsificantes sintéticos e de origem animal, favorecendo o desenvolvimento
de produtos com apelo clean label e menor impacto ambiental. A valorizagao do 6leo de pequi,
um recurso regional do Cerrado brasileiro, também reforga a importancia da biodiversidade e
do fortalecimento de cadeias produtivas locais, promovendo desenvolvimento socioecondomico
e incentivo a agricultura regional.

Do ponto de vista tecnoldgico, os resultados obtidos evidenciam o potencial de
aplicagdo desses sistemas em produtos alimenticios funcionais, com maior estabilidade fisico-
quimica e capacidade de protecdo de compostos bioativos, como carotenoides. Dessa forma, o
estudo contribui para o avango cientifico na area de emulsdes alimenticias e para o

desenvolvimento de solu¢des mais sustentaveis e inovadoras na industria de alimentos.



IMPACT INDICATORS

This study demonstrates the feasibility of using plant proteins and polysaccharides to
develop emulsions containing pequi oil, representing a viable alternative aligned with the
United Nations Sustainable Development Goals (SDGs), particularly those related to
responsible consumption and production (SDG 12), food security and nutrition (SDG 2), and
the promotion of sustainable innovations in the food industry (SDG 9).

Furthermore, the use of plant-based ingredients contributes to reducing reliance on
synthetic and animal-derived emulsifiers, supporting the development of clean-label products
with lower environmental impact. The valorization of pequi oil, a regional resource from the
Brazilian Cerrado, also highlights the importance of biodiversity and the strengthening of local
production chains, promoting socioeconomic development and encouraging regional
agriculture.

From a technological perspective, the results obtained demonstrate the potential
application of these systems in functional food products, with enhanced physicochemical
stability and improved protection of bioactive compounds, such as carotenoids. Therefore, this
study contributes to the scientific advancement in the field of food emulsions and to the

development of more sustainable and innovative solutions for the food industry.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As emulsdes sdo sistemas coloidais que podem desempenhar um papel significativo na
capacidade de incorporar e estabilizar ingredientes bioativos. Tradicionalmente, sao
estabilizadas por surfactantes sintéticos, que reduzem a tensao interfacial entre fases imisciveis
(6leo e agua), facilitando a formacdo e manuten¢do das emulsdes. No entanto, a crescente
preocupacdo com a sustentabilidade e a demanda por produtos de “rotulo limpo” tem
pressionado a industria de alimentos a reformular seus produtos, impulsionando a busca por
alternativas inovadoras (He; Lu, 2024; Mcclements, 2011). Nesse contexto, as emulsdes
Pickering, estabilizadas por particulas sélidas surgem como uma solugdo promissora,
oferecendo vantagens como maior estabilidade para encapsulagdo de compostos bioativos. As
particulas solidas de origem orgénica utilizadas para estabilizar emulsdes podem ser derivadas
de diferentes fontes, incluindo polissacarideos, proteinas e seus complexos. Essas particulas
formam uma barreira rigida na interface 6leo-adgua, retardando ou impedindo os fatores de
instabilidade do sistema, o que garante uma estabilidade mais prolongada (Comunian et al.
2020). A proteina de ervilha (PE) (Pisum sativum) tem se destacado como uma alternativa
sustentavel e funcional para a estabilizacdo de emulsdes, devido a sua natureza anfifilica
principalmente na formacao de emulsdes do tipo O/A, nas quais regides hidrofilicas interagem
melhor com a fase aquosa (Yi ef al. 2021). Quando combinada com polissacarideos, como por
exemplo, a carboximetilcelulose (CMC), um agente espessante utilizado na industria de
alimentos, sua funcionalidade pode ser ainda mais aprimorada. Essa combinacdo permite
modificacdes estruturais nos sistemas, promovendo maior estabilidade das emulsdes (Yue et al.
2021).

O ¢6leo de pequi (Caryocar brasiliense), um recurso abundante no cerrado brasileiro,
destaca-se por sua composi¢cdo rica em compostos bioativos, como os carotenoides, acidos
graxos insaturados e compostos fenolicos, o que lhe confere propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias, tornando um ingrediente atrativo para aplicacdes na industria alimenticia
(Miranda-Vilela ef al. 2014). Entretanto, sua alta suscetibilidade a oxidacdao representa um
desafio para sua preservagao e para o uso eficiente. A encapsulagdo desse 6leo em emulsdes €
uma estratégia viavel para proteger seus compostos bioativos, ampliando seu potencial de

aplicacdo industrial e atendendo a crescente demanda por produtos naturais, funcionais e
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sustentaveis no mercado (Comunian et al. 2020). Dada a relevancia do 6leo de pequi como
recurso natural do cerrado e o potencial das emulsdes para superar os desafios e limitagdes
relacionados a estabilidade de odleos ricos em compostos bioativos, este estudo propoe
investigar o uso de PE isolada e complexo PE-CMC como estabilizantes de emulsdes para
formagao de emulsdes do tipo O/A encapsulando 6leo de pequi, buscando contribuir para o
desenvolvimento de solucdes inovadoras que atendam as demandas de um mercado por

produtos de rotulo limpo e sustentaveis.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Emulsoes convencionais

Uma emulsdo ¢ um sistema coloidal amplamente utilizado nas industrias alimenticias,
farmacéuticas, cosméticas e petroliferas. Consiste de uma mistura heterogénea, dispersdao ou
suspensdo de dois ou mais liquidos imisciveis, como 6leo e agua, que sdo termodinamicamente
instaveis. O sistema apresenta uma fase dispersa (em menor propor¢ao), em forma de goticulas
pequenas e esféricas, e uma fase continua (abundante) que a envolve as goticulas (Kale; Deore,
2017).

As emulsdes podem ser classificadas de acordo com a natureza das fases (Figura 1) e a
relagdo entre fase dispersa e continua, como 6leo/dgua (O/A), em que a mistura ¢ formada por
goticulas de 6leo dispersas em uma fase aquosa (por exemplo, leite e molhos), ou d4gua em 06leo
(A/O), em que a mistura ¢ formada por goticulas de 4gua dispersas em uma fase oleosa (por
exemplo, margarina e manteiga) (Mcclements, 2011).

Figura 1 - Representacao de emulsdes 6leo em agua (O/A) e agua em 6leo (A/O).

Emulsoes O/A Emulsoes A/O

Oleo @ Agua
Fonte: Adaptado de O’Lenick (2021).
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Emulsdes multiplas sdo sistemas complexos que consistem em uma emulsao dentro de
outra emulsdo (Figura 2). Elas podem ser divididas em dois tipos: 4gua em 6leo em agua
(A/O/A) e 6leo em agua em 6leo (O/A/O). No tipo A/O/A, goticulas de dgua estao dispersas
em uma fase continua de 6leo (fase intermedidria), que por sua vez esta dispersa em outra fase
continua de agua, sendo frequentemente usado em produtos cosméticos, farmacéuticos e
alimenticios, como cremes e lo¢des. (Kale; Deodore, 2017; Tiang et al. 2024).

Em uma emulsao (O/A/O), goticulas de 6leo estao dispersas dentro de uma fase continua
de agua (fase intermediaria), que esta dispersa em uma fase continua de 6leo. Esse tipo ¢ comum
em processos industriais e na fabricagdo de alimentos, como em produtos de panificagdo e
molhos. As emulsdes multiplas oferecem vantagens como maior estabilidade devido a estrutura
de multiplas camadas, que pode impedir a coalescéncia das goticulas e proporcionar um
controle mais preciso sobre a liberacdo de ingredientes ativos (Asl-Ghanbarnezhad ef al. 2024;
Tiang et al. 2024).

Figura 2 - Representagdo de emulsdes multiplas (a) A/O/A, (b) O/A/O.

Emulsiio primaria (A/O)

/\_‘____ __4_> f' e . _

ase interna
da agua

ase oleosa

Fase aquosa
Fase interna

de 6leo

© o 4
o000
) °o Oo
w

Fase externa Fase externa

de agua de éleo

(a) A/O/A (b) O/A/O

Fonte: Adaptado de Mudric (2019).

O processo de formacdo de uma emulsdo cineticamente estavel por um determinado
periodo de tempo envolve a dispersdao de uma fase em outra, sendo necessario fornecer uma
quantidade substancial de energia para formar e dispersar as goticulas. A aplica¢do de energia
mecanica por meio da agitagdo ¢ o método mais comum para a formagao de emulsdes (Niu et
al. 2023).

A adicao de substancias estabilizadoras ao sistema favorece a formacao de emulsoes,
reduzindo a velocidade das alteracoes do sistema. Essas substancias, conhecidas como
emulsificantes ou surfactantes, t€m como funcao de reduzir a tensdo interfacial entre as fases

imisciveis e facilitar a interagdo de substancias insolaveis entre si (Han et al. 2023).
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A caracteristica fundamental de um surfactante ¢ que sua estrutura contém uma parte
hidrofilica, que interage com a fase aquosa, e outra lipofilica, que interage com a fase oleosa.
Logo, esta estrutura permite a atuagcdo do surfactante na interface entre duas fases imisciveis,
sendo imprescindivel que o composto tenha um equilibrio adequado entre hidrofilicidade e
lipofilicidade (McClements, 2011).

Os surfactantes alimentares podem ser classificados de acordo com sua carga, sendo
eles anidnicos, catidnicos, ndo idnicos ou anfoteros. Os anidnicos, como a lecitina de soja € os
caseinatos, sao utilizados na estabilizagdo de chocolates, margarinas e emulsdes lacteas. Os
cationicos, embora pouco utilizados, interagem com proteinas e polissacarideos carregados
negativamente. Os ndo i6nicos, amplamente empregados, incluem mono ¢ diglicerideos, que
melhoram a textura de paes e sorvetes, e os €steres de sacarose, comuns em produtos de baixo
teor de gordura. Os anfoteros, como proteinas modificadas e fosfolipideos, ajustam sua carga
conforme o pH do meio (Jayasankar; Karthyayaniamma, 2024; Kaur et al. 2024; Saini et al.
2024).

Diversos estudos tém sido realizados para investigar os fatores que influenciam a
estabilidade de emulsdes e desenvolver estratégias para melhoré-la ao longo do tempo. A
compreensdo dos fendmenos de instabilidade (Figura 3) das emulsdes ¢ essencial para o
desenvolvimento de formulagdes estaveis por periodos mais longos de tempo (Kim ez al. 2024).

Os principais fenomenos de instabilidade que podem ocorrer em emulsdes sao:

1) Coalescéncia: caracterizada por um fendmeno em que as goticulas da fase
dispersa da emulsdo se fundem e formam goticulas maiores, levando & separagio das fases. E
causada pela reducao da tensdo interfacial entre as fases, que pode ser provocada por fatores
como choques mecanicos, agitagdo ou mudancas no pH (Langevin, 2023).

2) Sedimentacdo: caracterizada pela aglutinagdo de goticulas da fase mais densa
que se acumulam no fundo do recipiente, devido a diferenca de densidade entre as fases, que
leva a separagdo por gravidade (Plassard ef al. 2024).

3) Cremeacdo: ¢ a aglutinacao de goticulas, na qual as goticulas da fase dispersa
sdo menos densas que a fase continua e se acumulam na superficie da emulsdo. Esse fenomeno
ocorre devido a diferenca de densidade entre as fases, que leva a separagdo por gravidade. A
cremeacao ¢ considerada um processo reversivel, o que significa que, apds a agitacdo, a
emulsdo pode retornar a sua forma original (Huyst ef al. 2023).

4) Floculagdo: ¢ a formacao de agregados de goticulas na fase dispersa, que podem
levar a separagdo das fases. Esse fenomeno ocorre devido a interacdo entre as goticulas,

influenciada por fatores como mudangas no pH ou na temperatura, € € causado por forgas de
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atracdo de van der Waals. A floculagdo ¢ uma forma de instabilidade reversivel sendo
considerada a primeira manifestagdo do processo de separagdo (Lamanna et al.2023;
Scharnberg et al. 2023).

5) Amadurecimento de Ostwald: ¢ um mecanismo que ocorre devido a difusao de
moléculas da fase dispersa de goticulas menores para goticulas maiores, impulsionado pela
diferencga de pressdo capilar entre elas. Com o tempo, as gotas menores desaparecem, que leva
ao aumento do didmetro médio das goticulas e a perda de estabilidade do sistema coloidal (Kim

et al. 2024).

Figura 3 - Representagdo esquematica dos mecanismos de desestabilizacdo das emulsdes.
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Fonte: Adaptado de Wilson et al. (2022).

2.2 Emulsées Pickering

As emulsdes Pickering sdo sistemas em que a estabilizagdo da interface 6leo-agua ¢
realizada por meio de particulas coloidais so6lidas, formando uma camada interfacial densa. Nas
emulsdes classicas, o surfactante reduz a tensdo interfacial entre o 6leo e a dgua, facilitando a

quebra das goticulas durante a emulsificacdo, diminuindo a energia livre de Gibbs. Nas
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emulsdes Pickering, as particulas solidas sdo adsorvidas e ancoradas quase irreversivelmente
na interface dos liquidos, formando uma barreira fisica rigida, que também reduz a energia livre
de Gibbs garantindo uma elevada estabilidade cinética da emulsao (Almeida et al. 2024; Yin;
Wang; Zeng, 2019).

Para que as particulas estabilizadoras sejam eficazes em emulsdes, devem apresentar
certo grau de molhabilidade, ou seja, as particulas devem ser molhaveis tanto pela fase oleosa
quanto pela fase aquosa. Essas emulsdes tém despertado notavel interesse de pesquisa na
comunidade cientifica nos ultimos anos devido a sua elevada estabilidade contra a coalescéncia
e amadurecimento de Ostwald, além da sua capacidade de alterar a cinética de digestao lipidica
das emulsdes apos o consumo (Lamanna ef al. 2023; Tang, 2019).

No setor alimenticio, as emulsdes Pickering t€ém se destacado como alternativa aos
sistemas que contém estabilizadores tradicionais, atendendo a crescente demanda por
ingredientes com roétulo limpo (clean label). A flexibilidade na escolha e na modificagcdo das
particulas permite a personalizagdo das propriedades da emulsdo, como a viscosidade ¢ a
aparéncia, além de contribuir para uma abordagem mais sustentdvel, j4 que muitas particulas
sdao derivadas de fontes naturais ou renovaveis (Ribeiro et al. 2021; Zhu, 2019). Entre as
particulas s6lidas mais promissoras estdo as a base de proteinas (ervilha, soja, whey e outros),
microgéis, fribilas (B-lactoglobulina) e nanoparticulas ocas (zeina, albumina) (Figura 4). Essas
particulas sdo favorecidas por serem naturais, biodegradaveis e aplicaveis a uma variedade de
produtos alimenticios, incluindo molhos, cremes e bebidas, proporcionando estabilidade a

longo prazo e textura desejavel (Ribeiro et al. 2021; Yan et al. 2020).

Figura 4 — Comparagao entre emulsoes classicas e classes de emulsdes Pickering.
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Fonte: Adaptado de Yan et al. (2020).
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Para que uma particula seja utilizada como estabilizador em emulsdes Pickering, ¢
essencial que apresente molhabilidade parcial adequada, ¢ determinada pelo angulo de contato
(AC) trifasica particula/dleo/agua (p/o/a) (0). O angulo 0 indica a afinidade relativa das
particulas pelo 6leo e pela dgua e ¢ calculado pela Lei de Young, representado pela Equacgao (1)

(Albert et al. 2019; Calabrese et al. 2018):

cosf = —(yp,;/—ypo) (1)

Onde ¥pq, ¥po € Yoa, SA0 respectivamente, as tensdes interfaciais particula-agua, particula-6leo
e 6leo-agua.

Para que uma particula seja eficaz na estabilizacdo de uma emulsao, o AC trifasico deve
ser moderado, geralmente entre 30° e 150° (Figura 5). Particulas com AC préximo de 90° sdo
ideais, devido a sua afinidade similar por ambas as fases, formando uma camada estérica que
impede a coalescéncia do sistema, garantindo um sistema de maxima estabilidade. Sendo assim,
particulas mais hidrofilicas (6<90°) formardo preferencialmente emulsdes O/A e as particulas

mais hidrofobicas (6>90°) formardo emulsdes A/O (Xiao; Li; Huang, 2016).

Figura 5 - O AC de particulas esféricas na interface 6leo e dgua e o tipo de emulsao formada.
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Fonte: Adaptado de Cassani e Gomez-Zavaglia (2024).

A fase em que as particulas sao dispersas antes da emulsificacdo também desempenha
um papel no tipo de emuls@o formada. Particulas inicialmente dispersas na fase aquosa tendem
a formar emulsdes do tipo O/A, enquanto dispersas inicialmente na fase oleosa tendem a formar

emulsoes do tipo A/O (De Carvalho-Guimaraes ef al. 2022).
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As propriedades fisicas e mecanicas das interfaces estabilizadas por particulas solidas
em emulsdes Pickering diferem das interfaces estabilizadas por surfactantes tradicionais. Nas
emulsdes Pickering, as particulas solidas formam uma camada rigida e tridimensional na
interface Oleo-adgua, resultando em maior espessura, enquanto os surfactantes tradicionais
formam apenas uma fina monocamada (Berton-Carabin; Schroen, 2015).

A concentragdo de particulas solidas utilizadas exerce um impacto nas propriedades da
emulsdo resultante. Em concentragdes baixas, apenas uma pequena area da interface 6leo-agua
¢ estabilizada, o que pode levar a instabilidade do sistema e a formagdo de goticulas maiores.
Em concentragdes intermediarias, a area interfacial disponivel ¢ ligeiramente superior a
capacidade de cobertura das goticulas, o que permite o processo de coalescéncia das goticulas
até que a interface esteja totalmente recoberta. Em concentracdes elevadas de particulas, ¢
possivel formar emulsdes com goticulas muito pequenas, devido a maior cobertura da interface.
No entanto, ¢ necessario garantir que todas as particulas sejam eficientemente adsorvidas para
evitar a presenca de particulas livres na fase continua, pois podem sedimentar na fase continua
ao longo do tempo, levando a separacdo de fases (Albert et al. 2019; Winuprasith;
Suphantharika, 2015). O tamanho das particulas ¢ um fator importante para a estabilidade das
emulsdes, variando significativamente e influenciando diretamente as propriedades e
comportamento da emulsdo. Desta forma, particulas menores sao mais eficazes na estabilizacdo
de emulsdes com goticulas menores, pois oferecem maior area superficial especifica (m?/g),
permitindo uma cobertura mais eficiente da interface o6leo/agua. (Almeida, 2024; Seo et al.
2012).

O tamanho das goticulas na emulsdo tende a diminuir & medida que a concentracao de
particulas no sistema aumenta, o que permite controlar o tamanho das goticulas. Este fendmeno
¢ conhecido como "coalescéncia limitada", e resulta em uma distribuicdo homogénea do
tamanho das goticulas diretamente proporcional a quantidade de particulas presentes e a sua
capacidade de cobrir as goticulas (Schmitt; Destribats; Backov, 2014). Esse comportamento

pode ser descrito pela Equacao (2):
1__M %
D 6CpVp vp (2)

Em que, D representa o didmetro final da gota, m, ¢ a massa das particulas, p ¢ a
densidade das particulas, V, € o volume da fase dispersa, C € a cobertura da superficie (fragdo
da darea interfacial da gota coberta pelas particulas), a, € a area da particula projetada na

interface, € v, € 0 volume da particula.
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2.2.1 Reologia das emulsées

A reologia das emulsdes estd diretamente relacionada a organizacdo das particulas na
interface das goticulas, influenciando a estabilidade cinética e o comportamento mecanico.
Diferentemente das emulsdes estabilizadas por surfactantes de baixa massa molecular, que
apresentam comportamento predominantemente viscoso, emulsdes estabilizadas por particulas
ou biopolimeros frequentemente exibem caracteristicas eldsticas, associadas a formagdo de
camadas interfaciais mais rigidas na interface fluido—fluido (Qian et al. 2020; Sharma, Kumar

e Sangwali, 2015).

Do ponto de vista reologico, esses sistemas apresentam comportamento ndo newtoniano
do tipo pseudoplastico, descrito adequadamente pelo modelo da Lei de Poténcia. Os valores do
indice de comportamento de fluxo (n) sdo inferiores a 1, indicando reducdo da viscosidade
aparente com o aumento da taxa de cisalhamento. O indice de consisténcia (K) ¢ influenciado
pela concentracdo proteica ¢ pela presenca de polissacarideos, refletindo a formacao de
diferentes niveis de estruturagao da fase continua e das intera¢des entre goticulas e biopolimeros
(Yue et al. 2021; Xu et al. 2024).

Os parametros reoldgicos n e K também sdo fortemente afetados pelas condicdes de
processamento, como tratamento por ultrassom de alta intensidade e variagdes de pH. Essas
estratégias promovem a desnaturacdo controlada da PE, aumentam a exposi¢do de grupos
hidrofobicos e favorecem a formagao de particulas e complexos mais eficientes na estabilizagdao
interfacial. Como consequéncia, obtém-se emulsdes com goticulas menores, distribuicdo de
tamanho mais homogénea e redes estruturais mais coesas, refletidas em valores mais elevados
de K e em comportamento de fluxo com maior pseudoplasticidade (Xu et al. 2024; Zhang et al.
2021).

Do ponto de vista tecnoldgico, sistemas que combinam altos valores de K e baixos
valores de n apresentam potencial para aplicagdes como impressdao 3D de alimentos, nas quais
sdao simultaneamente exigidas elevada extrudabilidade e rapida recuperacao estrutural apos o
cisalhamento. Além disso, emulsdes baseadas em complexos proteina—polissacarideo podem
atuar como substitutos de gordura, ao mimetizar a plasticidade e a espalhabilidade de gorduras
saturadas utilizando 6leos liquidos mais saudaveis. A elevada viscosidade da fase continua e a
robusta estabilizagdo interfacial também favorecem a encapsulagdo e a prote¢do de compostos
bioativos lipofilicos, permitindo a liberacdo controlada e maior estabilidade oxidativa

(Comunian et al. 2020; Salehi, Inanloodoghouz e Karami, 2023; Xu ef al. 2024).
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2.2.2 Aplicacoes das emulsdes Pickering em alimentos

Diversas aplicacdes das emulsdes Pickering sdo citadas na literatura (Figura 6),
incluindo a encapsulacdo de compostos bioativos, a formulacao de produtos com baixo teor de
gordura, impressao 3D, desenvolvimento de novas embalagens alimenticias, entre outras. No
desenvolvimento de novos produtos, as particulas solidas utilizadas na estabilizagdo das
emulsdes podem contribuir para a criacdo de sensagdes de cremosidade e textura, mesmo em
formulagdes com menor teor de gordura. Isso permite a produgdo de alimentos mais saudaveis
sem comprometer a qualidade sensorial (Gao et al. 2023).

Os avangos na aplicacdo de emulsdes Pickering na impressao 3D de alimentos, por meio
da manufatura aditiva, t€ém sido amplamente estudados, devido a capacidade dessas emulsdes
de formar sistemas altamente estaveis. Essas caracteristicas permitem manipulagdes especificas
para criar texturas, encapsular compostos bioativos e controlar o comportamento mecanico e
sensorial das matrizes alimenticias impressas. A estabilizagdo por particulas sélidas de origem
organica (proteinas, polissacarideos, fibras e outras) oferece uma abordagem segura e
sustentavel para o desenvolvimento de produtos personalizados. Além disso, suas propriedades
reoldgicas podem ser ajustadas para atender as exigéncias dos processos de impressao (He; Lu,

2024; Tracey et al. 2022).
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Figura 6 — Principais aplica¢des das emulsdes Pickering.
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Fonte: Adaptado de Cassani ¢ Gomez-Zavaglia (2024).

Alimentos ricos em lipidios, especialmente os que contém acidos graxos insaturados,
sdo suscetiveis a oxidacdo lipidica durante o processamento e armazenamento. O processo de
oxidacdo de lipidios resulta na formacdo de compostos volateis e de componentes
potencialmente toxicos, comprometendo a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos
(Geng; Liu; Zhang, 2023).

Em alimentos a base de emulsdes, a principal causa da oxidagdo ¢ a interacdo entre
hidroperoxidos lipidicos e ions metalicos de transi¢do localizados proximos as superficies das
goticulas. No caso das emulsdes Pickering estabilizadas por particulas de proteina, a camada
de proteina atua como uma barreira fisica, impedindo o contato entre os hidroperdxidos
lipidicos nas goticulas e os ions metalicos na fase aquosa, retardando, assim, a oxidagao lipidica
(Berton-Carabin; Schroen, 2015).

Estudos demonstram que as particulas proteicas adsorvidas na interface 6leo-agua sao
inicialmente oxidadas em emulsdes Pickering, e a capacidade antioxidante dessa camada

proteica esta diretamente relacionada ao tipo e a distribuicdo dos aminoacidos presentes. Altos
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niveis de metionina e cisteina no sistema aumentam a capacidade de eliminacdo de radicais
livres e de quelagdo de ions metalicos, retardando o processo de oxidag¢do (Berton-Carabin;
Schroen, 2015; Ribeiro et al. 2021). Além disso, a carga superficial das goticulas também
influencia a taxa de oxidagdo lipidica, sugerindo que o controle do potencial zeta da camada
proteica pode ser uma estratégia eficaz para reduzir a oxidacdo em emulsdes (Kargar et al.
2012).

Essa modificacao pode ser alcangada pela selecao do tipo de proteina utilizada ou do
ajuste do pH e da composic¢ao idnica da fase aquosa. Por exemplo, emulsoes estabilizadas por
nanoparticulas de gliadina/quitosana exibiram maior estabilidade a oxidacdo em pH inferiores
do ponto isoelétrico da gliadina, devido a carga positiva das nanoparticulas que repelia os ions

metalicos (Li et al. 2019).

2.3 Particulas solidas como estabilizantes de emulsdes Pickering

As emulsdes Pickering sao estabilizadas por particulas solidas que se adsorvem na
interface dgua-6leo, formando uma camada protetora que retarda os fendmenos de instabilidade
do sistema. Essas particulas podem ser de origem inorganicas (como silica, aluminia) ou

organicas (como polissacarideos, proteinas e outros) (Tang, 2019; Wang ef al.2015).

