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EMULSAC OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTICULA, USO
DE UMA EMULSAO ESTABILIZADA POR PARTICULA E FORMULACAC

Campo Técnico da Invencdo

A presente invengdo refere-se a uma emulsdo ou
espuma estabilizada por particula que compreende pelo mencs
duas fases e particulas sdélidas, a uma emulsdo ou espuma
estabilizada por particula seca que compreende pelo menos
duas fases e particulas sélidas e ac uso da dita emulsdc ou
espuma estabilizada por particula em diferentes aplicacdes.

Técnica Antecedente

Emulsdes sdo uma mistura de duas ou mais fases
imisciveis onde uma é dispersada na outra sob a forma de
pequenas goticulas. As emulsdes podem ser gotas de dleo em
uma fase continua de A&gua ou gotas de &agua em uma fase
continua de 6leo, no caso de espumas, uma das fases consiste
em uma fase gasosa como ar, mas, em amnbos os casos, as
goticulas ou bolhas precisam ser estabilizadas para evitar
que as mesmas coalesgam novamente. Os tensoativos adsorvidos
pela interface das duas fases diminuem a tensd3o interfacial e
podem aumentar a impedimento estérico ou a repulsao
eletrostatica, que aumenta a estabilidade da emulsido. As
prcteinas e tensvativos S&0 usualmente usados como
emulsificantes em emulsdes alimentares. No entanto, os
polissacarideos também sdoc usados para estabilizar emulsdes,
especialmente goma aradbica e celuloses modificadas e amidos.
Quando usado como estabilizador de emulsdc, o amido é
usualmente gelatinizado e/cu dissolvidc. Emulsdes alimentares
sdo, em geral, estabilizadas por tensoativos, proteinas e

hidrocoloides; no entanto, recentemente, o uso de particulas

‘para estabilizar emulsdes tem atraido interesse de pesquisa

substancial devido a suas caracteristicas distintas e
aplicagdes tecnoldgicas potenciais.

Getas de bleo estabilizadas por particulas



10

15

20

25

30

2/79

dispersadas, conhecidas como emulsdes Pickering, foram
originalmente observadas independentemente por Ramsden (1903)
e Pickering (1907). Emulsdes estabilizadas por particulas
sbélidas sdo usualmente mais estéavels em relagdc a
ccalescéncia e ao envelhecimento de Ostwald {(Cstwald
ripening) comparadas a sistemas estabilizados por
tenscativos. As mesmas exibem extrema estabilidade a longo
prazc, mesmo com tamanhos de goticula grande, e sem a adigao
de tenscativos. As particulas sdo, com frequéncia, particulas
inorganicas como silica, 6xido de tité&nio ou argilas, latex,
cristais de gordura, proteinas e hidrocoloides agregados. O
tamanho de particulas usadas para emulsdes Pickering varia de
nano a micra e o tamanhc de goticula diminui com tamanho de
particula diminuido, mas apenas enquanto outras propriedades,
como molhabilidade, formato, superficie, etc, sejam iguais.
Existe uma necessidade tecnoldgica reconhecida por
sistemas de entrega comestiveis que encapsulam, protegem e
liberam ingredientes bioativos em, por exemplo, alimentos e
produtos farmacéuticos e outras aplicagdes. £ desejavel
evitar o usc de tensoativos em emulsdes devido a efeitos como
aprisionamento de ar, formagdo de espuma, irritacdo e
interagdes biolégicas. Também existe uma necessidade por
sistemas tépicos bem como outros produtos técnicos, onde
emulsdes ou espumas estabilizadas aprimoradas sdo vantajosas.
O amidc é abundante, relativamente econdmico, e é
obtido a partir de fontes botdnicas. Existe uma grande
variagdo natural relacionada ao tamanho, formato e
composigao., O amido tem um valor nutricicnal intrinseco e é

uma fonte ndo alergénica em contraste a outros emulsificantes

-alimentares comuns gue s&o derivados de ovo ou soja.

Dependendo da origem botédnica, a distribuicdo de tamanho e
formatc de granulos de amido podem diferir substancialmente,

bem comoc a razado entre os dois polimeros de amido,
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Os granulos de amido podem existir em

superficie lisa,

poligonal ou como hastes.

0O documento

n® W02010/01

elipsoidal,

12216

aspera ou afiada e

plano como discos,

revela

farinha

fabricada a partir de amaranto cu quinca e o uso da mesma em

produtos alimentares.
se refere a uma farinha,

O documento 2

granular pré-gelatinizada

termicamente

inibida. o

relatdério descritivo da patente se refere a uma farinha.

0O documentc n2

W096/22073

O dito relatédrio descritivo da patente

W0%6/04316 revela amido e farinha

dito

revela pré-tratamentos

térmicc de amido e define tal pré-tratamento térmico como

"inibic¢do térmica",

que ¢é caracterizado essencialmente por

seu efeito no comportamento de viscosidade do amido quando o

amide ¢ submetido a uma sequéncia padrdc de aguecimento acima

da temperatura de gelatinizacdc e resfriamento,

Brabender. Enquantc a mesma revela o uso do amido

e mesmo amido

inibido

hidrofobicamente

o teste de

modificado

"inibido",

cm

emulsdes, o©s exemplos da descrigdo descrevem que a emulsic

deve ser produzida a 80 °C.

danificar o amido de modo que o mesmo n&o gelatinize.

de amido gelatinizado

é

a

O pré-tratamento térmico pode

forma de

manual

0O uso

geralmente

reconhecido de uso de amido hidrofobizado para emulsificacéo.

Os tratamentos térmicos de grdnulos de amido como agueles

descritos em W096/22073,

e a hidrofobizacdoc de grénulos de

amido descrita na técnica anterior n&doc constituem uma parte

da presente invencéo,

patente n% U.S.

conforme se tornard evidente abaixoc. A

4.587.131 revela o uso de gradnulos de amido

»nativo, que ndoc sdo usados de acordo com a presente invencdo

tendo em conta o fatc gue amido nativo n&c fornece os efeitos

desejados necessdarios.

Ainda

existe

uma

necessidade

por

sistemas

de
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entrega comestivels que encapsulam, protegem e liberam
ingredientes bicativos em, por exemplc, alimentos e produtos
farmacéuticos e outras aplicacdes. Também existe uma
necessidade por formulagdes toépicas com estabilidade elevada
sem o uso de tensoativos que usam particulas que apresentam
baixo teor de alergia e sd3oc biodegradaveis, por exemplo, em
produtos cosméticos, produtos farmacéuticos para entrega
topica e outras tais aplicagdes. A presente invencdo visa
atender as necessidades mencionadas acima.

Sumario da Invencdo

A presente invengdc refere-se, em um aspecto, a uma
emulsdo ou espuma estabilizada por particula que compreende
pelo menos duas fases e particulas sélidas, sendo que as
ditas particulas sdélidas s&do granulos de amide e os ditos
granulos de amido ou uma por¢dc dos mesmos estdo situados na
interface entre as duas fases que geram a emulsdo ou espuma
estabilizada por particula. Na figura 0-1, é mostrado que um
amido de ©¢leo (de cor vermelha) e uma fase agquosa podem
formar uma emuls&oc apds um cisalhamento de alta velocidade.
3do os granulos de amido na interface das duas fases que
ocasionam o efeitc de estabilizacdo e ndo as moléculas de
amido ou um efeito volumoso primario de granulos de amido na
fase continua como feci no caso das técnicas da técnica
anterior. Uma ilustrac&o esquematica que explica a diferenca
entre uma emulsdo estabilizada por particula, uma emulsaoc
estabilizada por molécula de amido e uma emulsdo por
estabilizada tenscativo é fornecida na figura 0-2. Una
vantagem da presente invengdo é a flexibilidade do sistema.
Os granulos de amido adicionados poderiam estar presentes na
.interface a uma concentragdo pequena ou grande desde gue haja
o efeito de estabilizacdo. Dessa forma, a interface &
estabilizada pelos granulos de amido adicionados e n&o por

qualquer cutro componente que possa estar presente na emulséo
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ou espuma. A figura 0-3 é um micrografico que mostra como
granulos de amido intactos estabilizam de modo eficaz
goticulas de ¢éleo gque criam emulsdes do tipo Pickering
cobrindo-se a superficie de goticulas de emulsdo. Sua
capacidade hidrofébica permite que as mesmas sejam adsorvidas
na interface de 6leo e agua, que evita reccalescéncia e, por
conseguinte, estabilidade de goticula. O amido é um dos
ingredientes alimentares mais predominantes, tendo mostrado
prcpriedades de emulsificacd3o inovadoras e uteis.

A presente invengdo refere-se, em outro aspecto, a
uma emulsdo ou espuma estabilizada por particula seca, sendo
que uma emulsdoc ou espuma estabilizada por particula de
acordo com a presente invencdo foi submetida & remocdo de
agua como através de secagem, por exemplo, secagem por
congelamento, secagem por aspersdo e/ou secagem a VAacuo.

A presente invencdo refere-se, em outro aspecto, a
uma emulsado ou espuma estabilizada por particula, sendc que a
dita emulsdo estabilizada por particula foi submetida a um
tratamento térmico a fim de intensificar ou ajustar
propriedades de barreira e/ou propriedades reolégicas da
emulsdo estabilizada por particula. Realizando-se esse
tratamento térmico, a vida de prateleira pode ser prolongada
ou ajustada e, em algumas aplicagfes, & permitida a liberacdo
controlada ou a entrega direcionada.

A  presente invengdo refere-se, em ainda outro
aspecto, ac uso de uma emulsdo estabilizada por particula
para substituir gordura em produtos alimentares.

A presente invengdo refere-se, em ainda outro
aspecto, ao uso de uma emulsdo estabilizada por particula
para encapsulag¢dc de substancias escolhidas a partir de
bicfarmacéuticos, proteinas, probidticos, células vivas,
enzimas, anticorpos, ingredientes alimentares sensiveis,

vitaminas e lipideos.
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A presente invencdo refere-se, em ainda outro
aspecto, ao uso de uma emulsdoc estabilizada por particula em
produtcs alimentares, produtcs cosméticos, cremes para a
pele, logdes, e formulagdes farmacéuticas como formulacdes
tépicas, capsulas, supositdérios, formulagdo de inalacaoc,
suspensdes orais, solugdes por via oral, produtos injetaveis
de modo intramuscular e subcutdneo, e produtos de consumo
como tinta.

A presente invencgdo refere-se, em outro aspecto, a
uma formulagcdo que compreende uma emulsio estabilizada por
particula seca de acordc com a presente invengdo e uma
substancia escolhida a partir de biofarmacéduticos, proteinas,
probidticos, células vivas, enzimas, anticorpos, ingredientes
alimentares sensiveis, vitaminas, e lipideos. A emulsac
estabilizada por particula seca também ¢é adequada para
produtos alimentares, produtos cosméticos, cremes para a
pele, logdes, e produtos de consumo. A formulacdc pode ser
uma formulacgdo farmacéutica. Dessa forma, resultados
surpreendentes foram realizados de acordo com a presente
invengdo, isto ¢é, que grénulos de amido hidrofobizados nao
gelatinizados sdo adequados para emulsificagdo a temperaturas
abaixo da temperatura de gelatinizagdo. O que foi descrito
acima ndo é conhecido a partir da técnica anterior.

Descricdoc das Figuras

Figura 0-1: sdo fotografias de amostras com 33,3 %
(v/v) de Olec em tampdo e 100 mg de amido/ml de dleo,
emulsificacdo a 11.000 rpm. Esquerda: uma amostra nao
emulsificada que inclui (de cima para baixo) fase oleosa,
fase aquosa, amido; Direita: emulsdo com amido de quinoca
modificado por OSA produzido por homogeneizacdc de alto
cisalhamento. 1 mg de corante soluvel em 6leo (Solvent Red
2¢) fol adicionado as amostras.

Figura 0-2: em emulsdes Pickering de amido, séo



10

15

20

25

30

7/79

encontrados grénulos de amido na interface de &lec/agua que
estabiliza a emulsdo. Pode haver casocs onde os granulos de
amido coexistam com outros emulsificantes ou tensoativos em
outres predutos a base de emulsdo, no entanto, ndo sao
responsaveis pela estabilizagdo de goticula. Por exemplo, em
molécula de amido cu emulsdes estabilizadas por tensoativo,
08 granulos poderiam ser adicionados na fase continua
(aguosa) volumcsa, mas ndoc estdo fixados a interface de éleo
e adgua ou atuam como particulas de estabilizacdo em emulsdes
tipo Pickering. Nesse caso, o0s grénulos de amido podem
proporcionar outras propriedades ac produto, mas encontram-se
foram do escopo dessa invencgéo.

Figura 0-3: granulos de amido intactos estabilizam
de modo eficaz goticulas de Oleoc que criam emulsdes tipo
Pickering cobrindo a superficie de goticulas de emulsido.

Figura 0-4A: emulsdoc por estabilizada tensoativo
convencional (esquerda); aqui., pequenos tenscativos
estabilizam a interface de &leo e &gua. Para aumentar a
espessura da emulsdo, s&o adicicnados modificadores de
viscosidade. A emulsdo estabilizada por particula {direita);
aqui, granulos de amido estabilizam a interface de éleo e
agua e estdo em um estado fraco de agregacdo. Isso constrdéi a
microestrutura proporcionando comportamento viscoeldstico
mesmo em teores baixos de fase oleosa.

Figura 0-4B: imagem microscopica de emulsdo
estabilizada por gréanulo de amido de quinca, 286 mg de
amido/ml de &éleo (barra de escala = 100 micras). A medicdo
reoldégica e de microestrutura geral indica agregacdoc entre
goticulas que formam uma rede similar a gel. A Figura 0-5A
mostra uma propriedade fisico-quimica importante do amido, a
saber, sua capacidade de gelatinizar na presenga de 4agua e
calor. Em primeiro lugar, uma emulsdo gue consiste de gotas

de ¢&leo cobertas com amido ¢ formada, ent&o, através da
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adig8o cuidadosa de <calor, uma gelatinizagdo parcial dos
gradnulos é induzida para formar uma camada de amidc coesiva
ancorada na interface de ¢éleo e 2dgua. Essa barreira
intensificada pode ser util de diversas formas. Essa técnica
também foi aplicada para permitir retencgdc de gotas de dleo
durante secagem, produzindo assim pd de capsulas de amido
carregadas de dlec.

Figura 0-5B: principio de encapsulagédo de
substadncias soluvels em 4agua por emulsdes duplas (A) e
encapsulagdo de Oleo com outras substédncias dispersadas em
(B). O tratamento térmico também pode ser aplicado para
aumentar as propriedades de barreira da camada de amido e
aprimorar adicionalmente capacidade de encapsulacdo (C e D).
Usando-se emulsdes Pickering de amido, as goticulas sdao
grandes o suficiente para conter as goticulas ou cristais
interncs e a camada de amido é coesiva o suficiente para
manter estabilidade de gota.

Figura 0-6 Esquerda: emulsido ordinaria, Direita:
emulsdo dupla. As emulsdes duplas com estabilidade elevada
podem ser preparadas para proteger ingredientes soluveis em
dgua sensiveis. As enulsdes duplas sdo atrativas para
proteger ingredientes soluUveis em A&agua sensiveis dentre de
uma fase oleosa.

Figura 1-1: distribuig¢des de tamanho de particula
de granulos de amido de quinoa (D43 3,45 pm) apds mistura de
alto cisalhamento em um Ystral D-79282 a 22.000 rpm por 30
segundos (linha sélida). As goticulas de emulsdo estabilizada
por quinoa resultantes (Dg3 50,6 pm), 6,65 ml de fase
continua, 0,35 ml dispersado e 100 mg de amido de OSA a 2,9
%/ml de dlec apds mistura de alto cisalhamento sob as mesmas
condig¢des (linha tracejada). Imagem de microscépico de uma
emulsdo estabilizada por amido {inserto).

Figura 1 -2: tamanho de goticula (Ds3) e volume de



10

15

20

25

30

8/79

oclusdc relative como uma funcdo da guantidade de amido
adicionado pcr ml de olec medida apbés 1 e 7 dias. As
concentragbes marcadas a até J correspondem a imagens de
emuls@es na figura 1 -3. A linha tracejada vertical indica o
recorte de tamanho de gocticula tedrico para goticulas neutras
de flutuabilidade.

Figura 1-3: imagens de emulsdo em creme/assentada
ap6s 1 dia (topo) e apds 7 dias (fundo), amidoc & esqguerda de
zero e 5% de 0Oleo, Oéleo a direita de zero e 1.250 mg de
amido. As letras «correspondem a concentragdes marcadas
mostradas na plotagem na figura 1-2.

Figura 2-1: tamanho de gota come uma funcdo da
quantidade de amido adicionado para 4 variedades de amido:
qguinca, arroz, mais, e cevada cerosa, tcdas as quais foram
modificadas por OSA e em um tampdo de fosfato de NaCl a 0,2
M. A guantidade de amido adicionado corresponde a 1,1, 2,2, e
3,9 % em volume do total sistema.

Figura 2-2. 4rea de superficie especifica medida de
emulsdes estabilizadas por amido versus &rea de superficie
estimada que poderia ser estabilizada por um dado tamanho e
concentragdo de granulo de amido. Sélido representa o caso no
qual a medida & igual ao previsto.

Figura 3-1: emulsdes foram produzidas com o usc de
técnicas de processamento diferentes, sendc que o propdsito &
demenstrar que as emulsdes estabilizadas por granulc de amido
podem ser produzidas com o uso de uma variedade de métodos.
Imagnes (de cima para baixo) de emulsdes produzidas por:
nivel 2 sorvall 300 s, nivel 8 sorvall 300 s, hcmogeneizador
de pressdo alta de escala laboratorial, circulandoe com o uso
de uma bomba peristdltica. As imagens & esquerda s&o
micrograficos de emulsdes (ampliagado de 100 x). As imagens a
direita s&o caracteristicas de emulsio geral.

Figura 4-1: emulsdes produzidas com 214 mg de
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amido/ml de élec com guantidades variadas de fracdo de volume
de o6leo. Efeito de tempo de armazenamento, e concentracdo de
6leo em aparéncia visual e (esquerda) e indice de emulséao
(direita).

Figura 4-2: mddulo eladstico como uma funcdo de
estresse de cisalhamento complexo em quatro concentracgdes de
6leo,

Figura 5-1: penetragdc de pele in vitro de
salicilatc de metila através de pele de porco a 32 °C, de 55%
de emulsdes Pickering de amidc olecsas; &éleo de parafina
(circulos), Miglyol (quadrados) e 6leo de castanha
(tridngulos) .

Figura 6-1: médulo eldstico (G’',Pa) como uma funcao
de forga complexa para emulsdes estabilizadas por amido em
varias propergdes entre amido e 6leo que tém 40 % de fases
dispersadas totais (dleo e amido).

Figura 7-1: micrograficos de uma emulsdo nao
tratada com 7 % de ¢leo Mygliol estabilizadc com 214 mg de
amido por ml de 6leo (esquerda superior), emulsdo
correspondente congelada com congelador a jato e descongelada
(direta superior), emulsdc correspondente congelada com
nitrecgénio liquido e descongelada {(esquerda inferior), e
emulsdo correspondente tratada com calor 1 minuto a 70 °C
(direita inferior).

