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RESUMO

A goma arébica é um biopolimero utilizado deste a antiguidade e que continua sendo um
importante insumo para diversas industrias até os dias atuais. O Brasil possui uma das
maiores plantacdes florestais de Acacia mearnsii de Wild, concentrada na regido sul, com a
finalidade de extracdo de tanino e producdo de carvao vegetal. Esta arvore exsuda goma,
que é desperdicada e, em determinados casos, vista como um foco de problemas. Este
trabalho visa o estudo das propriedades emulsificantes da goma de acacia-negra de arvores
plantadas no Rio Grande do Sul, a fim de permitir a proposicdo de utilizacdo deste
biopolimero como substituinte da goma arabica das espécies A. senegal e A. seyal,
amplamente importadas pela industria brasileira. Para isto, goma in natura de arvores de
acacia-negra foi coletada e submetida a processo de extracdo resultando em duas amostras
(GNF e GNA), posteriormente caracterizadas e aplicadas em emulsGes O/A para avaliacao
do potencial de estabilizacdo de emulsdes. Uma goma arabica de origem comercial (GAC)
foi submetida aos mesmos ensaios para fins comparativos. Como resultado pode-se
observar que os polissacarideos extraidos da goma de acécia negra mostraram-se mais
eficientes em estabilizar emulsdes do que GAC, onde o perfil de distribuicdo do contetido
proteico entre as moléculas de alta massa (AGP) e baixa massa (GP) exerceu papel de
extrema importancia na propriedade estabilizante. O potencial zeta, em funcdo da
concentracéo salina e pH do meio, em conjunto com o perfil de fases, indicou que GAC
estabiliza as emulsdes pela combinacéo do efeito estérico e repulsao eletrostatica, enquanto
gue GNF atua unicamente por estabilizacdo estérica. Por outro lado revelou que GNA atua
por varios mecanismos de estabilizacdo, exercendo estabilizacdo eletroestérica e, quando
em presenca de eletrolito, forma uma estrutura semelhante a um gel, aumentando a
viscosidade do meio e reduzindo a velocidade de separacdo de fases. Com isso, a goma de
acacia-negra apresentou resultados promissores indicando que pode ser empregada em
processos industriais como possivel substituinte da goma arabica comercial ou como
materia-prima nova, podendo contribuir no desenvolvimento econémico da cadeia de
exploragdo de produtos e subprodutos da Acacia mearnsii De Wild no Brasil.

Palavras chave: goma arabica, Acacia mearnsii, acacia-negra, emulsdo, propriedade

emulsificante.



ABSTRACT

Gum arabic is a biopolymer used since ancient times and remains as an important
ingredient for many industries until the present day. Brazil has one of the largest Acacia
mearnsii de Wild forest plantations, concentrated in the southern region, exploited for
charcoal and tannin extraction. This tree exudes gum, which is wasted and in some cases
seen as a focus of problems. This work aims to study the emulsifying properties of black-
wattle gum from trees planted in Rio Grande do Sul, in order to allow the proposal of using
this biopolymer as a substituent of gum acacia from species A. senegal and A. seyal, widely
imported by Brazilian industry. For this, black-wattle crude gum was collected and
submitted to extraction procedure, giving rise to two samples (GNF and GNF),
subsequently characterized and applied in O/W emulsions and evaluated to determine the
emulsifier potential. As comparative purposes, commercial gum arabic (GAC) was
submitted to the same tests. As result the polysaccharides extracted from black-wattle gum
were more efficient in stabilizing emulsions than GAC, where the distribution profile of
the protein content between molecules of high mass (AGP) and low mass (GP) showed to
be very important in emulsifier property. The zeta potential, as a function of salt
concentration and pH of medium, together with the phase’s profile indicated that GAC
stabilize emulsions by the combination of steric and electrostatic repulsion, while GNF
acts solely by steric stabilization. On the other hand, GNA stabilizes by several
mechanisms, generating electrostatic and steric stabilization and, when in the presence of
electrolyte, forms a gel-like structure, which increases the medium viscosity reducing the
phase separation rate. With that black-wattle gum showed promising results indicating that
it can be used in industrial processes as a possible substituent of commercial gum arabic or
as a new ingredient and may contribute to the economic development of exploration chain
of products and by-products of Acacia mearnsii de Wild in Brazil.