2.3.1 Particulas estabilizadoras a base de polissacarideos

Os polissacarideos sdao macromoléculas constituidas por longas cadeias de
monossacarideos unidas por ligagdes glicosidicas. Em sistemas emulsionados, podem atuar na
estabilizagdo principalmente por meio do aumento da viscosidade da fase continua, reduzindo
a mobilidade das goticulas. Além disso, em alguns casos, podem interagir com a interface 6leo—
agua, especialmente quando formam complexos com proteinas, contribuindo para a formagao
de uma barreira fisica que dificulta a coalescéncia e promove a estabilidade do sistema (Xu et
al., 2024).

A celulose nativa ¢ um polissacarideo hidrofilico com baixa capacidade emulsificante.
No entanto, diversos estudos demonstraram que emulsdes estaveis podem ser formadas
utilizando cristais de celulose, produzidos ao isolar as regides cristalinas (responsaveis pela
rigidez, densidade e resisténcia a tragcdo) por meio de técnicas quimicas, mecanicas ou
biologicas. Dependendo do método e da fonte de preparacdo, os exemplos incluem, celulose
microfibrilada, celulose regenerada, celulose nanocristalina, celulose microcristalina, celulose

nanofibrilada e celulose bacteriana (Liu et al. 2023; Meng et al. 2023a).
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Dentre os polissacarideos utilizados na elaborac¢ao de emulsdes Pickering , os derivados
de celulose, como a celulose microcristalina e os nanocritais de celulose, sdo conhecidos por
suas propriedades estruturais, que auxiliam na formagao de uma rede estabilizadora ao longo
da interface. Os derivados da celulose modificada, como a CMC e a hidroxipropilmetilcelulose
(HPMC), embora apresentem carater anfifilico, atuam predominantemente na fase continua,
contribuindo para a estabilizagdo do sistema por meio do aumento da viscosidade e, em alguns
casos, pela formacao de estruturas ou complexos que podem auxiliar na estabilizacao interfacial
(Chen et al. 2023; Dai et al. 2020).

Os amidos modificados sdo amplamente utilizados devido as suas propriedades
adaptadas, que atendem as necessidades especificas, e sdo obtidos por meio de modificagdes
fisicas, quimicas ou enzimaticas, oferecendo vantagens significativas em compara¢gdo com 0
amido nativo (Ribeiro et al. 2021). Como essas particulas sdo geralmente hidrofilicas, sendo
necessarias modificagdes estruturais para tornd-las mais hidrofébicas, e com molhabilidade
adequada pelas fases aquosa e oleosa. A modificagdio mais amplamente utilizada é a
esterificacdo do amido com anidrido octenil succinico (OSA), que consiste na substitui¢do
parcial dos grupos hidroxila por substituintes hidrofobicos, conferindo natureza anfifilica.
Outras modificacdes utilizadas para aumentar a hidrofobicidade dos granulos de amido, como
a modificagdo com anidrido acético e anidrido ftalico, que podem nao ser atraentes para os
consumidores devido ao crescente mercado de ingredientes de rotulo limpo (Zhu, 2019).

Muitos estudos demonstram que os complexos polissacarideo-polissacarideo tém
ganhado destaque nos ultimos anos, especialmente no desenvolvimento de microcapsulas, géis,
fibras e filmes. Esses complexos sdo formados principalmente por interacdes eletrostaticas
entre polissacarideos com cargas opostas. A quitosana € o tnico polissacarideo cationico natural
encontrado em abundancia na natureza. Por outro lado, polissacarideos catidnicos
semissintéticos podem ser obtidos por modificagdo quimica de polissacarideos naturais, como
a goma guar cationica ou a hidroximetilcelulose. Em contraste, diversos polissacarideos
anidonicos naturais, como goma xantana, pectina, alginato, goma arabica, carragena, acido
hialurénico, sulfato de condroitina e polissacarideos de soja, sio amplamente disponiveis. Além
disso, polissacarideos anidnicos semissintéticos, como a CMC ou o octilsuccinato-amido,
também podem ser produzidos (Cui et al. 2021; Ribeiro ef al. 2021; Zhu, 2019). As particulas
baseadas em complexos de polissacarideos oferecem vantagens em relagdo as particulas de
polissacarideos simples na formagao de emulsdes devido a alteragdes na molhabilidade (Cui et
al. 2021). O estudo de Sharkawy, Barreiro e Rodrigues (2019), avaliou o AC com a interface

O/A utilizando quitosana e quitosana:goma arabica (1:1). Constatou-se um aumento do angulo
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de 42,5° para 89,2°, respectivamente. Em outro estudo, o AC com a interface O/A, utilizando
amido modificado (OSA) e amido modificado-quitosana (2,5:1) aumentou de 36,8° para 74,2°,
respectivamente. Esses resultados demonstram que a molhabilidade das particulas pode ser
ajustada para otimizar a adsor¢do por meio da proporcao de polissacarideos (Yan et al. 2020).

As caracteristicas de carga superficial e a morfologia das particulas em complexos
polissacarideo-polissacarideo sdo importantes para a formacdo e estabilizacdo de emulsdes
(Ribeiro et al. 2021). Complexos com cargas adequadas geram uma forte repulsao eletrostatica
entre as goticulas de oleo. Por exemplo, nanoparticulas de quitosana e goma arabica
apresentaram um potencial zeta () superior a +30 mV em pH entre 3 e 5, indicando a
predominancia da carga positiva da quitosana e excelente estabilidade (Tan ef al. 2016). Além
disso, a morfologia das particulas desempenha um papel importante. A nanocelulose cristalina
fosforilada, por exemplo, exibe uma forma alongada, mas, quando combinada com quitosana
modificada, assume uma morfologia esférica, o que pode melhorar tanto a adsor¢do quanto a

estabilidade da emulsdo (Baek et al. 2019; Yan et al. 2020).

2.3.1.1 Carboximetilcelulose

A CMC ¢ um derivado da celulose amplamente utilizado na industria alimenticia devido
as suas propriedades funcionais Unicas, como solubilidade em agua, capacidade de formar
solucdes viscosas ¢ estabilidade em uma ampla faixa de pH e de temperatura. Sua estrutura
quimica (Figura 7), na qual os grupos hidroxila (-OH) da celulose sdo substituidos por grupos
carboximetil (-CH2-COOH), aumenta a interagdo com moléculas de agua e outras substancias.
Essas interacdes de hidrogénio intra e intercadeias contribuem para uma maior flexibilidade

estrutural e melhoram sua solubilidade em agua (Akhlaq ef al. 2023).
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Figura 7 — Estrutura quimica da CMC.

Fonte: Beghetto et al. (2016).

Na area de alimentos, a CMC ¢ empregada como espessante, estabilizante, agente de
suspensao e modificador de textura. Em produtos liquidos, como bebidas lacteas ou sucos, A
CMC atua prevenindo a sedimentacdo de particulas sélidas, garantindo uniformidade e
estabilidade (Rahman et al. 2021). Em molhos e sopas, melhora a viscosidade, e a textura e
evita a separagao de fases. Em produtos congelados, como sorvetes, minimiza a formagao de
cristais de gelo, preservando uma textura cremosa durante o armazenamento (Chumlert et al.
2024). J4 em confeitos, como gomas e balas, auxilia na formacdo de gel e no controle de
consisténcia. Sua estrutura ¢ adequada e ideal para produtos dietéticos e funcionais, devido a
sua baixa caloria e ao papel de fibra soluvel, contribuindo para a saude intestinal (Keller, 2020).

A eficicia da CMC em alimentos depende de seu grau de pureza e do grau de
substituicdo (DS), que influencia sua solubilidade, viscosidade e interagdo com outros
ingredientes. Para aplicag¢des industriais, o DS geralmente varia entre 0,4 € 0,9 (Saberi Riseh et
al. 2023).

Recentemente, a CMC tem sido investigada para novas aplicagdes, como estabilizante
de emulsdes Pickering, devido a sua versatilidade quimica. Essas caracteristicas tornam a CMC
uma escolha ideal para iniciativas voltadas a redu¢do do impacto ambiental da industria
alimenticia, aprimorando a funcionalidade dos produtos, dando énfase no desenvolvimento de
novos alimentos mais sustentdveis (Akhlaq et al. 2023).

A CMC atua como estabilizante eficaz em emulsdes O/A, ao aumentar a viscosidade da
fase continua (aquosa), reduzindo a coalescéncia das goticulas de 6leo. Os grupos carboxila da

molécula contribuem com carga negativa ao sistema coloidal, promovendo maior repulsdao
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eletrostatica e evitando floculacdo, especialmente em pH acidos, em que, proteinas isoladas
seriam insuficientes como estabilizantes (Keller, 2020).

Mensah et al. (2024) investigou a utilizacgdo de CMC e quitosana para estabilizar
emulsdoes do tipo O/A, encapsulando piperina. Resultados mostraram que as particulas
formaram uma camada interfacial resistente, conferindo alta estabilidade as emulsdes frente a
variagoes de pH, temperatura e forca idnica.

No estudo de Wang, Ji e Xia (2024), foi elaborado um complexo entre proteina de
amendoim e quatro tipos de CMC comerciais (concentracdo de CMC fixa em 1% (m/v)) para
aplicagdo em emulsdes Pickering do tipo O/A encapsulando curcumina. O AC da proteina de
amendoim foi de 84,0°, enquanto o complexo proteina de amendoim e CMC apresentou valores
variando entre 91,5° e 113,7°. Resultados indicaram que a CMC com grau de substitui¢do (DS)
de 0.9 e peso molecular de 250 kDa, proporcionou um AC mais proximo de 90°, sugerindo

excelente molhabilidade bifasica e capacidade emulsificante.

2.3.2 Particulas estabilizadoras a base de proteinas

As proteinas possuem propriedades interfaciais e emulsificantes devido a presenga de
grupos hidrofilicos e hidrofébicos em sua estrutura. Essas caracteristicas permitem que
retenham agua, formem espumas e géis, liguem-se a gordura, e estabilizem emulsdes através
de sua adsorcdo na interface 6leo-agua, processo que impede a agregacao das goticulas e a
coalescéncia, devido a repulsdo eletrostatica e/ou forgas repulsivas estéricas (Ribeiro et al.
2021; Tang, 2019). Em comparacdo com emulsificantes de baixa massa molar, como
monoglicerideos e polissorbatos, as proteinas sdo reconhecidas como seguras para 0 consumo
(GRAS) e podem ser usadas sem limitagdes (Deng et al. 2022).

As nanoparticulas de proteina sdo compostas por particulas esféricas formadas por
moléculas de proteinas entrelagadas fisicamente ou quimicamente (Joye; McClements, 2014).
Estas particulas sdo utilizadas na estabilizacdo de emulsdes Pickering, e sua eficacia depende
de fatores como o tamanho, concentragdo e caracteristicas interfaciais. A elaboragao dessas
nanoparticulas pode ser feita a partir de proteinas de origem animal, vegetal ou microbiana
(Ribeiro et al. 2021). No entanto, o uso de proteinas vegetais tem ganhado destaque devido aos
beneficios de saude, as tendéncias alimentares ¢ a sustentabilidade ambiental (Dai et al. 2018).

O desempenho das proteinas como emulsificantes depende de sua estrutura e de sua
capacidade de interagir com outros ingredientes alimenticios. A eficacia na estabiliza¢ao de

interface varia de acordo com o tipo de proteina, fatores intrinsecos a molécula, condi¢des
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ambientais (pH, temperatura, for¢a idnica) e com os diferentes métodos sdo aplicados para
realizar modificagdes, conferindo caracteristicas importantes (Tabela 1). Existe uma forte
demanda na industria de alimentos por estabilizadores de emulsdes Pickering a base de
proteinas vegetais que sejam mais econOmicos € com menor potencial alergénico, em
comparagdo com as proteinas animais, como as do leite, e outras vegetais, como as de soja

(Lima et al. 2023; Meng et al. 2023b).



Tabela 1 — Métodos de modificagdo de proteina e suas caracteristicas.

Modificacao fisica

Caracteristicas modificadas

Referéncias

Tratamento de alta
pressao
Tratamento térmico
com cisalhamento
Tratamento de
plasma de pressao
atmosférica fria
Tratamento

ultrassdnico

Alteracdes estruturais, estabilidade de
formagdo de espuma

Melhoria da textura da proteina

Melhorias na solubilidade, capacidade

de emulsificacdo e retencao de agua

Melhoria das propriedades de

gelificagcdo e aumento de solubilidade

Chao; Jung; Aluko
(2018)
Akharume; Aluko;
Adedeji (2021)
Zhang et al. (2021)

Xiong et al. (2018)

Modificacao

Quimicas

Glicacao (Maillard)

Auxilia na reducao do sabor residual de

proteina (ex: feijao)

Nasrabadi; Goli;
Nasirpour (2015)

Acilagao Ajuda a melhorar a solubilidade, Fang et al. (2020)
estabilidade da emulsdo, capacidade de
retencao de agua e propriedades de
formacao de espuma
Desamidacgao Melhoria da solubilidade, e reducao Nasrabadi; Doost;
sabor desagradavel residual, amargor e Mezzenga (2021)
grumos
Succinilacao Alteragdo de cargas e solubilidade de ~ Basak; Singhal, 2022
proteinas
Modificacao
Biolégica
Fermentagao Melhoria da digestibilidade da proteina Ge et al. (2020)
Enzimatica Melhoria da solubilidade da proteina, Ahmadifard et al.
hidrofobicidade, propriedades (2016)

emulsificantes e de formacao de

espuma

Fonte: Adaptado de Shanthakumar et al. (2022).
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Entre as proteinas vegetais, as prolaminas, como zeina, kafirina e gliadina, destacam-se
por suas caracteristicas anfifilicas e alta hidrofobicidade superficial, tornando-as excelentes
estabilizadoras de emulsdes (Hu ez al. 2016). Essas proteinas sdo insoliveis em agua e dleo,
mas solaveis em solugdes alcodlicas aquosas, o que permite sua reorganizacdo em
nanoparticulas esféricas. Métodos como precipitagdo antissolvente e evaporagao de solventes
sdo utilizados para induzir a formacao dessas nanoparticulas, que permanecem intactas durante
o ciclo de vida das emulsoes (Dai et al. 2018; Folter et al. 2012).

Contudo, algumas nanoparticulas altamente hidrofobicas, como a silica podem formar
aglomerados insoluveis, o que reduz sua eficacia como estabilizadoras de emulsdes (Binks; Isa;
Yyowua, 2013; Wang et al. 2015). Para melhorar a estabilidade dessas nanoparticulas, tém sido
exploradas combinagdes com moléculas mais hidrofilicas, como polissacarideos, proteinas
hidrofilicas ou polifenois. Essas modificagdes aumentam a dispersibilidade das nanoparticulas
em agua e otimizam sua adsor¢ao na interface 6leo-agua, evitando a autoagregacao (Feng; Lee,
2016).

Adicionalmente, a modificagdo do pH e da forca idnica também tem mostrado ser uma
estratégia eficaz para melhorar a funcionalidade das nanoparticulas (Dai et al. 2018). Por
exemplo, nanoparticulas de zeina modificadas com acido tanico resultaram em emulsdes com
boa dispersdo em agua e estabilidade a longo prazo (Zou et al. 2015).

O estudo de Comunian ef al. (2020) investigou a encapsulacao do 6leo de pequi e a co-
encapsulacdo dos oleos de pequi e buriti, ambos ricos em carotenoides, em emulsdes O/A,
utilizando isolado proteico de soro de leite (WPI) como surfactante em sua forma natural e
aquecida. As emulsdes foram submetidas a diferentes condigdes de estresse para analise de
estabilidade e, em seguida, liofilizadas criando um p6 que fosse mais adequado para aplicagcdes
na industria alimenticia. Os resultados indicaram que as emulsdes contendo WPI com
tratamento térmico apresentaram menor indice de instabilidade e melhor retencdo de
carotenoides ao longo do armazenamento de 30 dias a 37°C, com valores de retencao de
carotenoides de at¢ 50%. Além disso, a co-encapsulacao de 6leos de pequi e buriti resultou em

uma maior estabilidade oxidativa em comparag@o com os 6leos livres.

2.3.2.1 Proteina de ervilha

A PE (Pisum sativum) tem ganhado destaque como alternativa vegetal a soja, devido as
suas qualidades funcionais, ao alto valor nutricional e baixo custo. E composta principalmente

por globulinas, como a vicilina e a legumina, que representam a maior parte das proteinas
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presentes na ervilha. A vicilina é uma proteina globular com massa molecular de 40 a 70 kDa
e rica em aminoacidos como glutamina e acido aspartico, enquanto a legumina, possui massa
molar entre 300 a 400 kDa (Cabrilo et al. 2010). A solubilidade e as propriedades funcionais
da PE, como a capacidade de formar géis e emulsdes, sao influenciadas por condigdes de pH e
pelos métodos de extragdo, sendo valiosas em aplicagdes alimenticias, especialmente em
produtos alternativos a carne e plant-based (Y1 et al. 2021).

A PE tem despertado interesse como estabilizante em emulsdes Pickering, devido as
suas propriedades funcionais, que permitem a formacao de emulsdes cineticamente estaveis do
tipo O/A. Essa estabilidade ¢ alcangada pela capacidade da proteina de adsorver-se as interfaces
6leo-agua, possuindo melhor afinidade pela fase aquosa devido as suas regides hidrofilicas,
formando filmes protetores ao redor das goticulas de 6leo e conferindo maior estabilidade as
emulsdes (Shanthakumar et al. 2022). Os estudos indicam que emulsdes estabilizadas por
proteinas isoladas de ervilha tratadas termicamente exibem maior estabilidade em relacdo a
cremosidade quando comparadas com emulsdes formadas por proteinas isoladas de ervilha nao
modificadas (Shen; Hong; Li, 2022). Quando submetida a modificagdes térmicas ou
ultrassonicas, a PE pode apresentar propriedades interfaciais e emulsificantes aprimoradas,
essenciais para a estabilizagdo de emulsdes Pickering. O tratamento térmico em altas
temperaturas causa o desdobramento das estruturas proteicas, alterando as interacdes
hidrofobicas e eletrostaticas e as ligacdes de dissulfeto. Ja o tratamento ultrassonico modifica a
conformacdo da proteina por meio da quebra de ligagdes ndo covalentes, melhorando a
solubilidade da proteina isolada de ervilha e sua capacidade de adsor¢do na interface 6leo-agua
(Khan ef al. 2023; Silva; Chandrapalapa, 2023).

A estabilidade fisica e solubilidade da PE sao altamente dependentes do pH. Dispersdes
de PE sdo preparadas em condi¢des acima do seu ponto isoelétrico (4,6), utilizando sistemas
tamponantes, uma vez que a solubilidade ¢ reduzida quando o pH se aproxima do seu ponto
1soelétrico. Em pH acima do ponto isoelétrico, a maior carga superficial da proteina reduz a
agregacao, favorecendo a formagao de dispersdes mais estdveis € a adsorcao controlada da
proteina na interface 6leo/dgua, com formagao de camadas interfaciais mais eficientes (Liang;
Tang, 2014).

Existe uma crescente demanda pelo uso da PE em aplicagdes alimenticias. No entanto,
a utilizacdo da PE como ingrediente em produtos como bebidas lacteas acidificadas (pH
variando entre 4-4,5) representa um grande desafio tecnoldgico para a industria de alimentos

(Yiet al. 2021).
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2.3.3 Particulas estabilizadoras a base de complexo proteina-polissacarideo

Particulas a base de complexos proteina-polissacarideo combinadas tém sido atualmente
aplicadas como sistemas de encapsulamento e entrega, agentes texturizantes, substitutos de
gordura e estruturas formadoras de fibras ou filmes (Deng et al 2022). A adicdo de
polissacarideos anidnicos em emulsdes estabilizadas por proteinas pode influenciar
significativamente a sua estabilidade. Dependendo do tipo de polissacarideo utilizado, este pode
se ligar as proteinas na interface 6leo-agua, alterando totalmente a reologia do sistema (Albano;
Cavallieri; Nicoletti, 2019). Por exemplo, a incorporacao de goma arabica em uma emulsao
estabilizada por proteinas do ovo pode modificar seu comportamento reoldgico, de fluido
newtoniano para um de pléastico de Bingham. Em contraste, o uso de outros polissacarideos,
como goma de alfarroba, goma guar, CMC e goma xantana, resulta em comportamento
pseudoplastico (Lam; Nickerson, 2013).

O nivel de interacdo entre proteinas e polissacarideos depende de diversos fatores,
incluindo as caracteristicas do biopolimero (massa molecular, conformagdo, proporcao da
mistura, tipo de biopolimero e distribuigdo de sitios reativos), as condigdes do solvente (pH,
concentracdo salina e temperatura), a concentragao total do biopolimero ¢ o método de
forma¢do da emulsdo. A utilizagdo de métodos combinados para a producdo da emulsdo
Pickering como aquecimento, agitagdo mecanica ¢ homogeneizagdo em alta pressdo pode
influenciar a composicdo, a estrutura € o comportamento dindmico dos biopolimeros na
interface. (Guo et al. 2016; Lam; Nickerson, 2013; Ribeiro et al. 2021). A preparagdo de
complexos entre proteinas e polissacarideos pode ser realizada por métodos fisicos, quimicos e
enzimaticos, dependendo das caracteristicas especificas dos biopolimeros e das propriedades
desejadas do complexo (Baek et al. 2019). A reagdo de Maillard ¢ um método quimico
amplamente utilizado, no qual grupos aminos das proteinas reagem com grupos carbonila de
acucares redutores. Esse processo € realizado apos a secagem das particulas de biopolimeros,
como pulverizagdo ou liofilizagdo, seguida de aquecimento seco para promover a reacao. Esse
método ¢ eficaz na formacdo de complexos estaveis, melhorando a estabilidade e a
funcionalidade das emulsodes (Chen et al. 2018; Murata, 2021).

Na abordagem enzimatica, utiliza-se a enzima lacase, que catalisa a oxidag¢ao de fenois
e de outros substratos, facilitando a formacdo de ligacdes covalentes entre proteinas e
polissacarideos. A utilizacdao de lacase para reticular proteinas e polissacarideos ¢ considerada

uma alternativa ecologica e econdmica, demonstrando grande potencial para melhorar a
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estabilidade de particulas, como as de gelatina-pectina e aumentar a funcionalidade de sistemas
coloidais (Zeeb; McClements, 2017).

Os métodos fisicos baseiam-se na secagem e na homogeneizagao, ¢ sao utilizados para
preparar particulas de biopolimeros, que podem ser posteriormente reticuladas pelos processos
quimicos ou enzimaticos. Esses complexos podem ser aplicados na estabilizagdo de emulsdes
e na melhoria da liberacdo controlada de compostos bioativos encapsulado (Chen et al. 2018).

Um mecanismo alternativo para a formagdo de complexos entre polissacarideos e
proteinas envolve o aquecimento controlado de proteinas isoladas ou de misturas de proteinas
e polissacarideos. Esse processo ocorre porque as proteinas globulares, em complexos proteina-
polissacarideo, tendem a desnaturar-se e a se agregarem por um mecanismo semelhante ao das
proteinas globulares isoladas em temperaturas mais altas. Para este procedimento, ¢ necessario
ajustar o pH para revestir as particulas de proteina com polissacarideos (Figura 8). Assim,
particulas de biopolimeros formam-se quando a proteina ¢ aquecida acima de sua temperatura
de desnaturagdo térmica e interage eletrostaticamente com um polissacarideo em pH proximo

ao ponto isoelétrico da proteina (Guo et al. 2016; Ribeiro et al. 2021).

Figura 8 — Representacdo esquematica das interacdes proteina-polissacarideo por

coacervacgao complexa e revestimento.
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Fonte: Adaptado de Ribeiro et al. (2021).

O estudo de Yi ef al. (2021) revelou que a complexa¢ao da PE com pectina de
alto teor de metoxilagdo (HMP) melhorou significativamente as propriedades funcionais
da proteina. A formagdo de complexos PE-HMP resultou em maior hidrofobicidade e
estabilidade da PE diante de estresses ambientais, caracteristicas ndo observadas quando
a PE foi utilizada isoladamente. A complexa¢do também aumentou a atividade
emulsificante e a estabilidade das emulsdes encapsulando B-caroteno, tornando esses
complexos mais eficazes como estabilizadores em emulsdes de alta fase interna

(HIPPEs) em comparacao a PE isolada.



33

Qi, Ibrahim e Hasim (2019) investigaram a interacao entre o isolado de PE, CMC e
pectina em emulsdes do tipo O/A, com foco nas suas propriedades fisicas e quimicas e atividade
antioxidante. Foi utilizado um planejamento de mistura, para avaliar como diferentes
propor¢des dos polimeros influenciam as caracteristicas das emulsdes. A emulsdo com a
combinacdo de PE e CMC apresentou menor didmetro médio de goticulas (10,56 pum) e
combinada com pectina, a melhor atividade antioxidante pelo ensaio do radical cation DPPH

na proporcao (1/3 PE, 1/3 CMC e 1/3 pectina).

2.4 Oleo de pequi

O pequi (Caryocar brasiliense), uma arvore nativa do cerrado brasileiro, ¢ um fruto de
grande importancia nutricional e cultural, representando um papel fundamental na
biodiversidade e na economia das regides onde ¢ cultivado. O pequi, pertence a familia
Caryocaraceae, sendo uma espécie arborea (Figura 9) que pode atingir alturas superiores a 10
metros e estd adaptada as condigdes especificas do cerrado, um bioma caracterizado por seu
clima sazonalmente seco e solo pobre em nutrientes (Comunian et al. 2020; Gomes et al. 2025).
Apesar de seu valor nutricional e econdmico, para as familias que trabalham com o fruto, o
cultivo, a coleta e o processamento nas areas de Cerrado ainda sdo pouco explorados,
dificultando a agregagdo de valor a cadeia produtiva do pequi. O 6leo da polpa de pequi € uma
fonte rica em carotenoides, compostos fendlicos e acidos graxos insaturados, o que o torna uma
fonte potencial de corantes naturais e outras substancias bioativas, com uso principal na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (Miranda-Vilela et al. 2014). Contudo, um dos
principais desafios dessa cadeia produtiva do pequi € a logistica de transporte € a conservacao
dos frutos e derivados, essencial para manter seu valor nutricional e econdmico (Alves et al.

2017).
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Figura 9 — Aspecto visual do fruto de pequi e de seus componentes internos. (A) pequizeiro;
(B) Fruto cortado com exocarpo (casca) mesocarpo externo espesso e cinco pirénios; (C)
Corte longitudinal de um pireno de pequi mostrando o mesocarpo interno (polpa amarela) e

a améndoa; (D) Fruto globoso.

()]

Fonte: Vieira et al. (2024).