Figura 7-2: micrograficos de uma emulsao dupla

antes (esquerda) e apbs (direita) congelamento e
descongelamento. Nitrogénio liquido foi usado para
congelamento.

Figura 7-3: distribuigdo de tamanho de particula de
emulsbes duplas termotratadas e ndo tratadas antes e apds
congelamento de descongelamento.

Figura 8-1: micrografico SEM de gotas de emulsio

seca por congelamento contendo camada de amido gelatinizado e



10

15

20

25

30

11/79

6lec Miglyecl. BAs emulsdes foram termotratadas antes da
secagem por congelamento. As gotas intactas e gotas que
sofreram colapso parcial que deixaram bolsos vazios de camada
de amido foram obtidas.

Figura 8-2: microgrédfico SEM de gotas de emulsdo
seca por congelamento contendo manteiga de castanha. As
emulsdes ndo foram termotratados antes da secagem por
congelamento. As gotas agregadas e nao agregadas intactas
foram obtidas e as imagens mostram presenca de 6leo livre.

Figura 8-3: micrografico SEM de gotas de emulséo
seca pcr congelamento contendo manteiga de castanha e camada
de amido gelatinizado. As emulsdes foram termotratadas antes
da secagem por congelamento. As gotas agregadas e nao
agregadas foram obtidas.

Figura 8-4: micrografico SEM de gotas de emulsido
secadas por aspersdo contendo manteiga de castanha e granulos
de amido. As esferas cobertas com amido carregadas de dleo
permanecem intactas apés secagem por aspersdo.

Figura 8-5: distribuigic de tamanho de particula
(D43) de emulsdes antes (esquerda) e apds (centre) secagem
por congelamento, e de uma emulsdc dupla secada por
congelamento ({(direita). As emulsdes secadas foram hidratadas
novamente antes da medigdc. O maior tamanho de particula de
emulsdes aguecidas apds secagem fol ocasionado por agregacido.

Figura 9-1: micrograficos com luz polarizada de
gotas de emulsdo ndo aquecidas (figura superior) e aquecidas
(figura inferior). As partes cristalinas de granulos de amido
sdo birrefringentes conforme observado pela cor brilhante na
totalidade da superficie em (figura superior) e préximo a
superficie de dleo (figura infericr). A Aarea difusa fora das
gotas (figura inferior) mostra amido gelatinizado parcial.

Figura 9-2: a atividade lipase como uma funcdo de

temperatura de tratamento térmico apds emulsificacdo.
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Figura 10-1: micrografices de uma emulsdo
recentemente preparada com 10 % de 6lec de peixe estabilizade
com 500 mg de amide por ml de ¢élec (esguerda), gue
corresponde a apds 1 semana de armazenamento (centro), ou
termotratado e armazenadc por 1 semana (direita).

Figura 11-1: espuma estabilizada por gréanuloc de
amido com uma estrutura rigida.

DESCRICAO DETALHADA DE MODALIDADES PREFERENCIAIS

Em uma modalidade da inveng¢do, os grédnulos de amido
usados na emulsdo ou espuma estabilizada por particula s&o
nativos ou foram submetidos a uma modificacdo fisica e/ou
meodificacdo quimica para aumentar a capacidade hidrofébica
dos granulos de amido. O amido pcde ser quimicamente
modificado por tratamento com diferentes anidridos de
alguenil succinila, por  exemplo, anidrido de octenil
succinila (OSA), que é aprovado para aplicacdes alimentares
em uma quantidade adicicnada de até 3% com base no peso seco
de amido. O anidrido de propenil succinila também pode ser
usado. C grupo octenila hidrofdbica e o grupo carboxila ou
carboxilatc de sdédio aumentou a capacidade do amidos de
estabilizar emulsdes. Também é possivel tornar os granulos de
amido mais hidrofébicos através do enxerto com outros
produtos quimicos com uma cadeia lateral hidrofébica, por
exemplo, por esterificacdao com 4&cidos dicarboxilicos. As
particulas de amido modificade tém uma superficie bastante
uniforme, pelo menos em relagdc & capacidade hidrofébica,
dessa forma, as goticulas cobertas com granulo de amido tém
propriedades de superficie similares aquelas dos granulos de
amido individuails. Quando as propriedades de superficie de
granulo permitem uma forte adsorg¢do na interface de éleo e
dgua (um é&ngulo de contato ndo tao longe de 90°), as
particuleas, quando dispersadas na fase agquosa, também estdo

em um estado de agregagdoc fraca. Nesse caso, uma barreira a
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base de particula estérica consiste em mais de uma simples
camada densamente embalada de granulocs de amido na superficie
de goticula, mas também estende-se como uma rede/camada
desordenada de granulos entre goticulas (algumas das quais
podem ser observadas na figura 0-4B), que tém a totalidade da
estrutura agregada mantida por forgas atrativas entre
particulas, c¢riando asso, a fraca estrutura similar a gel
observada.

No presente contexto, uma "emulsdoc estabilizada por
particula" significa uma emulsdo gue tem pelo menos duas
fases, sendo que os granulos de amide ou uma porcdo dos
mesmos sdo dispostos na interface entre as pelo menos duas
fases, por exemplo, na interface entre uma fase oleosa e uma
fase a base de agua, e, dessa forma, estabilizando a emulsio.

Em uma modalidade da invencdo, cs granulos de amido
da emulsdo ou espuma estabilizada por particula sdo mais
hidrofdébicos por modificagdoc fisica, por exemplo, por
aguecimento seco ou por outros meios, como uma mudanca no pH,
tratamento de pressdc alta, irradiacéo, cu enzimas. C
aquecimento seco faz com que as proteinas de superficie do
granulo de amido mude de natureza de hidrofilica para
hidrofdébica. Uma vantagem de modificacdo térmica € que
nenhuma marca¢do especifica é necessaria guando usada em
aplicag¢des alimentares. Ademais, a alterac3o hidrofébica
ocorre explicitamente na superficie de gréanulo.

Em uma modalidade da invengdo, os granulcos de amido
da emulsdo ou espuma estabilizada por particula tém, de
preferéncia, wum tamanho granular pequeno na faixa de
aproximadamente 0,2 a 20 micras, de preferéncia, 0,2 a 8§
micras, com mais preferéncia, 0,2 a 4 micras, com ainda mais
preferéncia, 0,2 a 1 micra.

Em uma modalidade da inveng¢do, os grédnulos de amido

da emulsao ou espuma estabilizada por particula s3o obtidos a



10

15

20

25

30

14/79

partir de gualguer fonte boté&nica. Mostrou-se que os granulos
de amidoc estabilizam emulsdes de ¢éleo em &gua. Em contraste
as particulas comumente usadas para emulsdes Pickering, o
amido (incluindc amido hidrofeobicamente modificado) & um
ingrediente alimentar aceito. Os granulos de amido séao
abundantes, relativamente econdmicos e s3o obtidos a partir
de muitas fontes botdnicas. Existe uma grande variacéao
natural relacionada ac tamanhc, formato e composicdo. O amido
tem valor nutricional intrinseco e & uma fonte ndo alergénica
em contraste a outros emulsificantes alimentares comuns gque
sao derivados de ovo ou soja. 0s granulos de amido da emulsao
cu espuma establlizada por particula sdo, por exemplo,
obtidos a partir de quinoca, arroz, mais, amaranto, cevada,
milho doce ndo amadurecido, centeio, triticale, trige,
fagbpiro, tifa, filipéndula, durido, teff, aveia, rpastinaca,
paingc pequeno, arroz selvagem, alpiste, pata de vaca,
inhame, e taro incluinde variedades de amilose elevada e
cerosas dos supracitadoes.

Pelo menos duas fases da emulsdo ou espuma
estabilizada por particula sdo escolhidas a partir de fase a
base de 6leo/fase de base aquosa, e fase gasosa/fase de base
aquosa. kEm uma modalidade da invencgdo a emulsdo é uma emulséao
de oOleo em 4agua ou uma emulsdo de A&gua em O&leo, ou uma
espuma.

Em uma modalidade da invengdc, a gquantidade de
granulos de amido adicionados na emulsdoc ou espuma
estabilizada por particula corresponde a aproximadamente
0,005 a 70 % em volume da emulsdo total. A guantidade de
granulos de amido adicionados é, de preferéncia, determinada
pela cobertura da goticula e a cobertura deveria ser maior
que 10%.

De acordec com a presente invengdo, a possibilidade

de preparar emulsdes de um dado tamanho de goticula depende
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criticamente da disponibilidade de uma quantidade de grénulos
de amido suficiente para estabilizar a superficie resultante.
A quantidade suficiente pode ser descrita em termos da Aarea
que os granulos de amido podem cobrir quando espalhados em
uma camada Unica em relagdc a drea de superficie da emulsdo a
uma dada densidade de embalagem. Especificamente, se a
emulsdo contem um volume de 6leo (V0) e contém goticulas de
didmetro de «cobertura (D3;) de Dg, entdo a superficie
interfacial total das goticulas de éleo (Sy) é dada por:
A
° D

I}

Para estabilizar essa interface de A4rea 8, uma
camada de amido Ss que ocupa a mesma area é necessaria.
Presume-se gue a area ocupada por um granulo de
amido seja esférica de didmetro Dg;, e fixada & interface de
6lec e agua em um dngulo de contato de 90° com uma fracdo de
embalagem interfacial ¢.
np?
4

O numero de granulos de amido (presumindo gue o©s

, =

mesmos tenham Dy de diametro) para um dado peso de amido, W,

e densidade de amido, ps.

W,
il
2, g D}

n, =

A area total que os mesmos ocupam Ss=ng as, ou igual

6 W

5, =—

P 3D,
A fragdo de embalagem interfacial ¢ & o inverso da
quantidade de espago entre as particulas, e alcanca um limite
tedrico de ¢ ~ 0,907, isto é, embalagem hexagonal. No entanto

existem muitos cascs onde é levemente superior {1,2) ou ainda
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significativamente inferior (0,10) e para sistemas
extremamente puros tao baixos quanto (0,002) e dependem ainda
de sistema (Gautier et al. 2007, Tcholakova et al. 2008).
Para a pratica, determinou gque a faixa se situaria entre 0,10
e 1,2.

Dessa forma, para cobrir uma A&rea de 6leo Sg &
necessaria uma &rea de amido Sg. Através da definicido de Sp=Ss

e da redisposigdo, é obtido o gue segue:

We _ 4wp. D,

VD,

Issc tem as unidades de mg/ml (ou kg/m’).

Exemplo: Creme Tdpico

Uma emulsdo com um tamanho de gota médio (Dsy) Dy 49
pm deve ser produzida e granulos de amido de quinoca s&o
usados para estabilizar isso, que tem um didmetro médio
Ds=2,27 m e densidade sdlido ps=1.550 kg/m3 ccem uma densidade
de embalagem interfacial ¢= 0,73, A quantidade de amido

necessaria por volume de éleo é:

W, 4@p D, 4-072-1550-227E—6 ’
—Z= = : =214 mg/mi
A D, 49EF — 6

Em uma modalidade da invencdo, a emulsdo ou espuma
estabilizada por particula foi submetida a um tratamento
térmico a fim de alterar propriedades de barreira da emulsao
estabilizada por particula. Existe uma necessidade Eor
sistemas de entrega para encapsular, proteger e liberar
ingredientes bicativos em alimentos e produtos farmacéuticos.
Muitos dos ingredientes ou compostos usados em tais
aplicagdes sdo lipofilicas ou deseja-se gque sejam contidas em
ocu dispersadas na fase lipidica. Mostrou-se que os granulos
de amido que foram usados na emulsdo da invencdc estabilizam
a interface contra cocalescéncia. No entanto, em algumas

situagdes, existe a necessidade de aprimorar adicionalmente
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as propriedades de barreira. Isso também foi realizado e
propriedades de barreira aprimoradas das emulsdes ou espumas
estabilizadas por particula foram fornecidas com a aplicacéao
de calor, levando a uma emulsdo com camadas de amido
parcialmente gelatinizadas. Uma figura esquemadtica desse
conceito é mostrada na figura 0-5A. Em geral, os sistemas de
entrega poderiam alcangar intmeras fungdes diferentes, por
exemplo, um alimento a base de emulsdo gue atrasa digestao de
lipidio e induz saciedade ou, talvez, liberacio direcionada e
controlada de componentes biocativos no trato
gastrointestinal. Para quantificar a impenetrabilidade da
camada de amidoc parcialmente gelatinizada, a diminuicdoc na
taxa de lipdlise fol medida, sob a premissa que superficies
rigidamente cobertas com grénulos de amido que sdo dificeis
de deslocar da interface, ir& reduzir a capacidade da lipase
de digerir os lipideos presentes no délec emulsificado.

Em uma modalidade da invengdo, a emulsdo ocu espuma
estabilizada por particula foi submetida & secagem, secagem
por congelamento, secagem por aspersdoc e/cu secagem a vAacuo,
através da qual uma emulsdo ou espuma estabilizada por
particula seca é obtida. As emulsSes secas podem adicionada
ao alimento, cremes e farmacéuticos como um ingrediente e
podem ser usadas para formulacdes de aspersidc em pé como
inaladores. O sistema de emulsdo pode ser diluido sem perda e
deslocamento do amido. Issc significa que a emulsio ou espuma
estabilizada por particula seca pode ser adicicnada a outros
processos em pequenas Juantidades, no ponto desejado no
processo. Isso aprimora a funcionalidade de ingredientes
sensiveis.

Em uma modalidade da invencao, a emulsao
estabilizada por particula é usada para controlar a densidade
de goticulas de emulsdo. Os parametros que influenciam o que

foi citado acima sdo a densidade do 6leo, a densidade do



10

15

20

25

30

18/79

liquido, a concentragdc do amide bem como o tamanho dos
granulos de amido. As propriedades reclédégicas da emulsac
podem ser variadas através da variacdo da raz3c entre amido e
6leo. A emulsdo resultante mudara as propriedades de fluxo de
um creme de viscosidade baixa para um gel de particula
carregado com goticula facilmente dispersado e fraturado que
exibe um estresse de rendimento em concentracdes baixas. E
possivel formar um gel de Oleo/particula de carregamento de
espago a uma concentragac de volume baixo de (0,5% de amido e
5% de Olec. Em volumes de fase altamente dispersados (mais
6leo e granulcs de amido), a emulsdo se torna mais rigida e
mais sélida. Essa é uma propriedade Util tendo em vista que
podem ser produzidos produtos com uma faixa de texturas sem o
uso de modificadores de viscosidade adicionais {como
polimercs) visto que as particulas atuam como emulsificantes
e um espessante (ilustrado na figura 0-4A).

Em uma modalidade da invencéo, as emulsdes
estabilizadas por particula sdo usadas para substituir
gordura em produtos alimentares. Devido ac alto teor caldrico
de gordura, percebeu-se que substituir gordura pelas emulsdes
da invengdo & benéfice para a indistria de alimentos. Em uma
modalidade da invengdo, uma espuma estabilizada por particula
pode substituir cristais de gordura em creme batido.

Em uma modalidade da invencgdo, as emulsdes
estabilizadas por particula sdc usadas para encapsulacio de
substancias escolhidas de probidticos, células vivas,
biocfarmacé&uticos, proteinas, enzimas, anticorpos,
ingredientes alimentares sensiveis, vitaminas, e lipideos. As
emulsbes estabilizadas por particula também sdo benéficas
para dissimula¢do de sabor de substancias de sabor ou aroma
de forma inaceitavel como 6leo de peixe e antibidticos. Em
uma modalidade, a emulsdo estabilizada por particula & usada

como uma emulsao dupla. As emulsdes duplas sdo caracterizadas
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por ter uma emnulsdo primaria dispersada como goticulas de uma
emulsdo secundaria. Por exemplo, goticulas de &agua dentro de
goticulas de Olec dispersadas em uma segunda fase aguosa
(consulte figura 0-6). Uma emulsdo dupla de estabilidade
satisfatéria tem uma eficédcia de encapsulacdoc inicial de 95%
e, apds 4 semanas de armazenamenteo, ainda tem 70 a 80%. Ao
usar Emulsdes Pickering de Amido, as goticulas sdo grandes o
suficiente para conter as gotas e a camada de amido é coesiva
o suficiente para manter estabilidade de gota. O teste
mostrou uma eficécia de encapsulag¢dc inicial >98,5% e, apés 4
semanas de armazenamento, ainda tem >90%. Mesmo apds um ciclo
de congelamentoc e descongelamento, perdeu-se apenas <1 % de
fase interna.

Em uma modalidade, a emulsd3o estabilizada por
particula & usada para encapsular substdncias deficientemente
soluveis na fase oleosa. Em algumas aplicacdes médicas que
usam emulsdes convencicnais uma substéncia ativa
deficientemente solivel no 6leo, a substancia cristaliza.
Esses cristais s&o muito grandes para as gotas pequenas
ocasionande instabilidade. Ao usar Emulsdes Pickering de
Amido, as goticulas sdo grandes ¢ suficiente para conter os
cristais e a camada de amido é coesiva o suficiente para
manter a estabilidade de gota (consulte figura 5B-direita).

Em uma modalidade da invengdo, as emulsdes
estabilizadas por particula sdo usadas em  produtos
alimentares, produtos cosméticos, cremes para a pele, locdes
e formulagdes farmacéuticas. A emulsdo estabilizada por
particula de acordo com @& presente invencao é um
emulsificante ndo alergénico que pode ser usado em cosméticos
e cremes para a pele como hidratantes e protetores solar.

Em uma modalidade da invengdo, deseja-se aumentar
as preopriedades de barreira para liberar, de modo mais

satisfatério, perfis para a pela ou evitar desestabilizacio
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do ingrediente ativo/emulsdes. A etapa de aquecimento & usada
a fim de gelatinizar parcialmente o amido e, dessa forma,
criar um filme mais justo. Para determinadas aplicacdes, a
etapa de aquecimento mencionada acima é realizada.

A presente invengdo sera exemplificada por diversos
experimentos ndo limitadores que sdoc apresentados abaixo.

Descrigdo experimental

Experimento 1

No experimento 1, a capacidade de granulos de amido
estabilizarem emulsdes de Oleo em agua fol estudada.

O amido foi iscladc de Quinoa {Biofood, Suécia) por
um precesso de moagem Umida e modificado por OSA para 2,9%.
Quinoa foi escolhida devido a sua peguena distribuicac de
tamanho de grdnulo unimodal e ligeiramente pequena. A fase
continua das emulsdes foi um tampdo de fosfato com pH 7 com
NaCl a 0,2M, densidade 1009,6 kg/m®, a 20 °C, a fase
dispersada foi o 0leo triglicerideo de cadeia média Miglyol
812, densidade 945 kg/m’> a 20 °C (Sasol, Alemanha).

Métodos

Isolamento de amido de guinoa

As sementes de Quinoca foram moidas com &gqua em um
misturador (Philips HR7625, Holanda) e filtradas através de
um panc de peneira. Permitiu-se que o amido se assentasse e o
sobrenadante foi removido. Agua fresca foi adicionada ao
amido, que, apds assentamento e remoc¢do de agua, foli secado
em um secador a vacuo a 20 °C por 4 dias. As proteinas no
amido secado foram removidas por lavagem do amido duas vezes
com solugdo de NaOH a 3%, uma vez com agua e uma vez com
acido citrico (pH 4,5) antes de o amido ser secado com ar a
temperatura ambiente e desagragado com argamassa e piléao.