Keywords: gum arabic, Acacia mearnsii, black-wattle, emulsion, emulsifying property.
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1 INTRODUCAO

As gomas naturais sdo matérias primas de grande importancia, por apresentarem
caracteristicas como atoxicidade, baixa imunogenicidade e boa biocompatibilidade™>. Um
exemplo é a goma de acécia, conhecida como goma arabica, um polieletrélito de origem
vegetal, usada desde a antiguidade h& cerca de 4000 anos pelos egipcios no processo de
mumificacdo e como espessante e estabilizante de pigmentos*”.

Atualmente a goma ardbica € amplamente utilizada nas indudstrias alimenticia,
farmacéutica, cosmética, téxtil, dentre outras, por ser facilmente solivel em &gua,
apresentar baixa viscosidade em grandes concentracGes, por ser um excelente
emulsificante, estabilizante, dispersante e ser facilmente obtida de fonte renovavel>°,

O Brasil é um grande importador de goma arabica, tendo despendido cerca de
US$ 7,5 milhdes (1775 toneladas) no ano de 2012 e US$ 7,8 milhdes (1940 toneladas) no
ano de 2013 com a importagdo desta goma™.

A goma arébica comercial provém, principalmente, das espécies Acacia senegal (L.)
Willdenow e Acacia seyal Delile. Porém, ha uma grande variedade de espécies do género
Acacia, compreendendo cerca de 1200 espécies espalhadas pelas areas tropicais e
subtropicais ao redor do mundo. Dentre estas, a maioria ainda ndo sdo exploradas e,
portanto, ndo possuem importancia comercial® '2. A espécie Acacia mearnsii De Wild,
conhecida como acacia-negra, ¢ plantada com multiplos propdsitos, tais como restauracao
de ambientes degradados, fixacdo de nitrogénio, extracdo de tanino e producdo de carvdo
vegetal para geragdo de energia, dentre outros. No Brasil, a espécie A. mearnsii é cultivada

principalmente com a finalidade de extrac&o de tanino e producdo de carvéo vegetal™***,

se
concentrando no estado do Rio Grande do Sul. Essa arvore também é produtora de goma.
Baseando-se na producdo anual média de 250 g de goma por arvore da espécie A.

I*®, e uma densidade de plantio de 2000 &rvores por hectare*, pode se estimar que o

senega
Brasil possua o potencial de produzir anualmente de cerca de 100 mil toneladas de goma in
natura. Este exsudato gomoso ndo é aproveitado economicamente, sendo muitas vezes
considerado um problema, principalmente para o processo de extracdo de taninos, pois
pode contaminar o produto final.

Considerando as aplicacfes da goma arabica em processos de interesse industrial, o
presente trabalho visa o estudo das propriedades emulsificantes da goma de acécia-negra, a
fim de propor a utilizacdo deste biopolimero como substituinte da goma arabica das

espécies A. senegal e A. seyal, atualmente importadas pela inddstria brasileira. Espera-se
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que os resultados obtidos contribuam para a agregacdo de valor tecnoldgico e comercial a
goma arabica obtida de planta¢des brasileiras, somando-se aos diversos esfor¢os atuais de

fomento a cadeia produtiva da acacia-negra no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Extrair, caracterizar e elucidar o potencial de uso dos polissacarideos da goma de

acacia negra como substituinte da goma arabica na estabilizacdo de emulsdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair polissacarideos do exsudato gomoso de arvores de acécia negra via extracao

aquosa seguida por extragdo alcalina;

e Caracterizar fisico-quimicamente as gomas de acécia-negra, em compara¢cdo com a

comercial por:

Cromatografia de permeagdo em gel;
Quantificacao de conteudo proteico;
Quantificacdo de teor de acidos urdnicos;
Determinacdo da presenca de fracdo AGP;
Determinacgéo do pKj;

Determinag&o da tens&o superficial;

e Preparar e caracterizar as emulsées com as gomas de acécia-negra, em comparagdo

com a comercial:

Preparar emulsGes O/A, com 6leo de soja, estabilizada com os polissacarideos em
presenca e auséncia de NacCl;

Avaliar macroscopicamente o perfil de fases das emulsbes (fase espuma, fase
emulsionada e fase aquosa) em funcao do tempo;