De acordo com Miranda-Vilela et al. (2014), o 6leo de pequi pode ser obtido a partir do
mesocarpo (polpa) ou das améndoas, e os teores de 6leo presente na polpa e nas améndoas sao
aproximadamente 33,4% e 51,5% em base seca, respectivamente. O 6leo da polpa de pequi
apresenta cor alaranjada, aroma suave e o sabor caracteristico, sua alta qualidade nutricional
deve-se ao elevado teor de carotenoides, vitamina C, compostos fenolicos e 4cidos graxos
insaturados, principalmente os acidos oleico e palmitico. Além de seu uso tradicional na
culindria e na medicina (Alves et al. 2017) estudos sugerem que a ingestao regular de 6leo de
pequi oferece beneficios a satde, como protecdo contra danos oxidativo e efeitos anti-

inflamatorios (Comunian et al. 2020).

2.5 Carotenoides

Os carotenoides s3o compostos naturais presentes em vegetais, algas e microrganismos,
desempenhando papéis fisiologicos nas plantas e beneficios a satide humana. Sdo pigmentos

naturais que conferem cor aos vegetais e atuam como antioxidantes, capturando radicais livres
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como o oxigénio singlete e os radicais peroxila, e possuem natureza lipofilica, o que lhes
permite atuar como antioxidantes nas lipoproteinas LDL e HDL (Boon et al. 2010).

Os carotenoides sao divididos em dois grupos principais com base em suas estruturas:
carotenos, que sao hidrocarbonetos puros, como licopeno, a-caroteno e B-caroteno e xantofilas,
carotenoides oxigenados, como astaxantina, luteina, neoxantina, violaxantina e zeaxantina

(Figura 10) (Geng et al. 2020).

Figura 10 — Estrutura quimica dos carotenos e das xantofilas.
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Fonte: Adaptado de Geng et al. (2020).

Por muitos anos, a induastria de alimentos tem utilizado corantes artificiais para
intensificar a cor de produtos processados, visando melhorar a aparéncia. No entanto, a ingestao
dessas substancias tem sido associada a potenciais efeitos adversos a saude, o que, tem
impulsionado o mercado consumidor a preferir produtos com corantes naturais, que apesar de
serem mais caros, sao considerados mais seguros € muitas vezes possuem propriedades
funcionais (Comunian et al. 2020). Exemplos desses corantes incluem betalainas, antocianinas
e carotenoides, que podem proteger o DNA e atuar como agentes hipoglicemiantes e

antioxidantes. O extrato de urucum, curcumina, carmim de cochonilha, antocianinas e
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betalainas sdo amplamente utilizados na industria alimenticia. No grupo dos carotenoides, 0s
mais usados para colorir alimentos s3o astaxantina, cantaxantina, 3-caroteno, licopeno, bixina
e norbixina (Codevilla et al. 2015; Nabi et al. 2023).

No pequi, os principais carotenoides incluem violaxantina, luteina e zeaxantina, embora
sua eficacia como pro-vitamina A varie (Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya, 2004). No
entanto, a eficdcia dos carotenoides do pequi em termos de atividade pro-vitamina A tem sido
objeto de debate na literatura cientifica.

Apesar dos seus beneficios, os carotenoides sdo suscetiveis a degradag¢do por luz,
oxigénio, calor e pH, o que desencadeia reagdes oxidativas que resultam na perda da cor e da
atividade antioxidante, comprometendo sua funcionalidade. A presenca de duplas ligagdes
conjugadas na estrutura quimica, os torna vulneraveis a oxidacao. (Boon et al. 2010).

A luz ¢ um dos principais agentes que contribuem para a degradag@o dos carotenoides.
Quando expostos a luz, podem sofrer isomerizacdo, alterando sua estrutura molecular, ou
fotoxidagdo, que resulta na quebra das moléculas. A concentragdo de f-caroteno, por exemplo,
pode ser reduzida em 50% em uma amostra exposta a luz por apenas 30 minutos (Alves et al.
2017). O oxigénio leva a formacao de epoxidos e peroxidos, que sdo menos eficazes como
antioxidantes (Boon et al. 2010).

O aquecimento pode levar a degradacdo térmica dos carotenoides, resultando na
formacgao de produtos de degradacdo, e na quebra das duplas ligacdes conjugadas, o que diminui
a eficacia dos carotenoides como antioxidantes e sua capacidade de conferir cor vibrante aos
alimentos (Wang et al. 2024).

Em ambientes altamente acidos ou alcalinos, os carotenoides podem sofrer degradacao
quimica, resultando na perda de suas propriedades benéficas. O controle do pH ¢, portanto, uma
considera¢do importante ao formular produtos que contenham carotenoides (Wijesekara; Xu,
2024).

O uso de métodos como spray-drying, coacervacdo complexa e emulsdes, protege os
compostos bioativos de fatores ambientais adversos, aumentando sua estabilidade (Alexandre
et al. 2019; Comunian ef al. 2020). Em especial, as emulsdes t€ém demonstrado eficiéncia na
preservacdo de carotenoides e acidos graxos, oferecendo maior resisténcia a oxidacdo e
estabilidade em produtos alimenticios (Gomez-Estaca et al. 2018).

A encapsulagdo do 6leo de pequi utilizando métodos como spray-drying, coacervagao
complexa, gelificagdo idnica, nanotecnologia, emulsdes e outros, protege seus compostos
bioativos de fatores ambientais adversos, aumentando sua estabilidade (Alves et al. 2017;

Comunian et al. 2020). Tais métodos envolvem a criagdo de uma matriz protetora ao redor do
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composto bioativo, isolando-o do ambiente externo e reduzindo sua exposi¢do ao oxigénio, a

luz e ao calor, o que contribui para a estabilidade (Comunian et al. 2020).

Desta forma, a utilizacdo de emulsdes Pickering para encapsulacao do 6leo de pequi
tem demonstrado ser uma Otima técnica para preservar a integridade dos carotenoides e dos
acidos graxos do 6leo. Estudos indicam que a estabilizagao com particulas solidas aumenta a
resisténcia do 6leo de pequi a condigdes ambientais adversas e reduz o indice de oxidacao
(Comunian et al. 2020), sendo particularmente vantajoso em produtos alimenticios, em que se
busca maior estabilidade de ingredientes bioativos € o uso de alternativas naturais aos

surfactantes convencionais (Gomez-Estaca et al. 2018).

3 CONSIDERACOES GERAIS

Apesar do avanco no desenvolvimento de emulsdes estabilizadas por biopolimeros, a
literatura ainda apresenta estudos limitados e pouco aprofundados sobre a estabilidade fisico-
quimica e oxidativa de emulsdes contendo 6leo de pequi, especialmente no que se refere a
influéncia do pH, as interagdes proteina—polissacarideo ¢ ao comportamento desses sistemas ao
longo do armazenamento. Essa lacuna evidencia a necessidade de investigagdes que elucidem
os mecanismos de estabilizagdo e de protecdao oxidativa desse 6leo em matrizes emulsificadas.
Dessa forma, o desenvolvimento de emulsdes estabilizadas por PE e CMC configura-se como
uma abordagem promissora para a encapsulacao e prote¢do do 6leo de pequi, contribuindo tanto
para a valorizacdo de um recurso nativo brasileiro quanto para o avango cientifico em uma area
ainda incipiente. Ademais, essa estratégia atende a crescente demanda por produtos de rotulo
limpo (clean label), permitindo a substitui¢do de aditivos sintéticos por solugdes naturais,

sustentaveis e tecnologicamente eficientes na indudstria de alimentos.
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OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA DE ERVILHA E
CARBOXIMETILCELULOSE EM EMULSOES COM OLEO DE PEQUI

RESUMO

As emulsdes a base de proteinas tém se destacado como alternativas promissoras aos sistemas
convencionais estabilizados por surfactantes sintéticos, atendendo a crescente demanda da
industria alimenticia por rotulos limpos (clean label) e ingredientes naturais. Nesse contexto,
proteinas e polissacarideos de origem vegetal vém ganhando destaque como estabilizantes
sustentaveis e funcionalmente eficientes. O 6leo de pequi (Caryocar brasiliense), abundante no
Cerrado brasileiro, destaca-se pelo elevado teor de acidos graxos insaturados e de compostos
bioativos, como carotenoides e compostos fenolicos, que conferem elevado potencial
antioxidante. No entanto, esses compostos sdo altamente suscetiveis a degradacdo oxidativa
quando expostos a luz, ao oxigénio e a varia¢des de pH, tornando necessaria a utilizagdo de
sistemas de encapsulacdo eficientes que promovam prote¢do e estabilidade durante o
processamento e o armazenamento. O presente trabalho teve como objetivo otimizar emulsdes
do tipo 6leo em dgua (O/A) utilizando proteina isolada de ervilha (PE) e o complexo proteina—
carboximetilcelulose (PE-CMC) como estabilizantes. A otimizacdo das emulsdes foi
conduzida por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 22),
considerando como variaveis independentes as concentragdes de PE e de CMC na fase aquosa.
As variaveis dependentes foram estabilidade centrifuga (EC), indice de atividade emulsificante
(EAI), estabilidade emulsificante (ESI), angulo de contato (AC) e qualidade de
homogeneizagdo, parametros fundamentais para a avaliagdo do desempenho das emulsdes. Os
resultados evidenciaram interacdo significativa entre PE e CMC em todas as respostas, exceto
no angulo de contato, indicando que o equilibrio entre esses biopolimeros ¢ essencial para a
formacgao eficiente das emulsoes. As condigdes 6timas foram definidas em 3,41% de PE e em
3,41% de PE com 0,5% de CMC, com valores de EC de 100% e 95,1 %, valores de EAI de
33,2 ¢ 40,0 m*g, ESI de 161,0 e 171,5 minutos e AC de 57,0° e 72,8°, respectivamente,
indicando a formagdo de uma interface bem estruturada, com aumento da hidrofobicidade
interfacial e 6tima qualidade de homogeneizagao. A analise de turbidez demonstrou a formagao
de complexos eletrostaticos entre os polimeros, evidenciada pelo deslocamento do ponto de
solubilidade minima de pH 4,60 (PE) para pH 2,65 (PE-CMC). A microscopia Optica
confirmou que, em emulsdes PE poucas proteinas estavam livres na fase continua, enquanto em
emulsdes PE-CMC observa-se a presenca significativa de proteinas associadas a formacdo de
complexos na fase continua, contribuindo para a estabilizacdo da emulsdo pela formagao de
barreira estérica. Conclui-se que sistemas de PE e PE-CMC sdo eficazes em pH neutro para a
producao de emulsdes de 6leo de pequi estaveis, homogéneas e com potencial de aplica¢dao na
industria de alimentos, especialmente em formulagdes que priorizam ingredientes naturais e
estratégias de clean label.

Palavras-chave: emulsdes; 6leo de pequi; proteina de ervilha; sustentabilidade; propriedades
interfaciais.
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1 INTRODUCAO

O pequi (Caryocar brasiliense) ¢ um fruto nativo do Cerrado brasileiro amplamente
reconhecido por sua relevancia nutricional, econdmica e cultural. O dleo extraido de sua polpa
apresenta elevada concentragdo de compostos bioativos, especialmente carotenoides,
compostos fenolicos e acidos graxos insaturados, associados a propriedades antioxidantes e
anti-inflamatoérias. No entanto, essa composicdo altamente insaturada torna o 6leo de pequi
particularmente suscetivel a oxidagao lipidica e a degradac¢do induzida por fatores ambientais,
como luz e temperatura, o que limita sua estabilidade, vida de prateleira e aplicagao em sistemas
alimenticios e industriais (Comunian et al. 2020).

Nesse contexto, estratégias tecnologicas capazes de proteger o 6leo de pequi contra
processos de degradagdo tornam-se essenciais. A encapsulagdo em emulsdes a base de proteinas
destaca-se como uma abordagem promissora, pois utiliza particulas solidas como agentes
estabilizantes em substituicao aos surfactantes convencionais. Essas particulas adsorvem-se de
forma irreversivel na interface 6leo—agua, formando uma barreira fisica rigida que confere
maior resisténcia a coalescéncia e ao amadurecimento de Ostwald, além de reduzir a exposi¢ao
do 6leo a agentes pro-oxidantes, como oxigénio, ions metalicos, luz e outros. Como resultado,
as emulsdes apresentam elevada estabilidade fisico-quimica e potencial para proteger
compostos lipofilicos sensiveis (He; Lu, 2024; Mcclements, 2011).

Em condi¢des adequadas, a formagdo de complexos proteina—polissacarideo promove
rearranjos estruturais na interface 6leo—agua, resultando em camadas interfaciais mais espessas,
densas e mecanicamente resistentes, além de melhorias nas propriedades reologicas e na
estabilidade cinética do sistema, especialmente em pH neutro. Entretanto, nem todas as
associacoes entre proteinas e polissacarideos sdo termodinamicamente favoraveis. A proteina
de ervilha (PE) e a carboximetilcelulose (CMC), apesar de individualmente eficientes como
agentes estabilizantes, apresentam incompatibilidade termodindmica quando dispersas
simultaneamente em solugdo aquosa em pH neutro. Essa incompatibilidade esta associada as
diferencas na natureza molecular, na conformacao e nas interagdes intermoleculares entre a PE,
um biopolimero anfifilico com carga dependente do pH, e a CMC, um polissacarideo anionico
altamente hidrofilico, podendo impactar diretamente a estabilidade cinética das emulsdes (Yue
etal. 2021; Xu et al. 2024; Liu et al. 2018).

Diante desse cenario, o objetivo deste trabalho ¢ otimizar emulsdes do tipo O/A

encapsulando os compostos bioativos do 6leo de pequi, estabilizadas por PE isolada e complexo
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PE-CMC em pH 7, avaliando o potencial dessas emulsdes quanto a estabilidade fisico-quimica,

interfacial e funcional dos sistemas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Material

Para a elaboragao das emulsodes, utilizou-se a PE (0,8% de carboidrato, 80% de proteina,
1,5% de gordura total, 0,5% de fibra alimentar, em base seca), adquirida da Wenutri, Sao Paulo.
A CMC com 0,9 grau de substituicdo e viscosidade de 3500 cP adquirida da Adicel, Minas
Gerais. O 6leo de pequi foi adquirido da Aroma D’Minas, Minas Gerais. Os demais reagentes

utilizados no estudo foram citados ao longo do trabalho.

2.2 Métodos

2.2.1 Planejamento experimental

O estudo consistiu na otimizacdo de emulsdes com o6leo de pequi utilizando um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR 22), considerando como varidveis
independentes as concentragdes de PE e CMC. As varidveis resposta avaliadas foram:
estabilidade centrifuga (EC, %), indice de atividade emulsificante (EAI, m?/g), indice de
estabilidade emulsificante (ESI, min), angulo de contato (AC, °) e qualidade de
homogeneizagao (ruim, boa ou 6tima).

A determinacdo das condi¢cdes Otimas foi realizada por meio de otimizacdo
multirresposta, utilizando a fun¢ao de desejabilidade. Posteriormente, foram realizadas analises

de microscopia Optica e turbidez dos biopolimeros nas condi¢des otimizadas.

2.3 Planejamento experimental das emulsdes

As emulsdes foram formuladas com base nas condi¢des estabelecidas no planejamento
experimental, variando-se as concentracoes de PE e CMC na fase aquosa conforme o
delineamento DCCR 22. As concentragdes empregadas estdo descritas na Tabela 1, na qual os
niveis codificados -1 e +1 para a PE correspondem a 1,00% e 3,00% (m/v), respectivamente,

enquanto, para a CMC, correspondem a 0,10% e 0,60% (m/v).
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2.3.1 Otimizaciao pela func¢io de desejabilidade

As condigdes Otimas das emulsdes foram determinadas por meio da funcdo de
desejabilidade, aplicada a otimizagdo multirresposta. Inicialmente, cada variavel-resposta (Y1)
foi transformada em uma fun¢do de desejabilidade individual (di), com valores variando de 0
(condicao indesejavel) a 1 (condigao desejavel).

Para as respostas quantitativas, adotou-se o critério de maximizagdo, atribuindo-se
valores de desejabilidade de acordo com a classificacdo (condi¢@o indesejavel = 0; condicao
desejavel = 1). A desejabilidade global (D) foi obtida a partir da média geométrica das

desejabilidades individuais, conforme a Equagao 1:

D =+(d1.d2.d3 ...dn) (1)

em que n corresponde ao numero de respostas avaliadas. As condigdes 6timas foram definidas

como as que maximizaram o valor de D para emulsdes de PE e de PE-CMC.

2.4 Elaboracao dos biopolimeros (fase aquosa)

Para o preparo dos biopolimeros foi utilizada a metodologia modificada de Xu ef al.
(2024). A PE foi dispersa em 100 mL de 4gua destilada a temperatura ambiente (25 °C), sob
agitacdo magnética (500 rpm) por 3 horas, para garantir a hidratacdo completa da proteina. Em
seguida, o pH da solu¢do foi ajustado de 7 para 12 com NaOH 4M, seguido de 1 hora de
agitacdo. Posteriormente, o pH foi neutralizado para 7 com HCl 1M. Em seguida, a solucao foi
submetida a um tratamento térmico (85 °C/30 min) em banho maria para promover a
desnaturacdo proteica, e resfriada até a temperatura ambiente. Simultaneamente, a CMC foi
dispersa em 100 mL de dgua destilada sob agitacdo magnética (500 rpm) a 25 °C por 3 horas.
Ambeas as dispersdes (PE e CMC) foram entdo incubadas a 4 °C por 12 horas, para garantir a
hidratacdo completa dos polimeros. Apods a hidratacdo, as solugdes de PE e CMC foram
misturadas na propor¢do de massa final conforme os ensaios da Tabela 1 e mantidas sob

agitacdo magnética (500 rpm) por 30 minutos.
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2.5 Elaboracao das emulsdes

As emulsdes foram elaboradas utilizando 6leo de pequi (10% m/v: fixo) como fase
oleosa e uma fase aquosa composta por biopolimeros (90% m/v) em pH 7. A pré-
homogeneizagdo das emulsdes foi realizada em homogeneizador do tipo hélice (Ika Rw 20,
Brasil) a 2500 rpm por 10 minutos, seguida de homogeneiza¢do com ultrassom de ponteira

(Branson, México) por 3 minutos, empregando amplitude de 60% e poténcia de 240 W.
2.5.1 Estabilidade centrifuga

A estabilidade das emulsdes foi avaliada por centrifugacdo, segundo a metodologia
adaptada de Xu et al. (2024), determinando-se a tendéncia de separagao acelerada de fases. As
emulsdes foram transferidas para tubos de ensaio de 15 mL e centrifugadas em centrifuga

(Fanen, Brasil) a 3600 rpm por 15 min e sua estabilidade foi calculada a partir da Equagao 2:

(m1-m2)

Estabilidade centrifuga (%) = ————*100 ()

Em que, m1 ¢ a massa total da emulsdo antes da centrifugacdo, e m2 ¢ a massa da remocgao de

agua e oleo por centrifugacao (fase aquosa separada).
2.5.2 indice de atividade emulsificante (EAI) e indice de estabilidade emulsificante (ESI)

Uma aliquota de 50 pL foi retirada da parte inferior da emulsdo utilizando uma pipeta e
diluida 200 vezes em uma solu¢do de SDS a 0,1% (m/v). Apdés 60 minutos, uma segunda
aliquota da emulsdo foi coletada, seguindo o mesmo procedimento. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotometro a 600 nm, utilizando o branco como referéncia (adaptado
de Huang et al. 2024). O indice de atividade emulsificante (EAI) e o indice de estabilidade

emulsificante (ESI) foram calculados de acordo com as Equagdes 3 e 4, respectivamente:

m?*\ _ 2.2,303.49.N
EAI (;) = 222058 3)

Ao

ESI (min) = .

60 4)
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Em que, Ao e Aso correspondem as absorbancias medidas nos tempos de 0 e 60 minutos,
respectivamente; N representa o fator de diluicdo da amostra em solugdo de SDS a 0,1% (m/v);
¢ ¢ a concentragao de proteina (g-mL™") antes da emulsificagdo; e 0 corresponde a fragao

volumétrica de 6leo de pequi na emulsdo.

2.5.3 Qualidade visual de homogeneizagao

Para a avalia¢ao da qualidade visual da homogeneizacao das emulsdes, adotou-se uma
escala de trés niveis: ruim, quando a emulsdo apresenta goticulas visiveis devido ao ndo
encapsulamento; boa, quando ha regides com diferencas perceptiveis na densidade de cor; e
Otima, quando a emulsdo apresenta homogeneizacdo completa e uniforme (adaptado de Wang

et al. 2025 e Bouchoud et al. 2013).

2.5.4 Angulo de contato

As dispersoes de biopolimeros (5 mL) foram cuidadosamente pipetadas sobre laminas
de vidro para microscopia ¢ deixadas secar a temperatura ambiente, em dessecador, até a
formagdo completa do filme. O filme seco foi entdo posicionado na plataforma do medidor de
angulo de contato optico (OCA Plus, Alemanha). Em seguida, 2 pL de dgua destilada foram
depositados sobre a superficie do filme. As imagens das goticulas formadas foram registradas
por uma camera digital acoplada ao equipamento, e as medi¢des dos angulos de contato foram
obtidas automaticamente pelo software do sistema, que ajusta o perfil das gotas a equacao de

Young-Laplace (adaptado de Silva et al. 2021).

2.6 Microscopia optica

As emulsdes foram caracterizadas por microscopia Optica (Olen, Brasil) com o objetivo
de observar suas microestruturas. As amostras foram previamente diluidas na propor¢ao de 1:3
(v/v) em solugdo de azul de Coomassie, corante que evidencia a presenga de proteinas no
sistema (Adaptado de Cao; Zhao; Xiong, 2016). As observacdes foram realizadas com uma

lente objetiva de 40x e suas microestruturas foram registradas pelo software S-eye.
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2.7 Efeito do pH na turbidez

Para o calculo da turbidez, a transmitancia das solu¢des de PE e PE-CMC, em diferentes
valores de pH (2 a 7), foi determinada em espectrofotometro UV-Vis (Shanghai Spectrum 2000,
China) a 600 nm. A turbidez foi expressa pela Equacao 5, com o objetivo de identificar o ponto

de minima solubilidade dos complexos formados (adaptado de Yi et al. 2021).

)

1
Transmitancia (%)

Turbidez =

2.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software Statistica, versao 8.0 (StatSoft
Inc., EUA), para a andlise do Delineamento Composto Central Rotacional, adotando-se nivel

de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Elaboracao e otimiza¢ao das emulsoes

As emulsdes foram avaliadas quanto as suas propriedades em fun¢io das concentragdes
de PE e CMC, conforme o delineamento experimental previamente descrito. Foram analisadas
as variaveis resposta: EC, EAI, ESI, AC e qualidade de homogeneizagdo visando encontrar

condig¢des Otimas para emulsdes de PE e de PE-CMC.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados experimentais das emulsdes, incluindo os
niveis codificados e decodificados das varidveis independentes do planejamento DCCR. A
Tabela 2 apresenta os resultados da andlise estatistica referentes a estimativa do coeficiente de

regressao e seus respectivos valores de p-valores para as variaveis dependentes.



Tabela 1 - Resultados das emulsdes com as varidveis respostas: EC, EAI, ESI, AC e qualidade visual de homogeneizagao.
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Ensaio Variaveis Variaveis Variaveis resposta
codificadas descodificadas EC (%) EAI (m?/g) ESI (min) AC HG
X1 X2 PE CMC Obs. Pred. Res. Obs. Pred. Res. Obs. Pred. Res. Obs. Pred. Res. Qualidade
(%) (o)

1 -1 -1 1,00 0,10 91,70 93,60 -1,90 31,04 32,25 -1,21 142,00 145,27 -3,27 59,21 57,45 1,76 Ruim
2 -1 +1 1,00 0,60  62,5063,50 -1,00 25,28 24,90 0,38 98,72 87,38 11,34 72,21 73,81 -1,61 Boa
3 +1 -1 3,00 0,10  83,3086,30 -3,00 29,57 30,11 -0,54 135,00 136,84 -1,84 60,21 57,45 2,75 Otima
4 +1 +1 3,00 0,60  95,8097,10 -1,30 34,07 33,01 1,06 155,60 142,83 12,77 79,34 73,82 5,53 Boa
5 0 0 2,00 0,35  83,3082,20 1,10 29,7030,05-0,35124,60 128,07 -3,47 64,78 65,63 -0,85 Otima
6 0 0 2,00 0,35 84,5082,20 2,30 30,01 30,05-0,04132,40 128,07 4,33 67,15 65,63 1,52 Otima
7 0 0 2,00 0,35  85,2082,20 3,00 30,43 30,05 0,38 127,40 128,07 -0,67 68,43 65,63 2,80 Otima
8 -1,41 0 0,58 0,35 70,80 72,50 -1,70 26,06 25,51 0,55 106,25 109,98 -3,73 60,21 65,63 -5,42 Otima
9 +1,41 0 3,41 0,35 91,70 89,30 -2,40 29,36 29,76 -0,40 137,50 143,27 -5,77 63,10 65,63 -2,53 Boa
10 0 -1,41 2,00 0,00  100,097,10 2,90 35,22 34,00 1,22 153,20 147,61 5,59 52,00 54,17 -2,18 Ruim
11 0 +1,41 2,00 0,70 83,30 82,10 1,20 29,83 30,89 -1,06 96,00 111,28 -15,28 75,34 77,10 -1,75 Otima

Legenda: Variaveis codificadas: X; = concentragdo de PE (% m/v), Xo= concentragdo de CMC (% m/v). Variaveis respostas (EC: estabilidade centrifuga; EAI: indice de
atividade emulsificante, ESI: indice de estabilidade emulsificante, AC: angulo de contato; HG: homogeneizagéo). Fonte: Autor (2026).
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Tabela 2 — Estimativa do coeficiente de regressao (CR) e p-valor para as varidveis respostas,
EC, EAI ESI e AC.

Variaveis respostas

EC (%) EAI (m?/g) ESI (min) AC (")

CR p-valor CR p-valor CR p-valor CR p-valor

Média g4377 0,000 30,045 0,000¢ 128,068 0,000 66,751 0,000
X 6792 0001% 1492 0,013* 11,758  0,033* 1,523 0271
X2 5339 0075 <1200 0052 0,690 0891  -1278 0422
X2 5051 0002%  -L112 0,039% -12975 0,024* 8,183  0,001*
X2 5g93 0,042 1224 0052 0704 0891 0256 0,870

XiX2 10417 0,000% 2,565  0,006* 15970 0,038 1533 0420

Legenda: Variaveis codificadas: X; = concentragdo de PE (% m/v), X,= concentragdo de CMC (% m/v). * Indica
efeito significativo a 5% de probabilidade (p < 0,05). Variaveis respostas (EC: estabilidade centrifuga; EAI: indice
de atividade emulsificante, ESI: indice de estabilidade emulsificante, AC: dngulo de contato). Fonte: Autor (2026).