Modificagido por OSA

O amido foi perfeitamente suspenso na parte dupla

em peso de agua com o uso de hélice de ago inoxidavel e o pH
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foi ajustado em 7,8. Quatro quantidades iguais de (QSA
(totalmente a base de 4% em peso de amido) foram adicicnadas
com um intervalo de 15 minutos e o pH fol mantido a 7,4 a 7,9
adicionando-se sclugdo de NaOH a 1M gota a gota. Quando o pH
ficou estavel por pelo menos 15 minutos, a solucdo de amido
foi centrifugada a 3.000*g por 10 minutos, lavada duas vezes
com 4agua e uma vez com acido citricec (pH 4,5) antes de o
amido ser secado com ar a temperatura ambiente por pelo menos
48 horas.

A substitulicdo de OSA foi determinada por um método
de titulagdo. De modo resumido, 5 g (pesc seco) de amido
foram dispersadas em 50 ml de HCl a 0,1 M e agitadas por 30
minutos. A pasta aquosa foi centrifugada a 3.000*g por 10
minutos, lavada uma vez com 50 ml de etanol (90%) e duas
vezes com agua antes de o amido ser suspendido em 300 ml de
dgua, cozido em um banho de &gua fervente por 10 minutos e
resfriade a 25 °C. A solugdo de amido foi titulada com NaOH a
0,1 M a pH 8,3. Um material em branco foil simultaneamente
titulado com amide nativo da mesma origem que o amido de OSA
como uma amestra. A percentagem de grupos carboxila de 0QSA

nos granulos de amido foi calculada por:

UH. o vent o™ 3t o oo f KT R 2LE
8 QA — AIINnd Sigmye T As x
§5054 = & % 188

onde V & o volume (ml) de NaOH necessario para a
amostra e uma titulagdoc em branco, M é a molaridade de NaOH
{0,1 M), W € o peso secc (mg) do amido e 210 & o peso
molecular do grupo octenil succinila.

Emulsificacdo

As emulsdes foram preparadas em tubos de teste de
vidro, combinando-se 6,65 ml de fase continua, 0,35 ml de
fase dispersada e amido em quantidades variadas (12,5 mg a

1.250 mg) e emulsificadas por mistura de alto cisalhamento em
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um Ystreol (D- 78282, Ballrechten-Dottingen, Alemanha) a
22.000 rpm por 30 segundo. As amostras emulsificadas
submetidas a tratamento de vértice foram, entdo, fotografadas
1l dia e 1 semana apdés emulsificacdo e as imagens das amostras
foram analisadas em Imaged para determinar o volume da camada
em creme/assentada. A capacidade de emulsificacdo do amido e
a estabilidade das emulsbes foram expressas como o volume de

cclusdo relativo, ROV.

ROV = I:"'vemuls
' 15

L4 o 1r
glec * * amido

onde Vemuis € 0 volume da emulsdo observada (isto &,
a fracdo ndc limpida), Vsieo € © volume da fase oleosa e V amido
€ o volume ocupadc pelo amido adicionado. Em um sistema de
fase completamente separada, ROV = 1 , isto &, ndo ha& aumento
na camada de emulsdc além de suas fases constituintes.

Medigdes de tamanho de particula de granulocs e

emulsdes de amido

As distribuigdes de tamanho de particula foram
medidas um dia e uma semana apbds emulsificacdo com o usoc de
difragdo a laser com modo épticec Mie (Coulter LS 130, Coulter
Electronics Ltd, Luton Beds, Inglaterra) para amido e
emulsdes cobertas com amido, foi usado o indice de refracdo e
1,54. Um peqgueno volume de amostra foi adicionadc ac sistema
de fluxo e bombeado através da camara éptica para medicées.

Microscopia

As emulisdes foram diluidas 5 wvezes com a fase
continua e, entdo, as amostras foram colocadas em um canal
quadrado de 100 micras VitroCom (CMS Ltd., Ilkley, R.U.). As
imagens de microscépioc das emulsdes foram obtidas usando-se
uma camera Olympus BX50 (Tokyo, Japdo) e uma digital (DFK
41AF02, Imaging source, Alemanha).

Resultados
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Os granulos de amido absorvem e estabilizam a

interface de dleo e Aagua.

Observou-se que o©os granulos de amide de CQuinoa
(didmetro médic 1,.34 um) estabilizam a interface de éleo e
agua em uma camada rigorosamente embalada (consulte inserto
na Figura 1-1) no que parece ser emulsdes tipo Pickering. A
distribuigdoc de tamanho de (didmetro médio de volume Dy;) &
plotada na figura 1-1 para os granulos de amido (linha
sdlida) e as emulsCes estabilizadas por amido (linhas
tracejadas). A distribuigdo de tamanho de particula medida
dos grénulos de amido indicou alguma agregagdc gue tem
tamanhos na faixa de 4 a 10 um. Infere-se que os mesmos estdo
agregados, visto gque imagens SEM ndc mostram tal ampla faixa
de tamanhos de granulc individual. Na emulsio resultante, foi
observado alguns agregados de amido no microscépio e os
mesmos também foram percebidos na distribuicidc de tamanho de
particula da emulsdo (linha tracejada na figura 1-1) como um
ressalto menos no pice principal.

O tamanho de goticula pode ser controlado pela

guantidade de amido adicionado

C tamanho de goticula de emulsdo final foi
diminuido visto que a gquantidade de amido por ml de dleo
aumentou. As emulsdes com tamanhos de goticula situando-se na
faixa de 64 pm (com 36 mg de amido adicionado/ml de éleo) até
9,9 pm (3.600 mg de amido adicionado/ml de &leo) foram
observadas. O efeito de concentracdo nc tamanho tem um efeito
de diminuicdo sobre as concentracdes mais elevadas (consulte
figura 1-2, notar escala logaritmica).

Para estimar o grau de possibilidade de nova
execugdo, duas condigdes de emulsificagdo foram realizadas
trés vezes e uma em duplicata. As condigdes com 71 mg de
amido por ml de éleo apresentaram um didmetro médio de volume

D43 t erro padrac da media igual a 58,441,133, n=3, condices
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com 571 mg de amido por ml de dleo apresentaram Dys = erro
padrac da média igual a 26,9 13,26, n=3, e condig¢des com
1.714 mg de amido per ml de &éleo apresentaram Dy3 * erro
padrdoc da média igual a 12,3 #0,014, n=2.

O tamanho de goticula foi medido apds 1 dia e apds
7 dias e verificou-se que apresentava pouca mudanca (em
alguns casos, o tamanho de goticula ainda diminuia, mas em um
nivel dentrc da variabilidade entre réplicas), com a excecdo
de uma tendéncia por tamanhos de goticula levemente maiores
apbébs 7 dias nas duas concentragdes de amide inferiores.
(Consulte figura 1-2). Isso poderia ser esperadec j& gque pode
nac haver amido suficiente para estabilizar a interface na
concentragdc inferior permitindo coalescéncia mais facil.
Subsequentemente, observcu-se gue os mesmos permaneciam
inalterados mesmo apds diversos meses de armazenamento a
temperatura ambiente.

Ndo heouve mudanca significativa no tamanho de
goticula medido visto que a fracdo de éleo foi aumentada (a
uma razao constante entre amido e &éleo). Em 12,5% de dleo,
D43 era 36,6%1,98 pm, 16,6% de o6leo Dy3 era 36,9+0,240 um,
25,0% de Oleo D43 era 35,940,156 um, e 33,3% de 6leo Dy era
36,4+2,16 pm. Isso estéd de acordo com as observacdes acima
que o tamanho de goticula é determinado pela quantidade de
amido adicionado.

A densidade de goticula pode ser controlada pela

quantidade de amide adicionado

Devido a diferengas de densidade entre éleo de
amido e agua, a emulsdo coberta com particula de amido nao
val formar creme em tal taxa alta visto que os efeitos de
flutuabilidade sdo significativamente reduzidos. A partir da
analise geométrica, e densidades de fases conhecidas (pamido
1.550 kg/m3, pdleo 945 kg/m3) e volumes (Vamido, Vdleo,

Vgoticulas) presumem embalagem justa de amido na interface de
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6lec e agua e que o amido é pequeno comparado ao didmetro de
goticula, pode-se calcular em qual tamanhos de goticula as
emulsdes cobertas com granulo de amido deveriam flutuar ou
afundar.

i
p — 'Vamido ’ pamido + Lé"e‘:" Psieo
ot
¢ Vgom

Visto que a concentragdo de amido aumenta, o
tamanho de goticula diminuil e a densidade eficaz de goticulas
cobertas com amide aumenta até que as mesmas se tornem
eventualmente mais densas que a fase continua e comecem a
afundar. Esse nivel ¢é mostrado comec a linha vertical na
figura 1-2 e corresponde as observacgdes da presente invencédo
e fotografias figura 1-3 onde as goticulas de emulsdo estdo,
na maioria, afundando a concentragdes sobre 200 mg/ml de
6leo. Ja que foi aumentada a quantidade de amido adicionado
(expressa como mg de amido por ml de 6&leo), o© tamanho de
goticula diminuiu, a densidade aumenta devido ao fato de que
ha um volume relativo menor de élec em relacio & camada de
amido gue cobre isso. As emulsdes neutras de flutuabilidade
nao sao submetidas a formagdc de creme ou assentamento e,
dessa forma, tém uma estabilidade maior.

Propriedades de fase de emulsdo

As propriedades da emulsdoc variam com a razdo entre
amido e éleo, de um creme de baixa viscosidade a um gel de
particula carregada (possivelmente ligada por ponte de éleo)
com goticula fraca fraturada e facilmente dispersada que
exibe um estresse de rendimento. O volume de oclusio relativo
da fase de emulsdc atravessa de um maximo de quase 9 a razdes
entre amide e 6leo intermedidrias, isto &, é possivel formar
um gel de Oleo/particula de carregamento de espaco a uma
concentracao de volume de 1,7% amido e 5,5% de éleo.

Propriedades de armazenamento
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Nenhuma mudanga foi observada durante armazenamento
refrigerado de emulsées durante 1 ano.

Conclusdes do Experimento 1

O Experimento 1 mostrou gue granulos de amido
intactos estabilizam de modo eficaz gotas de dleo que criam
emulsdes tipo Pickering. Verificou-se que o tamanho de
goticula era dependente da concentrac3o de amido adicionado
com mudangas marginais inferiores em concentracgdes de amido
superiores. Nesse ponto, outros fatores, como nivel de
tratamento mecanicoc, poderiam ser determinantes. Embora
muitas das emulsfes possam ser submetidas & formacdo de creme
ou assentamento, as mesmas sdc estidvels contra coalescéncia
gue mostra pouca mudanga na aparéncia e altura de camada de
emulsdoc apds fermagdo de creme ou assentamento inicial. Foi
cbservado que as mesmas permanecem inalteradas mesmo apds
diversos meses de armazenamento a temperatura ambiente. Esse
tipo de sistema de emulsdc tipo Pickering de granulo de amido
pode ter aplicagles além de alimentos, por exemplo, na
cosmética, e para formulagdes de droga farmacé&utica onde o
amido € um excipiente aprovado.

Experimento 2

No experimento 2, o efeito do tipo de tratamento
hidrofébicce e o grau de capacidade hidrofdébica em
propriedades de emuls&o resultantes é ilustrado.

Materiais

Nesse experimentc, foram usados grd3os de amido
isolado de quinoa (Biofood AB, Suécia, densidade 1.500
kg/m?). Os granulos de amido isclado foram termotratados ou
modificades por OSA com anidrido de n-octenil succinila (CAS:
26680-54-6 Ziyun Chemicals Co., Ltd, China). Nos estudos de
emulsao, a fase dispersada fol o 6leo triglicerideo de cadeia
média Miglyol 812 (Sasol, Alemanha, densidade 945 kg/m3) e a

fase continua foi um tampdo de fosfato a 5 mM com pH 7 NaCl a
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0,2M (densidade 1.009,6 kg/m°). Os outros produtos guimicos
usados nc estudo foram de grau analitico. Pequeno amido
granular fcil isolado de gracs de quinoa conforme descrito no
experimento 1 . Antes do uso, os granulos de amido foram
desagragados em um pdé fino triturando com argamassa e pildo.

Osa-modificacdo de amido

O tecr de agua do pés de amido foi determinado com
© uso de um IR-equilibrio a 135 °C, a partir dessa massa de
pés de amido, ¢ equivalente a 50 g de peso secc foi medido. O
amido foi completamente suspendido na parte dupla em peso de
agua com o uso de uma hélice de ago inoxidével e o pH foi
ajustado em 7,6. A OSA foi adicionada a 3% {(ou 6%, 10%) com
base no peso seco do amido, e adicionada em quatro porgdes
com atraso de 15 minutos entre adigdes. O pH foi ajustado com
HCI a 25% e/ou NaCH a 1 M. Entdo, um equipamento de titulacido
automatica com medidor de pH e NaCH a 1 M foram usados para
manter o pH em 7,6. O processc foli interrompido quando o pH
permaneceu estavel por pelo menos 15 minutos, istc &, nio
foram necessariocs mais ajustes de pH para manter isso em 7, 6.

A solugao de amido-agua-OSA foi centrifugada a
3.000 g por 10 minutos e a &agua foi despejada. O amido foi
misturado com dgua destilada e foi centrifugado duas vezes. O
amido foi misturado com &cido citrico, pH 4,5 a 5, antes de
ser centrifugado e enxaguado. O amido foil disperso em
bandejas de ago 1inoxidadvel e secado em uma temperatura
ampiente por pelo mencs 48 horas.

A determinacdo do grau de substituicdc de amido
modificado por OSA foil realizada por um método de titulacdo
conforme descrito no experimento 1. A determinacdc foi
realizada em duplicata para o amido modificado por OSA e o
amido de controle, gque tem o mesmo lote de origem que o amido
modificado por OSA. O peso seco do amido foi determinado por

um IR-equilibric a 135 °C. Para tal, uma quantidade de
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amostra de aproximadamente 1 g foi usada em duplicata. Entéao,
2,5 g de amido com base em uma substidncia seca foram pesados
e foram adicionados a um béguer de 50 ml. O amido foi molhade
com algumas gotas de etanol antes de 25 ml de HC1 a 0,1 M ser
adicionado e, entdo, agitado com uma agitadora magnética por
30 minutos. A pasta aquosa fol centrifugada a 3.000 g por 10
minutos e o© sobrenadante foi descartado. O amido foi
misturado com 25 ml de etancl antes da centrifugacdo a fim de
lavar o amido. Entdo, © sobrenadante foi descartado. O amido
foi lavado conforme anteriormente, mas duas vezes com agua
destilada. O amido foi adicionado a um béquer de 500 ml e
misturado a 150 ml de 4gua destilada. A mistura fol aquecida
em um banho de aqua fervente a 95 °C por 10 minutcs antes de
ser resfriada a 25 °C. A mistura feci titulada com NaOH a 0,1
M até que o© pH fosse §,3. O volume de NaOH usado foi
observado. A percentagem de grupos carboxila de 0SA (consulte

tabela 1-1) nos grénulos fol calculada por:

v -V -M-210
%OSA=( umosrrar cor;/o!e) _1000/0

Onde V & o volume (ml) de NaCH necessario para a
amostra e a titulac¢do de controle, M é a molaridade de NaOH
(0,1 M), W &€ o peso seco (mg) do amido e 210 & o peso
molecular do grupo octenil succinila.

TABELA 1-1: Verificagdo d¢ grau de modificacdc por

O5A expresso em %

% de OSA adiciocnado Vo (ml) % de grupos
carbonila de QSA
nos granulcs, isto
€, o grau de

modificacdo
7 expresso em %
0 0,325 0
3 2,64 1,95
6 4,15 3,21
10 5,87 4,60

Modificagidoc térmica de amido
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O amido seco (10 g) foi colocado em uma placa de
petri aberta em uma camada com 1 a 2 mm de espessura. As
amostras foram aquecidas a 120 °C durante diferentes duracdes
em uma fornalha (30, 60, 90, 120 e 150 minutos). As amostras
termoaquecidas foram deixadas a temperatura ambiente por
diversas horas antes de usé-las. Esse tratamento foi
realizado a fim de modificar hidrofobicamente a superficie
dos granulos de amido e, dessa forma, alcancar uma afinidade
maior em relagdo & interface de 6leo e agua.

Emulsificacéao

As emulsdes foram preparadas com o volume total de
6 ml em tubos de teste de vidro. Todas as emulsdes foram
produzidas em triplicata. As emuls®es continham Miglyol a 7 %
(isto ¢, 0,4 g) como fase dispersada, quantidade de amido de
214 mg/ml de ¢dleo (lsto é, 0,089 g) e, como fase continua,
solucdo de tampido de fosfato a 5mM, pH7, com NaCl a 0,2 M
(isto é, 5,63 g). Todos os experimentos foram conduzidos em
temperatura ambiente sem nenhum controle de temperatura.
Amido, &leo e solugdc tampio foram pesados em colocados em
tubos de teste, e agitades com um misturadeor por vértice
(VMZ20, Chiltern Scientific Instrumentation Ltd, R.U.) por 5
segundeos antes de ser misturado a 22.000 rpm por 30 segundos
com um Ystral (D-79282, Ballrechten-Dottingen, Alemanha).

Caracterizagdo de emulsdes por dispersdo de luz

Um analisader de tamanho de particula por difracdo
a laser (Mastersizer 2000 Versdo 5.60, Malvern, Reino Unido)
fol usado a fim de determinar a distribuicdo de tamanho de
particula das gotas de ©6leo. A emulsd3o foi adicionada ao
sistema de fluxo contende milliQ-water e foi bombeada através
da cémara optica. A fim de reduzir a quantidade de gotas
agregadas, a velocidade de bomba fei 2.000 rpm. O indice de
refragdo (RI} da particula foi definido em 1,54, que

corresponde ac amido gque cobre as goticulas. O indice de



10

15

20

25

30

30/79

refragdo da fase continua foi definido em 1,33 que é o RI da
agua. A amostra fol adicicnada até que o© obscurecimento
estivesse entre 10 e 20%. Os tamanhos médios de goticula Dy3
e D3 bem comec ¢ modo das distribuig¢des de tamanho de gota de
emulsdc foram determinados.

Conclusdes comc resultado do Experimento 2

Todos o©s tratamentos permitiram a producdo de
emulsdes estabilizadas por granulc de amido e, embora as
gotas tenham tamanho variadoc e haja alguns grénulos livres de
amido; uma vez formado, observag¢des visuais indicaram que as
mesmas permaneceram como gotas. No entanto, o©os granulos néo
tratadoes apresentaram capacildade de emulsificacéao
significativamente mais insatisfatdérias e tiveram a maior
dispersao na distribuigido de tamanho de goticula com um pico
(modo} em 127 pm. A Tabela 1-2 lista os tamanhos de goticula
medidos. Parece ser um nivel ideal de modificagdo por OSA ao

redor de 3% ou um tratamento térmicce de 30 a 90 minutos a 120

°C. Un  nivel muito Dbaixo de modificacdo pode nédo
proporcionar, aos granulos, afinidade suficiente para
adsorver na interface de ¢éleo e agua - onde um nivel muito

elevado de capacidade hidrofébica pode resultar em goticulas
agregadas. A modificagdo hidrofdébica de granulos de amido
intactos faz com gue 0% MesSmes funcionem de forma
satisfatdédria come particulas para estabilizar emulsdes tipo
Pickering com muitas propriedades Uteis ¢é adicioconalmente
ilustrada nos exemplos a seguir.