Com base na Tabela 2, foram modeladas as equagdes correspondentes a cada variavel
resposta, sendo representadas pela Equacdo 6 para a EC, Equacdo 7 para o EAIL Equagdo 8 para

o ESI e Equagdo 9 para o AC, com os termos significativos em negrito:

Yec = 84,372 + 6,792X; — 2,339X2 — 5,051X, + 2,893X2 + 10,417X, X, (6)
Yea = 30,045 + 1,492X, — 1,200X2 — 1, 112X, + 1,224X2 + 2,565X, X, 7
Yes; = 128,068 + 11,758X,; — 0,690X2 — 12,975X, + 0,704XZ + 15,970X, X, (8)
Y,c = 66,751 + 1,523X, — 1,278X2 + 8,183X, — 0,256X2 + 1,533X, X, 9)

Na Tabela 3 apresenta os parametros de qualidade de ajuste dos modelos quadraticos.
Observou-se que os modelos apresentaram coeficientes de determinacdo (R?) de 0,97, 0,92,
0,84 ¢ 0,91 para EC, EAI, ESI e AC, respectivamente, indicando 6timo ajuste aos dados
experimentais. O teste de falta de ajuste ndo foi significativo (p > 0,05) para todas as variaveis

resposta, indicando que os modelos foram adequados para descrever o sistema.
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Tabela 3 — Parametros de qualidade de ajuste dos modelos quadraticos obtidos pelo DCCR para
as variaveis resposta.

Variaveis Parametros de qualidade do ajuste do modelo
respostas
R? R? adj Falta de ajuste CV (%)
(p-valor)
EC (%) 0,97 0,95 0,08 2,93
EAI (m?/g) 0,92 0,85 0,06 3,75
ESI (min) 0,84 0,68 0,07 8,89
AC (°) 0,91 0,81 0,16 5,31

Legenda: R? - coeficiente de determinag@o; R? adj — coeficiente de determinagdo ajustado; CV — coeficiente de
variagdo. Varidveis respostas (EC: estabilidade centrifuga; EAI: indice de atividade emulsificante, ESI: indice de
estabilidade emulsificante, AC: angulo de contato). Fonte: Autor (2026).

3.1.1 Estabilidade centrifuga

Na Tabela 1 s@o apresentados os resultados da EC (%) das emulsdes em funcao das
concentragdes PE e de CMC. Observou-se que a estabilidade variou de 62,50 % a 100,0 %,

sendo influenciada pelas concentragdes dos biopolimeros.

A formulacao contendo 2,0% de PE e auséncia de CMC (Ensaio 10) apresentou a
estabilidade maxima (100,0 %), evidenciando que, nessa condi¢do, a proteina foi suficiente para
manter as emulsdes visualmente homogéneas sob forca centrifuga. Em contrapartida, a menor
estabilidade foi observada na emulsdo com 1,0% de PE e 0,6% de CMC (62,50%), sugerindo
que, em baixa concentracdo proteica, o excesso de CMC pode prejudicar a estabilidade.
Emulsdes com baixa concentracio de CMC (0,10%) associadas a 1,0% ou 3,0% de PE
apresentaram estabilidade de 91,70% e 83,30% respectivamente. Nos pontos centrais (2,0% de
PE e 0,35% de CMC), a estabilidade permaneceu entre 83,30% e 85,20 %, respectivamente. A
CMC em nivel elevado (0,60%) mostrou-se benéfica quando combinada com maior teor de

proteina (3,0%), resultando em estabilidade de 95,80 %.

A interagdo entre a PE e CMC (X1X>) foi significativa (Tabela 2) na EC, indicando que
a sinergia entre esses biopolimeros exerce papel fundamental na formagdo de estruturas
interfaciais mais estaveis. Esse resultado sugere que a combinagao equilibrada entre proteina e

polissacarideo favorece maior resisténcia a separacdo de fases durante a centrifugacdo. Na
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Figura 1 sdo apresentados, respectivamente, a curva de contorno e a superficie de resposta para
a EC.

Figura 1 — Curva de contorno (A) e superficie de resposta (B) para a estabilidade

centrifuga das emulsdes, em fun¢do da concentracao de PE (%om/v) e de CMC (%m/v).

A

Carboximetilcelulose (%)

I > 120
B <120
B < 100
<80
| - [ <60
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0 3,5 4,0 <40

Proteina de ervilha (%)

Fonte: Autor (2026).

Virias hipoteses podem ser utilizadas para explicar o fendmeno de separagdo de fase
das emulsdes avaliadas, desde a incompatibilidade termodinamica a fendomenos conhecidos
como floculagao por deple¢do (Qi, Ibrahim e Hasim, 2019; Yue et al. 2021). Em concentragdes
mais altas de proteina, o aumento da CMC no sistema, tende a uma melhor estabilizagdo da
emulsdo.

Nesse contexto, quando a concentragdo de polissacarideo na fase continua ultrapassa
um determinado limite, pode ocorrer o fenomeno de floculagdo por deplecdo. Esse efeito
manifesta-se quando moléculas de polissacarideo, em elevadas concentra¢des, ndo conseguem
se aproximar das superficies das goticulas de 6leo. Como consequéncia, essas moléculas sdo
excluidas da regido estreita entre goticulas adjacentes, gerando um desequilibrio de
concentragdo entre essa regido e o restante da fase continua. Esse desequilibrio resulta em um
gradiente de pressdo osmotica que promove uma forca atrativa entre as goticulas, favorecendo
sua floculagdo e podendo, em casos mais intensos, levar a separagdo de fases do sistema. A
estabilidade coloidal depende de uma formulacdo balanceada, pois tanto o excesso de
polissacarideo quanto a deficiéncia de proteina comprometem as interacdes na interface. A

estequiometria adequada entre os componentes ¢ essencial para garantir o efeito estabilizador
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(Hou et al. 2022; Qi, Ibrahim e Hasim, 2019).

Polissacarideos ndo adsorventes, como a CMC podem aumentar a estabilidade das
emulsdes em altas concentracdes, devido a elevacdo da viscosidade da fase continua.
Entretanto, em concentragdes intermediarias de polissacarideo e dependendo da quantidade de
proteina no sistema, podem promover instabilidade por floculagdo por deplecdo, uma vez que
ha polimero suficiente para gerar gradiente osmético entre goticulas (Dickinson, 1994). De
forma semelhante, Cai et al. (2021) demonstraram que, em emulsdes estabilizadas com 1% de
proteina de okara, o aumento da concentracdo de CMC de 0 a 0,5% resultou em evidéncias de
floculagdo por deplegdo, atribuidas ao acimulo de CMC na fase continua. Esses resultados
também estdo de acordo com os dados obtidos neste estudo, nos quais a EC reduziu de 91,7%
(1% de PE e 0,1% de CMC) para 62,5% (1% de PE e 0,6% de CMC).

Compreender e ajustar com precisdo as concentracdes de PE e CMC ¢ fundamental para
elaborar emulsdes cineticamente estaveis. Estudos como o de Yue ef al. (2021) demonstraram
que pequenas adi¢des de CMC (0-0,3%) em solucdes de PE (3,0% m/v) em pH 7,0 provocam
separacdo de fases, devido a incompatibilidade termodindmica entre os biopolimeros, j& que
ambos apresentam carga negativa em pH neutro. Por outro lado, concentracdes mais elevadas
de CMC (0,4-0,5%) inibiram a separacao de fases, devido ao aumento da viscosidade do meio,
que impede fisicamente a desestabilizagcdo do sistema.

Wei et al. (2020) observaram baixa EC em solucdes de polimeros contendo 1% de PE
e 0,6% de CMC em pH 7,0. Esses resultados reforcam que o equilibrio entre proteina e
polissacarideo ¢ determinante para a estabilidade do sistema, evidenciando que variagdes na
concentracdo de CMC podem influenciar significativamente o comportamento das emulsoes.
De forma semelhante, no Ensaio 2 do presente estudo, emulsdes formuladas com essa mesma

proporg¢ao apresentou separacao de fases apds a centrifugacao (62,5%).
3.1.2 indice de Atividade Emulsificante (EAI)

Os resultados de EAI variaram de 25,28 a 35,22 m?/g (Tabela 1). Observa-se que as
emulsdes contendo 2% de PE apresentaram o maior valor de EAI (35,22 m?*/g), indicando maior
cobertura interfacial da emulsdo. Em contraste, as emulsoes contendo 1% de PE e 0,6% de
CMC exibiram o menor EAI (25,28 m?/g), sugerindo que baixos teores de proteina aliados a
elevadas concentragcdes de CMC podem comprometer a formacao de interface. As formulagdes
com maior concentracdo de PE (2% e 3%) demonstraram melhor desempenho de atividade

emulsificante, enquanto concentragdes elevadas de CMC, especialmente em sistemas com
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baixo teor proteico, tendem a reduzir o EAL

A andlise estatistica confirmou esse comportamento. O efeito de interagdo entre PE e
CMC (XiXz2) foi significativo (Tabela 2), indicando que o equilibrio entre ambos ¢ essencial
para a formagao eficiente da emulsdao. Em baixas concentragdes de PE, o aumento de CMC
tende a dificultar a formacao da interface, enquanto em concentragdes mais elevadas de PE, a
presenga adicional de CMC favorece a estabilizacdo interfacial e a formacdo da emulsdo. A
Figura 2 apresenta a curva de contorno e superficie de resposta para o indice de atividade

emulsificante.

Figura 2 — Curva de contorno (A) e superficie de resposta (B) do indice de atividade

emulsificante das emulsdes, em fun¢ao da concentragao de PE (%m/v) e CMC (Y%om/v).
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Fonte: Autor (2026).

A literatura apresenta escassez de dados especificos sobre o EAI em sistemas com PE e
CMC e em emulsdes com o6leo de pequi. Portanto, a discussdo pode ser fundamentada em
estudos que utilizam PE ou outras proteinas com a CMC.

A propor¢ao de mistura entre os biopolimeros influencia diretamente o EAI, ja que
desequilibrios podem levar ao aumento excessivo da viscosidade da fase continua, dificultando
a migracao das proteinas até a interface 6leo-dgua ou concentragdo insuficiente de proteina
durante a emulsificacdo que pode ou ndo ser melhorada com adi¢do de um polissacarideo
(Marangon et al. 2021; Nooshkam et al. 2023; Zhang, Liang e Li, 2022).

Yang et al. (2023) observaram que, ao avaliar emulsdes com 10% de 6leo de linhaga,
1% de PE e 0,16% de goma de linhaga, obtiveram EAI de 29,85 m?/g para a proteina isolada e
32,10 m?/g para o complexo proteina-goma. O pequeno aumento na atividade emulsificante

com a adi¢do da goma deve-se a formagdo de complexos fracos entre os biopolimeros em pH
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7, onde ambos apresentam sinais de cargas iguais. Tang, Roos € Miao (2023) avaliaram o EAI
de emulsdo com o6leo de soja (25%) utilizando PE (1%) em pH 7 e obtiveram 21 m?/g.

O estudo de Chen et al. (2022), a PE apresentou um EAI de 58,3 m?*/g em emulsdes com
6leo de soja (25 %). No entanto, o desempenho foi significativamente melhorado pela adi¢ao
de maltodextrina, um polimero com carga neutra (5:1, proteina:maltodextrina, pH 7), resultando
em um EAI de 75,6 m?/g. No estudo de Tang et al. (2023), a PE (1%) apresentou um EAI
inicial de 63,40 m%*/g em emulsdes com propor¢ao Oleo:agua de 6:4, indicando boa capacidade

de formacao de interface.

3.1.3 indice de Estabilidade Emulsificante (ESI)

A Tabela 1 apresenta os resultados do ESI (minutos) das emulsdes em fun¢do das
concentragdes de PE e CMC. Observou-se que o indice variou de 96 a 155,6 minutos.

Para emulsdes com 1% de PE, a elevagao da CMC de 0,1% para 0,6% reduziu o ESI de
142 para 98,72 minutos. Esse comportamento sugere que o excesso de CMC pode modificar a
estrutura da interface, tornando-a menos eficiente na retencdo da fase dispersa ao longo do
tempo. Por outro lado, com 3% de PE, o aumento de CMC resultou em um aumento do ESI, de
135 para 155,6 minutos, evidenciando que o efeito da CMC pode ser dependente da quantidade
de proteina disponivel para interagir nas interfaces.

As formulagdes com 2% de PE e 0,35% de CMC apresentaram valores de ESI
intermediarios, entre 124,6 e 132,4 minutos. Esses resultados indicam que a combinagdo entre
2% de PE e concentracdes moderadas de CMC favorece a formacao de emulsdes cineticamente
estaveis. Notavelmente, a formulacdo com 2% de PE e auséncia de CMC atingiu um ESI de
153,2 minutos, demonstrando que a proteina isolada é capaz de garantir boa estabilidade. A
formulagdo com 2% de PE e 0,7% de CMC apresentou o menor ESI de 96 minutos,
confirmando que concentragdes muito altas de CMC podem comprometer a estabilidade a longo
prazo.

A analise estatistica (Tabela 2) demonstrou que a interacdo entre PE e CMC (X:Xz2) foi
significativa, indicando que a resposta depende da combinagdo simultanea dos dois fatores. Em
concentragdes mais baixas de PE, a adi¢do de CMC tende a diminuir o tempo de estabilidade,
enquanto em concentracdes mais altas de proteina, a adicdo de CMC sobre a estabilidade
mostra-se menos pronunciado. A Figura 3 apresenta a superficie e curva de contorno para o

indice de estabilidade emulsificante.
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Figura 3 — Curva de contorno (A) e superficie de resposta (B) para o ESI das emulsdes, em

funcdo da concentragdo de PE (%m/v) e CMC (%m/v).
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Fonte: Autor (2026).

Estudos como o de Shevkani ef al. (2015) mensuraram o ESI de emulsdes estabilizadas
por 7 diferentes gendtipos isolados de PE (1%) em pH 7, com valores entre 52,6 e 94,4 minutos,
mostrando que a espécie influencia na formagao da emulsdo. Tang et al. (2025) desenvolveram
emulsdes utilizando PE e 6leo de girassol na propor¢do 1:9 (6leo:solugdo de proteina a 10%,

pH 7), obtiveram um ESI de 68,58 minutos.

3.1.4 Angulo de contato

A mensuracdo do angulo de contato (AC) dos biopolimeros foi utilizada como
parametro complementar para a previsdo da estabilidade das emulsdes, por refletir as
caracteristicas hidrofilicas ou hidrofobicas do sistema, permitindo uma analise integrada dos
fatores que influenciam a estabilidade das emulsdes.

Pela analise estatistica (Tabela 2), a concentracao linear de CMC (Xz) exerceu um efeito
positivo significativo e promoveu um incremento no AC (Figura 4). Para a concentracdo de 1%
de PE, o aumento de CMC de 0,10% para 0,60% resultou em um aumento do AC de 59,21°
para 72,21°, indicando uma maior hidrofobicidade do sistema. Nas formulacdes com 3% de PE,
o AC passou de 60,21° (0,10% de CMC) para 79,34° (0,60% de CMC). O ponto central do
delineamento (2% de PE e 0,35% de CMC), apresentou AC entre 64,78° ¢ 68,43°. A formulagao
sem CMC (2% de PE e 0% de CMC) apresentou o menor AC (52°), sugerindo que a auséncia

do polissacarideo resulta em um sistema predominantemente hidrofilico.
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Figura 4 - Curva de contorno (A) e superficie de resposta (B) para o AC dos biopolimeros, em

funcdo da concentragdo de PE (%m/v) e de CMC (%m/v).

Fonte: Autor (2026). A
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Embora o AC seja amplamente utilizado como parametro para inferir o carater
hidrofilico ou hidrofébico de particulas em sistemas emulsionado, sua aplicagdo como Unica
preditora da estabilidade apresenta limitacdes importantes. Diante disso, € essencial que o AC
seja interpretado em conjunto com outras variaveis de interesse, como o tamanho médio de
goticulas, estabilidade centrifuga, potencial zeta, indice de cremeagao, propriedades reoldgicas
e entre outros, permitindo uma avaliagdo mais abrangente e realista da estabilidade das
emulsdes (Marangon et al. 2021; Schroen ef al. 2024).

E importante destacar que o valor exato do AC da 4gua medido em uma tinica particula
de biopolimero na interface O/A, difere daquele obtido em uma superficie de filme seco. Essa
divergéncia ocorre principalmente, por duas razdes: (i) a diferenca na fase ambiente em que a
medida ¢ realizada e (ii) a disting@o entre o contato microscopico de uma particula individual
(em estado inchado) e o0 AC macroscopico determinado em um filme continuo de biopolimero.
No entanto, embora o AC macroscdpico medido no ar ndo reflita exatamente o comportamento
de uma unica particula na interface, ocorre uma correlacdo significativa com o angulo
microscopico, permitindo a identificacdo de tendéncias relacionadas a molhabilidade das
particulas (Nimaming et al. 2023; Paunov et al. 2007).

Na Figura 5 tem-se as fotos dos AC dos biopolimeros determinados utilizando as
concentragdes otimizadas de 3,41% PE sem modificagdo (controle: sem aplicagao de ajuste de
pH e tratamento térmico) para fins de comparagao, 3,41% PE e 3,41 % PE + 0,5 % CMC (ver
secdo 3.1.7).
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Figura 5 — Mensuragao do AC dos biopolimeros: PE controle (A), PE (B), PE-CMC (C).

A PE CONTROLE
0=38,4°+4,2°

B PE
0=57.0°+5,7°

C PE - CMC
0=728+5,1°

Legenda: PE — proteina de ervilha; PE-CMC — complexo proteina de ervilha e carboximetilcelulose; n=5. Fonte:
Autor (2026).

Com base na Figura 5, observa-se que o AC da PE isolada foi de 57,0°, enquanto o
complexo PE-CMC apresentou valor de 72,8°, indicando que a adi¢do do polissacarideo
aumentou a hidrofobicidade do sistema. A amostra controle de PE apresentou AC de 38,4°,
caracterizando uma superficie mais hidrofilica. O aumento do AC da PE controle para a PE
pode ser atribuido a modificagdes estruturais promovidas pelo ajuste de pH e tratamento
térmico, que expdem regides mais hidrofobicas da molécula (Butt ef al. 2022).

Gao et al. (2023) relataram um AC de 56,48° para filmes de PE (10%) com glicerol sem
modificacdo. Jiang ef al. (2024) observaram um AC de 47,38° em filmes de PE (10%), porém,
a adicao de 0,4% de CMC, o angulo aumentou para 55,76°, indicando maior hidrofobicidade.
A varia¢do no AC dos filmes pode ser influenciada por propriedades intrinsecas da proteina
(pureza, desnaturacdo, pH), caracteristicas da superficie (homogeneidade, rugosidade),
condi¢gdes de processamento e armazenamento, além de parametros especificos da medicao
(volume de gota e tempo) (Galani, 2024; Hadidi et al. 2022).

O estudo de Xiao, Li e Huang (2016) ressaltou que particulas com AC situados na faixa

de 30° a 150° apresentam energias de desor¢do (AE) de varias ordens de magnitude sendo
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superiores a energia térmica associada ao movimento browniano. Tal comportamento evidencia
uma adsor¢do praticamente irreversivel das particulas na interface 6leo-agua, indicando alta
estabilidade, o que reforca o potencial dos biopolimeros avaliados como estabilizantes eficazes

em emulsoes.

3.1.5 Func¢ao desejabilidade

Com base na analise das superficies de resposta e curvas de contorno, observou-se
comportamento ndo linear dos modelos, os quais apresentaram bom ajuste aos dados
experimentais dentro da faixa estudada. No entanto, a avalia¢do individual das superficies
indicou que, em baixas concentragdes de PE isolada, as variaveis EC, EAI e ESI tenderam a
apresentar melhores respostas, evidenciando que diferentes respostas possuem regides Otimas
distintas no dominio experimental.

Além disso, em baixas concentragdes de PE, a quantidade de biopolimero pode ser
insuficiente para o completo recobrimento da interface 6leo/dgua, resultando em uma camada
interfacial menos densa e menos estavel (Cai et al., 2023). Nessas condi¢des, 0 aumento da
concentragdo de CMC pode intensificar efeitos de segregacdo ou competi¢do interfacial,
reduzindo a estabilidade do sistema e explicando a predi¢do do modelo de melhor desempenho
na auséncia de polissacarideo.

Diante dessas limitacdes na andlise isolada das varidveis, foi aplicada a fungdo de
desejabilidade, permitindo a otimizacdo simultdnea das respostas e a determinacdo das
condi¢gdes Otimas do sistema por meio de um indice global de desempenho. A funcdo de
desejabilidade converte cada variavel resposta em uma escala adimensional de 0 a 1, em que
valores proximos de 0 indicam condigdes indesejaveis e valores proximos de 1 indicam
condi¢des desejaveis. Para sua aplicacdo, foram utilizados os intervalos experimentais
observados para cada variavel: AC (0-79,34°), EC (62,5-100%), EAI (25,28-35,22 m?/g) e ESI
(96,2—-155,6 min). Em todos os casos, valores mais altos foram considerados desejaveis,
refletindo melhor desempenho das emulsdes.

A Figura 6 apresenta os perfis de otimizagdo, incluindo a funcdo de desejabilidade com
as variaveis concentracao de PE e de CMC e as quatro varidveis resposta e a Figura 7, com a

curva de contorno (a) e superficie de resposta (b), para as emulsdes de PE e de PE-CMC.



Figura 6 — Perfil para valores previstos e desejabilidade das emulsdes PE e PE-CMC.
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Figura 7 - Curva de contorno (A) e superficie de resposta (B) para a funcdo desejabilidade em

funcdo da concentragdo de PE (%m/v) e de CMC (%m/v).
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Fonte: Autor (2026).

De acordo com a Figura 6, a otimizacao pela fun¢ido de desejabilidade indicou como
condig¢do otima para emulsoes de PE a concentragao de 1,48 %, com valores previstos de 54,77°
para o AC, 100,53 % para a EC (efeito teto), 34,77 m?/g para o EAI e 152,94 min para o ESI,
resultando em desejabilidade global de aproximadamente 0,55. Para emulsoes de PE-CMC, a
condicdo 6tima foi de 3,41 % de PE com 0,7 % de CMC, com valores previstos de 80,34° para
o AC, 108,46 % para a EC (efeito teto), 35,67 m?/g para o EAI e 158,01 min para o ESI,
resultando em desejabilidade global de 1,0. Esses resultados evidenciam que nas condigdes
estudadas, concentracdes mais elevadas de PE e CMC favorecem simultaneamente multiplas
propriedades, devido ao aumento da cobertura interfacial promovida pela proteina e as
interacdes sinérgicas entre proteina e polissacarideo, promovendo maior estabilidade global das
emulsoes.

Embora a funcido de desejabilidade tenha sido o critério principal para a selecdo das
condi¢des Otimas, as concentragdes preditas pelo modelo também foram avaliadas com base
em critérios complementares relacionados a homogeneizagdo do sistema. A discussdo
considerou a avaliacdo visual da qualidade de homogeneizacdo das emulsdes obtidas nos
ensaios do DCCR, complementada por testes em pontos externos ao delineamento
experimental, com imagens registradas imediatamente apds a preparagdo sob condig¢des

padronizadas de iluminacdo para garantir comparabilidade entre amostras.
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3.1.6 Qualidade visual de homogeneizacao

A qualidade visual da homogeneizagao foi avaliada por meio de uma escala de trés
pontos: ruim, caracterizada pela presenga de goticulas ndo encapsuladas no sistema; boa,
definida por uma homogeneizacdo ainda acompanhada de diferencas de densidade de
coloracdo; e 6tima, correspondente a uma homogeneizagdo completamente uniforme.

A Figura 8 apresenta as formulagdes dos ensaios do DCCR descritos na Tabela 1, nas
quais foi avaliada a qualidade visual da homogeneizagao das emulsdes. Observa-se que a
homogeneidade melhorou do Ensaio 1 (com presenga de goticulas visiveis) para o Ensaio 2,
como resultado do aumento da concentracdo de CMC de 0,1% para 0,6%, mesmo na presenca
de baixa concentracdo de PE (1%). Entre os Ensaios 3 e 4, observou-se uma variagdo na
qualidade visual de 6tima para boa. Nesse intervalo, a concentracdo de CMC aumentou de 0,1%
para 0,6%, indicando que, na presenca de 3% de PE, a variagdo da concentracio de CMC
exerceu efeito positivo sobre a qualidade visual do sistema. Os Ensaios 5, 6 ¢ 7, que
correspondem ao ponto central do DCCR (2% PE + 0,35% CMC), apresentaram oOtima
homogeneizagdo. Os Ensaios 8 e 9, com concentracdes de PE de 0,58% e 3,41%,
respectivamente, ¢ CMC fixa de 0,35%, mostraram homogeneizacdo 6tima e boa. No Ensaio
10, com 2% de PE e sem CMC, observou-se menor homogeneizacao, com presenca visivel de
goticulas de o6leo de pequi. O Ensaio 11 (2% PE + 0,7% CMC) apresentou oOtima

homogeneizagao.
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Figura 8 — Qualidade da homogeneizagao das emulsdes com 6leo de pequi (varidvel resposta)

no DCCR.
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Fonte: Autor (2026).

Como nesta etapa ndo foram realizadas medi¢des instrumentais de cor, a avaliagdo

baseou-se na andlise visual das imagens registradas. Observou-se que, dependendo das



70

concentragdes de PE e de CMC, ocorreu agregacdo de pigmentos, resultando em distribui¢ao
heterogénea na emulsdo. Esse fenomeno pode levar a formagao de regides com coloragcdo mais
intensa, tornando-as visualmente mais escuras, como evidenciado nos Ensaios 2, 4 € 9.

Na Figura 9 sdo apresentadas as emulsdes preparadas com diferentes concentragdes de
PE, na auséncia de CMC, incluindo pontos fora do modelo do DCCR: 0,58% (m/v) (A), 1%
(m/v) (B), 1,48% (m/v): condi¢ao 6tima obtida da funcdo desejabilidade (C), 3% (m/v) (D) e
3,41% (m/v) (E). O objetivo foi de avaliar a influéncia da concentracio de PE sobre a qualidade

da homogeneizagao.