TABELA 1-2: Medigdes de tamanho de particula de
emulsdo produzida com grédnules de amido com diferentes
modificagdes hidrofdébicas com o uso de 214 mg granulos de

amido /ml de 6&leo.

D3,2 - D4,3 - Modo (pico)
didmetro didmetro (um)
médio médio
ponderado de ponderado de
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aArea area
{um) tstdev (pm) tstdev
Amido Nativo 3,71£0, 486 59,649, 50 127
0SA a 1,95 % 9,9%6+0, 335 43,3%£1,79 50, ¢
OSA a 3,21 % 13,540, 9921 42,0x3,92 42,7
OSA a 4,66 % 19,4+1, 97 54,6%1,79 54,9
30 minutos de 2,9540,560 28,3+22,7 43,4
calor (120
oc}
60 minutos de 3,58+£1,08 46,1+26,7 43,4
calor (120
OC) ~
90 minutos de 3,4110,425 41,5£9,45 40,3
calor (120
- °C)
120 minutos 5,11+£3,01 65,8+£35,7 88,4
de calor (120
OC)
150 minutos 4,42+1,24 62,4+31,1 51,8
de calor (120
oc)

Experimento 3

No experimento 3, a capacidade de estabilizacdo de

7 diferentes granulos de amido intactos para gerar emulsdes
de éleo em agua foi estudada.

Os amidos comerciais a seguir foram investigados

nesse estudo de triagem: arrcz, arroz ceroso, mais, mais

cerosa, mals com alto teor de amilose (HylonVII) e cevada

cerosa (todos da Lyckeby-Culinar AB, Suécia). O amido isolado

de grdos de quinoa (Biofood, Suécia) por moagem molhada como

no experimento 1 também foi incluido no estudo. Os amidos

foram estudados em sua forma nativa, termotratados e

modificados por OSA. A modificacio por OSA foi realizada como
no experimento 1. A fase continua foi um tampdo de fosfato a
SmM com pH 7 com e sem NaCl a 0,2M, a fase dispersada foi o

6leo trigliceridec de cadeia média Miglyel 812 (Sasol,

Alemanhal.

Tratamento térmico de amido

O amido seco fol colocadc sobre placas de vidro e
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termotratados em uma fornalha a 120 °C por 150 minutos a fim
de modificar hidrofobicamente a proteinas de superficie dos
granulos de amido e, dessa forma, alcancar uma capacidade de
ligagdc de &6leo superior.

MedigSes de tamanho de particula de granulos de

amido

As distribuig¢des de tamanho de particula do amido
foram medidas com o usoc de difracdo a laser (Coulter LS130,
Beckman Coulter, R.U.) em uma célula de fluxe continuo
(conforme descrito no experimento 1).

Emulsificacao

As emulsdes foram preparadas em tubos de teste de
vidro com 4 ml da fase continua, 2 ml da fase oleosa e 100 a
400 mg de amide misturando-se a um Ystrol (D=-79282,
Ballrechten-Dottingen, Alemanha) a 11.000 rpm  por 30
segundos.

Teste de Estabilidade de Corante

Aproximadamente 1 mg do corante socluvel em 6dleo
Solvent Red 26 foi adicionado ao topo das emulsdes apds 24
horas e os tubos de teste foram suavemente girados 3 vezes.
Apds outras 2 horas, as emulsdes foram agitadas com um
misturador por vértice por 5 segundos e armazenadas a
temperatura ampiente por 6 dias. A mudancga de cor da emulsac
foi observada. A cor apbds vdértice ¢é uma medicdo da
estabilidade das gotas formadas. As gotas estaveis ndo tém
uma troca com o corante lipofilico; por conseguinte, a fase
de emuls&o permanecerd branca. Uma fase de emulsd3o de cor
vermelha aumentada indica que as gotas foram menocs
estabilizadas pelos grénulos de amido de absorcdc ou ha uma
fase oleosa livre no sistema. Consulte tabela 2-1.

Microscopia

Para microscopia das emulsdes de microscépio

Olympus BX50 (Japdo) e camera digital foi usada. As imagens
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foram processadas em ImageJ (versdo 1.42m).

Analise

A separacdo de fase da camada continua e de emulsdo
foi monitorada da seguinte maneira: as emulsdes foram
armazenadas a temperatura ambiente por 6 dias. Cs tubos de
Teste com as amostras emulsificadas foram fotografadas 6 dias
apbds vortexacgdo e as imagens das amostras foram analisadas em
ImageJ. A capacidade de emulsificacdo dos amidos e a
estabilidade das emulsées foram expressadas como o volume da
camada de emulsdo em creme em relacdo ao volume total da

amostra. A fragdo de volume de emulsdc (E) fol calculada como

segue:
Volume de emulséo )
5= - 100 %4
Volume total de amostra
A quantidade de material, geralmente amido
remanescente, noc funde do tubo de teste, também foi

calculada. Consulte tabela 2-1.

A distribuig3o de tamanho de gota das emulsdes foi
determinada a partir de imagens de microscépico. O didmetro
de pelo menos 250 gotas foi medido com ImageJ nas amostras
que continham gotas que tinham um difmetrc menor que 1,4 mm.
O didmetro de gota médio superficial (Dj3;) e o didmetro médio

de wvolume (Dy3) foram calculados com o uso das equagdes a

seguir:
pocd 2 T 2k
n 2= D 2=, D
;}3" - Tsa— 2 ﬂ...,‘; = T i
- T Ty s o S £ )
Doy U 2=y D

Onde D é o didmetro medido de uma gota € n é o
nimero total contado. O coeficiente de wvariacdo (CV) como
percentual e o desvio padrac foram calculados de acorde com
as equagdes abaixo para chegar a distribuicdc das gotas de

emulsdo em cada amostra.
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Discussdo como resultado do Experimento 3

Amidos

Os amidos selecicnados para esse estudo tinham
diferentes tamanhos de granulo, com quinoca como © menor
seguido por arroz, mais e cevada, e esses granulos também
tinham diferentes formatos. Os granulos de amido de cevada
eram esferas suavemente conformadas e esferoides achatados
com um D3, médio de 17 um, enguanto quinoa, arroz e mais
tinham formatos poligonais mais irregulares. Os granulos de
gquinca tinham um D;; de aproximadamente 2 pm e tinham bordas
lisas, enquanto arroz tinham grdnulos com bordas afiadas com
um D3> de 4,5 e 5,4 um para arroz c¢eroso e normal,
respectivamente. A mais cerosa e a normal tinham bordas lisas
e afiadas de seus grénulos, enguanto a mais com teor elevado
de amilose tinham bordas mais lisas e também tinha alguns
granulos com formato de haste. O tamanho médio dos granulos
de mais era de 9,3 pm para mais com alto teor de amilose e 15
pm para as outras duas variedades de mais. 0O formato dos
granulos foi similar para todos os trés granulos de quinoa:
nativo, termotratade e modificado por OSA. No entanto, o
tamanho foi aumentado para os gréanulos que foram submetidos a
um tratamento térmico ou modificacdc por OSA, que se deu, em
parte, a um grau mais elevadc de agregagdo ocasionada pela
capacidade hidrofébica aumenltada. Os granulos de amido de
gquinoa individuais tinham um tamanho entre 0,7 e 2,2 pm.

O amido tem uma variacdo natural na composicdao
amilose/amilopectina e as variedades normais tém um teor de
amilose de cerca de 20 a 30%. Os amidos cerosos tém um teor
muito baixo de amilose e, no presente estudo, as variedades

cerosas de arroz, cevada e mais foram usadas. Uma variedade
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de mais com um teor elevado de amilose (HylonVII) com amilose
a 70% também foi usada a fim de observar o comportamento de
emulsificagao em um espectro mais amplo do teor de amilose.
Mostrou-se gque ligacdo por OSA é ndo uniforme em escala
molecular e €& afetada por diferencas na ramificacdo de
moléculas de amido.

A Tabela 2-1 resume as condicdes de teste usadas e
os principais resultados. A cor apds vértice & a medicido da
estabilidade das gotas formadas j4 que o corante foi
adicionade no topo das amostras apds a emulsificacdc e antes
que as amostras fossem misturadas em um vértice. As gotas
estaveis ndo tinham uma troca com nenhum éleo coloride; por
conseqguinte, a fase de emulsdo permaneceu branca. Uma fase de
emulsdo com cor vermelha aumentada indicou que as gotas foram
menos estabilizadas pelos granulos de amido de absorcdo.

O tamanho das gotas estd correlacionado a cor e a
estabilidade da emuls&o. Os gré&nulos de amido que tinham a
capacidade de estabilizar pequenas gotas, também criaram as
gotas mais estéaveis. Isso depende, principalmente, do tamanho
dos granulos de estabilizacd3o, mas também se o formato dos
grénulos tinha um impacto. Quinoa, que tinha o mencr tamanho
de granulc, apresentocu a capacidade mais satisfatéria para
estabilizar uma enulsdo nas circunstédncias usadas nesse
estudo. As emulsdes foram produzidas independentemente do
tratamento e da concentracdo do amido de quinoa ou do sistema
usado {amcstra n° 1-10 na tabela 2-1).

A capacidade de emulsificagdo de gquinoca foi
definitivamente mais satisfatéria, sequida por arroz, que
tinha apenas tamanho de grdnulo levemente maior, mas os
granulos tinham formato mais irregular com bordas afiadas. 2
capacidade de emulsificagdc foli similar para as duas
variedades de arroz (amostra n°® 11 a 13 e 17 a 18, 20 na

tabela 2-1). 0 mais cerosc e normal tinha granulos
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irregularmente conformados com, gque pode ser uma razdo para
capacidade de estabilizagdo levemente menor de mais comparada
a cevada que tinha tamanho de granulo maior, mas um formato
mais liso. Um contato de superficie reduzido de particulas
devido a aspereza de superficie ou bordas afiadas tem um
impacto negative no pd de emulsificagdo, visto que o
potencial interfacial diminui. OQOutra razdo fei provavelmente
a distribuigdo de tamanho bimodal da cevada, onde os menores
granulos aumentaram potencialmente a estabilidade de gota e
diminuiram o tamanhoc de gota. Quatro amostras foram
produzidas duas vezes; n° 9 (quinoa), 20 (arroz), 31 {mais) e
42 (cevada cerosa) de acordo com a classificacdo na tabela 2-

1. Todos com 200 mg de amido de OSA e tampdo com sal como a

fase «continua. Quinoa e <cevada cerosa, que produziram
emulsdes estaveis, mestraram  capacidade de reproducgdo
satisfatéria em relagdo ao tamanho de gota, fragdo de
sedimentc e fragcdo de volume de emulsio, engquantc a

capacidade de reprodugdo dos resultados para arroz e mais foi
insatisfatéria.

A capacidade de estabilizacdo de mais ceroso e
normal foi similar (amostra n° 22 a 24 e 28 a 29, 31 na
tabela 2-1), mas o mais com um teor elevado de amilose
(HylonVII) mostrou um padrdo diferente. As trés amostras (n°
33 a 35 na tabela 2-1) apresentaram apenas pequenas
disparidades na fragcdo de emulsdo e tamanho de gota
independente do tratamento dos gradnulos de amido. Mostrou-se
que os granulos com formato de haste tém um grande impacto na
capacidade de estabilidade e mostraram que particulas longas
com uma razao entre aspecto maior que 4 sdo emulsificantes
mais eficazes que particulas menores de molhabilidade
similar.

Tratamentos

Todes os amidos nesse estudo foram usados em sua
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forma nativa, termotratada e modificada por OSA,
respectivamente. Supde-se que o0s granulos de amido nativo
sejam ineficazes como estabilizadores de gota de 6leo devido
a capacidade hidrofdbica baixa, no entanto, quinca nativa (e,
em certa medida, HylonVII) tem a capacidade de estabilizar as
gotas formadas. Todos os gréanulos de amido tém proteinas
ligadas a superficie e, para os pequenos granulos de quinoa,
a superficie grande total de todos os granulos pode
proporcionar capacidade hidrofdébica suficiente para
estabilizar gotas, embora as gotas estabilizadas por amido de
guinoca nativa sejam maiores que guando os amidos modificados
foram usados.

Os amidos termotratados foram, de alguma forma,
estabilizadores mails satisfatdérios que os amidos nativos
visto que a capacidade hidrofébica das proteinas de
superficie aumentou. Especialmente, as gotas estabilizadas
por quinoa, arroz e cevada cerosa tiveram um tamanho de gota
diminuido. A capacidade hidrofdbica dos granulos de amido
aparentemente aumentou, mas o suficiente para que os granulos
tivessem a capacidade de atuar como estabilizadores a menos
quando o tamanho de grédnulo foi t&c pequenc quanto para
guinoa.

Os amidos modificados por OSA tiverem, todos, a
capacidade de estabilizar gotas de &leo, mas a utilizacdo dos
granulos niac foi completa ja que o amido, em alguma medida,
sedimentou. O teor de OSA era entre 2,6 e 3,6% para todos os
amidos e a quinoa também foi modificada a um grau inferior de
1,8 %. Nenhuma diferenca poderia ser observada entre as
amostras de quinoa com os doils graus de OSA em relagdo ao
tamanho de gota, fragédo de volume de emulsdo ou estabilidade,
que indicou que a ligagdo de OSA de 1,8% proporcionou
capacidade hidrofébica de superficie de granulec suficiente

para estabilizar uma emulsdo. O amide modificado com OSA a 3%
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esta comercialmente disponivel e aprovade como um aditivo
alimentar.

Fase continua

Dois tampdes de fosfato diferentes, com e sem NaCl
a 0,2M, foram usados comc fase continua € o pH foi 7 em ambos
os tampbes. A diferenga no padrdo de formagdo de gota foi
consideravel entre tampdes com ocu sem sal. A diferenca estava
aparente tanto em nivel macro- gquanto microscépico para os
granulos de amido hidrofobicamente modificados, mas ndoc para
0s granulos nativos.

Quando uma fase continua sem sal fol usada, as
emulsdes apresentaram formatos c¢dnicos distintos formados
pela ponta de tubos de teste, indicando uma camada de emulsdo
reticulada com um estresse de rendimento, no entanto, esse
formato era menos d&bvic na presengca de sal. Além disso, a
fragcdo de volume da emulsdc era malor e o sedimentc de amidoc
era menor nos sistemas sem sal. A distribuicdoc de tamanho de
gota também apresentou natureza diferente onde as emulsdes
sem sal apresentaram distribuigdes de tamanho de gota bimodal
com um CV grande (74 a 85%) e as gotas nas emulsdes contendo
sal apresentam uma distribuicdo mais unimodal com um CV de
aproximadamente 40%. Essas observagdes pode, em uma grande
medida, ser explicadas pelo comportamento de formacdo de
gota. Na auséncia de sal, as gotas de emulsd3o formaram uma
rede aberta mais rigida de agrupamentos de gotas e granulo.
Enquanto nos sistemas com sal, as gotas eram estabilizadas de
modo menos eficaz e coalescidas em um tamanho maior uniforme
sem agregacgdo significativa. As emulsdes estabilizadas por
amido nativo ndo foram afetadas pela presenca d sal.

Concentracdo de amido

O efeito de concentragdo de amido em emulsificacdo
foi estudado em quatro variedades e amido: quinoa, arroz,

mais e cevada cerosa, todos os gquais foram modificados por
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OSA e em um tampdo de fosfato de NaCl a 0,2 M. Essas
condigdes foram usadas Jj4 Qque o0s mesmos apresentavam o
resultado de emulsificacdc mais satisfatério em estudos de
varredura inicial, e as emulsdes com sal apresentaram
distribuic¢do mais uniforme de tamanhos de goticula e néao
foram gelatinizadas. A massa do amido adicionado era 100, 200
e 400 mg, que corresponde a aproximadamente 3,2, 6,2, e 11,8
% em volume de¢ ¢leoc {(ocu 1,1 , 2,2 e 3,9 % em volume do
sistema total), respectivamente. O tamanho de gota foi
diminuido e a fracdo de volume da fase de emulsdo foi
aumentada enquanto a cecncentrag¢do dos grénulos de amido foi
aumentada conforme pode ser ocbservado para a amostra n°® 8 a
10 (quinoa), 19 a 21 {arrcz), 30 a 32 (mais) e 41 a 43
(cevada cerosa) na tabela 2-1.

Foi anteriormente mostrado que o tamanhc médio de
gota de emulsdes estabilizadas por particulas sélidas diminui
com a crescente concentracaoc de particula j& que mais
particulas estdc disponiveis para estabilizar gotas menores.
No entanto, cada sistema te, provavelmente, um tamanho de
gota limitador, que depende das propriedades fisicas e
mecénicas do sistema (isto é, o tamanho das particulas e o
métode de emulsificagdc) e, quando esse tamanho de gota ¢é
alcancado, todo excesso de particulas estard na fase
continua. No estudc atual, as amostras com a quantidade de
amido mais elevada produziram emulsdes com uma densidade
superior a fase continua. O tamanho de gota diminuiu e a
quantidade de amido ficada & superficie das gotas aumentou
conforme a concentragdo de amido foi aumentada, que resultou
em emulsao mais estavel. Outro efeito da alta concentracdo de
amido fol que a gquantidade de grénulos de amido entre as
gotas aumentcu. Isso resultou em um aumento da densidade
total das gotas e da fase de emulsao.

E interessante observar gque mesmo em baixas (100
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mg) concentragdes de amido, houve sedimento de grénulos no
fundo dos tubos de teste. Na realidade, a fragdo de sedimento
de amido diminuiu guando a gquantidade de amidoc foli aumentada
de 100 a 200 mg. As gotas formadas em uma concentracéo
inferior de granulos de amido foram menos cobertas pelos
granulos e mais submetidas a coalescéncia, que granulos
dessorvidos da superficie das gotas maiores. No entanto,
mostrou-se que emulsdes Pickering eram estabilizadas
consideravelmente mesmo quando silica (0,5 a 0,8 um) ou
particulas de esporo (~25 um) eram distribuidas de modo
altamente desigual na superficie das gotas. A emulsido também
era menos densa em uma concentragdo de granulc de amido
baixa, o que significa que a mobilidade das gotas e dos
granulos promoveu a sedimentagdo dos granulos nio dessorvidos
na fase continua.

Tamanho de grédnulo de amido

Para quantificar os efeitos da quantidade de amido
adicionado e do tamanho de granulo, estimou-se a cobertura de
superficie méaxima possivel para concentracdc de amido com um
dado tamanho de particula. As supocsigdes realizadas foram que
tcdas as gotas teriam tamanho idéntico e todas as particulas
de amido sdc idénticas, esféricas e estdo fixadas a interface
de 6leo e agua a um Angulo de contato de 90° com uma fracio
de embalagem interfacial " 0,907 disto &, embalagem

estimada com o

D

hexagonal. A cobertura méxima tedrica, TM,

uso da equagdo a seqguir:

by fra
44

r"é’ = psg ﬂ_g‘f} » 18

onde dsg € o didmetro médio de superficie do
granulo de amido, ps; € a densidade de amido (1.350 kg/m®) e ¢
¢ a densidade de embalagem. Estimativas da cobertura de

superficie maxima, bem como os tamanhos médios de granulo de
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amido para os varios amidos s&c fornecidos na Tabela 2-2.
Visto que a cobertura de superficie (mg/m®) aumenta com ©
tamanho de grénulo de amido, ndo ¢é surpreendente gque o©
didmetro de gota gerado na figura 2-1 diminua com o
decrescente tamanho de grénulo ja que mais &drea é coberta por
massa de unidade com granulos menores.

A 4drea de superficie especifica de uma emulsdc, por

volume de fase dispersada é definida por:
€

Lr
Il

Hoa
-

e onde é o didmetro médio de superficie di3; medido
pela dispersdc de 1luz. Com base na cuantidade de amido
adiciocnado, Cgy (como mg por ml) e a ccobertura maxima
teérica, Iy, do dado tamanho de granulos de amido, pode ser
calculada uma area de superficie tedrica que poderia ser

gerada por volume de rama dispersada, isto é&:

Uma comparacdac das 4reas de superficie de gota
calculadas e medidas é mapeada na Figura 2-2 e ilustra acordo
muitc bom entre essas estimativas e as amido medido
estabiliza as gotas apesar das supcsi¢des bastante grosseiras
nos célculos. Amidos acima da linha na Figura 2-2 tém uma
drea de gota maior gue o previsto e aqueles abaixo da linha
tém uma menor. Uma explicagdo fisica das 4&reas de gota
maicres €& gque a suposigcdc de pacote fechado hexagonal
superestima a quantidade de amido na superficie e que &
possivel ter menos amido por area de unidade e ainda alcanca
estabilizacdo das gotas.

Poderia ser argumentado por andlise geométrica que
conforme a razdo de tamanhc de granulo de amido para formar o

tamanhc de gota aumenta, a cobertura de superficie minima
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exigida para estabilizar as gotas diminui, uma vez gque
espagos maiores entre os grédnulos na superficie sdoc possiveis
enquantc mantém o suficiente de um estérico, dificulta
impedir a coalescéncia. Por essa razdo, os granulos de amido
maiores, tais come cevada e mais, tém uma area de superficie
maior que o© previsto e a tendéncia aumenta com a Area
crescente (isto é, tamanhos de gota menores). Observacdes
microscopicas confirmam iss¢, mostrandc espagos malores e
vdos na superficie de gotas entre amido adsorvido. No caso de
arroz, © mesmo tem uma area gerada menor gue o gue € previsto
(pontos de dados estdo abaixo da linha na Figura 2-2). Nas
imagens microscépicas das emulsdes de arrcz, apareceram mais
granulos de amido livres na fase continua e um aumento
notavel na quantidade de sedimento.

Conclusées em vista do Experimento 3

Esse experimento de triagem, na capacidade
emulsificante de um espectro amplo de amides em sua forma
granular, revelou que granulos de amido intactos de modc
eficaz pode estabilizar gotas de 6leo em uma emulsdo. Dentre
os amidos diferentes que foram examinados, o amido de quinoa
teve a melhor capacidade proeminente para agir comc um
estabilizador, provavelmente por causa dc tamanho de granulo
pequenc. Amido de quinca fol capaz de estabilizar as gotas
mesmo em seu estado nativo, embora os grdnulos termotratados
e, acima de tudo, os modificados por OSA foram mais
eficientes, que foi demonstrado pelo tamanho de gota menor e
estabilidade de gota aumentada. Todos os amidcs modificados
por CSA usados nesse estudo poderiam estabilizar as gotas e o
didmetro de gota diminuido com o tamanhc dos granulos. O
tamanho de gota também foi diminuide aumentando-se a
concentragdo dos granulos de amido. O impacto de concentracédo
de sal na capacidade emulsificante fci estudado no intuito de

simular as condi¢des de sistemas de alimento diferentes e
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outros produtos com base em emulsdes. Sistemas sem sal
produziram emulsdes rigidas muito estaveis com gotas
agregadas com uma distribuig¢do de tamanho de gota bimodal.

Embora o tamanho dos granulos de amido
estabilizados com gotas de emulsdc fol relativamente grande,
as gotas podem ser  adequadas para encapsulacédo de
ingredientes valiosos em produtos farmacéuticos e
alimentares.

Tabela 2-1. Resumo dos resultados e condicgdes

experimentais
Amo | Or | Trat | Fase |Amid | Cor | Fra¢ | Sedi | Tamanho de gota
str | ig | amen | cont o) apd ao ment & dias apds
a em to inua | adic S de o) vortice
n® de do iona | vor | volu
am | amid do tic me
id o e de
o emul
sao
Cenc (mg) (0 o (mm3/ D(32) D,(43) CV
de a dias | mg)® (pm) {um) (%
sal 4)% | apds )
vért
ice
1 Qu | Nati Sem 200 1 0,67 | 0,46 140 150 45
in vo sal
oa
2 Qu | Aque Sem 200 1 0,82 | 0,07 100 120 85
in | cide sal 5
oa
3 Qu QSA Sem 200 0 0,87 0 74 81 74
in 1,8% sal
0a
4 Qu OSA 0,2 200 0 0, %4 0 74 87 77
in | 2, 9% M de
oa NaCl
5 Qu | Nati Q,2 200 1 0,60 | 0,35 320 370 46
in Vo M de |
oa NaCl
6 Qu | Ague 0,2 200 1 0,68 | 0,31 160 170 41
in | cido | M de
oa NaCl
7 Qu 0SA 0,2 200 0 0,78 | 0,01 76 79 40
in | 1,8% | M de 5
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oca NaCl

8 Qu | OSA 0,2 | 100 1 0,58 0,32 270 290 | 32
in 2, 9% M de
oa NaCl 7

] Qu OsAa 0,2 200 1 0,77 | 0,03 | 100/ | 110/ | 37
in | 2,9% | M de /0,7 | /0,0 110° 120°¢ /3
oa NaCl 4° 2° 7¢

10 | Qu | osa 0,2 | 400 0 [ 1,00 | n.v. 52 55 42
in | 2,9% | M gde
oa NaCl 7

11 Ar | Nati 0,2 200 4 0,40 2,3 >1 >1 -
ro VO M de mm mm
z NaCl
Wx

12 | ar | Aque | 0,2 | 200 4 C,44 | 2,0 >1 >1 -
ro | cido | M de mr mm
z NaCl
Wx

13 Ar Cs 0,2 200 2 0,59 | 0,55 440 500 42
ro 3,8% M de
z NaCl
Wx

14 Ar | Nati Sem 200 4 0,45 2,1 >1 >1 -
ro vO sal mm mm
z

15 Ar | Aque Sem 200 2 0,50 1,2 150 200 79
ro | cido sal
z

16 Ar OSA Sem 200 1 0,75 | 0,12 100 170 70
ro | 2,8% sal
z

17 | ar [ Nati | 0,2 | 200 4 0,42 | 1,7 >1 >1 -
ro Vo M de mm mm
z NaCl

18 Ar | Ague 0,2 200 3 0,46 1,7 530 59890 71
ro cido | M de
z NaCl

19 Ar OSA 0,2 100 3 0,55 1,3 550 630 41
ro | 2,8% | M de
Z NacCl

20 Ar OSA g, 2 200 2 0,55 | 0,70 | 530/ | 560/ | 75
ro | 2,8% | M de /0,6 | /0,3 350°¢ 440° /6
z NacCl 2¢ 3¢ 3¢

21 | Ar | osa 0,2 | 400 | 2 [ 0,85 [ n.v. | 200 310 | 71
ro | 2,8% | M de
z NaCl

22 Ma | Nati 0,2 200 4 0,38 1,5 Sem Sem -
is Vo M de gota | gota
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) Wx NaCl S S
23 Ma | Agque 0,2 200 4 0,39 1,9 Sem Sem -
is | cido | M de gota | gota
Wx NaCl 5 S
24 Ma CSA 0,2 200 3 0,64 | 0,15 500 540 38
is | 3,3% | M de
Wx NaCl
25 Ma | Nati Sem 200 4 0, 34 1,5 Sem Sem -
is Vo sal gcta | gota
S s
26 Ma | Aque Sem 200 4 0,29 3,7 Sem Sem | -
is | cido sal gota | gota
S =
27 Ma OSA Sem 200 2 0,69 1,0 420 470 57
is 2,6% sal
28 Ma | Nati 0,2 200 4 0,38 1,2 Sem Sem -
is VO M de gota | gota
NaCl S s
29 Ma | Aque 0,2 200 4 0,38 1,5 Sem Sen -
is | cide | M de geta | gota
NaCl 5 s
30 Ma OSA 0,2 100 3 6,53 | 0,27 | 1.30 | 1.40 | 26
is | 2,6% | M de 0 0
NaCl
31 Ma OSA 0,2 200 3 0,50 { C,65 | 1.30 | 1.40 | 30
is | 2,6% | M de /0,5 /0,1 | 0/72 | 0/75 | /2
NaCl 9°¢ 4¢ 0° 0° 9°
32 Ma OSA 0,2 400 2 0,81 | n.v. 220 300 34
is | 2,6% | M de
NaCl
33 Ma | Nati 0,2 200 3 0,48 1,2 980 >1 51
is VO M de mm
de NaCl
AM
al
to
34 Ma | Aque 0,2 200 3 10,52 1,1 830 880 40
is cido | M de
de NaCl
AM
al
to 7
35 Ma OSA Q,2 200 3 0,54 | 0,90 710 750 27
is 3,1% | M de
de NaCl
AM
al
to
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36 Ce | Nati Sem 200 4 0,42 1,3 >1 >1 -
va ye) sal mam mm
da
Wx

37 Ce  Ague Sem 200 3 0,51 1,2 >1 >1 -
va | cido sal mm mm
da
Wx

38 Ce OSA Sem 200 2 0,76 | 0,04 370 460 65
va 3,6% sal Q
da
Wx

39 | Ce | Nati | 0,2 | 200 4 0,38 | 1,3 >1 >1 -
va Vo M de mm mm
da NaCl
Wx

40 Ce | Aque 0,2 200 3 0,50 1 0,90 890 930 41
va cido M de

da NaCl
Wx

41 Ce CSA 0,2 100 3 0,54 0,65 | 1.20 | 1.40 32
va 3,6% | M de 0 0
da NaCl
Wx )

42 Ce OSA 0,2 200 2 0,58 0,27 690/ | 720/ | 27
va 3,6% | M de /0,6 | /0,2 670° 700° /2
da NaCl ok 2° 7¢
Wx

43 Ce OSA 0,2 400 2 0,80 | n.v. 270 300 34
va 3,6% M de

da NaCl
Wx ]
* 0 = fase de emulsd3o branca que nd3o foi colorida
por Sclvente Vermelhe, 4 = emulsic vermelha ou fase oleosa

gue fol completamente colcorida por Solvente Vermelho, 1 a 3 =
grau crescente de fase de emulsdo colorida de vermelho.

P Razdo de volume de sedimento para amido
adicicnado.

© Resultados replicaveis de duas amostras
diferentes.

n.v. Nao visivel. A fase de emulsdo cobre o fundo
do tubc de teste e qualguer sedimento remanescente no fundo

ndoc é visivel.
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Tabela 2-2. Tamanhos de particula e cobertura de

superficie maxima para gradnulcs de amido.

Amido Dio_[pm] D3z [pm] D43 [um] y [mg m*]2
Quinoa 1,14 1,7 2,51 1.590
nativa
Quinoa ‘ 1,33 2,23 3,38 2.0890
aquecida
Quinoa de 1,34 2,27 3,45 2.130
0sa
Arroz de 3,45 4,46 5,25 4.180
O3SA
Arroz 3,57 5, 38 7,46 5.040
Ceroso de
OSA
Hylon VII 7,07 9,32 11,1 8.740
de OSA
Mais 9,54 14,7 18,0 13.800
cerosa de
0SA
Mais de 11,3 14,9 17,1 14.000
O3A
Cevada 7,49 17,5 24,2 16.400
Cerosa de
OSA
) Experimento 4
No experimento 4, emulsdes com o uso de uma

variedade de 6leos e gorduras foram feitas, como  as
propriedades fisicas da fase dispersada variam dependente do
tipo de éleo. Oleos que foram usados como a fase dispersada
incluem: Miglyol 812, éleo de soja (natural e purificado com
AI203), 6leo de colza, o6leo de parafina, manteiga de castanha
(sélida em temperatura ambiente), éleo de castanha, Bassol C,
tributirato de glicerila e hexadecano. Amido granular pegueno
modificado por OSA, como descritc no experimento 1, foi usado
como particulas de estabilizagdo de gota. As emulsdes foram
preparadas como descrito no experimentc 1 com a excecdo de
gorduras solidas que foram derretidas antes da homogeneizacao
de alto cisalhamento.

Efeito de fase dispersada

Emulsdes foram criadas com sucesso com todos os
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6leos diferentes usados. No entante, a superficie das gotas
de déleo de tributirato foil esparsamente ocupada pelos
granulecs de amido. Issc € provavelmente devido & alta
solubilidade do tributirato em agua.

Ceonclusdes em vista do Experimento 4

A estabilizagdo de gotas de 6leo com grénulos de
amido & eficaz ao longo de uma faixa ampla de déleos. Isso &
de impactec prético como a mesma indicou um sistema robusto
gue ndo é& particularmente sensivel ac tipo de élec usado,
sendc aplicavel, assim, em uma faixa ampla produtcs técnicos,
farmacéuticos, alimenticios e cosméticos.

Experimento 5

No experimentc 5, emulsdes com o usc de técnicas de
processamento diferentes foram feitas, sendo gue o propésito
foi para demonstrar que as emulsdes estabilizadas por granulo
de amido podem ser feitas com o uso de uma variedade de
métodos.

A fase cleosa nesse experimento era de Bassol C
(ARK, Suecia), os gréanulos de amido foram isolados de gquinoa
e feitos mais hidrofébicos por modificagdo de OSA em 2, 9%
{como descrito no experimento 2), e a fase continua era de 5
mM de tampdo de Fosfato em pH 7 e 0,2 M de NaCl. Quatro
amostras foram pesadas comc se segue: 3,50 g de granulos de
amido foram adicionados a 59,5 g tampdo de fosfato e, entao,
7,00 g de Bassol C foram adicionados e agitados antes da
homogeneizagdo. Cada amostra foi feita por um método de
homogeneizagdo diferente. A amostra 1 foi feita com o uso de
um Misturador Sorvall Omni de 3.200 rpm (nivel 2) por 5
minutcs. A amostra 2 foi feita com o uso de um Misturador
Sorvall Omni de 12.800 rpm (nivel 8) por 5 minutos. A amostra
3 foi feita em um homogeneizador de pressdc alta de escala
laboratorial (HPH) de 40 bar e todo o volume foi passado

através do HPH 10 vezes. A amostra 4 foi feita em uma bomba
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peristaltica Masterflex operada em 350 ml/min e todo o volume
passado através da bomba no lago de circulacdo por um total
de 300 vezes.

As emulsdes foram diluidas aproximadamente 5 vezes
com a mesma solugdo de tampdo como na fase continua antes que
as mesmas foram analisadas. Distribuicdes de Tamanho de
Goticula das emulsdes foram determinadas pelo usc de um
analisador de particula de difracdo a laser (Mastersizer
2000, Malvern Instruments). A dispersdo foi diluida no
instrumento para alcangcar uma ofuscacdo de 8 a 12%. A
distribuig¢dc de tamanho foi calculada a partir da teoria de
Mie com o© uso de um indice refratdrio de amido de 1,54. as
emulsdes também foram investigadas com o uso de um
microscodpio éptico (Olympus BX50, Japdo) equipado com uma
cémara de video digital.

Resultados do Experimento 5

Emulsdes poderiam ser criadas com o usc de todos os
guatro metodos de emulsificagdc. Com base na quantidade de
amido adicicnada (500 mg/mg de éleo), um intervalo de tamanho
de goticula de 26 a 33 um (Ds3) foi esperado. Isso foi
observado nas amostras misturadas de sorvall e naguela
preparada na bomba peristdltica. A amostra preparada no
homogeneizador de pressio alta foi submetida a um tratamento
mecadnico muito maior e, por essa razdoc, as goticulas foram
muito mencres, mas também foram floculadas em estruturas de
cerca de 100 um em tamanho. Isso pode ser devido a gue nao
houve amido suficiente para cobrir a 4rea de superficie alta
de oOleo gerado noc homogeneizador e as goticulas de &leo
compartilharam particulas de amido, gerando a microestrutura
observada. Média de tamanhos de gota medida, microgr&ficos de
gotas, e 1imagens de aparéncia de emulsidc em geral sio
encontradas na tabela 3-1.

Tabela 3-1 - resume as condigdes para a Figura 3-1.
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A Figura 3-1 mais superior A segunda Figura 3-1 mais
superior
S sorvall nivel 2 com 10% S sorvall nivel 8 com 10%
Basscl C 500 mg/g OSA Q 2,9% | Bassol C 500 mg/g OSA Q 2,9%
300 (ampliagdoc de 100X) 300 (ampliacgdo de 100X)
D3z = 7,873 um Dax = 10, 08 M
D4z = 26,07 um Dsz = 27,18 um
Modo = 19,27 um Modo = 26,58 um
Emulsdo de preenchimentoc de Devido a rpms maiores, mais
espago liso ar foi engolfado, por isso a

emulsdo boiou. Tamanho de
goticula medido similar ao

7 nivel 2.
A segunda Figura 3-1 mais A Figura 3-1 mais inferior
inferiocr
EPH com 10% Bassol C 500 Bomba com 10% Bassol C 500
mg/g OSA Q 2,9% (ampliacao mg/g OSA Q 2,9% (ampliacido
de 100X) de 100X)
D3z = 79,08 un D3z = 5,959 um
D4z = 102,8 um Dgs = 31,104 um
Modo = 96,15 um Modo = 53,93 um
Intensidade maior de HPH Intensidade menor
cria gotas menores gue proporciona goticulas
existem como flocos vistes maiores, mas aparéncia mais
na imagem a direita, que lisa. Também fol observado
medem cerca de 100 um em mais amido livre.

tamanho em dispersac de luz

Conclusdes em vista do Experimento 5

Esse experimentc meostrou que é possivel usar uma
variedade de métodos de emulsificagdc mecdnica para gerar
emulsdes estabilizadas por granulo de amido. Isso indica um
sistema robusto gue poderia ser aplicado em uma variedade de
produtos e processos diferentes em uma faixa de aplicacées
gue foi fornecida (Figura 3).

Experimento 6

Alimentos e outros sistemas de emulsdo tém uma
grande variedade em pH e concentragd3c de sal. Portanto,

emulsificacdo com fases continuas com pH de 4 a 7 e
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concentragdes de szl de 0,1 a 2 M de NaCl e 0,2 M de CaCl2
foi estudada.

A fase dispersada era de Miglyocl 812, granulos de
amide granulares pequenos, come descrito no experimento 1,
foram usados comeo particulas de estabilizacdo de gota e a
fase continua era de 5 mM de tampdoc de fosfatc ou dgua milliQ
em pH variante e quantidades de sais adicionados. As emulsdes
foram preparadas como no experimento 1.