Figura 9 — Aspecto visual da qualidade de homogeneizacdo das emulsdes com PE isolada.

Fonte: Autor (2026).

Conforme observado na Figura 9, as formulagdes contendo concentragdes de PE de
0,58% (A) e 1% (B) de PE ndo apresentaram concentragdo suficiente de particulas para a
formac¢ao adequada das emulsdes. A concentragdo de 1,48% de PE (C), a emulsdo apresentou
qualidade ruim de homogeneizagao, com presenca visivel de goticulas de 6leo. Visualmente,
observou-se que a emulsdo com formulagdo de 3,41% de PE (E: 6tima) apresentou melhor
homogeneizagdo do que a formulagdo de 3% (D: boa), com presenca de pequenas goticulas de

oleo.
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Para concentragdes de 0,58 % ¢ 1,0 % de PE, os valores de EAI, ESI ¢ EC nao foram
determinados, pois ndo ocorreu formagdo adequada da emulsdo. Embora a fungdo de
desejabilidade tenha indicado 1,48 % de PE como condigdo otimizada, observou-se que, na
concentracdo de 2 % (Ensaio 10 — DCCR), ainda havia presenca de varias goticulas visiveis
devido ao ndo encapsulamento do 6leo. Considerando que 1,0 % de PE (sem CMC) nao resultou
na formag¢do da emulsdo, esses resultados indicam que a concentracdo intermedidria nao
garantiria condi¢do de homogeneizagao, corroborando a necessidade de maiores concentragdes
para a formacao de emulsdes mais homogéneas. Nessa concentracdo de 1,48% de PE, obteve-
se valores de EAI (29,8 = 1,3 m%*g (n=3)), ESI (117,2 + 3,8 minutos (n=3)), EC (95,2 £ 1,4 %)
(n=3)) para a emulsdo.

Em contraste, na concentra¢ao de 3,0% de PE, a emulsdo foi formada de maneira
satisfatoria, apresentando valores de EAI (33,4 +2,1 m*/g (n=3)), ESI (140 £ 3,9 minutos (n=3))
e estabilidade centrifuga (100,0 + 0,0 % (n=3)). A concentragdo de 3,41% de PE, observaram-
se valores de EAI (34,2 £ 1,9 m?/g (n=3)), ESI de (145,0 £ 5,4 minutos (n=3)) e de estabilidade
centrifuga (100,0 £ 0,0 % (n=3)), sendo o maior de todos em funcdo da concentracdo de PE

isolada.

3.1.7 Selecao das concentracoes das emulsoes

De acordo com a analise da superficie de resposta do DCCR, considerando também, os
pontos analisados fora do modelo e a funcdo desejabilidade, revelou que a concentracdo de
3,41% de PE, para emulsdes sem CMC e a combinacao de 3,41% de PE com 0,7% de CMC,
foram responséaveis pela maximizacdo das respostas avaliadas. A concentracdo de 0,5% de
CMC com base nos critérios estabelecidos pela ANVISA (IN n° 286/2024), que recomenda o
uso no maximo de 0,5% de CMC como limite pratico para aplicagdes alimenticias, optou-se
por selecionar essa concentracdo de CMC. Os valores das varidveis-resposta apresentados na
Tabela 4 foram obtidos a partir das concentragdes otimizada das emulsdes PE e PE-CMC

(0,5%) com valores experimentais e preditos.
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Tabela 4 — Variaveis respostas das emulsdes de PE e de PE-CMC com valores experimentais

e preditos pelo modelo.

Valores experimentais Valores preditos
Tipo de estabilizante Tipo de estabilizante
Variaveis PE (3,41%) PE (3,41%) + PE (3,41%) PE (3,41%) +
respostas CMC (0,5%) CMC (0,5%)
EC (%) 100,0 = 0,0 95,1+1,5 81,50 96,10
EAI (m?/g) 342+1,9 40,0 £2,2 28,65 31,70
ESI (min) 145,0 £5.4 171,5+6,5 131,30 149,25
Qualidade de Otima Otima * *
homogeneizagdo
AC 57,0+5,7 72,8 £5,1 51,40 72,50

Legenda: Média + desvio-padrao; n=3 (Valores experimentais). * Qualidade de homogeneizagao avaliada apenas
por inspeg¢do visual. Variaveis respostas (EC: estabilidade centrifuga; EAI: indice de atividade emulsificante, ESI:
indice de estabilidade emulsificante, AC: angulo de contato) Fonte: Autor (2026).

Observa-se que os valores preditos das emulsdes de PE e de PE-CMC sdo, em geral,
proximos aos valores experimentais. No entanto, os resultados experimentais tenderam a
apresentar valores superiores aos preditos, indicando tendéncia de subestima¢ao do modelo.

Para a EC, as emulsdes de PE obtiveram previsdo de 81,50 % (Intervalo de Predicao
(95%): 69,87 — 93,08 %) e experimental de 100,0 % e emulsdes PE-CMC 96,10% (Intervalo
de Predi¢do (95%): 87,47 — 104,76 %: efeito teto) e experimental de 95,1 %.

Para o EAI, as emulsdes de PE obtiveram previsdo de 28,65 m?/g (Intervalo de
Predicdo (95%): 23,40 — 33,91 m?/g) e experimental de 34.2 m?/g , e emulsdes de PE-CMC
obtiveram previsdo de 31,70 m?/g (Intervalo de Predi¢do (95%): 27,78 — 35,62 m?/g) e
experimental de 40,0 m2/g.

Para o ESI, as emulsdes de PE obtiveram previsdao de 131,30 minutos (Intervalo de
Predicao (95%): 78,18 — 184,40 minutos) e experimental de 145 minutos, e emulsdes de PE-
CMC obtiveram previsao de 149,25 (Intervalo de Predicao (95%): 109,70 — 188,80 minutos) e
experimental de 171,5 minutos.

Para o AC, os biopolimeros de PE obtiveram previsao de 51,40° (Intervalo de Predigao
(95%): 35,12 — 67,62) e experimental de 57,0°. Biopolimeros de PE-CMC obtiveram previsao
de 72,50° (Intervalo de Predicao (95%): 60,36 - 84,57°) e experimental de 72,8°.
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De modo geral, os resultados indicam que o modelo foi capaz de descrever
adequadamente o comportamento do sistema, com melhor desempenho para as emulsdes de
PE-CMC. Assim, o delincamento experimental adotado mostrou-se eficaz na identificagdo de
condig¢des otimizadas, evidenciando que a associacao entre PE e CMC promove melhoria nas

propriedades interfaciais e na estabilidade global das emulsoes.
3.2 Microscopia optica

As imagens de microscopia optica das emulsdes em pH 7 foram obtidas com o objetivo
de analisar a microestrutura do sistema, com foco na avaliacao da distribuicao da fase continua
e na presenga de proteinas livres ou agregadas (Figura 10). Para a coloragdo das proteinas,
utilizou-se o corante Azul de Coomassie Brilliant Blue G-250, que se liga preferencialmente a
residuos basicos (Lys, Arg e His) e as regides hidrofobicas acessiveis das cadeias proteicas,
permitindo a visualizag@o de proteinas agregadas na fase aquosa (Chaiwong ef al. 2025). Dessa
forma, a coloragdo com Azul de Coomassie foi empregada como uma ferramenta qualitativa
para inferir indiretamente a localizagdo das proteinas livres no sistema, em concordancia com
abordagens descritas de Cao, Zhao e Xiong (2016), permitindo correlacionar com outras

analises do presente estudo.
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Figura 10 — Microscopia optica das emulsdes PE e PE-CMC coradas com azul de Coomassie

obtidas com objetiva de 10 x (imagem principal) e 40 x (imagem ampliada), visando

observagao das proteinas no sistema.

Fonte: Autores (2026).

Nas emulsdes de PE, observou-se a presenca de poucas proteinas livres na fase continua,
0 que sugere uma maior associagdo das proteinas com as goticulas de 6leo, possivelmente
relacionada a sua atuagdo na interface. Esse comportamento indica que, na auséncia do
polissacarideo, a proteina atua como principal agente emulsificante e estabilizante.

Por outro lado, nas emulsdes PE-CMC, verificou-se maior coloragdo azul dispersa na
fase aquosa, indicando uma quantidade mais elevada de proteinas livres ou parcialmente
complexadas, que permanecem predominantemente na fase continua. Esse comportamento
indica a formag¢do de complexos proteina—polissacarideo, resultantes de interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas entre as cadeias de PE e CMC, os quais reduzem a fragdo de
proteina associada as goticulas de 6leo.

A interacdo entre a PE e 0 CMC promove modificagdes conformacionais que resultam
em uma estrutura interfacial mais flexivel e heterogénea, favorecendo rearranjos que expdem
regides anteriormente ocultas da proteina. Consequentemente, a estrutura proteica torna-se mais
aberta e acessivel, o que facilita a ligagcdo do Azul de Coomassie as regides hidrofobicas
expostas (Cao, Zhao e Xiong, 2016). Esse comportamento corrobora com as observacdes de
Yu et al. (2023), que relataram que as interagdes entre a PE e a CMC podem promover
alteragdes conformacionais significativas, aumentando a exposicao de residuos hidrofobicos e
influenciando as propriedades emulsificantes dos sistemas.

A estabilidade de emulsdes estabilizadas por proteinas pode ser modulada pela presenga
de polissacarideos, dependendo da cooperacdo ou da competi¢do interfacial entre esses

biopolimeros. Em sistemas mistos, a proteina geralmente forma a camada primaria na interface
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6leo—4gua, enquanto o polissacarideo pode se associar como camada secundaria hidrofilica,
promovendo estabilizacdo estérica. Essa estabilizagdo pode ocorrer mesmo quando ambos 0s
biopolimeros apresentam carga liquida negativa, em fun¢ao da interagao do polissacarideo com
dominios de carga oposta presentes na superficie proteica, resultando em aumento da
viscosidade do sistema e, consequentemente, maior estabilidade da emulsdo (Dickinson, 2003;
Chaiwong et al. 2025).

Esse equilibrio explica o fato de os valores de EAI e ESI do estudo apresentarem apenas
pequeno aumento em relagdo a PE isolada. A maior exposi¢ao de regides hidrofobicas
favoreceu a emulsificagdo (com aumento do AC), enquanto a menor fragdo de proteina
efetivamente adsorvida limitou o ganho nesses parametros. Esse comportamento evidencia que
o tipo de polissacarideo, interagdo proteina—polissacarideo, a propor¢ao de mistura ¢ o pH

influenciam diretamente os resultados obtidos.
3.3 Efeito do pH na turbidez

A turbidez dos biopolimeros PE (3,41%) e PE-CMC (3,41% + 0,5%) foi avaliada em
funcdo do pH, com o objetivo de identificar o ponto de minima solubilidade dos sistemas
(Figura 11).

A PE isolada apresentou ponto de minima solubilidade em pH 4,60, corroborando dados
reportados na literatura (Yue et al. 2021). O complexo PE-CMC apresentou um ponto de
minima solubilidade em cerca de pH 2,65. O comportamento pode ser explicado pelas
interacdes eletrostaticas e pela formagao de complexos entre a proteina e o polissacarideo. Em
pHs proximos ao ponto isoelétrico da proteina, sua carga liquida ¢ reduzida, favorecendo
agregacdo e precipitacdo. Entretanto, a CMC, sendo um polissacarideo anidnico, aumenta a
repulsdo eletrostatica no complexo, deslocando o ponto de minima solubilidade para pHs mais
acidos (Zhou et al. 2023; Xu et al. 2024).

Yue et al. (2021), ao estudarem concentragdes de PE (3%) e de complexo PE-CMC
(3%+0,4%), observaram um potencial zeta correspondentes ao ponto de carga zero em pH 4,80
e pH 2,30, respectivamente. Silva ef al. (2023), ao testarem diversas propor¢des de PE e CMC
(1:1, 1:2, 1:5 e 2:1, proteina:polissacarideo) encontraram um potencial zeta de carga zero em
pH 4,82 para PE e pH 2 para PE-CMC para todas as proporc¢des. Esses resultados estdo
diretamente relacionados a turbidez dos sistemas dispersos, uma vez que a técnica permite
identificar o grau de agregacao das particulas. De modo geral, esses achados evidenciam que

essa caracteristica depende da carga liquida da proteina, das interacdes eletrostaticas com o
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polissacarideo, de possiveis modificacdes estruturais da proteina e da concentragdo relativa de

cada componente.

Figura 11 — Analise da turbidez dos biopolimeros, PE e PE-CMC em fun¢ao do pH.

TURBIDEZ
—o—PE PE-CMC
100
90
80
70
o 60
a
@ 50
o
2 40
30
20
10
0
2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7
PH
Fonte: Autor (2026).
4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a viabilidade da elaboragao de emulsdes com interface bem
formada com o6leo de pequi utilizando PE e o complexo PE-CMC como estabilizantes naturais
em pH neutro. A aplicagdo do DCCR evidenciou que a estabilidade do sistema ¢ fortemente
dependente da interagdo entre os biopolimeros, sendo que concentragdes mais elevadas de PE
e de PE-CMC resultaram em emulsdes com propriedades mais adequadas, especialmente em
emulsoes de 3,41% de PE e 0,5% de CMC.

As andlises de turbidez e microscopia Optica indicaram que os mecanismos de
estabilizacdo diferem entre os sistemas avaliados, sendo que o sistema PE-CMC apresenta
contribuicao adicional a fase continua, favorecendo a manuten¢ao da estabilidade fisica com
deslocamento do ponto isoelétrico da proteina.

Dessa forma, emulsdes PE e PE-CMC apresenta elevado potencial para aplicacdo na
industria de alimentos em pH neutro, especialmente no desenvolvimento de produtos com
ingredientes de origem vegetal, rotulos limpos, reforcando o uso de biopolimeros naturais como

alternativa sustentavel aos surfactantes sintéticos. Além disso, a metodologia adotada fornece
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parametros precisos para a otimizagdo de sistemas emulsificados a base de proteina vegetal,

podendo orientar futuras pesquisas e aplicacdes industriais.
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EFEITO DO PH NA ESTABILIDADE DE EMULSOES COM OLEO DE PEQUI
ESTABILIZADAS POR PROTEINA DE ERVILHA E COMPLEXO PROTEINA-
CARBOXIMETILCELULOSE

RESUMO

As emulsoes a base de proteinas t€ém se destacado como alternativas aos sistemas convencionais
estabilizados por surfactantes artificiais, especialmente diante da crescente demanda da
industria alimenticia por ingredientes naturais e produtos com rétulos limpos. O 6leo de pequi
(Caryocar brasiliense), abundante no Cerrado brasileiro, tem elevado teor de acidos graxos
insaturados e € rico em compostos bioativos, como carotenoides e compostos fendlicos, que
conferem propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias. Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito do pH em emulsdes do tipo 6leo em agua (O/A) para a
encapsulacao do o6leo de pequi, visando a protecdo de seus compostos bioativos, utilizando
como agentes estabilizantes a proteina isolada de ervilha (PE) e o complexo proteina—
carboximetilcelulose (PE-CMC). O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 5 x 2, avaliando-se o efeito do pH (3,4, 5,6 ¢ 7) e do
tipo de estabilizante (PE e PE-CMC) sobre o comportamento do sistema. Os resultados
evidenciaram interagdo significativa entre o pH e o tipo de estabilizante, o que impacta
diretamente a estabilidade das emulsdes. As emulsdes de PE apresentaram elevada instabilidade
fisica, caracterizada por floculagdo acentuada e separagdo de fases, especialmente nos pHs 4, 5
e 6, atribuida a reducao da solubilidade proteica nessas condi¢des, acompanhada do aumento
do didmetro médio das particulas. Em contraste, as emulsdes de PE-CMC exibiram maior
estabilidade em pH 7, 6 e 5, mantendo a integridade do sistema nesta faixa de pH avaliada.
Entretanto, nos pHs 3 e 4, observou-se uma maior separacao de fases, associada a formagao de
complexos proteina—polissacarideo insoliveis. O comportamento superior das emulsdes PE—
CMC foi relacionado a combinacao de mecanismos de estabilizacdo eletrostatica e estérica
promovidos pela CMC, resultando na formagdo de uma barreira interfacial mais espessa e
mecanicamente resistente. A andlise reologica indicou um comportamento de fluido
pseudopléstico. As emulsdes de PE-CMC apresentaram maior eficiéncia na retencao dos
compostos bioativos do 6leo de pequi quando comparadas as emulsdes de PE e ao 6leo de pequi.
A reducao do pH comprometeu essa eficiéncia em todos os sistemas avaliados. Em relagdo aos
testes de estabilidade, o ciclo de congelamento e descongelamento revelou desempenho inferior
das emulsdes de PE-CMC em comparag¢ao as de PE, enquanto o estresse térmico indicou maior
retencao de carotenoides nas emulsdes de PE-CMC. A atividade antioxidante variou em fungao
do pH, associada as modificacdes estruturais. O FTIR ndo encontrou diferencas das bandas de
proteina das emulsdes. De modo geral, os sistemas estabilizados com PE e PE-CMC
mostraram-se eficazes na estabilizagao de emulsdes contendo 6leo de pequi, apresentando
comportamento fortemente dependente do pH. Esses resultados evidenciam o potencial das
emulsdes a base de proteinas como estratégias promissoras para aplicagcdes alimenticias,
especialmente no desenvolvimento de produtos com ingredientes naturais.

Palavras-chave: emulsdes; 6leo de pequi; complexo proteina-polissacarideo; compostos
bioativos; estabilidade fisico-quimica.
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1 INTRODUCAO

O o6leo de pequi (Caryocar brasiliense) destaca-se como uma importante fonte natural
de compostos bioativos, especialmente carotenoides e compostos fenolicos, além de apresentar
elevada propor¢ao de acidos graxos insaturados. Esses compostos sdo responsaveis pela
coloragdo caracteristica e por sua reconhecida atividade antioxidante. Apesar de seu elevado
potencial nutricional e funcional, a elevada insaturagao lipidica torna esse 6leo particularmente
suscetivel a oxidacdo e a degradacdo induzidas por fatores ambientais, como a luz, a
temperatura e o pH, o que limita sua incorporagao direta em sistemas alimenticios processados
e compromete sua estabilidade durante o armazenamento (Comunian ef al. 2024).

Nesse contexto, a encapsulagao do d6leo de pequi em emulsdes a base de proteinas tem
sido amplamente investigada como estratégia promissora para aumentar a estabilidade dos
sistemas emulsificados. Essas emulsdes sdo estabilizadas por particulas solidas adsorvidas na
interface 6leo—agua, formando uma barreira fisica rigida e praticamente irreversivel, capaz de
reduzir fendmenos como a coalescéncia, o amadurecimento de Ostwald e a degradacao
oxidativa. Apesar dessas vantagens, a estabilidade das emulsodes ¢ fortemente influenciada pelo
pH do meio, uma vez que varia¢des de pH alteram o estado de ionizagdo, a molhabilidade ¢ a
conformacdo das particulas estabilizantes. Essas mudancas podem comprometer a afinidade
interfacial das particulas, favorecer processos de agregacdo ou dessor¢cdo da interface e,
consequentemente, reduzir a eficiéncia da estabilizagdo. Assim, a compreensdo do papel do pH
no comportamento interfacial das particulas ¢ fundamental para o desenvolvimento de emulsdes
estaveis ao longo do tempo, especialmente em sistemas alimenticios sujeitos a diferentes
condi¢des de processamento e armazenamento (He; Lu, 2024; McClements, 2011).

Entre os biopolimeros de origem vegetal, a proteina de ervilha (PE) tem sido
amplamente investigada como estabilizante interfacial devido a sua natureza anfifilica, a
capacidade de adsor¢do a interface 6leo—agua e a formacao de filmes viscoelasticos. Entretanto,
o desempenho estabilizante das proteinas ¢ altamente dependente do pH do sistema,
especialmente nas regides proximas ao seu ponto isoelétrico, nas quais a redugdo da carga
superficial pode favorecer fenomenos de agregacao, floculacdo e instabilidade coloidal. Dessa
forma, o uso de proteinas isoladas pode ndo ser suficiente para garantir estabilidade adequada
sob diferentes condi¢des de processamento e armazenamento (Y1 ef al. 2021).

A associacao de proteinas com polissacarideos anidnicos, como a carboximetilcelulose
(CMC), surge como uma estratégia eficiente para modular a estabilidade das emulsdes em

funcdo do pH. O comportamento desses sistemas ¢ governado por interacdes eletrostaticas
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dependentes do estado de ionizagdo dos biopolimeros, podendo resultar na formagdo de
complexos proteina—polissacarideo soltiveis ou insoltuveis, conforme o pH do meio. Esses
complexos podem promover alteragdes significativas na espessura, na composicao € na
resisténcia mecanica da camada interfacial, além de modificar a viscosidade da fase continua,
contribuindo para melhorias nas propriedades reoldgicas, na estabilidade fisico-quimica e na
protecdo de compostos lipofilicos sensiveis, como os carotenoides (Liu et al. 2018; Yue et al.
2021; Xu et al. 2024).

Apesar dos avancos no desenvolvimento de emulsoes estabilizadas por biopolimeros,
ainda sdo escassos os estudos que avaliam a influéncia do pH sobre a estabilidade fisico-
quimica e a retencdo de compostos bioativos em emulsdes que encapsulam O6leos ricos em
carotenoides, como o 6leo de pequi. A compreensdo de como o pH regula as interacdes
proteina—polissacarideo, a estrutura interfacial e a estabilidade coloidal desses sistemas ¢
fundamental para o desenvolvimento de emulsdes mais robustas e com maior potencial de
aplicacdo na industria de alimentos.

Diante desse cenario, o objetivo deste trabalho ¢ elaborar e caracterizar emulsdes do
tipo 6leo em dgua (O/A) encapsulando o dleo de pequi, estabilizadas por PE e PE-CMC,
avaliando suas propriedades fisico-quimicas ¢ a estabilidade do sistema, com foco na retengao
de carotenoides totais sob diferentes condi¢cdes de pH, visando ao seu potencial de aplicagao

em futuras formula¢des alimenticias.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Para a elaboracao das emulsdes, utilizou-se a PE (0,8% de carboidrato, 80% de proteina,
1,5% de gordura total, 0,5% de fibra alimentar, em base seca), adquirida da Wenutri, Sao Paulo.
A CMC (0,9 grau de substituicdo, viscosidade de 3500 cP) adquirida da Adicel, Belo Horizonte.
O ¢6leo da polpa de pequi foi adquirido da Aroma D’Minas, (Monte Carmelo). Os demais

reagentes utilizados no estudo foram citados ao longo do trabalho.

2.2 Métodos
2.2.1 Planejamento experimental

O experimento foi conduzido em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),

em esquema fatorial 5x2, com cinco niveis de pH (3, 4, 5, 6 € 7) e dois tipos de estabilizante
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(PE e PE-CMC) em trés repeticdes, o que permite avaliar os efeitos do pH, do tipo de

estabilizante e da interagdo entre esses fatores sobre o comportamento do sistema emulsionado.

2.3 Elaboracao dos biopolimeros

Para o preparo dos biopolimeros foi utilizada a metodologia modificada de Xu et al.
(2024). Inicialmente, A PE foi dispersa em 100mL de agua destilada na concentragdo de 6,82%
(m/v), a temperatura ambiente (25 °C), sob agitacdo magnética a 500 rpm por 3 horas, para
garantir a hidratagdo completa da proteina. Em seguida, o pH da solu¢ao foi ajustado de 7 para
12 com NaOH 4 M, ¢ a solugao foi agitada por 1 hora. Posteriormente, o pH foi neutralizado
para 7 com HCI 1 M. Em seguida, a solugdo de proteina foi submetida a um tratamento térmico
(85 °C/30 min) para promover a desnaturacdo proteica e resfriada até a temperatura ambiente
(25 °C). Simultaneamente, 1,0 g de CMC foi dispersa em 100mL de 4gua destilada sob agitacao
magnética (500 rpm) a 25 °C por 3 horas. Ambas as dispersdes (PE ¢ CMC) foram entao
incubadas a 4 °C por 12 horas, para garantir a hidratacdo completa dos polimeros. Apds a
hidratacao, as solugdes de PE e CMC foram misturadas na propor¢ao de massa 1:1 e mantidas
sob agitacdo magnética (500 rpm) por 30 minutos, resultando em uma mistura final com 3,41%
(m/v) de PE e 0,5% (m/v) de CMC. A dispersao de PE foi diluida em agua destilada na

propor¢ao 1:1, resultando em uma concentragado final de 3,41% (m/v) de PE.

2.4 Elaborac¢ao das emulsoes

As emulsdes foram preparadas utilizando 6leo de pequi (10% m/v) como fase oleosa e
uma fase aquosa composta por biopolimeros (90% m/v). A pré-homogeneizagdo das emulsdes
foi realizada em homogeneizador do tipo hélice (Ika Rw 20, Brasil) a 2500 rpm por 10 minutos,
seguida de sonicacdo com ultrassom de ponteira (Branson, México) por 3 minutos, com
amplitude de 60% e poténcia de 240 W.

Como as emulsdes foram caracterizadas em funcao do tempo (60 dias) em algumas
analises, foi utilizado o conservante benzoato de sodio (0,02% (m/v)), concentragdo conhecida
por impedir o crescimento e a deterioragdo por microrganismos (Ramos ef al. 2023). Para o
ajuste de pH, foi utilizado HCl 0,5M, visto que as emulsdes, apds o preparo inicial

apresentavam pH inicial de 7.
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2.5 Diametro médio de goticula e microscopia dptica

O didmetro médio das goticulas foi determinado por meio da analise das imagens no
microscopio optico (Olen, Brasil) e do software ImagelJ, a partir da medicao de 100 goticulas
selecionadas aleatoriamente. A calibragdao da escala microscopica foi realizada com régua
micrométrica, considerando cada divisdo equivalente a 100 um (adaptado de Zhang et al. 2024).