Efeito de fase continua

A concentragdc de sal foli variada em pH 7 e o pH
foi variado em uma concentracdo de sal de 0,1 M de NaCl. Em
outra amostra, 0,1 M de CaCl2 em agua MilliQ foi usado como
fase continua. Ambos © pH e a concentracdo de sal ndo tiveram
gualquer efeito significativec na fracdo de volume ou na média
de tamanho de gota da emulsdo. No entanto, os resultados do
experimento 3 mostraram gque ha uma diferenca na rede de
emulsdo entre os sistemas com e sem sal.

Conclusdes em vista do Experimento &

Uma estabilizagido de gotas de 6leo com gré&nulos de
amido € eficiente independente do pH e da concentracio de sal
da fase continua. Isso indica um sistema muite robustc que
ira ter aplicagdes em uma variedade ampla de produtos.

Experimento 7

Nesse experimentc, emulsdes com teores de fase
oleosa diferente foram preparadas para testar sua
estabilidade durante armazenamento e propriedades reolégicas,
duas propriedades gue s&o importantes em uma variedade de
aplicagdes de emuls3o. Para determinar a estabilidade das
emulsées, emulsdes neutras de flutuabilidade, isto &, as
gotas de oéleo cobertas com amidec tiveram aproximadamente a
mesma densidade gque a fase continua, foram preparadas. As
fracdes de volume de 6leo foram de 12,5, 16,6, 25,0 e 33,3%,

a razdo de amido para o¢leo fci constante em 214 mg de



10

15

20

25

30

52/79

amido/ml de 6leo e o volume total das amostras era de 7 ml.
Amido granular pequeno isolado e modificado por OSA para 1,8%
como descrito no experimento 2.

A fase continua das emulsdes era de um 5 mM de
tampédo de fosfato com pH 7 e 0,2 M de NaCl (densidade de
1.009,6 kg/m® em 20 °C), a fase dispersada era de Miglyol 812
(densidade de 945 kg/m’ em 20 °C, Sasol GmbH, Alemanha). As
emulstes foram feitas por mistura de altec cisalhamento em um
misturador de Ystral X10 com ferramenta de dispersdo de 6 mm
(Ystral GmbH, Alemanha) em 22.000 rpm por 30 s.

Estabilidade de Armazenamento

As amostras foram armazenadas em tubos de teste
vedades em 5 °C por 1 dia, 1 , 2, 4 e 8 semanas antes das
medic¢cdes de tamanho de gota (com o uso de difracdo a laser
Coulter LS 130, descrito no experimento de método 2) e a
determinagao de fragdes de volume de fotografias (experimento
de método 2).

Medigdes de reoclogia

O mddulo elédstico e o angulo de fase das amostras
armazenadas por 8 semanas foram medidos com o usc de uma
varredura de estresse de oscilagdoc, 20 s em cada amplitude
(Kinexus, Malvern, Reino Unido). A frequéncia era de 1 Hz. Um
sistema de cone e placa com um didmetro de 40 mm e um &ngulo
de cone de 4 graus foi usado.

Resultados de Estabilidade de armazenamento

O tamanho de gota foil determinado e o indice de
emulsdo fol calculado em intervalos de 5 momentos entre 1 dia
e 8 semanas de armazenamento. O tamanho de gota mostrou
nenhuma diferenca significativa, a concentracdo de dleoc e o
tempo de armazenamento também ndo mostraram diferenca
significativa. C tamanho de gota (Ds;3) era de entre 34 e 39
um para todas as amostras. Dessa forma, as gotas estavam

estaveis ao longe do tempo e ndo foram suscetiveis a
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coalescéncia, floculagio irreversivel ou maturacdo de
Ostwald; sendo que o Ultimo é improvével nesse sistema devido
aos tamanhos de gota relativamente grandes e scolubilidade
baixa de Miglycl em &agua.

0O indice de emulsio {EI, como definido no
experimento 2) aumentou, como esperado, com a concentracdc de
blec (Figura 4-1). O EI era proximo de 1 para as amostras com
33,3% de Oleo, isto é, a fase de emulsdo ocupou guase toda a
amostra. O EI teve uma tendéncia a aumentar com o tempo de
armazenamento, pelo menos para as primeiras quatro semanas,
devido as densidades correspondentes para as gotas e a fase
continua. Durante as 8 semanas de armazenamento, as gotas de
emulsdo estavam estdveils para coalescéncia e o volume ocluido
pela fase de emulsdo ndc foli afetado ou até mesmo aumento.
Nenhuma difereng¢a significativa na média de diametro de gota
ao longo do tempo ou dentre as concentragdes, mesmo apds
armazenamento de 8 semanas em 5 °C.

Resultadcs de Reclogia

As medic¢des de reologia confirmaram as diferencas
observadas na estrutura das emulsdes devido & variacd3o das
fragdes de volume de fase dispersada. Na Figura 4-2 o médulo
elasticoc é mapeado como uma funcdo de estresse de
cisalhamento complexo. HA uma regidc elastica linear curta
seguida por uma diminuigdo répida em estresses de ~1 Pa ou
menos, © que indica gue as amostras tém uma estrutura de gel
fraca. O modulo elastico G' é uma medida da quantidade de
energia do estresse por cisalhamento de oscilagio que pode
ser armazenada na estrutura de amostras, e é uma funcdo da
forga e do numero de interagdes entre os componentes das
emulsdes. Como poderia ser esperado, gquanto malor a
concentragao de o6leo, maior o médulec eléstico, como houve
mais material de interacéo.

Conforme o estresse por cisalhamento foil aumentado,
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a estrutura eventualmente se guebrou, gue foi mostrado pela
alteracdo no é&ngulo de fase. Em estresses por cisalhamento
baixos, as amostras tiveram &ngulos de fase menores que 45°,
isto é, as amostras exibiram comportamento mais elastico.
Conforme o estresse por cisalhamento fol aumentado ao ponto
de que os géis fracos comegaram a fluir, o &ngulo de fase
aumentado para maicr que 45° indicaram um comportamentc mais
semelhante a liquido nas amostras. A Tabela 4-2 mostra que
quanto maior a concentragido de d6leo, mais o estresse por
cisalhamento poderia ser aumentadc antes gue a estrutura de
gel nas emulsdes fosse reduzida a um comportamento semelhante
a liquido.

Conclusdes em vista do Experimento 7

Foi wverificado gue as emulsdes resultantes estdo
estavels durante o armazenamentc (pelc menos 8 semanas),
apesar de seu tamanho de gota grande. As medigdes reolégicas
mostraram uma estrutura de gel fraca. Isso é importante em
muitas aplicagdes em que um individuo quer ser capaz de
escolher uma consisténcia final com base na receita de
emulsao. Adicionalmente, devide & molhabilidade dupla parcial
de particulas adequada para estabilizar emulsdes, a goticula
estabilizada de particula e os granulos de amido livres
tendem a formar agregados fracos que proporcionam aos mesmos
uma consisténcia mais semelhante a gel. Issc é importante em
muitas aplicagdes em que produtos mais espessos, tais como
cremes, 5380 desejaveis; e no presente caso, nenhum
modificador de viscosidade adicional é exigido para alcancar
uma consisténcia semelhante a gel.

Tabela 4-1: Média de diadmetro de goticula de
emulsdes estabilizadas por grénulo de amido antes e apds o

armazenamento.

Media de didmetro de goticula Dgs
[pmi
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Teor de dleo 1 dia 8 semanas de
- armazenamento a 5 °C
12,5% 36,611, 98 37,220,735
16, 6% 36,940,240 37,140,219
25,0% 35, 9+0, 156 34,640,014
33, 3% 36,4+2,1%6 35,240,502

Tabela 4-2. Valores de estresse por cisalhamento na

alteracdo de fase de gel para liquido (&ngulo de fase 45°).

Concentragdo |Estresse por cisalhamento
de éleo em 45 graus (Pa)

12,5% 0,287

16, 6% C,334

25,0% 0,480

33, 3% 1,10

Experimento 8

O objetivo era estudar a inversdo de fase de
emulsdes estabilizadas por granulo de amido e para
identificar condigdes relevantes para formulacdo de cremes
tépicos.

Métodos

Emulsdes foram produzidas com ¢ uso de Miglyol 812,
5 mM de tampao de fosfatc pH 7 e 0,2 M de NaCl, Quinoca, OSA
1,8%. Amostras foram misturadas em 22.000 rpm por 60 s. O
volume total era de 7 ml e cada experimento foi realizado em
triplicatas. A concentragdc de 6lec e as concentracdes de
amido foram variadas como descrito na tabela 6-1. As amostras
L a M também foram centrifugadas no intuito de avaliar a
estabilidade e para simular 8 semanas de armazenamento. A
centrifugacdo foi realizada em 1.000 g por 81 min em
temperatura ambiente (21 °C).

Adicionalmente a esses experimentos, dois outros
Cleos, parafina e dleo de carité, foram usados para produzir
emulsdes em condig¢des que correspondem a amostra M. Em um

teste de classificagdo sensorial cego, 9 wvoluntéarios
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avaliaram os parametros de consisténcia e aplicabilidade
dessas emulsdes e dois produtos comerciais (Vaselina e uma
logdo para a pele).

Inversdc de fase

As amostras contendo 70% de d6lec eram emulsdes de
agua em 6leo em todas as concentracdes de amido, enguanto que
em concentracdes de O0leo menores, as emulsdes de éleo em agua
foram formadas {tabela 5-1).

Condig¢des relevantes para formulacdo de cremes

Em concentragdes de od6lec de 56% ou 41%, a
consisténcia em termos de espessura e homogeneidade do
sistema foi bem adequada para aplicag¢des de creme tépico.
Apés a centrifugagdo, as amostras M e N tiveram uma separacdo
de fase desprezivel, em quanto que a amostra L era levemente
separada. O tamanho de goticula de emulsd3o aumentou de 52,0
para 62,2 um para a amocstra L e de 33,0 para 37,3 um para a
amostra N, e ndc focl afetado para a amostra M (40,8 antes e
40,5 pm apoés a centrifugagdo). Quando éleos diferentes foram
testados, o 6leo de carité que teve propriedades semelhantes
a sélido em temperatura ambiente produziram uma emulsidc com
consisténcia bem espessa, enguantc gue Miglycl e parafina
produziram emuls®es que eram mais escorregadias e levemente
aguadas. A parafina contendo emulsdo (maior classificacgdo por
1 pessoca de teste) fol mais bem aceita que a emulsdo de
Miglyol, e a emulsdo de 6leo de carité foi classificada como
a melhor por 2 voluntdrics. Os produtos comerciais foram
classificados como melhor por 2 (Vaselina) e 4 (locdoc para a
pele) wvoluntarios, respectivamente. 1Isso certamente ndo &
surpreendente como os mesmos contém outros ingredientes
agradaveis, tal como perfume.

Conclusdes em vista do Experimento 8

As amostras contendo 70% de dblec ou mais eram

emulsdes de agua em 6leo em todas as concentracdes de amido,
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enguanto gdgue, em menos concentragdes de o6leo, emulsdes de
60leo em agua foram formadas (tabela 5-1). Em concentracdes de
6leo de 56%, a consisténcia em termos de espessura e
homogeneidade dc sistema foi considerada como bem adequada
para aplicacdes de creme tépico. Nessas condigdes, a
estabilidade para condigdes de armazenamento forcado e
cisalhamento durante centrifugacio foi desprezivel. Dentro os
Oleos usados em 56% e concentragdo de amido de 214 mg/ml de
bleo, todos produziram cremes muito bem aceitados. As
emulsdes contendo Miglyol ou parafina foram bem similares,
embora parafina tenha sido mais bem aceitada que Miglyol como
fase oleosa., A emulsdo de d6leo de carité foli mais semelhante
a s6lido e classificada maior que os produtos comerciais por
algumas pesscas de teste,

Tabela 5-1., Composig¢des de tamanho de goticula de

emulsdo e amostras

Amostra | Amido | Oleo | Tampdo | Oleo | Amido Fase Tamanho
‘ mg] [mg] [mg] [%] [mg/ml | continua de

de goticula
bleo] Dgy [pm]

A 400 | 1.890 | 4.710 27 200,0 Agua 35,7

B 400 |[2.890 | 3.710 41 130, 8 Agua 51,7

C 400 | 3.890 ] 2.710 56 97,2 Agua 61,1

D 400 |4.890 ] 1.710 70 77,3 Oleo 64,1

E 400 [ 5.890 | 710 84 64,2 Oleo 54, 5%

F 200 | 2.890 | 3.910 41 65,4 Agua 64,6

G 200 | 3.890 | 2.910 56 48,6 | Agqua 73,9

H 200 | 4.890[ 1.910 [ 70 38,7 Oleo 55,5

1 600 |2.890 | 3.510 41 196, 2 Agua 31,7

J 600 | 3.890 | 2.510 56 145, 8 Agua 43,5

K 600 [4.890 | 1.510 70 116,0 Oleo 58,9

L 400 |3.890[ 2.710 56 97,2 Agua 52,0

M 856 | 3.890 | 2.254 56 214 Agua 40,8

N 642 |2.890 | 3.468 41 214 Agua 33,0

*Medido por micrograficos (todas as outras amostras
foram medidas com ¢ uso de Coulter LS130)

Experimento 9

No experimento 9, a permeabilidade aprimorada de um
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produto quimico lipefilico na pele pelo uso de emulsdes
estabilizadas por granulo de amido foi estudada.

Métodos

Emulsdes foram produzidas com o© uso de 5 mM de
tampdo de fosfatc pH 7 e 0,2 M de NaCl, Quinca, OSA 1,8% e
Miglyol 812, parafina ou 6leoc de carité. Amostras foram
misturadas em 22.000 rpm por 60 s. As emulsdes continham 563%
de o6leo e 214 mg de amido/ml de &leo (correspondente &
amostra M no experimento 8). O volume total era de 7 ml e
cada experimento feci realizado em triplicatas. Salicilato de
metila, dissclvido na fase oleosa, foi usade como substancia
de controle para estudar a permeabilidade na pele.

A medicao de difusdo de pele fol realizada em uma
célula de fluxo monitorando-se o transporte de salicilato de
metila das trés formulagdes tépicas diferentes através de
memprana de pele de pocrco e membrana de silicone sob um fluxo
de tampdo de fosfato com pH 6,8. Os experimentos de difusio
foram realizados em células de difusdo de sete camaras em 32
°C e a fase de doador e de receptor foram separadas por uma
membrana com uma Area de difusdo de 0,64 cm® (9 mm @). Cerca
de 1 g das emulsdes (fase de doador) foi espalhada de modo
uniforme nas membranas. As células foram cobertas com
parafilme para evitar evaporagdc., O tampdo fluiu através da
bomba (IsmatecIPN-16, L852) com um fluxc de 2 ml/h. Amostras
foram coletadas a cada duas horas durante 12 horas e foram
analisadas cem o uso de um espectrofotdmetrc (Varian Carry
50Bic) nc comprimento de onda de deteccdo para salicilato de
metila (302 nm).

Penetracdo de pele in vitro

Durante a penetragdo de pele in vitro, o fluxo de
estadc estavel era de cerca de 8 pg/(cm2*h) para todas as
trés formulacgdes. Esse fluxo é quase duas vezes maior que o

que foi anteriormente observado em uma configuracio
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experimental similar com o uso de solucdes de tampdo da mesma
concentracdo de salicilato de metila. Isso indica que foi a
presenca do sistema de emulsdo gque aumento a penetracio
através da pele. Inicialmente, o fluxo de penetracdo diminuiu
com o tempo (Figura 5-1), que poderia ser devido ao
esgotamento das goticulas de ¢6leo mais préximas a pele. Em
sistemas de viscosidade alta como o usadeo, a difus3o das
goticulas de ¢leo é dificultada e, assim, havera um gradiente
de concentragdc e uma regido de estado estavel formados.

Conclusbes em vista do Experimento 9

Ndo houve diferengas na penetragdo de pele in vitro
entre os trés oleos usados, o que indica que o sistema, como
tal, forneceu a penetracdo bem alta de 8 ug/(cm®*h).
Portanto, similaridades em termos de, por exemplo, tamanho de
goticula de dleo e as particulas usadas ara estabilizacao
foram mais importantes que as propriedades reolégicas e as
propriedades individuais desses 6lecs bastante desiguais (ver
experimento 8) para o usc de emulsdes Pickering de amido como
um sistema de entrega de farmaco tépico.

Experimentce 10

No experimento 10, o controle das propriedades de
fluxo e de reologia das emulsdes estabilizadas por granuloc de
amido alterando-se a razdo de amidec para &éleo & mostrado.
Arido foi isolado de Quinoa (Biofood, Suécia) por um processo
de moagem umida e modificado por OSA para 2,9% {como descrito
no experimento 1l). A fase continua das emulsdes era de 5 mM
de tampao de fosfato com pH 7 com 0,2 M de NaCl, e a fase
dispersada era de Miglyol 812. Emulsdes foram preparadas com
¢ uso de um misturador de alto cisalhamento Ystral em 22.000
rpm por 30 s. Distribuigdes de tamanho de goticulas foram
determinadas com o uso de difracdc a laser, como descrito no
experimento 1, e sdo mostradas na tabela 6-1 como média Dsi

de superficie e modo da distribuicic.
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Amostras de emulsdo para caracterizacdo reoldgica
foram preparadas para conter a mesma quantidade total de
fases dispersadas (6leo e amido em conjunto representam 40%
da emuls&o) em razdes de trés amidos para 6leo: 143 mg/ml de
bleo (366 mg de amido e 2,56 ml de dOleo), 214 mg/ml de dleo
(526 mg de amido e 2,46 ml de 6lec) e 1.143mg/ml de 6leoc
(1.841 mg de amido e 1,61 ml de o6leo), toda a emulsdo teve
4,2 ml de tampdo, fazendo total de 7 ml. Essa quantidade foi
escolhida para ser preencher completamente o espaco. Todas as
amostras foram preparadas e medidas em duplicatas.

Medic¢des Recldgicas

Medigbes reoldgicas foram realizadas em um redmetro
{Malvern Kinexus, Inglaterra) 24 h apdés a preparacdoc. As
caracteristicas de emulsdes foram analisadas na temperatura
de 25 + 0,1 °C com o usc de uma geometria de placa a placa
serrada (placa superior de 40 mm de didmetro, placa inferior
de 65 mm de didmetro , altura de vdo de 1,0 mm). Todos os
experimentos foram realizados em amostras duplicadas.
Medi¢des cscilatdrias foram realizadas no intuito de

determinar a regido viscoeldstica linear da amostra

(varredura de amplitude). Os A4dngulos de fase, a viscosidade
de cisalhamento {(n, Pa s}, os médulos de armazenamento (G',
Pa) e de perda (G", Pa) foram 1investigados. Testes

oscilatdérios foram realizados na faixa de estresse por
cisalhamento de 0,001 a 1.000 Pa em uma frequéncia de 1 Hz.