A microestrutura das emulsdes foi avaliada por microscopia Optica, utilizando o mesmo
equipamento, equipado com camera digital acoplada e o software S-Eye para a captura de todas
as imagens. As amostras foram analisadas imediatamente apos o preparo, apos diluicdo de 1:3

em agua destilada, empregando ampliagdes de 10x e 40x (Xu et al. 2024).
2.6 Potencial Zeta

O potencial zeta das emulsdes foi determinado por dispersao dindmica de luz (DLS),
utilizando um Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). As amostras foram
diluidas na propor¢do 1:1000 em é4gua ultrapura ajustada ao respectivo pH de cada sistema e
transferidas para cubetas descartaveis de poliestireno com eletrodos (adaptado de Xu et al.
2024). As medigdes foram realizadas a 25 °C, com processamento dos dados pelo Zetasizer
Software e os indices de refragdo adotado para o 6leo de pequi e para a fase aquosa foram de

1,42 e 1,33, respectivamente.

2.7 Determinacao do indice de cremeacao

O indice de cremeacdo (CI) foi utilizado como pardmetro para avaliar a estabilidade
fisica das emulsdes, conforme descrito por Rawal ef al. (2025). O método baseou-se na
quantifica¢do da separacdo de fases, por meio da medigdo da altura da camada de soro (fase
aquosa) e da altura total da emulsdao no tempo 0 e apds 60 dias. Apds o preparo, as amostras
foram transferidas para tubos graduados de 20 mL, devidamente selados e armazenados a
temperatura ambiente (25 °C). O indice de cremeagdo foi calculado como a razdo percentual
entre a altura da camada de soro (Hs) e a altura total da emulsdo (Ht) no tempo, conforme
Equagdo 1.

indice de cremeacio (%) = % * 100 €))
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2.8 Estabilidade de centrifugacio

A estabilidade das emulsoes foi avaliada por centrifugacdo, segundo a metodologia
adaptada de Xu et al. (2024), determinando-se a tendéncia de separacdo acelerada de fases. As
emulsdes foram transferidas para tubos de ensaio de 15 mL e centrifugadas em centrifuga

(Fanen, Brasil) a 3600 rpm por 15 min e sua estabilidade foi calculada com a Equacao 2.

(m1-m2)

Estabilidade centrifuga (%) = —

%100 )

Em que, m1 ¢ a massa total da emulsdo antes da centrifugacdo, m2 ¢ a massa da remog¢ao de

agua e oleo por centrifugacao (fase aquosa separada).

2.9 Analises reoldgicas

O perfil reoldgico das emulsdes foi determinado a 25 °C com o auxilio de um
viscosimetro rotacional de cilindros concéntricos (Brookfield DVII Ultra, Brookfield
Engineering Laboratories, EUA). As analises foram realizadas empregando o spindle SC4-31
e uma rampa crescente de taxa de deformagdo variando de 5,1 a 85 s!. Para determinar o perfil
de fluxo dos fluidos, o modelo da Lei da Poténcia (Equagao 3) foi ajustado aos dados de tensao

de cisalhamento e de taxa de deformagao (Steffe, 1996).

o= ky" 3)

Em que, o ¢ a tensdo de cisalhamento (Pa), k ¢ o indice de consisténcia (Pa.s"), y ¢ a taxa de

deformacdo (s™!) e n é o indice de comportamento de fluxo (adimensional).

2.10 Estudo cinético

Os efeitos do armazenamento sobre a degradagao dos carotenoides nas emulsdes foram
avaliados por meio do ajuste dos dados experimentais ao modelo de primeira ordem (Adaptado
de Li et al. 2021). Os carotenoides foram monitorados ao longo de 60 dias de armazenamento

(0,15, 30,45 e 60 dias) ap6s a encapsulagdo A constante de taxa de degradagao (k) foi calculada
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de acordo com a Equacdo 4 e o tempo de meia-vida (ti/2) foi determinado de acordo com a

Equacao 5:
ct
—In o k.t (4)
l
t1/2 = nTZ (5)

Para a extragdo dos carotenoides utilizou-se a metodologia adaptada de Comunian et al.
(2020). Uma amostra (1 g) foi diluida em solucdo de citrato de s6dio a 2% (m/v) para ajustar a
forca i0nica e facilitar a separacdo das fases das emulsdes. A amostra foi agitada em vortex por
1 minuto e, em seguida, submetida a um banho ultrassonico por 20 minutos para liberagao do
6leo da matriz coloidal. Em seguida, foi adicionado um volume especifico de hexano grau
HPLC (Exodo Cientifica, Brasil) & mistura, que foi centrifugada (Fanen, Brasil) a 3500 rpm por
15 minutos a 25 °C. O sobrenadante (fase hexano) foi analisado em espectrofotometro Uv-vis
em comprimento de onda de 450 nm e o teor de carotenoides totais foi calculado de acordo com

a Equagdo 6:

Abs*v*10%
= (6)

, , u
Carotenoides totais (_g)
g mx2500

Em que, Abs = Absorbancia; v = volume de hexano adicionado (mL); m = massa da amostra
(g); 2500 = coeficiente de extingdo médio de mistura de carotenoides.
O oleo de pequi livre foi utilizado como referéncia para comparacao dos resultados,

tendo pH nativo de 4,80 e ajustado aos pH’s correspondentes com HCI 0,5M ou NaOH 1M.

2.11 Analise de cor das emulsoes

A analise de cor foi realizada utilizando um colorimetro Konica Minolta (modelo CM-
5), com o objetivo de monitorar as alteragdes cromaticas das emulsdes durante um periodo de
60 dias (0 e 60 dias apos a encapsulacdo), sob temperatura de armazenamento de 25 °C,
correspondente a condi¢do de acompanhamento da estabilidade dos carotenoides (adaptado de
Guo et al. 2025). Os parametros de cor foram avaliados por meio do sistema CIE Lab*, em que
L* corresponde a luminosidade da amostra (variando de 0 = preto a 100 = branco), a* representa
a variagdo cromatica no eixo verde—vermelho (valores negativos indicam tonalidade esverdeada

e valores positivos indicam tonalidade avermelhada), b* expressa a variacdo no eixo azul—
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amarelo (valores negativos indicam tonalidade azulada e valores positivos indicam tonalidade
amarelada), saturagdo da cor (Chroma) calculada pela Equagdo 7 e a diferenga total de cor (AE)

calculada pela Equagao 8:

€ = Va*+b? (7)

AE = {/(AL)? + (Aa)? + (Ab)? (®)

2.12 Testes de estabilidade das emulsoes

2.12.1 Estabilidade ao ciclo de congelamento e descongelamento

Foi realizado 1 ciclo de congelamento durante um periodo total de 24 horas, sendo a
etapa de congelamento conduzida a —18 °C em freezer doméstico (Refrigerador Brastemp GE
FrostFree, Brasil) e a etapa de descongelamento realizada a temperatura ambiente por 5 horas
em bancada (adaptado de Dai et al. 2023). Ap6s o ciclo, foram observadas possiveis alteragdes

visuais e a separacao de fases para avaliar a estabilidade das emulsdes frente ao estresse fisico.
2.12.2 Estabilidade ao estresse térmico

O tratamento térmico foi conduzido a 85 °C por 30 minutos, simulando condigdes de
processamento térmico moderado, utilizando banho-maria (adaptado de Singh et al. 2022).
Apoés o tratamento, foram avaliadas a retengdo de carotenoides totais nas emulsoes, € a
fotografias para andlise visual das alteracdes estruturais. O 6leo de pequi foi utilizado como
amostra de comparacao.

Para o calculo da reten¢do de carotenoides totais apds o estresse térmico, utilizou-se a

equagao 9:
Retencdo de carotenoides totais (%) = % * 100 )

Onde Ci representa a concentragdo de carotenoides apds o estresse € C; corresponde a

concentracao inicial de carotenoides nas emulsoes.
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2.13 Atividade antioxidante (ABTS e DPPH)

2.13.1 Determinacio da capacidade antioxidante das emulsdes pelo ensaio do cation
radical ABTS<+

A capacidade antioxidante das emulsdes foi avaliada pelo método de captura de radicais
livres ABTSe+, seguindo a metodologia de Li, Jiang e Shi, (2024). Os radicais ABTSe++ foram
gerados misturando uma solugdo de 7 mmol/LL de ABTS com 2,45 mmol/L de persulfato de
potassio (K2S20s) na propor¢ao volumétrica de 2:1. A mistura foi incubada no escuro a 20 °C
por 16 horas, permitindo a formag¢ao completa dos radicais. Apds o periodo de incubagao, a
solugdo foi diluida em etanol até atingir uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm, medida em
espectrofotometro UV-vis. Para a determinagdo da atividade antioxidante, a amostra de 20 uL
foi misturada a solugcdo de ABTSe+ preparada e mantida a 20 °C por 6 minutos. Em seguida, a
atividade antioxidante foi medida na regido de comprimento de onda de 734 nm, conforme a
Equacao 10.

Atividade sequestrante de radicais ABTS « +(%) = (Abs controle—Abs amostra) . 1 (10)

Abs controle

Em que, Abs controle ¢ a absorbancia do branco e Abs amostra ¢ a absorbancia da amostra

(emulsdo).

2.13.2 Determinacido da capacidade antioxidante das emulsdes pelo ensaio do cation
radical DPPH nas emulsées

A atividade sequestrante de radicais das emulsdes foi avaliada pelo método de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) conforme a metodologia de Fazelioskouei et al. (2023).
Primeiramente, 50 pL das emulsdes foram misturados a 2 mL de uma solucdo etandlica de
DPPH (0,1 mM) e incubados a 25 °C por 30 minutos, em ambiente escuro, para evitar a
degradacao do DPPH pela luz. Como controle, foram utilizados 50 pL de dgua destilada em
lugar das emulsdes, enquanto o etanol foi usado como branco. Apds o periodo de incubagao, a
absorbancia das amostras foi medida a 517 nm em um espectrofotometro UV-Vis. A atividade
antioxidante, expressa como a capacidade sequestrante de radicais DPPH, sera calculada

utilizando a Equacao 11:

(Abs controle—Abs amostra)

Atividade sequestrante de radicais DPPH (%) =

x100  (11)

Abs controle
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Em que, Abs controle ¢ a absorbancia da amostra controle e Abs amostra ¢ a absorbancia da

amostra (emulsdo).

2.15 Estabilidade oxidativa acelerada

A estabilidade oxidativa das emulsdes foi avaliada conforme a metodologia adaptada de
Comunian et al. (2020), a fim de determinar a forma¢do de peroxidos e a resisténcia das
emulsoes a degradagado lipidica. As analises foram realizadas em um equipamento Rancimat
743 (Metrohm, Sui¢a), no qual 6,5 g de amostra foram submetidos a um fluxo de ar seco, limpo
e filtrado (20 L/h), sob aquecimento a 120 °C. O método baseia-se no monitoramento continuo
da condutividade elétrica da célula de medida, permitindo registrar o tempo decorrido entre o
inicio da andlise e o ponto de inflexdo da curva de condutividade, denominado periodo de

inducao.

2.16 Espectroscopia do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As emulsdes foram liofilizadas e analisadas em um espectrometro de infravermelho
com transformada de Fourier (Tensor27, Alemanha). As emulsdes foram maceradas e
combinadas com KBr na propor¢do 1:150. Os interferogramas foram coletados com 100

varreduras, resolucao de 2 cm™ e faixa espectral de 400 a 4000 cm™! (Fazelioskouei et al. 2023).

2.17 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o programa estatistico SISVAR 5.8 (Build
92) para analise de variancia (ANOVA), seguido por teste de Tukey de comparagdao médias

(nivel de significancia 5%).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Diametro médio de goticulas e microscopia optica

3.1.1 Diametro médio de goticulas

O diametro médio das gotas de 6leo foi determinado por meio de microscopia Optica,
utilizando uma régua de calibracdo com divisdes. Os resultados referentes ao tamanho de
particula encontram-se apresentados na Tabela 1. A andlise estatistica indicou efeito
significativo (p < 0,05) para os fatores pH, tipo de estabilizante, bem como para a interagao
entre ambos, evidenciando que o efeito do estabilizante sobre o tamanho de particula varia em

fungdo do pH da emulsao.

Tabela 1 — Diametro médio de particulas das emulsdes PE e PE-CMC em fun¢do do pH.

Didmetro médio de particula (um)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 5,73 £0,42 7,77 £ 0,64 8,50+ 0,60 4,57+ 0,30 4,20+ 0,31
Ba Aa Aa Ca Cb

PE-CMC 6,13 +0,72 5,50 £ 0,62 5,07£0,35 5,17+0,51 6,47+0,42

ABa ABb Bb Ba Aa

Legenda: Média = desvio padrio (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p <0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas indicam diferencas significativas entre os valores de pH para um
mesmo estabilizante (linha), enquanto letras minusculas indicam diferencas significativas entre os estabilizantes
para um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).

Para PE em pH 7,0, observou-se um didmetro médio de particula de 5,73 um, condigao,
em que as moléculas de PE apresentam elevada carga liquida negativa, promovendo forte
repulsao eletrostatica entre as goticulas recobertas por proteina. Essa repulsdo reduz a tendéncia
a agregacado, favorecendo uma dispersdo uniforme e contribuindo para a estabilidade cinética
da emulsdo. Com a reducao do pH para 6,0 e para pH 5,0, verificou-se um aumento no didametro
médio de particula, atingindo 7,77 pm e 8,50 um, respectivamente. Esse comportamento ¢
caracteristico de processos de floculagio e indica desestabilizagdo do sistema. A medida que o
pH se aproxima do ponto isoelétrico da PE (aproximadamente 4,6), diminui-se a solubilidade
proteica, o que enfraquece as forcas de repulsdo entre as goticulas. Como consequéncia,
interacdes atrativas, como as forgas de van der Waals, tornam-se predominantes, levando a

agregacao proteina-proteina e a formagao de flocos visiveis, o que se reflete no aumento do
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diametro médio de goticulas (Nooshkam et al. 2023).

Quando o pH foi reduzido para valores abaixo do ponto isoelétrico, especificamente
para pH 4,0 e 3,0, observaram-se tamanhos médios de goticulas de 4,57 e¢ 4,20 pm,
respectivamente. Nessas condicdes, as moléculas de PE adquirem carga liquida positiva, o que
restabelece a repulsdo eletrostatica entre as goticulas e minimiza a agrega¢ao. O comportamento
em pH 3,0 ¢ consistente com o relatado por Sridharan et al. (2020), que destacam que as fragdes
soliveis (55% de solubilidade) da PE atuam como os principais agentes estabilizantes,
formando uma camada interfacial carregada positivamente e estavel ao redor das goticulas de
oleo.

A adi¢ao de CMC modificou o comportamento das emulsoes, especialmente no pH em
que a PE isolada apresentou desempenho limitado. Em pH 7, o didmetro médio de particula foi
de 6,13 pm. Embora ambos os biopolimeros apresentem carga negativa nesta condi¢ao, a CMC
promoveu a estabilizacdo por meio de um mecanismo de barreira estérica. O aumento da
viscosidade da fase continua reduziu a mobilidade das goticulas, dificultando sua aproximagao
e prevenindo coalescéncia.

O estudo de Wei et al. (2020) investigou o efeito da concentracdo de CMC (0 a 0,8%)
sobre o didmetro médio das particulas em dispersdes de PE em pH 7,0. A PE isolada (1%)
apresentou particulas de 505 nm, que aumentaram para 1238 nm com 0,4% de CMC. Com o
aumento para 0,5%, o tamanho diminuiu para 850 nm, sugerindo uma estrutura mais compacta
e estavel, reforcada pela maior viscosidade da fase continua.

Em pH 6, 5 e 4, os didmetros médios de particula das emulsdes foram de 5,50, 5,07 e
5,17 um, respectivamente. A diferenca dos didmetros médios € significativa nos pH 6 e 5, onde
o sistema PE-CMC apresentou goticulas menores em comparacdo com o PE isolado,
demonstrando que a CMC minimizou o didmetro médio de goticulas na faixa do ponto
isoelétrico.

Em pH 3,0, o sistema apresentou o maior didmetro médio de particula de 6,47 um,
indicando que a alta carga positiva da PE nessa condigdo promoveu uma complexagao
excessiva com a CMC (negativa), favorecendo a formag¢do de agregados de maior tamanho e
resultando na desestabilizagdo do sistema, devido a coacervacdo complexa entre os
biopolimeros. Nessa condi¢do, em vez de formar uma camada soluvel e homogénea ao redor
das goticulas, os biopolimeros tendem a se associar massivamente, promovendo instabilidade

(Schmitt e Turgeon, 2011).
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No estudo de Wei et al. (2020) observou-se que, em pH 3.5, a adicdo de CMC reduziu
o didmetro médio de particula até¢ a maior concentracao avaliada (0,8%), indicando que, nessa
condi¢do, as interacOes eletrostaticas entre os biopolimeros foram mais balanceadas,
favorecendo a formacgdo de complexos interfaciais estaveis. Entretanto, quando aplicadas a

sistemas emulsionados, essas interagcdes podem apresentar comportamentos distintos.
3.1.2 Microscopia optica

A analise das microestruturas das emulsdes de PE e de PE-CMC, em diferentes valores
de pH (Figura 1), foi realizada para compreender como as interagdes entre os biopolimeros e o
meio afetam a organizacdo ¢ a estabilidade do sistema, permitindo observar o arranjo ¢ a
distribui¢do das goticulas e relacioné-los ao comportamento estabilizante.

Em pH 7, as emulsdes de PE apresentaram distribui¢do das goticulas de 6leo uniforme
e com estabilidade elevada, atribuida a desprotonacdo dos grupos carboxila, que gera carga
negativa ¢ promove repulsido eletrostatica entre as goticulas, prevenindo a floculacdo e a
coalescéncia (Barac et al. 2010). As emulsdes PE-CMC também exibiram boa dispersdo das
goticulas e formacdo de complexos estabilizantes. A presenca de pequenas floculagdes no
sistema sugere o fenomeno de floculacdo por pontes poliméricas, em que a CMC, um
polissacarideo anidnico de alto peso molecular, pode adsorver-se parcialmente as gotas
recobertas por proteina, mantendo porg¢des livres capazes de interagir com gotas adjacentes,
formando pontes. Esse comportamento ¢ consistente com os resultados reportados por Yang et
al. (2011) e French et al. (2015), sendo que este ultimo apresentou evidéncias por meio de
imagens do fendmeno destacando dois pré-requisitos para esse tipo de floculagao: (i) particulas
estabilizadoras hidrofilicas, com angulo de contato inferior a 90°, e (ii) concentragdo
insuficiente de particulas para promover o recobrimento completo da interface, caracterizando
efeito de saturagdo superficial.

A medida que o pH se aproxima do ponto isoelétrico da PE (pI = 4,6), observa-se o
aumento do diametro médio de goticulas nas emulsoes de PE. Em pH 6 surgem os primeiros
sinais de agregacdo, que se intensificam em pH 5, com floculagdo acentuada e formacdo de
grandes aglomerados de proteinas, resultando em completa desestabilizagdo. Em pH 4, a
emulsdo apresenta agregados volumosos decorrentes da baixa solubilidade (~20%) e da
reduzida capacidade emulsificante (Liang e Tang, 2013), embora com interface ligeiramente
mais robusta que nos pH 5 e 6. Em contraste, as emulsdes PE-CMC permanecem relativamente
homogeéneas nos pH 6 e 5, ainda apresentando floculagdo por ponte polimérica, mas com agao

estabilizante da CMC, impedindo agregacao por repulsdo estérica.
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Em pH 3, as emulsdes de PE exibiram boa distribui¢cdo das goticulas, com pequenos
agregados proteicos, possivelmente decorrentes da solubilizagdo parcial das fragdes proteicas.
Nesse pH, uma parte das subunidades permanece soltvel, enquanto outra tende a
autoagregacao, formando particulas maiores. Shidharan et al. (2020) demonstraram que, em pH
3, a maior parte da proteina se encontra na forma de moléculas individuais menores, o que
favorece a migracdo e a adsor¢do na interface 60leo-dgua. As moléculas individuais soluveis
podem recobrir até¢ 47% da superficie interfacial, enquanto os agregados recobrem cerca de
3,2%. Por outro lado, as emulsdes PE-CMC em pH 3—4 exibiram agrega¢do intensa e formagao
de grandes flocos. Nessa faixa, a PE encontra-se positivamente carregada e interage fortemente
com o CMC, negativamente carregado, formando complexos insoluveis (coacervados). Wei et
al. (2020) relataram comportamento analogo em sistemas PE-CMC em pH 3.5 e o estudo de
Silva, Almeida e Sato (2023) sobre a coacervagao complexa entre PE e CMC apresentou

imagens que corroboram os resultados observados no presente trabalho.
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Figura 1 — Microscopia 6ptica das emulsdes PE e PE-CMC em diferentes valores de pH (7 a 3), obtidas com objetiva de 10x (imagem principal)
e de 40x (imagem ampliada).
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Figura 1 — Microscopia 6ptica das emulsdes PE e PE-CMC em diferentes valores de pH (7 a 3), obtidas com objetiva de 10x (imagem principal)
e de 40x (imagem ampliada).
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Figura 1— Microscopia optica das emulsdes PE e PE-CMC em diferentes valores de pH (7 a 3), obtidas com objetiva de 10x (imagem principal) e
de 40% (imagem ampliada).

(Conclusao)

EMULSOES PE

L A
S .
e -

Fonte: Autor (2026).
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3.2 Potencial Zeta

Os resultados do potencial zeta das emulsdes estdo apresentados na Tabela 2. A andlise
estatistica indicou efeito significativo (p < 0,05) para os fatores pH, o tipo de estabilizante ¢ a
interacao entre ambos, evidenciando que o efeito do tipo de estabilizante sobre o potencial zeta
varia em fun¢do do pH da emulsdo e impacta diretamente a carga superficial das goticulas.

Em emulsdes de PE, o potencial zeta apresentou valor de -40,00 mV em pH 7. No
entanto, com a acidificagdo do meio, observou-se uma queda acentuada nessa magnitude,
atingindo o valor minimo de -22,16 mV em pH 3. O fato do potencial zeta permanecer negativo
em pH 4cido sugere a formagdo de uma interface quimicamente dominada pelos constituintes
lipidicos do 6leo de pequi, sobrepondo-se a carga proteica. Emulsdes com valores acima de |30
mV]|, sdo consideradas relativamente estaveis porque as forcas repulsivas sdo maiores que as
forgas atrativas, e valores entre 20mV| e |30 mV| de estabilidade moderada (Comunian et al.
2020).

Os valores de potencial zeta, variando de —25 a —20 mV encontrados neste estudo
indicaram a formagdo de camada interfacial carregada negativamente, tal comportamento
semelhante foi relatado por Pereira et al. (2025) ao elaborem nanoemulsdes com 6leo de pequi.
O estudo de Comunian et al. (2020) elaborou emulsdes coencapsulando 6leo de pequi e buriti
(1:2) utilizando whey protein (4%) com e sem modificagdes térmicas (1:3, 6leo:agua) em pH
6, e obteve um zeta de -43 e -50mV, respectivamente. Segundo os autores, tal comportamento
observado do zeta no whey modificado deve-se a desnaturacao proteica, a exposicao de grupos
ionizéaveis (grupos carboxilicos e sulfidrilas) e a contribui¢do lipidica do 6leo de pequi e de
buriti.

A predominancia de carga negativa observada no presente estudo pode ser atribuida a
composicdo complexa do Odleo de pequi, que € rico em espécies anfifilicas naturais,
predominantemente 4cido oleico (50-60%) e palmitico (30-40%), além de mono e
diglicerideos. Estes compostos atuam como surfactantes anidnicos naturais. Devido a sua baixa
massa molecular, tais lipideos possuem uma cinética de difusao superior a das macromoléculas
proteicas, difundindo mais rapidamente para a interface 6leo-agua e contribuindo a uma carga
negativa predominante (Liu er al. 2018; Sena et al. 2010). A ocorréncia desta adsor¢do
competitiva € corroborada por Wang et al. (2024), que demonstraram que mono e diglicerideos
competem ativamente com fragdes da PE, reduzindo a presenga proteica na interface e

modificando as propriedades fisico-quimicas da emulsao.
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O estudo de Kowalczyk et al. (2024) avaliou a interagdo entre a PE e o 4cido oleico em
sistemas filmogénicos e confirmou a alta interacdo de interface entre os componentes. Estudos
com particulas hidrofobizadas com acido oleico mostram que seus grupos carboxilicos tornam
as emulsdes sensiveis ao pH: a desprotonacdo em pH elevado aumenta a carga negativa ¢ a
estabilidade, enquanto a protonacdo em pH &cido reduz o potencial zeta e favorece a
coalescéncia (Udoetok, Wilson e Headley, 2016). O estudo de Jiang et al. (2025) confirma esse
comportamento, registrando potenciais zeta de -39,16 = 5,09 mV em pH 5 e de -61,36 + 2,68
mV em pH 9. Esse mecanismo, caracteristico do acido oleico (principal componente do 6leo de
pequi), explica a manutengdo da carga negativa das emulsdes.

Emulsdes PE-CMC apresentaram valores de potencial zeta elevados e ao longo de toda
a faixa de pH, variando de —56,94 a —45,57 mV, superiores aos observados nas emulsdes PE.
A incorporacdo de CMC, um polissacarideo anidnico, intensificou a estabilizagdo eletrostatica
ao aumentar a densidade de carga negativa na interface, somando-se a contribuicdo dos
constituintes anfifilicos do 6leo de pequi. Observa-se uma reducio gradual da magnitude do
zeta em meios mais acidos, efeito semelhante ao observado nas emulsdes de PE. Contudo, em
emulsdoes PE-CMC, essa diminui¢do também estd associada & menor solubilidade e a maior
protonagdo do CMC em pH baixo, fatores que reduzem sua contribuicdo para a carga
superficial. Em pH 3, observou-se um potencial zeta de —45,57 mV para as emulsdoes PE-CMC,
com evidéncias de coacervagdo complexa observadas por microscopia optica e pelas demais
caracteristicas fisico-quimicas do sistema.

A analise do potencial zeta para emulsdes PE-CMC revelou um comportamento, em que
a carga negativa atingiu, em moédulo, seu maximo em pH 5 (-56,94 mV). Este fendomeno ¢
consistente com o inicio da formacdo de complexos eletrostaticos soliveis na regido proxima
ao pHc (pH critico de complexagdo), conforme revisado por Schmitt e Turgeon (2011). Em pH
7, a elevada densidade de carga negativa tanto da proteina quanto do polissacarideo gera uma
repulsdo eletrostatica que limita a densidade de adsor¢dao do CMC na interface 6leo—agua.
Contudo, a redugdo da carga liquida da proteina diminui a barreira energética em pH 5,
favorecendo uma adsorc¢ao cooperativa (Umar ef al. 2025) e uma maior densidade das cadeias
de CMC sobre a camada proteica.

Entretanto, a estabilidade de sistemas dispersos ndo ¢ determinada exclusivamente pelas
interacdes eletrostaticas. As forcas estéricas também podem atuar de forma significativa,
impedindo a agregacao das particulas na fase aquosa, independentemente do pH (De Barros et

al. 2016). Dessa forma, o potencial zeta deve ser interpretado em conjunto com outros
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parametros fisico-quimicos e estruturais para uma avaliagdo mais completa da estabilidade do

sistema.



Tabela 2 — Potencial zeta das emulsdes PE e PE-CMC em fun¢ao do pH.
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Potencial zeta ({)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE - 40,00 + 0,44 A° -31,83 £0,75 B° -33,00 + 0,36 B° -26,13 +0,41 ©° 222,16 +£0,61 P
PE-CMC -51,47+ 0,258 -51,37+ 0,458 -56,94 £ 0,32 A2 -5246+1,258 -4557+0,16 ¢

Legenda: Média + desvio padrao (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maitsculas indicam
diferencas significativas entre os valores de pH para um mesmo estabilizante (linha), enquanto letras minusculas indicam diferencas significativas entre os estabilizantes para
um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).
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3.3 Indice de cremeacio e estabilidade centrifuga

As emulsdes foram avaliadas com o objetivo de verificar a estabilidade fisica, por meio
da analise visual da forma¢ao de camada de creme e da separagdo de fases por gravidade, ao
longo de 60 dias de armazenamento em condigdo ambiente (25 °C) em repouso € em
estabilidade centrifuga (EC).

A anadlise estatistica indicou que ndo houve efeito significativo para nenhuma variavel,
devido a auséncia de variagdo nos dados experimentais. As emulsdes de PE e de PE-CMC
(Figura 2) apresentaram indice de cremeacao de 0% durante todo o periodo de armazenamento,
independentemente do pH, ndo sendo observada a formagdo de camada de creme ou qualquer
evidéncia de separacdo macroscopica de fases.

Wang et al. (2025) investigaram emulsdes elaboradas com 6leo de perilla (75%), a pH
7, utilizando PE e o complexo PE-CMC como estabilizantes. Os resultados mostraram que as
emulsdes PE apresentaram elevada separacao de fases, enquanto aquelas preparadas com PE—
CMC exibiram apenas leve separag¢ao de fases ao longo de 7 dias de armazenamento a 25 °C.
No entanto, o estudo nao foi apresentado dados quantitativos do indice de cremeagao, sendo a

avaliag¢do da estabilidade baseada exclusivamente em registros fotograficos.
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Figura 2 — Observacao visual das emulsdes de PE (TO — apds preparo) e T60 (60 dias de

armazenamento) ¢ de PE-CMC (TO — apds preparo) e T60 (60 dias de armazenamento).

EMULSOES PE (T0) EMULSOES PE (T60)

pH 7 6 5 4 3 7 6 5 4 3
EMULSOES PE-CMC (T0)

Fonte: Autor (2026).

Entretanto, os ensaios de EC (Tabela 3) revelaram um comportamento distinto, com
efeito significativo (p <0,05) do pH e da interagdo entre pH e tipo de estabilizante, evidenciando
que a estabilidade das emulsdes depende das condi¢des do meio (Figura 3). Esse método, ao
intensificar forcas externas, permite antecipar processos de desestabilizacdo que ocorreriam

mais lentamente sob condigdes normais de armazenamento.
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Tabela 3 - EC (%) das emulsdes PE e PE-CMC, em fun¢ao do pH.

Estabilidade Centrifuga (%)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 100,0+0,04* 542+ 1,658 53,6+1,78 526+ 1,18 100,040,042

PE-CMC 85,5+ 1,5 4° 86,3+2,14*  859+1,64 322+£1,58 342+138°

Legenda: Média + desvio padrio (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p <0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas indicam diferengas significativas entre os valores de pH para um
mesmo estabilizante (linha), enquanto letras minusculas indicam diferencas significativas entre os estabilizantes
para um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).

Em emulsoes PE, obteve-se 100,0 % de EC nos pH extremos (3 ¢ 7), enquanto nos pH
intermediarios (4, 5 e 6) houve uma acentuada queda de estabilidade, com valores entre 52,6%
e 54,2%. A instabilidade intermediaria pode ser atribuida a proximidade do ponto isoelétrico
da PE, devido a sua baixa solubilidade, em que a carga liquida tende a ser baixa, favorecendo
a agregacdo entre particulas e reduzindo a capacidade da proteina de manter as goticulas de
0leo dispersas. Em pHs 3 e 7, a proteina adquire cargas significativas (positivas e negativas,
respectivamente), aumentando a repulsdo eletrostatica e, consequentemente, a estabilidade do
sistema.

De acordo com o estudo de Liang e Tang (2013) em meio aquoso, na faixa de pH entre
3 e 7, a solubilidade da PE varia consideravelmente. Em pH 3, a solubilidade ¢ de
aproximadamente 55%, reduzindo-se para cerca de 20% em pH 4 e atingindo um minimo
proximo de 0% em pH 5. Em pH 6, a solubilidade ¢ de cerca de 5-10%, aumentando para
aproximadamente 70% em pH 7. Resultados semelhantes foram observados por Wei et al.
(2020), que também investigaram a solubilidade da PE em fun¢do do pH, o que corrobora com
os resultados de EC das emulsdes.

Emulsdes PE-CMC apresentaram baixa EC em pH3 e 4 (32,2% e 34,2%,
respectivamente), € maior estabilidade nos demais pH. A notavel dependéncia da estabilidade
do sistema PE-CMC em relagdo ao pH pode ser atribuida as altera¢cdes no grau de ionizagao
dos grupos carboximetila da CMC, o que modifica sua densidade de carga, a conformacgao
molecular e a afinidade interfacial. Em pH 3 e 4, a baixa estabilidade da emulsao ¢ atribuida a
reduzida solubilidade da CMC: pKa (4,60), pH em que uma fracao significativa dos grupos

(50%) carboximetil estd em sua forma protonada (-COOH), levando a formag¢ao de coacervados
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densos e pouco soluveis (Feng, Leduc e Pelton, 2008; Legrand et al. 2024). A estabilidade
observada a partir de pH 5 reflete a completa ionizagdo e a solubilizacdo da CMC. Nessas
condigdes, formam-se complexos, com o polissacarideo atuando de forma eficaz na fase
continua, promovendo uma barreira robusta contra a coalescéncia por meio da combinagao de

repulsdo eletrostatica e impedimento estérico (Yue et al. 2021).

Figura 3 — Fotografia das emulsdes de PE e de PE-CMC, em funcao do pH, apds

centrifugacao.

Emulsoes PE

1304

S

Fonte: Autor (2026).

3.4 Analise de Viscosidade

De acordo com a Tabela 4, a andlise estatistica indicou efeito significativo (p < 0,05)
dos fatores pH, do tipo de estabilizante e da interacdao entre ambos, evidenciando que o efeito

do estabilizante depende do pH da emulsdo e impacta o indice de consisténcia (K).
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Os ajustes do modelo da Lei da Poténcia apresentaram elevados coeficientes de
determinagdo (R? > 0,98) e baixos valores de RMSE em todos os tratamentos, indicando que o
modelo descreve adequadamente o comportamento de escoamento dos sistemas avaliados. A
partir desse ajuste, foram determinados o indice de consisténcia e o indice de comportamento
do fluido.

Todas as emulsdes apresentaram comportamento nao-newtoniano do tipo
pseudoplastico (n < 1) (Figura 3), ou seja, a viscosidade aparente diminuiu com o aumento da
taxa de cisalhamento (faixa de 5,1 a 85 s™!). Esse comportamento ¢ consistente com o relatado

por Yue et al. (2021) ao estudar misturas de biopolimeros PE ¢ PE-CMC.

Tabela 4 - Parametros do modelo da Lei da Poténcia ajustados as viscosidades das

emulsoes.
Estabilizante pH k n R? RMSE
(Pa-s™)

PE 7 0,968 + 0,15842 0,276 + 0,025 BP 0,988 0,056

PE 5 0,146+ 0,017 B2 0,634 + 0,025 A® 0,986 0,064

PE 3 0,167 +0,011B° 0,616 + 0,010 A2 1,000 0,012
PE-CMC 7 0,421 + 0,025 B° 0,704 0,011 Ba 1,000 0,046
PE-CMC 5 0,211 + 0,004 0,792 + 0,004 A2 1,000 0,016
PE-CMC 3 0,583 +£ 0,052 0,359 £ 0,018 < 0,981 0,073

Legenda: k ¢ o indice de consisténcia (Pa.s") e n € o indice de comportamento de fluxo (adimensional), R? é o
coeficiente de determinagdo e RMSE ¢ a raiz quadrdada do erro médio. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas indicam diferengas significativas
entre os valores de pH dentro de um mesmo estabilizante, enquanto letras minusculas indicam diferencas
significativas entre os estabilizantes dentro de um mesmo valor de pH. Fonte: Autor (2026). Fonte: Autor (2026).

Em pH 7, as emulsdes PE apresentaram indice de consisténcia elevado (k= 0,968 Pa-s"),
indicando alta resisténcia ao escoamento em baixas taxas de deformag¢do, enquanto o indice de
fluxo (n = 0,276) evidencia um sistema fortemente estruturado, associado a formacdo de
agregados. As emulsdes PE-CMC apresentaram menor consisténcia (k = 0,421 Pa-s® e maior
valor de n (0,792), sugerindo menor resisténcia ao escoamento € menor pseudoplasticidade.
Isso indica que a presenca de CMC desestruturou a rede de agregados de proteina através de
repulsdo eletrostatica e incompatibilidade termodinamica, tornando o fluido mais homogéneo
sem a formacao de complexos fortes entre os biopolimeros (Huan; Vardhanabhuti, 2016).

Em pH 5, observou-se redugdo acentuada do indice de consisténcia das emulsdes de PE
(k = 0,146 Pa-s") e aumento do indice de fluxo (n = 0,634), refletindo um sistema menos

estruturado e com menor resisténcia ao escoamento. Esse comportamento est4 relacionado a

diminui¢do da carga superficial da proteina, que favorece a agregagdo, mas gera estruturas
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agregada pouco conectadas, incapazes de formar uma rede continua. O estudo de Zhang et al.
(2020) elaborou emulsdes estabilizadas por PE e em pH 5, obteve um k de 0,13 Pa.s” e n de
0,63, corroborando os dados do atual estudo. Em emulsées PE-CMC, o indice de consisténcia
(k=10,211 Pa-s") foi maior que o de PE, mas o indice n foi mais elevado (0,792), evidenciando
maior pseudoplasticidade que emulsdes PE. Esse comportamento sugeriu que, apesar da
agregacao proteica, a presenga da CMC contribui para a manutencdo de certa resisténcia ao
escoamento, em funcao da formacao de barreiras estéricas e da repulsao eletrostatica. No estudo
de Huan e Vardhanabhuti (2016), o modelo pseudoplastico foi ajustado ao comportamento
reoldgico de emulsdes contendo whey protein (10%) (k = 0,017; n = 0,664) e do complexo
whey— CMC (10% + 0,5%; 2500 kDa) (k = 0,043; n = 0,882), avaliadas no ponto isoelétrico da
proteina. Esses resultados indicam efeito semelhante da adicdo de CMC sobre o comportamento
reoldgico das emulsdes, em concordincia com a tendéncia observada no presente estudo.

Em pH 3, as emulsdes de PE apresentaram indice de consisténcia (k= 0,167 Pa-s”) e
indice de comportamento n = 0,616. Esse comportamento pode ser atribuido ao aumento da
fragdo de estruturas desordenadas da proteina (random coil), oriundas de um desdobramento
parcial resultante da acidifica¢dao, que resultam em cadeias conformacionalmente flexiveis e
altamente moveis, incapazes de sustentar interagdes intermoleculares persistentes e de formar
uma rede estrutural continua, reduzindo, assim, a resisténcia do sistema ao escoamento
(Ohtmeni et al. 2025). Outra hipotese, conforme Shidharan ef al. (2020) que demonstraram que,
em pH 3, a maior parte da PE encontra-se na forma de moléculas individuais menores,
favorecendo migragdo e adsor¢do na interface 6leo-agua. As moléculas individuais soluveis
podem recobrir até 47% da superficie interfacial, enquanto os agregados recobrem cerca de
3,2%, o que pode ter gerado uma estrutura menos rigida. Em emulsdes de PE-CMC, observou-
se aumento da consisténcia (k = 0,583 Pa-s") e forte redugao do valor de n (0,359), evidenciando
a formacao de agregados densos, resultantes de complexos insoltiveis, que promovem uma rede

estrutural mais resistente ao cisalhamento e maior oposi¢ao ao escoamento.
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3.7 Estudo cinético da degradacao de carotenoides em emulsoes

Os parametros cinéticos da degradacdo dos carotenoides a 25 °C, durante 60 dias de
armazenamento, sob diferentes condi¢des de pH (3 a 7), das emulsdes de PE, de PE-CMC e de
oleo de pequi puro estao apresentados na Tabela 5. O objetivo desta analise foi avaliar a cinética
de degradacao dos carotenoides nesses sistemas, considerando o efeito do pH e do tipo de
estabilizante. A degradagdo ajustou-se adequadamente ao modelo cinético de primeira ordem
(R? =0,96-0,99), indicando que a taxa de degradagdo foi proporcional a concentragdo inicial
de carotenoides, comportamento comumente relatado na decomposi¢do desses pigmentos em
sistemas emulsionados (Xiao et al. 2018). A partir desse ajuste, foi possivel estimar a constante
de degradagdo (k) e o tempo de meia-vida (ti/2), pardmetros que fornecem informagdes

relevantes sobre a estabilidade dos carotenoides nas emulsdes.



Tabela 5 — Parametros do estudo cinético dos carotenoides totais das emulsdes PE e PE-CMC em fungao do pH.

Parametros cinéticos

pH
7 6 5 4 3
Estabilizante k ti/2 k ti/2 k ti/2 k ti/2 k ti/2
PE 0,008 81,44 0,009 7590 0,010 67,35 0,011 6538 0,011 63,66
PE-CMC 0,003 217,60 0,004 182,27 0,006 116,34 0,008 81,53 0,010 66,28

Oleo de pequi 0,013 52,24 0,014 48,72 0,015 44,60 0,015 4535 0,016 43,51

Legenda: ParAmetros cinéticos: k — constante de degradagdo; ti/2 - tempo de meia-vida. Fonte: Autor (2026).
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Na faixa de pH, as emulsdes de PE apresentaram valores de k entre 0,008 ¢ 0,011 dia™
e ti/2 de 81,44 a 63,66 dias. Isso demonstra um efeito protetor moderado em relagdo ao dleo
puro, cujo k variou de 0,013 a 0,016 dia™* e o ti/> foi 0 mais baixo de todos os sistemas (52,24
a 43,51 dias). Contudo, a protecdo conferida pela PE diminuiu com a redugdo do pH,
evidenciando perda de eficiéncia em ambientes acidos.

Emulsdes PE-CMC apresentaram o melhor desempenho nessa faixa de pH, com k
variando de 0,003 2 0,010 dia™' e t1/2 entre 66,28 ¢ 217,60 dias. Em pH 7, a meia-vida do sistema
PE-CMC (217,60 dias) foi mais prolongada do que a observada para a PE isolada (81,44 dias)
e para o 6leo puro (52,24 dias). Mesmo em condi¢des mais acidas (pH 3 e 4), o complexo
manteve valores de ti/2 numericamente superiores aos da PE, embora, na microscopia dptica, o
sistema PE-CMC apresente desestabiliza¢do devido a formacao de complexos insoluveis.

O estudo de Li et al. (2021) elaborou emulsdes com nanogéis de cloridrato de quitosana-
carboximetil amido (1,5%) e curdlana (polissacarideo: 0% ,1% ,2% e 3%) encapsulando -
caroteno em o6leo de milho (10% e 50%). A cinética de degradacdo seguiu um modelo de
primeira ordem, sendo avaliada sob estresse térmico a 55 °C por 30 dias. As emulsdes com 50%
de 6leo e 3% de curdlana apresentaram valores de k = 0,023 dia™ e ti/> = 30 dias, superiores
aos das emulsdes com 10% de 6leo e 3% de curdlana (k = 0,052 dia™'; ti/>= = 13 dias). Emulsdes
sem polissacarideo, 50% o6leo e 10% oOleo apresentaram valores k e t1/2 de 0,037, 0,052 dia™ e
19 e 13 dias, respectivamente. Essa diferenca nas emulsdes foi atribuida a maior viscosidade e
a formagado de uma interface mais compacta, fatores que dificultam a difusdo de pré-oxidantes,
especialmente devido a maior quantidade de 6leo e a presenga do polissacarideo.

Observa-se que o 6leo puro apresenta a menor retengdo de carotenoides em todas as
condi¢des de pH. O 6leo de pequi, rico em [B-caroteno, apresenta elevada sensibilidade a
acidificacdo. Em meios acidos, ocorre intensificacdo das reagdes de oxidacdo e de
1somerizacdo, promovendo a perda de cor e da atividade antioxidante dos carotenoides
(Schaich; Tian; Xie 2013; Rodriguez-Amaya, 2019). Os estudos de Ordofies-Santos, Martinez-
Giron e Villamizar-Vargas (2018) corroboram os resultados deste trabalho, ao demonstrar que
a retengdo de carotenoides ¢ influenciada pelo pH. Os autores observaram que, na faixa de pH
entre 3 e 11, houve uma redugdo progressiva na retengdo de -caroteno conforme o meio se
tornava mais acido, sendo o pH 8 identificado como o ponto de maior retengao do composto.

A protegao dos carotenoides em sistemas emulsionados depende de diversos fatores. A

presenca de proteinas forma uma camada protetora densa que reduz a difusdo de oxigénio,
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enquanto o pH do sistema, a temperatura e a presenc¢a de ions metalicos também influenciam a
estabilidade. Além disso, a formacgdo de complexos proteina-polissacarideo reforca a densidade
da camada protetora, contribuindo para a redugdo dos fatores que promovem a instabilidade do
sistema (Comunian et al. 2020; Deng, Li e Chen, 2022).

De modo geral, os resultados indicam que o 6leo sem estabilizante ¢ o sistema mais
suscetivel a degradagdo, seguido de emulsdes de PE, proporcionando uma prote¢ao
intermediaria, e do complexo PE-CMC constituindo a barreira mais eficaz, prolongando a meia-

vida dos carotenoides em todas as condigdes de pH avaliadas.

3.8 Analise de cor das emulsoes

A analise colorimétrica ¢ fundamental para monitorar a estabilidade visual ¢ a
preservacao dos pigmentos, especialmente os carotenoides, cuja degradacdo estd diretamente
associada a perda de tonalidade e a reducdo do valor funcional e sensorial das emulsdes. O
objetivo desta analise foi avaliar a estabilidade de cor das emulsoes de PE e de PE-CMC ao
longo do armazenamento. A estabilidade de cor das emulsdes de PE e de PE-CMC foi avaliada
por colorimetria nos dias 0 ¢ 60 de armazenamento. Foram calculadas as variagdes de
luminosidade (AL*), dos eixos verde—vermelho (Aa*) e amarelo—azul (Ab*), da saturacao de
cor (AC*) e da diferenca total de cor (AE*) entre o tempo inicial (apds o preparo) € o tempo
final (60 dias). Valores elevados desses pardmetros indicam maior alteracdo das propriedades
colorimétricas, refletindo menor estabilidade da cor ao longo do armazenamento.

De acordo com a Tabela 6, a analise estatistica indicou efeito significativo (p < 0,05)
dos fatores pH, do tipo de estabilizante e da interacdao entre ambos, evidenciando que o efeito

do tipo de estabilizante depende do pH e impacta a cor do sistema.



Tabela 6 — Parametros de cor das emulsdes PE e PE-CMC em fung¢ao do pH.

113

(Continua)
Parametro AL* pH
Estabilizante 7 6 5 4
PE 1,79+ 0,68 5,75+0,82482  565+0,5582 547+0,42B2 6,90 + 0,54 A2
PE-CMC 1,45+0,424% 1,70+ 0,204  1,92+0,354°> 2,57+0,43 A 2,43 +£0,354b
Parametro Aa* pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 0,82+0,224% (0.88+0,234% 0,91+0,124 0,87+0,1342 0,95+ 0,09 A2
PE-CMC 0,38+0,07<° 0,52+0,05 ©° 0,61+0,09 B (0,90+0,12 AB2 0,97 + 0,10 A2
Parametro Ab* pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 7,04+0,17 B 7,50+0,194B2 8,19 + 0,09 A2 8,53 + 0,20 A2 8,60 + 0,62 A?
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(Conclusao)
PE-CMC 4464020 516+0,18° 7.84+0,848 10,30+ 0,64 A° 10,84 + 0,53 Ab
Parametro AC* pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 6,55+0,37 ©@ 7,660,368  8,62+0,144? 8,81+ 0,39 A2 9,25+ 0,15 A®
PE-CMC 3,82+0,34P% 485+0,29 583+ (0318 938+ 0,44 42 10,11 + 0,66 A2
Parametro AE* pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 734+0,07“ 9,51+0,4958 10,00+ 0,26 B2 10,17 £ 0,17 11,08 £ 0,20 AP
ABa
PE-CMC 4724+0,19 530+0,16°° 8,10+£0,908 10,67+ 0,69 A2 11,16 + 0,46 A2

Legenda: Média + desvio padrdo (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas

indicam diferengas significativas entre os valores de pH para um mesmo estabilizante (linha), enquanto letras mintisculas indicam diferencas significativas entre os

estabilizantes para um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).
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Para o parametro AL, que reflete alteragdes na luminosidade e esta diretamente
associado ao espalhamento de luz do sistema, observou-se que a variacdo nas emulsdes PE e
PE-CMC em funcao do pH foi de 1,79 a 6,90 e de 1,45 a 2,57, respectivamente.

Nas emulsoes PE, a reducao do pH de 7 para 3 resultou em um aumento abrupto na
variagdo de luminosidade, indicando maior clareamento do sistema, associado a degradagao
dos carotenoides. Em emulsdes PE-CMC, a acidificagdo promoveu uma variagao
significativamente menor e mais controlada da luminosidade. Embora tenha havido um ligeiro
aumento nos valores em pH 4 (2,57) e pH 3 (2,43) em comparagao ao pH neutro, estes
permaneceram muito inferiores aos observados nas emulsdes PE, exceto em pH 7.

Para o parametro Aa*, que reflete alteragdes na tonalidade avermelhada associada aos
carotenoides presentes no oleo de pequi, observou-se que a variagao cromatica nas emulsdes de
PE e de PE-CMC em fung¢ao do pH foi de 0,82 a 0,95 e de 0,38 a 0,97, respectivamente.

Emulsdes de PE, a redug¢do do pH de 7 para 3 nio resultou em uma alteracdo discreta
na tonalidade avermelhada. Emulsdes PE-CMC, a acidificagdio promoveu um aumento
progressivo na variacdo da tonalidade, em funcao do pH, porém menor que PE até pH 5. Os
valores mais expressivos de Aa* foram registrados em pH 4 (0,90) e pH 3 (0,97) para emulsdes
elaboradas com PE-CMC.

Para o parametro Ab*, que reflete alteragdes na tonalidade amarela do 6leo de pequi,
observou que a variacao de coloracdo amarela em emulsdes PE e PE-CMC em funcao do pH,
variou de 7,04 a 8,53 e 4,46 a 10,84, respectivamente.

Nas emulsdes PE, a diminuicdo do pH de 7 para 3 intensificou a perda da coloracdo
amarela. Os maiores valores de Ab*, que indicam essa alteragdo, foram observados em pH 4
(8,53) e 3 (8,60), condicdes que coincidem com a instabilidade do sistema e a acidificagao
critica para a degradacdo de carotenoides. Em emulsdes PE-CMC, a redugdo do pH de 7 para 3
levou a um aumento progressivo na perda da cor amarela. Os maiores valores de Ab* foram
registrados em pH 4 (10,30) e 3 (10,84), resultado atribuido diretamente a instabilidade gerada
pela formacao de complexos insoluveis entre a proteina e o polissacarideo em meio fortemente
acido, correlacionando com a queda expressiva no estudo cinético dos carotenoides.

Para o parametro AC*, que reflete a variacdo na saturacdo da cor, observou-se que
emulsoes PE e PE-CMC em funcao do pH, apresentaram valores variando de 6,55 a 9,25 e 3,82
a 10,11, respectivamente. Em emulsdes PE, o decréscimo do pH levou um aumento na variagao
da saturagdo do sistema, principalmente em pH 4 (8,81) e 3 (9,25), relacionado a degradagao
dos carotenoides. Em emulsdes PE-CMC, o decréscimo do pH levou um aumento na variagao

da saturacdo do sistema, principalmente em pH 4 (9,38) e 3 (10,11), devido a formagao de
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complexos insoluveis.

Para o parametro AE*, que indica a diferenca total de cor percebida entre as emulsdes
no dia 0 e 60, observou-se que emulsoes PE e PE-CMC em funcao do pH, apresentaram valores
variando de 7,34 a 11,08, e 4,72 a 11,16. A variacao de cor foi mais evidente em pH 4 ¢ 3
(emulsdes PE e PE-CMC).

O estudo de Sivabalan ef al. (2024) elaborou emulsdes para a encapsulagdo de B-
caroteno utilizando 6leo MCT (triglicerideo de cadeia média) com amido modificado (OSA)
combinado com quitosana em pH 7, e avaliou a estabilidade da cor durante 25 dias de
armazenamento a 37 °C sob luz. Nas emulsdes com 6leo MCT, o AE variou de 19,1 a 43,1 sob
luz. O parametro b* apresentou uma reducao acentuada, passando de aproximadamente 42 para
23-24 nos primeiros cinco dias (Ab* = 18—-19). A perda de coloragdo prosseguiu ao longo do
armazenamento, atingindo b* proximo de zero ao final dos 25 dias. E importante ressaltar que
os resultados de colorimetria em emulsdes sdo influenciados por multiplos fatores. As
condi¢des experimentais, como o tipo e modifica¢des na estrutura da proteina, a concentracao
de carotenoides e o tipo de polissacarideo empregado, juntamente com as condi¢cdes de

armazenamento (luz, temperatura e tempo), determinam a estabilidade geral.