Resultados de reologia

Todas as trés amostras exibiram um comportamento
viscoelastico que tem uma regido elastica linear curta ao
longo de uma faixa de resisténcia de 0,0001 a 0,002 seguido
por uma réapida diminuigido conforme a estrutura foi dividida.
A dependéncia de cisalhamento do mdédulo eldstico das trés
emulsdes testadas é mostrada na Figura 6-1. Essas razdes de

amido para ¢lec particulares foram escclhidas conforme estao



10

15

20

25

30

61/79

abaixo, na concentracido de amido neutro de flutuabilidade de
214 mg/ml de 6leo e bem acima da mesma (conforme discutido no
Experimento 1). As propriedades reoldgicas na regidoc linear e
0 estresse de cisalhamentco no angulo de fase de 45° (o ponto
no qual a estrutura se divide) foi medido e & mostrado na
Tabela 6-1 para as 3 condig¢des testadas. O médulo elastico G
¢ uma medida da quantidade de energia a partir do estresse de
cisalhamento de oscilagdoc que pode ser armazenado na
estrutura das amostras e é uma funcgdo da forca e o numero de
interacdes entre os compcnentes das emulsdes. Conforme
deveria se esperar, a emulsdo com a razdo de amido para o6leo
mals alta também tem o médulo elastico maior j& gque houve
mais superficie de interacdc na emulsdoc bem como ha tanto um
tamanho de goticula pequeno gquanto amido em excesso. No
entanto, pcde haver varias contribuicdes para o médulo mais
alto da emulsdo de goticula menor. Com superficie total
crescente da fase dispersada, as interacgdes atrativas vistas
na agregagac dos granulos de amido seriam mais proeminentes.
A pressdo de Laplace mais alta de goticulas menores leva a
menor deformabilidade das goticulas e, assim, a um médulo
mais alto. Além do mais, conforme os mddulos em soma
constante dos volumes de fase dispersada de 6lec e amido sao
comparados, C sistema se tcorna mais rigido com o
compartilhamento crescente dos granulcs de amido
completamente nido deformados.

Conclusdes em vista do Experimento 10

As emulsdes produzidas por homogeneizacgdo de alto
cisalhamento tiveram o tamanho de goticulas 9 a 70 pum
dependendo da razdc de amido para &leo. A caracterizacdo
reoldgica indicou uma estrutura de gel com um médulo eldstico
na faixa de 200 a 2.000 Pa dependendo do tamanho de goticula.
Isso € um atributo Util que permite o ajuste das propriedades

de fluxo sem a adigldo de modificadcres de viscosidade.
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Tabela 6-1: Propriedades reoldgicas de emulsdes

estabilizadas por amido em vadrias razdes de amido para 6leo

143 mg de amido/ml 214 mg de amide/ml 1143 mg de
de déleo de &leo amido/ml de éleo
4
U (Pa) em regido 223 + 58,6 423 + 12,7 2570 + 69,4
linear
n
¢ (Pa) em regido 9,81 £ 3,24 20,4 £ 1,92 352 + 38,6
linear
=" (pa s) em 35,6 + 9,32 67,4 + 2,04 415 + 14,5
regifc linear
Y* (resisténcia)
no adngulo de fase 4,47 + 1,01 2,55 % 0,0667 0,761 + 00,0263
de 45°
G' (Pa) no A&ngulo
de fase de 45° 26,5 £ 0,756 81,1 + 4,40 220 + 26,7
dsyz; (um) 13,8 + 0,831 10,2 + 0,591 5,73 + 0,919
Modo (upm) 33,7 25,9 9,65

média * desvio padrdo, n=2.

Experimento 11

No Experimento 11, a capacidade de granulcs de
amido de estabilizar a fase externa de emulsdes duplas
(W/O/W) foi estudada e a eficiéncia de encapsulacdo de tais
emulsdes duplas foi demonstrada.

Uma emuls&o continua interna de 6leo Ei foi
produzida através de emulsificacdo de uma fase aquosa que
consiste em 1,4 ml 0,1 M de solugdo de NaCl com 1,4 pL de
corante vermelho alimenticio doméstico (Ekstroms/Procordia,
Eslov, Suécia), em uma fase cleosa que consiste em 5,6 ml de
Miglyol e 0,28 g de tensoativo de poliglicerol
poliricinoleato (Grindstedt PGPRS0, Danisco, Copenhagen
Dinamarca) com uso de Misturador Ystral X10 com 6 mm de
ferramenta dispersante a 24.000 rpm por 10 minutos. A emulsao
Ei resultante teve o tamanho de goticula de 1,17+0,13 Bm
(Dgstdesvio padréo), conforme medide por Malvern Mastersizer
20005.

As emulsdes duplas Pickering foram preparadas com
20% de emulsdo Ei interna e 80% de uma fase continua (5 mM de
tampdo de fosfato com pH 7,0 0,2 M de NaCI) contendo 214

mg/ml de dleo de 1,8% de amido de quinoa modificado por OSA
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no misturador ¥stral X10 a 22.000 rpm por 30 segundos.

A emulsdc dupla resultante teve ¢ tamanho de
goticula de 48110 pm (Dsstdesvio padrao).

A  encapsulagdo estabilidade da emulsdo dupla
durante armazenamento fol avaliada espectrofotometricamente a
520 nm do vazamento do corante na fase aquosa externa apds
diferentes tempos conforme mostrado na Tabela 7-1.

Tabela 7-1: Vazamento de corante na fase aquosa
externa (5) apés diferentes tempos de armazenamento. (% em

vazamento e desvic padrdo)

Tempo de | Vazamento

armazenamento {dias) (%) 5o
0 0,14 0,20
7 ~ 0,21 0,19
14 0,37 0,16
21 0,49 n,17
30 1,00 0,23

Conclusdes em vista do Experimento 11

O usc bem-sucedido de grédnulos de amido para
estabilizar as emulsdes duplas foi demonstrado. A eficiéncia
de encapsulagdo das emulsdes fol estudada e permaneceu
excelente durante armazenamento. Tais emulsdes duplas
poderiam ser adeguadas para encapsulacdo de substancias
soluveis em &gua em alimentos e formulacgdes farmacéuticas.

Experimento 12

No Experimento 12, a estabilidade excelente das
emulsdes estabilizadas por amido e emulsdes duplas para
congelamento e descongelamento foi estudada.

Experimental

0 amido granular pequeno medificado por OSA
preparadc como no Experimento 1 foi usado. A fase continua
foi um tampé&c de fosfato de 5 mM com pH 7 com 0,2 M de NacCI,
as fases dispersadas foram o éleo de triglicerideo de cadeia

média Miglyol 812 (Sasocl, Alemanha) ou manteiga de castanha
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(sélida a temperatura ambiente). As emulsdes foram preparadas
em tubos de vidro com volume total de 6 ml com base em 2
receitas diferentes (7% e 33% de dleo) e 214 mg de amido por
ml de &leo. Apds a adicdc de amidec ao tampio de tubos foi

adicionada e misturada por aproximadamente 5 segundos com uso

de misturador por vértice (VM20, Chiltern Scientific
Instrumentation Ltd, RU). Portanto, o délec foi adicionado e
misturado com misturador Ystrol (D-79282, Ballrechten-

Dottingen, Alemanha) a 11.000 rpm por 30 segundos. Manteiga
de castanha foi derretida em um banho de &gua antes da
emulsificacéao. Algumas das emulsdes foram em seguida
termotratadas a 70 °C por 1 minuto em um banhoc de dgua. As
emulsdes foram armazenadas a temperatura ambiente por 24
horas antes de experimentos adicionais. As amostras de
emulsdo foram congeladas em bandejas de aluminio através de
grampeamento das bandejas em nitrogénic liquide antes do
armazenamento em congelador. As amostras foram produzidas em
duplicatas para estudar a reprodutibilidade. As amostras
foram descongeladas no dia seguinte para andlise de tamanho
de particula e analise de formato adicionais (microscopia)
conforme descrito no Experimentc 1. Para emulsdes ndo
aquecidas com amostras de 7% de Miglyol, um segundo método de
congelamento fol avaliado com uso de um congelador rapido de
laboratério (Frigoscandia, Suécia).

A distribuigdo de tamanho de particula de emulsdes
antes do congelamento e apds o descongelamento foi analisada
conforme descritc no Experimento 2 e através do uso de
imageamento de microestrutura conforme descrito no
Experimento 1.

As emulsdes duplas foram preparadas conforme
descrito no Experimento 11 com a diferenca de gque o &éleo
Miglyel foi substituide por manteiga de <castanha. A

estabilidade de congelamento/descongelamento de emulsdes
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duplas foi analisada conforme descrito acima com uso do
método de congelamento por nitrogénio liquido.

Resultados

As emulsdes eram estavels para congelamento e
descongelamento, Dsy3 antes do congelamento de emulsdes
estabilizadas por amido com 7 % de Miglyeol foi 50,5 pm, apés
congelamento rapido e descongelamento Dy3; fol 49,8 e apds
congelamentc em nitrogénio liguido e descongelamento, 56,9
pm, O formato de gota preservado foi claramente visto sob o
microscépic ({consulte a Figura 7-1). O tratamento térmico
causou um leve aumento em tamanho de gota devido ao
intumescimentce de amido e gelatinizacdo parcial e também
agregagao de gota aumentada.

As emulsbes duplas ndc termotratadas também
mostraram estabilidade excelente para congelamento e
descongelamentoc (Figura 7-2), embora a agregagdo de gota
fosse aumentada conforme vistc a partir das curvas de
distribuic¢do de tamanhc de particula (Figura 7-3). Para
emulsdes duplas termotratadas, a distribuicdoc de tamanho de
gota sem duvida ndo foil afetada por congelamento e
descongelamento embora indicasse um colapso das goticulas
maiores (Figura 7-3}.

A estabilidade de congelamento/descongelamento &
importante para qualidade de produto visto gque os produtos
sdo expostos a uma faixa de temperaturas etc.

Conclusdes em vista do Experimento 12

Emulsdes e emulsdes duplas estabilizadas por amido
poderiam ser congeladas e descongeladas com estrutura
preservada de gotas de emulsd@o. C uso de diferentes fases de
dleo, emulsdes termotratadas ou nac aquecidas ou diferentes
métodos de congelamento, todos produziram emulsdes com
estabilidade de congelamento/descongelamento altamente

aceitavel.
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Experimento 13

No Experimento 13, as emulsdes foram secadas,
produzindo um pd carregado de 6leo.

Experimental

Secagem por congelamento: As emulsdes foram
preparadas e congeladas conforme descrito no Experimento 12.
As bandejas de amostra foram cobertas com papel-aluminio
perfurade. As emulsdes usadas continham &éleo Miglyel ou
manteiga de castanha como fase dispersada a concentracdes de
7% (ndc termotratadas ou termotratadas) ou 33 % de n&o
termotratadas. As amostras congeladas foram transferidas para
uma secadora por congelamento de laboratério (Secadora por
Congelamento Labconco, Ninolab EUA) . A secadora por
congelamento foi pré-resfriada pra -50 °C e as amostras foram
secadas por 52 h.

Secagem por aspersdo: As emulsdes foram preparadas
através da mistura de amido granular pequenc e tampdc como no
Experimento 1 com manteiga de castanha temperada com uso de
um Misturador Sorval a 1.800 rpm por 5min. As proporcgdes
usadas foram 7 % de Oleo e 600 mg de amido/g de &leo. As
emulsdes foram termotratadas a 70 °C por 1 minuto. A
temperatura de entrada da secadora por aspersdo foi de 130 °C
e a velocidade de bomba estabelecida em 50.

A distribuigdc de tamanho de particula de emulsdes
antes do congelamentc e apds a secagem foi analisada conforme
descrito no Experimento 2 e através do uso de imageamento de
microestrutura conforme descrito no Experimento 1. O pd seco
foi analisado apds reidratagdo em tampdo. Os pds secos foram
revestidos por sublimagidc catddica com ouroc e as imagens
registradas em uma microscopla de elétrons de varredura {SEM,
FegSEM, modelo JEOL JSM-6700F, Japdo) operada a 5 kV e uma
disténcia de trabalhc 127 em 8 mm.

Resultados
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As emulsdes secas, isto é pds, foram obtidas por
secagem por congelamento e secagem por aspersao. O tratamento
térmico antes da secagem resultou na formacdo de uma camada
coesiva altamente estavel de amido parcialmente gelatinizado,
gue aumentou a estabilidade das gotas durante o armazenamento
e processamento. Essa camada fol mais importante no caso da
fase liguida dispersada, visto que o estado fisico da fase
dispersada (liguido/sdélido) afetou a estabilidade das
emulsdes através da secagem. As gotas de emulsdo menores
estavam mais bem preservadas apds a secagem e a reidratacdo
ac passo gue &as gotas maiores eram geralmente mails
suscetivels & desestabilizacdc. As gotas de emulsdoc secadas
mostraram um aumento em distribuicac de tamanho geral devide
a agregagdo parcial.

As gotas intactas de emulsdes termotratadas
contendo ¢leo liquido (Miglycl) foram cbtidas apés a secagem
{consulte a Figura 8-1). Uma camada de amido coesiva foi
obtida pelo tratamentc térmico que protege as goticulas de
6leo durante a secagem por cocngelamento. As gotas colapsadas
parciais deixaram bolsos vazios de camada de amido. Houve uma
grande variagdo de tamanho de gota e alguma agregacgdo. As
emulsdes ndo termotratadas contendo éleo liquide colapsaram
durante a secagem. As gotas intactas de emulsdes
termotratadas contende ¢&leo sdélido (manteiga de castanha)
foram obtidas conforme visto na Figura 8-2 (emulsdo nao
aguecida) e na Figura 8-3 (termotratadas antes da secagem) .
Apds a secagem pcr congelamento de emul sdes nao
termotratadas, gotas secas foram obtidas bem como édleo livre.
Grdnulos de amido foram vistos na superficie das gotas. O
tratamento térmico antes da secagem por congelamento resultou
em mais gotas intactas apds a secagem. As gotas intactas
foram também obtidas por secagem por aspersdc conforme visto

Figura 8-4. As esferas cobertas de amideo carregado de éleo
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permaneceram intactas apds a secagem por aspersdc embora haja
também amido livre presente ja que amide foi adiciocnado en
excesso a 600 mg/g de dleo.

A  agregacgdc de gotas, especialmente apbs a
reidratagdo de emulsdes termotratadas secadas antes da
secagem foi confirmada pelas curvas de distribuicdo de
tamanho de particula (consulte a Figura 8-5). As curvas de
distribuigdo de tamanho de particula mostraram resultados
similares para emulsdes secadas por congelamentc e emulsdes
duplas secadas por congelamento (Figura 8-5) com manteiga de
castanha come fase oleosa (as emulsdes foram termotratadas
antes da secagem).

Conclusdes em vista do Experimento 13

As emulsCes estabilizadas por amido poderiam ser
secadas tanto por secagem por congelamento quanto secagem por
aspersdoc. As emulsfes foram mais estidvels para secagem guando
termotratadas apés a emulsificacdo causando amide de
gelatinizagdo parcial. Isso foi especificamente importante
durante a secagem de 6leo liguido. Os pds carregados de 8leo
resultantes apresentaram muitas propriedades atraentes
inclusive a capacidade de ser facilmente esfregado na pele
conferindo uma sensagdo suave sem residuo visivel. FEsse
aspecto pode ser considerado util em muitos produtos como
cosméticos e sistemas de entrega tdpica.

Experimento 14

Nesse experimento, a barreira de amido foi variada
per intumescimento e gelatinizagdo de granulos de amido apés
a emulsificagdo. O método de pH-stat foi usado como um modo
de monitorar a taxa de lipdlise com o propésito de usa-la
como um meio de comparar as propriedades de barreira
relativas entre as emulsdes estudadas. O intumescimento e a
gelatinizacdc de amido ocorreram durante o agquecimento na

presenga de &gua.
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A digestdo de lipideos ¢é um processo interfacial
gue envolve a interagdo da enzima lipase e seus cofatores com
a superficie das gcticulas de mode gue a enzima possa entrar
em contato prdéximo com seu substrato. Por essa razdo, a &area
interfacial, isto &, a 4&rea de superficie da emulsdo

especifica é de importéncia e é dada por:

_5®
D32

S

em que S & a area de superficie por unidade de
volume de emulsdoc (m?), @ & a fragdo de volume de dleo e Di3; é
0 diémetro médioc de Sauter. S ¢é usadc para escalonar os
resultados de atividade geral para considera a diferente
guantidade de A&rea de superficie nas varias amostras. O
método de pH-stat para monitorar a liberagdo de &cidos graxos
livres (FFAs) para descrever a taxa de digestdo é um método
fisioguimico in vitro bem conhecido para triar os efeitos de
composigdes e estrutura de produtos alimenticios e
farmacéuticos na taxa e extensdo de digestic lipidica. A
geragac de FFAs é monitorada em pH-stat através da medigdc o
consumo de NaOH necessdria para manter um dado pH (nesse
caso, 7,0), a taxa de liberagdoc (escalcnada pela area de
superficie doc ¢leo) é a atividade de enzima. A gquantificacdo
das propriedades de barreira da camada de amido, uma
interface de ¢leo facilmente acessivel (sem barreira), é
medida estabelecendo a atividade de 1lipase em 100%. Em
seguida compara-se a diminuicido relativa em atividade nas
emulsdes estabilizadas por grénulo de amido com a condicdo de
gue a taxa de consumo de NaOH seja proporcional & taxa de
liberacdo de FFA se escalonada pela area interfacial S, da
emulsac testada. Quanto mais baixa a taxa de lipdlise, mais

bem protegido o dlec estd pela camada de amido parcialmente

gelatinizado e melhores sdo as propriedades de barreira.
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Métodos

O amido granular pequenc foi isolado e modificado
por OSA conforme descrito no Experimento 1. A fase continua
foi um tampdo de fosfato com pH 7 com 0,2 M de NaCI, a fase
dispersada foi o ¢leo de triglicerideo de cadeia média
Miglyol 812 (Sasol, Alemanha).

0 ensaio usado na lipdélise foi um tampdo com 4 mM
de NaTDC (sal de bile), 1 mM Tris-Maleat, 1 mM de CaCI2 e 150
mM de NaCI. A lipase e colipase foram usadas comoc enzimas
rara a digestdo da fase oleosa.

Emulsificacdao

As emulsdes foram preparadas em tubos de teste de
vidro com 2,7 ml da fase ccontinua, 0,3 ml da fase oleosa e
22,5 a 180 mg de amido através da mistura com um Ystrol {D-
79282, Ballrechten-Dottingen, Alemarha) a 22.000 rpm por 30
segundos. Um segundo conjuntc de emulsdes foi preparada do
mesmo modo com uso de 7 % de fase oleosa e 214 mg de amido
por ml de &leo para aquecimento a diferentes temperaturas.

Tratamentos térmicos de emulsdes

O primeiro conjunto de emulsdes foil termotratade em
um banho de &dgua a 73 °C. As amostras foram mantidas acima de
7C °C por 1 minutc e o tempo de amornamento total foi de
aproximadamente 3 minutos. Apds as amostras terem resfriado
para 40 °C, as emulsdes foram agitadas em um misturador pocr
vértice por 5 segundes. 0O segundo conjunto de emulsdes foi
termotratadce conforme descrito a temperaturas que variam de
45 a 100 °cC.

Medigbes de tamanho de particula

A distribuigdo de tamanho de particulas de
particulas de amido e goticulas de emulsdo foili medida
conforme descritc no Experimento 1 para concentracdes de
amido variadas e comc no Experimento 2 para temperaturas

variadas. O tamanho de gota foi medido tanto antes gquanto
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apbds a lipélise.