3.9 Testes de estabilidade das emulsoes

3.9.1 Estabilidade ao ciclo de congelamento e descongelamento

As emulsdes foram submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento com o
objetivo de avaliar a estabilidade das emulsdes PE e PE-CMC em funcdo do pH. O
procedimento consistiu no congelamento das emulsdes a —18 °C por 24 horas, seguido do
descongelamento a temperatura ambiente (25 °C) por 4 horas.

Na Figura 4, observa-se que o processo de congelamento/descongelamento afetou

significativamente a estabilidade das emulsdes.
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Figura 4 — Registro fotografico das emulsdes PE e PE-CMC em fungao do pH depois do
congelamento e descongelamento.

CONGELAMENTO

Emulsoes PE Emulsoes PE-CMC

pH 7 6 5 4 3 pH 7 6 5 4 3
DESCONGELAMENTO
Emulsoes PE-CMC

pH 7 6 5 4 3
Fonte: Autor (2026).

Nas emulsdes de PE, ndo foi observada separagao de fases em pH 7 e 3, devido a elevada
solubilidade da proteina nessas condigdes, que favorece a dispersdo das goticulas e a
manuteng¢ado da integridade coloidal. Em contraste, em pHs 6, 5 e 4, ocorreu separacgao de fases,
associada a menor solubilidade da proteina, préxima ao seu ponto isoelétrico, o que aumenta a
tendéncia a agregacdo e a instabilidade (Liang e Tang, 2013). Em pH 4, observa-se menor

separacao do que em pH 5 e 6, o que corrobora as fotografias de microscopia dptica, nas quais



118

a estrutura do sistema era mais robusta, mesmo com sinais de agregac¢ao.

Nas emulsdes contendo PE-CMC, a instabilidade foi evidente em todos os pHs
avaliados, sendo menos pronunciada em pH 7 e mais acentuada nos outros pH’s. A presenca de
polissacarideos, embora possa aumentar a estabilidade por barreira estérica e interagdo
eletrostatica, representa um desafio em sistemas emulsificados, especialmente quando ha
interagdes entre biopolimeros de mesma carga em pH neutro. Em pH neutro, a
incompatibilidade termodinamica entre proteina e polissacarideo, ainda que parcialmente
compensada pela barreira estérica, pode comprometer a estabilidade global da emulsdo
(Dickinson, 2003), tornando-a mais suscetivel a separagdo de fases sob condi¢des de
congelamento e descongelamento.

A formacdo de cristais de gelo promove a concentracdo dos solutos na fracdo aquosa
nao congelada, fenomeno conhecido como freeze-concentration, o que altera a forga idnica das
goticulas. Essa modificagdo tende a reduzir a repulsdo eletrostatica entre as gotas, favorecendo
a floculagdo por deplegdo (Degner et al. 2014; Dickinson, 2003).

As emulsdes a base de proteinas sdo sistemas sensiveis aos ciclos de congelamento e
descongelamento. Durante esse processo, a formagao e o crescimento de cristais de gelo podem
danificar o filme interfacial da emulsdo, resultando na liberag¢do e migragao do 6leo previamente
encapsulado, caracterizando o fenomeno de lixiviagdo. Consequentemente, apos o
descongelamento, as goticulas na fase aquosa sdo forcadas a se aproximar, favorecendo a
coalescéncia (Song et al. 2022).

O estudo de Wang et al. (2025) relatou maior estabilidade de emulsdes PE-CMC e 6leo
de semente de pérola (75%) em ciclos de congelamento e descongelamento (-20° C), em
contraste com os resultados observados neste trabalho. Essa divergéncia pode estar associada
as diferencas na composi¢do do sistema, especialmente na concentracdo de dleo e de
biopolimeros, que influenciam a formagao e a resisténcia da rede estrutural interfacial.

Resultados semelhantes aos deste estudo foram observados por Zhang et al. (2023), que
verificaram separagdo de fases em emulsdes estabilizadas por PE apods ciclos de congelamento
e descongelamento (-18°C), sendo a estabilidade dependente da concentracdo de particulas,
devido a formagdo de filmes interfaciais mais espessos e resistentes.

Por outro lado, Li et al. (2024) demonstraram que emulsdes com maiores concentragdes
de proteina (2%, 3% e 4% em peso) em pH 7, podem atuar como crioprotetores, reduzindo a
formacao de dgua congelavel e melhorando a estabilidade estrutural em sistemas alimenticios,
como em produtos de panificacdo, o que reforca a importancia da composi¢do do sistema na

resposta ao congelamento.
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3.9.2 Estabilidade ao estresse térmico

As emulsdes foram submetidas a tratamento térmico a 85 °C por 30 minutos, com o
objetivo de avaliar a integridade do sistema em relagdo a separagao de fases e a retencao de
carotenoides totais em func¢ao do pH (Figura 5). O 6leo de pequi foi utilizado como referéncia
para comparagdo. De acordo com a Tabela 7, a andlise estatistica indicou efeito significativo (p
< 0,05) dos fatores pH, do tipo de estabilizante e da interagdo entre ambos, evidenciando que o
efeito do estabilizante depende do pH da emulsao e influencia a retencao de carotenoides apds

0 estresse térmico.
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Tabela 7 — Retencao de carotenoides apos estresse térmico das emulsoes PE e PE-CMC em funcao do pH.

Retencio carotenoides apods estresse térmico (%)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 73,58 £ 1,44 4% 65,08 £1,558° 64,42+ 0,485  64,35+0,83 B 58,72+ 0,68 ¢

PE-CMC 84,39+ 1,164 83,30 40,52%* 83,11+ 0,88 74,12 £0,63% 69,64+ 0,65

Oleo 50,29 £ 0,994¢ 49,40+ 1,054°  48,65+0,7748 46,73+ 0,58 B¢ 43,77+ 0,77 ¢°

Legenda: Média + desvio padrao (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maitsculas indicam
diferencas significativas entre os valores de pH para um mesmo estabilizante (linha), enquanto letras minusculas indicam diferencas significativas entre os estabilizantes para

um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).
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A aplicagdo do estresse térmico em emulsdes contendo PE, PE-CMC e 6leo de pequi,
em diferentes valores de pH, resultou em retengdes de carotenoides variando de 73,58 a 58,72%,
84,39 a 69,64% e 50,29 a 43,77%, respectivamente.

As emulsdes de PE apresentaram maior retencao de carotenoides em pH 7 € menor em
pH 3, com valores intermediarios em pH 6 a 4. Nos pH’s 6, 5 e 4, as emulsdes mantiveram
retengdo intermedidria de carotenoides, apesar de condi¢des que favorecem instabilidade do
sistema (baixa solubilidade).

Os resultados estdo de acordo com a estabilidade observada do sistema, visto que em
pH 7 e 3 a PE apresenta alta solubilidade, o que contribui para a manutencdo da integridade
estrutural da emulsdo. No entanto, em meios excessivamente acidos, ocorre intensificagdo da
degradacao dos carotenoides (Liang; Tang 2013; Wijesekara; Xu, 2024) .

As emulsdes PE-CMC apresentaram maior retengao de carotenoides em pH 7 ¢ menor
em pH 3 e 4, o que pode ser atribuido a formagao de complexos insoliveis e a intensificacdo
da degradacdo dos carotenoides em pH baixos, resultando em maior instabilidade do sistema
nessas condigoes.

Em contraste, o 6leo de pequi sem estabilizante ndo possui essa barreira, tornando os
carotenoides mais suscetiveis a degradagdo térmica e oxidativa, o que explica a menor retengao
observada no pH de 7 a 3. De modo geral, esse comportamento reforga o potencial das emulsdes
Pickering como sistemas promissores para a encapsulacao e prote¢ao de compostos sensiveis
ao calor, como os carotenoides do 6leo de pequi, permitindo o desenvolvimento de alimentos
funcionais mais estaveis e com maior valor nutricional, mesmo apds o processamento térmico
(Comunian et al. 2020).

A estabilidade das emulsdes formadas por proteinas e polissacarideos sob estresse
térmico pode ser explicada pela adsor¢do irreversivel das particulas na interface 6leo/dgua,
resultando em uma barreira interfacial viscoeldstica que dificulta a coalescéncia das goticulas.
Tratamentos térmicos moderados favorecem a formacdo de particulas mais estaveis e
rigidamente estruturadas, que refor¢am essa camada protetora e mantém a integridade do
sistema. Além disso, o dngulo de contato das particulas desempenha um papel importante na
estabilidade, influenciando a afinidade interfacial e a resisténcia a separacdo de fases (Han et

al. 2023; Tanger et al. 2022).
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Figura 5 - Registro fotografico das emulsdes PE e PE-CMC em fung¢@o do pH apos o estresse

térmico.

ESTRESSE TERMICO

Emulsoes PE apos estresse Emulsoes PE-CMC apos estresse

Fonte: Autor (2026).

Em emulsdes de PE, a aplicagdo de estresse térmico resultou na separacdo de fase em
pHs 6 e 5, devido a baixa solubilidade da PE. Em pH 4, préximo ao ponto isoelétrico, ndo foi
observada separacdo de fases, sendo este pH associado a formag¢do de uma interface mais
robusta em comparagdo aos pHs 6 e 5, conforme evidenciado pelas analises de microscopia
optica. J4 nos pHs 7 e 3, a elevada solubilidade da proteina e interface bem formada
contribuiram para a manuten¢ao da estabilidade do sistema.

Em emulsdes PE-CMC ndo houve nenhuma separagdo de fase, evidenciando que a CMC
exerce efeito protetor na estabilidade do sistema, mesmo em pHs 4 e 3, onde sua solubilidade
¢ baixa (pKa =4,5). Para PE-CMC, o tratamento térmico ndo foi suficiente para induzir
separacao de fases, o que pode estar relacionado com alguns fatores como: (i) a elevada
viscosidade do o6leo de pequi e da fase aquosa, (ii) novas mudangas conformacionais na PE
durante o tratamento térmico, (iii) alta valor absoluto do potencial zeta. Li et al. (2024)
elaboraram emulsdes utilizando complexo de PE (5%) e amido de feijao mungo (2%) em pH 7
para encapsular B-caroteno em o6leo de colza (50%). As emulsdes foram submetidas a
tratamento térmico a 85 °C por 30 minutos e apresentaram excelente estabilidade fisica, sem

separagao de fase.
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As possiveis aplicagdes das emulsdes de PE e PE-CMC devem considerar o pH como
fator determinante para a estabilidade interfacial e da retencdo dos carotenoides frente ao
estresse térmico. As emulsdes de PE, nos pHs estudados, apresentaram maior retencao de
carotenoides em pH neutro (pH 7) apds o tratamento térmico, indicando que sistemas
submetidos a aquecimento, como bebidas vegetais e sopas, sdo mais adequados a esse tipo de
emulsdo. Por sua vez, as emulsdes de PE-CMC promoveram uma maior estabilidade dos
carotenoides do que as emulsdes de PE, nos pHs avaliados, e a estabilidade dos carotendides
apos o estresse térmico foi maior em pHs proximos ao neutro, diminuindo a medida que o pH
se torna mais acido, tornando estas emulsdes apropriadas para sopas, produtos de panificacdo e

bebidas vegetais fermentadas, que envolvem etapas de processamento térmico.
3.10 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das emulsdes foi avaliada utilizando os métodos ABTS e
DPPH, permitindo investigar a alteragdes estruturais das emulsoes em fun¢ao do pH. De acordo
com a Tabela 8, a andlise estatistica indicou efeito significativo (p < 0,05) dos fatores pH, do
tipo de estabilizante ¢ da interagdo entre ambos, evidenciando que o efeito do tipo de
estabilizante depende do pH da emulsdo e influencia a atividade antioxidante em fungao de

alteragOes estruturais no sistema.
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Tabela 8 — Atividade antioxidante das emulsdes PE e PE-CMC em fung¢ao do pH (ABTS e DPPH).

Atividade antioxidante (ABTS)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 56,48 + 123  6133+1248 61,75+0,68B3 61,71+ 0,878 65,24 + 1,354
PE-CMC 60,24 £ 1,22  68,80+0,805 66,08+1,348 7465+0,734% 7233+1,444

Atividade antioxidante (DPPH)

pH
Estabilizante 7 6 5 4 3
PE 3284+1,03%*  4154+1,50"* 36,18 +1,5182 33,93 + 0,838 33,53 + 0,865
PE-CMC 33,81 +£0,71 %  33,75+0,79° 37,14+1,138 40,74+ 1,294* 42,15+ 1,024

Legenda: Média + desvio padrao (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo teste de Tukey. Letras maitsculas indicam
diferengas significativas entre os valores de pH para um mesmo estabilizante (linha), enquanto letras minusculas indicam diferencas significativas entre os estabilizantes para
um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).
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3.10.1 ABTS

No ensaio de atividade antioxidante pelo método ABTS, as emulsdes de PE
apresentaram valores de inibicao entre 56,49% a 65,24%. Esse comportamento esta relacionado
as alteragdes conformacionais da proteina em fung¢do do pH. Em condi¢des de baixa
solubilidade (pHs 6, 5 e 4), a repulsao eletrostatica diminuida favorece a agregacao do sistema,
0 que expde parcialmente sitios reativos, como residuos hidrofobicos (Othmeni; Blecker;
Karoui, 2025) facilitando a interacao com o radical ABTS+*. A atividade antioxidante maxima
em pH 3 pode ser atribuida a uma desnaturacao mais pronunciada, que aumenta a exposi¢ao de
grupos funcionais capazes de interagir fortemente com o radical ABTSe*. Estudos anteriores,
como o de Felix et al. (2017), confirmam que a acidificacdo de solugdes de PE (pH 8,0 para pH
2,0) provoca alteragcdes estruturais profundas, maximizando a exposi¢ao de sitios antioxidantes
internos, aumentando a interagdo com o radical. Tang, Roos e Maio (2023) ressaltam a hipotese
de que a hidrofobicidade da PE em pHs 3, 5, 7 ¢ 9, observando-se em pH 3 a maior exposi¢ao
de grupos hidrofobicos.

No ensaio de atividade antioxidante pelo método ABTS, as emulsdes PE-CMC
apresentaram valores de inibi¢ao entre 60,24% ¢ 74,65%. O aumento da atividade antioxidante
em relagdo a emulsdes de PE com a diminui¢do do pH pode ser atribuido as alteragdes na
solubilidade e conformacdo da proteina quando complexada, fatores que influenciam
diretamente sua capacidade de sequestro de radicais. Esse efeito decorre de mudangas
estruturais na PE, que promovem a exposi¢do de grupos anteriormente inacessiveis. O estudo
de Yu et al. (2023), corrobora a afirmacao, indicando que a interacao entre a PE e a CMC induz
modificagdes conformacionais que ampliam a disponibilidade de residuos funcionais,
resultando em atividades antioxidantes maiores.

Em pHs 4 e 3, a maior atividade antioxidante pode ser atribuida a mecanismos
relacionados ao aumento da hidrofobicidade da PE-CMC em fun¢ao do pH. De acordo com
Yue et al. (2021), a hidrofobicidade superficial da PE complexada com CMC foi
significativamente maior em pH 4,5 do que em pH 7, indicando que a proteina sofre
desenovelamento e expde grupos previamente ocultos. Dessa forma, muitos dos aminoécidos
com potencial antioxidante, como triptofano e tirosina (Shanthakumar, 2022), possuem carater
hidrofobico; portanto, sua maior exposi¢do a0 meio aquoso favorece a interagao com o radical

ABTS*", resultando na atividade maxima observada nessas condigoes.
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3.10.2 DPPH

No ensaio de atividade antioxidante pelo método DPPH, as emulsdes PE apresentaram
valores de inibi¢ao variando entre 32,84% ¢ 41,54%. A maior atividade antioxidante foi
observada em pH 6, enquanto atividades intermediarias ocorreram em pH 5, 4 e 3, e a menor
atividade foi registrada em pH 7, o que pode ser atribuido a menor difusdo do radical através
de uma interface 6leo—agua mais organizada e compacta. O comportamento observado em pH
6 pode ser explicado por diversas hipoteses relacionadas as propriedades fisico-quimicas da
emulsdo, incluindo a baixa solubilidade da proteina, evidenciada pela intensa floculagdo do
sistema, expondo as goticulas de 6leo ao radical.

No ensaio de atividade antioxidante pelo método DPPH, as emulsdes PE-CMC
apresentaram valores de inibi¢ao entre 33,75% e 42,15%. A menor atividade antioxidante foi
observada em pH 7, o que pode ser explicada pela formagdo de uma interface mais densa e
organizada, limitando a difusdo do radical. Em pH 5, apresentou atividade antioxidante
intermediaria, o que pode ser explicado pela diminui¢ao da solubilidade da CMC, o que facilita
a difusao dos radicais ao 6leo. A maior atividade antioxidante foi observada em pH 3 ¢ 4, devido
a floculacgao do sistema, facilitando acesso aos compostos bioativos do 6leo. O estudo de Qi,
Ibrahim e Hasim (2019) investigou a interacdo entre o isolado de PE, a CMC e a pectina em
emulsoes do tipo 6leo em 4gua (O/A) contendo 40% de 6leo de girassol. Foi aplicada uma regra
de mistura para avaliar como diferentes propor¢des dos polimeros influenciaram a atividade
antioxidante pelo método DPPH, a qual variou entre 85,06% a 91,17%, indicando que a

interacdo entre os polimeros pode modular positivamente a capacidade de sequestro de radicais.

3.11 Estabilidade oxidativa acelerada

A estabilidade oxidativa das emulsdes foi determinada com o objetivo de fornecer
informagdes sobre a resisténcia dos sistemas ao processo de oxidacdo lipidica de forma
acelerada ao longo do tempo com a inje¢ao de 20 L/h de ar e a 120 °C. Foram analisadas
emulsoes de PE e de PE-CMC em trés valores de pH: 7, 5 e 3. O 6leo de pequi foi usado como
controle em seu pH nativo.

De acordo com a Tabela 9, a analise estatistica indicou que houve diferenga significativa
(p <0,05) para os fatores pH, tipo de estabilizante e para a interagao entre ambos, evidenciando
que o efeito do tipo de estabilizante depende do pH da emulsdo e impacta na estabilidade

oxidativa das emulsdes.
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Tabela 9 — Tempo de indugdo para emulsdes PE e PE-CMC em fungao do pH.

Tempo de inducio (horas)

pH
Estabilizante 7 5 3
PE 15,02 +£ 0,34 A° 1,15+ 0,11 B® 0,99+0,12 B2
PE-CMC

17,23 £0,30 A° 12,14 +£0,95 B2 0,04 + 0,02

Legenda: Média = desvio padrdo (n = 3). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
(p <0,05) pelo teste de Tukey. Letras maiusculas indicam diferengas significativas entre os valores de pH para um
mesmo estabilizante (linha), enquanto letras mintisculas indicam diferengas significativas entre os estabilizantes
para um mesmo valor de pH (coluna). Fonte: Autor (2026).

As emulsdes PE e PE-CMC apresentaram tempos de indugdo variando de 15,02 a 0,99
hede 17,23 a 0,04 h, respectivamente. As emulsdes estabilizadas apenas por PE apresentaram
tempo de inducdo de 15,02 h em pH 7, com redugao acentuada para 1,15 hem pH 5¢ 0,99 h
em pH 3, confirmando que a acidificagdo do meio compromete a estabilidade oxidativa do
sistema. Esse comportamento estd associado a agregacao das moléculas proteicas em condi¢des
de menor solubilidade, o que reduz a eficiéncia da protecdo interfacial contra a oxidagao
lipidica.

As emulsdes PE-CMC apresentaram maior tempo de indug¢do em pH 7 (17,23 h),
indicando prote¢do oxidativa superior em relagdo as emulsdes PE, atribuida a formacao de uma
interface mais espessa e organizada, conferida pela combinacido de mecanismos de estabilizacdo
eletrostatica e estérica. No entanto, com a reducao do pH, observou-se diminuigdo progressiva
do tempo de indugao, alcangando 12,14 h em pH 5 ainda maior que PE e apenas 0,04 h em pH
3, este ultimo menor que PE, devido a formagdo de uma interface mais desestruturada.

O ¢6leo apresentou tempo de inducao de 7,49 h, indicando alta estabilidade. Torres et al.
(2016), mediram a estabilidade oxidativa (Temperatura: 120 °C e 20 L/h vazao de ar) do 6leo
de pequi e encontraram o tempo de indugdo de 7,33 a 15,91 h, dependendo do método de
extracdo. O 6leo de pequi apresenta alta estabilidade oxidativa devido ao seu elevado teor de
acido oleico e a baixa presenca de acidos graxos poli-insaturados, que reduzem a reatividade
com o oxigénio. Somado a isso, ¢ naturalmente rico em carotenoides e tocoferois, antioxidantes
que retardam a degradacdo. A combinagdo desses fatores torna o oleo de pequi
significativamente mais resistente a oxidacdo do que a maioria dos 6leos vegetais, como a soja

(3,87h: mesmas condi¢des) (Ramadan; Asker; Tadros, 2012; Torres et al. 2016).
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O estudo de Comunian ef al. (2020) elaborou emulsdes Pickering coencapsulando 6leo
de pequi e buriti (1:2) utilizando whey protein (4%) com e sem modificagdes térmicas (1:3,
Oleo:agua). A estabilidade oxidativa foi avaliada pelo método Rancimat, na temperatura de 90
°C e vazao de ar de 20 L/h, sendo observados tempos de indugdo de 46 ¢ 51 horas para as
emulsdes, respectivamente. Em contraste, o 6leo de pequi e buriti na forma livre apresentou

tempo de indugdo de 20,5 horas.

3.12 FTIR

Os espectros de FTIR possibilitaram a analise das interacdes proteina—polissacarideo
das emulsdes, bandas associadas as ligagdes de hidrogénio, aos grupos carboxilicos e as amidas
da proteina, contribuindo para uma interpretacao mais clara e fundamentada das emulsdes de

PE e de PE-CMC (Figura 6).
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Figura 6 — Espectro de FTIR dos grupos PE e PE-CMC em fung¢ao do pH.
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Os espectros de FTIR das emulsdes de PE exibiram uma banda larga entre 3200-3600

cm, atribuida aos estiramentos O—H e N—H associados as ligagdes de hidrogénio. A banda
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observada em 3008 cm™ corresponde ao estiramento =C—H de cis-alcenos, indicando a
presenca de insaturagdes caracteristicas dos acidos graxos do 6leo. As bandas intensas em 2926
cm! e 2852 cm™! corresponderam aos estiramentos C—H assimétrico e simétrico dos grupos
CH>/CHs, marcadores das cadeias alifaticas dos lipidios e das regides hidrofobicas da proteina
(Jin et al. 2024).

A banda em 1745 cm™ confirmou o estiramento C=0 dos ésteres dos triglicerideos,
evidenciando a presenca do oleo. As bandas relacionadas a estrutura secundaria da proteina
foram identificadas em 1652 cm™ (Amida I, estiramento C=0) e 1540 cm™ (Amida II,
deformagdo N-H e estiramento C—N). As bandas em 1458 cm™ e 1422 cm™' corresponderam
as deformagdes angulares de CH:/CHs, caracteristicas das cadeias alifaticas presentes nos
lipidios e nas regides hidrofobicas da proteina. As bandas em 1240 cm™, 1163 cm™ ¢ 1097 cm™
foram atribuidas as vibragcdes C-O e C—O—-C dos triglicerideos, refor¢ando a contribui¢dao
lipidica no sistema. A banda em 721 cm™' esta associada a vibragdo de deformacgdo do grupo
CH: em cadeias olefinicas, confirmando a integridade das cadeias acila dos acidos graxos
(Correa et al. 2024; Riaz et al. 2018).

As emulsdes PE-CMC apresentaram perfil espectral semelhante ao observado para as
emulsdes PE, porém com alteragdes associadas a presenga do polissacarideo. A banda larga
entre 3200-3600 cm™ tornou-se mais intensa e expandida, refletindo a elevada densidade de
grupos hidroxila da CMC. Na regido analisada, foram identificadas bandas em 1624 cm™ e
1417 cm™, atribuidas ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo carboxilato (-COO") da
CMC (Riaz et al., 2018).

Para as emulsdes PE-CMC, observou-se intensidade ainda mais elevada na banda O-H,
pela forte atragdo eletrostatica favorecendo a formagdo de uma rede intermolecular mais
organizada, intensificando e alargando a banda O-H. A adi¢do de CMC ndo promoveu
alteragdes significativas na estrutura secundaria da proteina, em concordancia com os
resultados reportados por Silva, Almeida e Sato (2023), que observaram que a interacao entre
PE e CMC também nao ocasionou modificacdes estruturais relevantes nessa regido. Jiang et al.

(2024) com seu estudo corroboram também o achado ao trabalhar com sistemas de PE-CMC.

4 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que emulsdes estabilizadas com PE e PE-CMC sao estratégias
eficazes para a encapsulacdo e protecdo dos compostos bioativos do 6leo de pequi, sendo

fortemente influenciadas pelo pH e pelo tipo de estabilizante. De modo geral, a adigdo de CMC
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promoveu maior estabilidade fisica e prote¢ao dos compostos, associada a efeitos combinados
de barreira estérica, repulsdo eletrostatica e aumento da viscosidade do sistema, embora sua
eficiéncia tenha sido reduzida em condigdes mais acidas.

A estabilidade e a reteng¢ao de carotenoides também dependeram do tipo de estresse
aplicado, com melhor desempenho das emulsdes PE-CMC sob condi¢des térmicas. Além disso,
a atividade antioxidante apresentou relagdo com as interacdes moleculares identificadas por
FTIR, indicando a importancia da estrutura interfacial na manutengao do sistema coloidal.

Do ponto de vista aplicado, as emulsdes de PE sdo mais adequadas para sistemas
neutros, enquanto as emulsdes de PE-CMC apresentam maior potencial para alimentos neutros
ou levemente acidos, destacando-se como alternativas promissoras para o desenvolvimento de
produtos com maior estabilidade e valor funcional, alinhados ao conceito de rétulo limpo.

De forma geral, os resultados demonstram que as emulsdes estabilizadas com PE e PE-
CMC apresentam grande potencial para aplicagdes alimenticias, sendo capazes de proteger os
compostos bioativos do 6leo de pequi de forma dependente do pH, do tipo de estabilizante e do
processo. Esses achados reforcam a viabilidade do uso de sistemas naturais e sustentaveis para
o desenvolvimento de produtos com rétulos limpos, contribuindo para a valorizacdo dos

ingredientes funcionais do Cerrado brasileiro.
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