Métodos de pH-stat

A atividade de lipase e colipase foi determinada
por titulagao de pH-stat com uso de um Radidmetro modelo
TIM854 (Analytical SAS, Cedex, Franca). A amostra, emulsido ou
controle foi misturada com 15 ml tampdo de ensaio e 3 ul de
cada uma das solugdes contendo lipase (1 mg/ml) e colipase (1
mg/ml). O pH foi mantido em 7,0 por titulacdo de 0,1 M de
NaCH e o consumo {(umol/minutos) em 18 minutos fol tomade como
a atividade de lipase e colipase. A atividade de lipase foi
determinada como a quantidade de NaOH adicionada para manter
o pH em 7 durante a lipdlise visto que os FFAs liberados por
lipase abaixaram o pH. A liberagdoc média de FFAs por minuto
entre 15 e 18 minutos apds a adicdc das enzimas foi usado
como a taxa de lipdlise.

Preparagao de Controles

A atividade do &éleo sem a presenca de amideo foi
controlada com uso de emulsdes estabilizadas por Tween 20,
Uma quantidade apropriada de Tween 20 foi usada para produzir
gotas de 6leo na faixa de tamanho como as gotas estabilizadas
de amido, istec é, 10 a 20 pm. O efeito do tratamento térmico
das emulsdes foi controlado com uso de uma emulsdoc nao
aquecida com a mesma composigido que as emulsdes aquecidas
correspondentes. Além disso, um controle com tampdoc e amido
de fase continua, aquecido como as emulsdes, foi usado para
verificar a atividade do amido.

Microscopia

A inspeg¢do e 1imageamento da microestrutura das
emulsdées foram feitos antes e apds a microscopia de
tratamento térmico conforme descrito no Experimento 1, com a
modificacdo de que a luz foi também transmitido com uso de um
filtro de polarizagdo (U-ANT, Olympus) e de gue as amostras

foram colocadas em uma lamina microscépica e estudadas
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imediatamente sem vidro de <cobertura. As imagens foram
processadas com uso do programa de processamento de imagem
Java ImageJ (versdo 1.42m).

Resultades em vista do Experimentc 14

O tamanho de gota diminuida com uma quantidade
aumentada de amido adicionado (consulte a tabela 8-1) e o
tamanho de gota ndo foi afetado pela lipdlise apdés 30
minutos.

Tabela 8-1. Tamanho de gota e atividade de lipase

para emulsdes termotratadas

Amido Area de

(mg/ml de D32 (um) superficie Atlv1@ade Atividade/S Athlda?e/S
. (umol/minuto) (% de max.)
6leo) especifica
75 47,54 6,33E-03 5,31 E-05 8,39E-03 68%
150 39,00 7,698-03 4,04E-05 5,25E-03 43%
225 33,49 8,96E-03 4,65E~05 5,19E-03 42%
300 28,15 1,075-02 4,86E-05 4,56E-03 37%
600 22,21 1,35E-02 5,73E-05 4,24E-03 34%

A emulsdc ndo aquecida ndo teve efeito algum sobre
a lipdlise em comparagdo a emulsdo com Tween20) como
emulsificante e estabilizante de gota. A atividade de lipase
diminuida somente nas emulsdes aquecidas devido a
gelatinizagdo parcial dos grénulos de amido conforme pode ser
visto na Figura 9-1. Os granulos gelatinizados criaram mais
uma camada impermeavel em torno das gotas gue diferem dos
granulos distintos na superficie de gota nas emulsdes néao
aquecidas. No entanto, os gréanulos nao foram completamente
gelatinizados durante o tratamento térmico, que é mostrado
pelo padrdc polarizado do amido mais préximoe da interface de
gota na Figura 9-1 (Figura inferior). Embora o limiar entre
os granulos individuais se torne difuso, ainda permanece um
certo grau de particula intacta na interface de 6leoc. Isso
poderia resultar em um mecanismo de estabilizacdoc de
particula mantida ao mesmo tempo em que alcanca uma camada
externa coesiva densa na fase aquosa gue confere elevacaoc das
propriedades de barreira intensificadas observadas nas

emulsdes termotratadas estabilizadas por amido. Essa
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intensificacdo da barreira aumentada com a faixa de
temperatura estudada conforme visto por uma atividade de
lipase diminuida (consulte a Figura 9-2).

Conclusdes em vista do Experimento 14

A barreira de granulos de amido na interface de
gota pode ser intensificada por aquecimento da emulsio e
desse modc gelatinizar ©parcialmente os granulcs. Essa
barreira intensificada impede que a lipase atinja e digira o
6leo. A atividade da lipase diminui em pelc menos 60%
comparada a atividade em uma emuls&o ndo aguecida, indicando
que o aquecimento pode alcangar uma camada de amido coesiva
que € util para a intensificagdo ocu o ajuste das propriedades
de barreira para aplicag¢ées de encapsulacao.

Experimente 15

No Experimento 15, a encapsulacdo de diferentes
substancias em emulsdes estabilizadas por amido e emulsdes
duplas é demonstrada.

Experimental

0 amido granular peqgueno modificado por 0SA
preparado come no Experimento 1 foi usado. A fase continua
fol um tampdo de fosfato de 5 mM com pH 7 com 0,2 M NaCI. A
fase oleosa e o metodo de emulsificacdo s&c descritos para
cada substdncia encapsulada abaixo.

Salicilato de metila (encapsulacdc na fase oleosa)

O salicilate de metila ¢é usado em produtos
farmacéuticos como um analgésico, mas ¢é também usado em
alimentos como um agente flavorizante visto que tem um gosto
e cheiro de menta. No entanto, ¢ bem tdxico, LD50=500 mg/kg
para seres humanos adultes e &, pcrtanto usado em
concentragdes muito baixas. A  natureza aromatica da
substéncia torna possivel detectar por fotoespectroscopia a
um comprimento de onda de 302 nm.

C salicilate de metila (CAS n°® 1 19-36-8) foi
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dissolvido em manteiga de castanha durante revolucdo a 50 °C
com usc da concentracac de 50 L/g de 6leo. O amido (500 mg/g
de Olec), o tampdo e a manteiga de castanha derretida (33 %)
com salicilato de metila fol em seguida emulsificada em lotes
de 50 g com uso de um misturador Sorvall (nivel 8, 2 minutos)
em um banho de 4agua a 40 °C. As emulsdes adicionais foram
secadas por congelamentc conforme descrito no Experimento 13.
C salicilato de metila fol também encapsulado na fase oleosa
com uso de trés diferentes Oéleos e emulsificada conforme
descrito no Experimento 9. A substdncia encapsulada néao
alterou a distribuigdc de tamanho de gota ou aparéncia visual
das gotas.

Sabcr (encapsulacdo na fase oleosa)

O amido (500 mg/g), o tampdc e a manteiga de
castanha (56 %) com algumas poucas gotas de um agente
flavorizante de améndoas comum para usc alimenticio foram
emulsificados com uso de um misturador Sorvall conforme
descrito acima. A emulsdoc resultante teve propriedades de
creme conforme descrito no Exemplo 8 e teve um aroma de
améndoa que ficou mais aparente gquando o creme foi aplicado a
pele. Apés 1 semana de armazenamentc, o aroma de améndoa foi
ainda detectdvel embora com intensidade diminuida.

Penicilina (encapsulagdo na fase aquosa interna de

uma emulsdo dupla)

0 ingrediente ativo em Kavepenin,
fenoximetilpenicilina (penicilina V), é uma penicilina (droga
antibacteriana) que impede que bactérias construam uma parede
de c¢elula normal. As emulsdes duplas foram preparadas
conforme descrito no Experimento 11 com a modificacdo de que
a concentragdo de amido foi de 500 mg/ml de 6leoc e de que
Kavepenin foi adicionado & fase aquosa interna a uma
concentragao de 62,5 mg/ml. As emulsdes foram em seguida

centrifugadas a 1.000 g por 5 minutos (Beckman Coulter,
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Allegra (R) X-15R, L 284, 1Inglaterra, a fase aquosa foi
removida e a emulsd3oc lavada com 5 ml de tampdo. Esse
procedimento fol repetide 5 vezes. Conforme demonstrado mais
cedo no Experimento 11, é possivel para produzir emulsdes
duplas com um alto grau de eficiéncia de encapsulacdoc e baixo
vazamentc. Por essa razdeo, a lavagem de emulsdes é Util para
remover a pequena dguantidade de fase aquosa interna gque possa
ter vazado durante a etapa de emulsdc inicial gue causam
sabores ou odores desagradidveis. Isso € particularmente util
para antibidticos orais de sabor amargo, especialmente em
formulagdes liquidos para criangas em gque anuéncia €& um
grande problema. Esse aspecto é demonstrado adicionalmente no
Experimento 16. O tamanho de gota ndo foi alterado pelo
procedimento de lavagem (D43 foi inicialmente 30,4 pm, apbés a
lavagem 1: 30,4, lavagem 2: 42,5, lavagem 3: 34,7, lavagem 4:
42,9 e lavagem 5: 41,6 um).

Cs colorantes (encapsulacdc na fase aquosa interna
de uma emulsdo dupla) Diferentes colorantes foram
encapsulados na fase aquosa interna de emulsdes duplas. Um
colorante alimenticio foi encapsulado conforme descrito no
Experimento 11 que mostra eficiéncia de encapsulacdo e
armazenamento estabilidade excelente. Essas emulsdes foram
congeladas adicionalmente em nitrogénio ligquido e
descongeladas conforme descrito no Experimento 12 ou secadas
por congelamento conforme descritc no Experimento 13 com um
grau de encapsulagdo aceitdvel mantido. BRzul de Coomassie foi
encapsulado com usc do mesmo métcodo, mas com uma concentracdo
de amido de 500 mg/ml de éleo. A substancia encapsulada néo
alterou a distribuigdc de tamanho de gota ou a aparéncia
visual de gotas de emulsdoc dupla.

A vitamina B12Z tamkém foil encapsulada com uso do
método descrito para azul de Coomassie.

Conclusdes em vista do Experimento 15
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As substédncias poderiam ser encapsuladas de modo
eficaz na fase oleosa de emulsdes com boa estabilidade. As
substéncias soluveis em 4&gua poderiam ser encapsuladas em
emulsdes duplas com particulas de amido que estabilizam a
emulsdo externa. Esses experimentos mostram a adequabilidade
de gotas de emulsdo estabilizadas por granulos de amido para
encapsulagdo de 1ingredientes ou substdncias ativas em
alimentos e produtos farmacéuticos.

Experimento 16

No Experimento 16, um métode para alcancar uma
supressdc de sabor estranho fei estudado em emulsdes duplas
com penicilina encapsulada e em emulsdes aquecidas e nao
aquecidas com uso de 6leo de peixe como a fase dispersada. O
6leo de peixe contém &cidos graxos émega 3 e & geralmente
considerado como tendo beneficios & salde embora altamente
suscetiveis a oxidagd3o gque causa um sabor estranhc. A
penicilina também é conhecida por causar sabor estranho como
um gosto amargo altamente detectavel.

Experimental

Penicilina

As emulsdes duplas estabilizadas por amido com
Penicilina (K&vepenin) foram preparadas e lavadas conforme
descrito no Experimento 15. Uma anadlise sensorial foi
realizada antes e apds lavagem. Os parametros sensoriais
foram avaliados por uma peguena quantidade da emulséao dupla
aplicada sobre a lingua e em seguida engolida. Uma curva
padrao sensorial foil produzida somente com tampio e Kadvepenin
em diferentes concentra¢des para deteccdco o limite sensorial
do avaliador.

Oleo de peixe

C amido granular pequeno modificado por O0SA
preparado com no Experimento 1 foi usade. A fase continua foi

um tampdo de fosfatc de 5 mM com pH 7 com 0,2 M de NaCI. A
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fase oleosa foi um &éleo de peixe comercial (Eskimo-3 Pure,

Green Medicine AM, Malmo, Suécia). A emulsificacdo com usoc de

oe

500 mg de amido/ml de 6leo e 10 de fase olecsa foi
realizada conforme descrito no Experimentc 1. Algumas das
emulsdes foram subsequentemente termotratadas em um banho de
agua a 70 °C por 1 minuto. As emulsdes foram vedadas e
armazenadas a 5 °C por 1 semana. A estabilidade da emulsio
fei observada imediatamente apds a preparacdoc da amostra e
uma semana mails tarde. A andlise de distribuicdo de tamanho
de particula e microscopia foi realizada conforme descrito no
Experimento 2. Uma andlise senscrial foi realizada por uma
pessoa. Os paré@metros sensoriais foram avaliados a partir de
uma pequena quantidade da emulsdo aplicada sobre a lingua e

em seguida engolida.

Resultados de Penicilina

O limite de detecgdo voluntdria de Kavepenin em
tampac foi abaixc de 10 mg/ml de acordo com a curva padrio.
Nenhum sabor a partir de Kavepenin foi detectado a partir de
emulsdes duplas contendo aproximadamente 6 vezes essa
concentragao. A lavagem ndo resultou em diferenca alguma no
gosto da emulsdo dupla.

0leo de peixe

As emuls®es estabilizadas por amido foram formadas
(consulte a Figura 10-1) e as gotas de emulsdc foram estdveis
para o tratamentc térmico e para o armazenamento. As emulsdes
nao termotratadas eram brancas, ao passo que as emulsdes
termotratadas tinham uma cor levemente amarela antes e apds o
armazenamento. 0 armazenamento por 1 semana nadc alterou a
distribuigdo de tamanho de particula. A emulsdo ndo aquecida
tinha um gostc muito forte do éleo de peixe. A emulsido
aquecida tinha um gostc moderado concernente ao d6leo de
peixe.

Conclusdes em vista do Experimento 16
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A supressdo de sabor estranhe foi demonstrada e
altamente eficaz quando a penicilina foi encapsulada. As
emulsdes estabilizadas por amido poderiam ser produzidas
também com ¢&leo de peixe. 0O ¢élec de peixe ndo afetou
negativamente a estabilidade de emulsdes. BAs enmulsdes
estabilizadas por amido podem ser adequadas para encapsulacio
de 1ingredientes ou substadncias com gosto indesejado em
alimentos e produtcs farmacéuticos.

Experimento 17

No Experimento 17, o©s gré&nulecs de amide para
estabilizar espuma foram usados. A fase oleosa nesse
Experimento foili gordura de castanha (AAK, Suécial, oS

granulos de amido foram isclados da quinoa e tornados mais
hidrofdébicos por modificagdo por OSA em 2,9% (conforme
descrito no Experimento 2) e a fase continua foi tampdo de
fosfato de 5 mM em pH 7 e 0,2 M de NaCI. A manteiga de
castanha foi derretida a 60 °C antes da homogeneizacdoc em um
misturador Sorvall Omni em nivel 8 por 5 minutos com uso de
uma unidade de dispersdoc de 300 ml. O contentor maior
permitiu que ar fosse sugado nas fases liquidas durante a
mistura por um vdrtice na superficie liquida. Desse modo,
tanto as bolhas estabilizadas de particula quanto goticulas
foram formadas.

Resultado do Experimento 17

Uma estrutura semelhante & espuma rigida foi
produzida com uma densidade similar de creme chantili. Era
s6lida e podia ser cortada em uma pe¢a mostrada na Figura 11-
1. Essa espuma também foi inalterada apds mais de um mé&s de
armazenamento.

Conclusdes em vista do Experimento 17

O uso Dbem-sucedido de grédnulos de amido para
estabilizar a espuma foi demonstrado. A estrutura resultante

poderia ser atraente em uma variedade de aplicacdes
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alimenticias e cosméticas.
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REIVINDICACOES

1. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA,
caracterizada por compreender pelo menos duas fases e
particulas sdélidas, sendo que as ditas particulas sdélidas séo
granulos de amido e os ditos gradnulos de amido ou, uma por¢ao
dos mesmos, estdo situados na interface entre as duas fases
que fornecem a emulsdo ou espuma estabilizada por particula,
em que o0s gradnulos de amido possuem um tamanho granular
pequeno na gama de 0,2-8 micra e em que a quantidade de
granulos de amido adicionada cobre mais de 10% da superficie
de uma goticula de emulsédo.

2. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelos granulos de
amido terem sido submetidos a uma modificacdo fisica e/ou
modificacdo quimica.

3. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com a reivindicagdo 2, caracterizada pela modificacao
fisica ser realizada por aquecimento seco ou por outros meios
que desnaturam, parcialmente, as proteinas de superficie.

4. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 2 a 3,
caracterizada pela modificacdo quimica ser realizada por
tratamento de anidrido de alquenil succinila ou através de
enxerto com outros produtos quimicos com uma cadeia lateral
hidrofdbica.

5. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4,
caracterizada pelos granulos de amido de preferéncia terem um
tamanho granular pequeno na faixa de 0,2 a 4 micra, com ainda
mais preferéncia, 0,2 a 1 micron.

6. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5,

caracterizada pelos granulos de amido serem obtidos a partir
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de qualquer fonte boténica.

7. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com a reivindicacdo 6, caracterizada pelos granulos de
amido serem obtidos a partir de quinoa, arroz, mais,
amaranto, cevada, milho doce ndo amadurecido, centeio,
triticale, trigo, fagdépiro, tifa, filipéndula, duriido, teff,
aveila, pastinaca, painco pequeno, arroz selvagem, alpiste,
pata de vaca, inhame e taro incluindo variedades cerosas e
com alto teor de amilose dos supracitados.

8. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7,
caracterizada por pelo menos duas fases serem escolhidas a
partir de fase a base de O6leo/fase de base aquosa, e fase
gasosa/fase de base aquosa, como uma emulsdo de 6leo em agua
ou uma emulsdo de Agua em &leo.

9. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTfCULA, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9,
caracterizada pela dita emulsdo estabilizada por particula
ser submetida a um tratamento térmico.

10. EMULSAO OU ESPUMA ESTABILIZADA POR PARTICULA
SECA, caracterizada por uma emulsdao ou espuma estabilizada
por particula conforme definido em qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 9 ter sido submetida a remogdoc de Aagua
como através de secagem.

11. USO DE UMA EMULSAO ESTABILIZADA POR PARTfCULA,
conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10
caracterizado por ser para © controle da densidade de
goticulas de emulséo.

12. USO DE UMA EMULSAO ESTABILIZADA POR PARTfCULA,
conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11
caracterizado por ser para encapsulacdo de substancias
escolhidas a partir de biofarmacéuticos, proteinas,

probidéticos, células vivas, enzimas, anticorpos, ingredientes

Petigdo 870190012161, de 05/02/2019, pag. 14/18



3/3

alimentares, vitaminas, e lipideos.

13. USO DE UMA EMULSAO ESTABILIZADA POR PARTfCULA,
conforme definida em qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 11,
caracterizado por ser em produtos alimentares, produtos

5 cosméticos, cremes para a pele, logdes, formulacgdes
farmacéuticas.

14. FORMULACAO, caracterizada por compreender uma
emulsdo estabilizada por particula seca conforme definida na
reivindicacdo 11 e uma substdncia escolhida a partir de

10 biofarmacéuticos, proteinas, probidticos, células vivas,
enzimas, anticorpos, ingredientes alimentares, vitaminas e

lipideocs.
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Fig 0-4A
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Fig. 1-1
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Fig. 1-2
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Fig. 2-1
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Fig. 4-1
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Fig. 5-1
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Fig. 7-3
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Fig. 10-1