Determinar o potencial zeta das emulsdes em fungdo de concentracdo de NaCl e

variacao de pH;

e Correlacionar as propriedades emulsificantes com as propriedades fisico-quimicas dos

polissacarideos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EMULSOES

EmulsGes estdo presentes no nosso cotidiano como, por exemplo, a maionese, o leite,
cremes cosméticos e/ou medicinais, hidratantes para pele. O mecanismo de agdo do
detergente na remoc¢do de gorduras também é um processo de emulsificacdo, no qual a
agua, a gordura e o detergente formam uma emulsdo, com o detergente agindo como
emulsificante e auxiliando na remocdo da gordura. As emulsdes também podem ser
utilizadas como veiculo/excipiente de liberacdo de multiplos farmacos e cosméticos com
diferentes solubilidades, ou apresentar uma composicdo que melhora a distribuicdo e/ou a
permeacéo na pele®’.

EmulsGes sdo sistemas heterogéneos, obtidos pela mistura de dois liquidos imisciveis
entre si, sendo um dos componentes é dividido no interior do outro em formas de goticulas,
cujos didmetros variam entre nandmetros e micrémetros. O liquido dividido recebe o nome
de fase dispersa, enquanto que o outro é chamado de fase continua. A natureza quimica da
fase dispersa e da fase continua determina o tipo de emulsdo formada, que pode ser 6leo
em agua (O/A), onde a fase continua é aquosa; &gua em 6leo (A/O), onde a fase continua é
oleosa’®?; ainda pode-se obter emulsdo do tipo 6leo em 6leo (O/O), pela mistura de
compostos organicos com baixa miscibilidade entre si como, por exemplo, dleo de ricino e
polimetil siloxanos®.

Ao se observar o interior de um liquido puro, as forcas coesivas atuam sobre as
moléculas em todos os sentidos, gerando uma resultante nula. Porém, quando situadas em
uma interface, estas sofrem efeito das forgas de coeséao entre as moléculas semelhantes e de
adesdo entre as moléculas da outra fase. Estas forcas possuem intensidades diferentes,
gerando uma resultante diferente de zero*®?* 2. No caso de fases imisciveis entre si, as
forcas coesivas sdo maiores que as adesivas, portanto a resultante sera perpendicular a
interface voltada para o seio da fase de origem (Figura 1). Esta forca dirigida pela elevada

coesdo e baixa adesdo dos componentes, recebe 0 nome de tensdo interfacial (y)**% %,
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Figura 1 — Esquema da origem da tenséo interfacial (y). 1) Fase oleosa. 2) Fase aquosa 2”) Moléculas da fase
aquosa. d) Forga resultante (3)

Ao se formar uma emulsdo a area de contato entre as fases é aumentada
consideravelmente. Como ha dispersdo de uma das fases, hd o aumento da entropia. A
y atua no sentido de reduzir ao maximo a area de contato entre as fases na tentativa de
reduzir a energia livre do sistema. Esta energia livre pode ser estimada pelo produto da
variacdo de 4rea (AA) de contado entre as fases pela tenséo interfacial (y)'®?%2*:

AG = AAy — TAS Equacdo 1

Em emulsdes convencionais, a redu¢do do tamanho das goticulas ndo é muito
grande, portanto o aumento da entropia néo € significativo:

AAy > TAS Equacéo 2
Dessa forma, emulsdes sdo termodinamicamente desfavoraveis, necessitando de

gasto de energia para serem formadas. O que faz com que estes sistemas tenham
estabilidade limitada é a tendéncia de reducdo da &rea interfacial, o que leva a separagéo de

fases.

Figura 2 — Emulsdo O/A obtida a partir da mistura de 6leo de soja e agua vista em microscopio éptico em

aumento de 100x
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Outro fator que contribui para 0 aumento da energia livre em sistemas emulsionados
é a formacéo de superficies curvas'® (Figura 2). Essa conformagdo promove o surgimento
de uma diferenca de presséo, que € maior na face cdncava, ou seja, no interior da goticula
formada (Figura 3), originada pela acéo da tenséo interfacial. A variacdo de pressdo (AP) é
18-22, 24,

determinada pela equacéo de Laplace

_2
_T'

Onde r corresponde ao raio da goticula. Quanto menor o raio da goticula formada,

Ap Equacio 3

maior sera a diferenca de pressdo na interface.

Figura 3 — Forcas atuantes em uma goticula emulsionada: tensdo interfacial (y) e presséo de Laplace (P)

A formacdo de emulsdes necessita que energia seja entregue ao sistema para que
ocorra 0 aumento da area interfacial. Esta energia € transferida através da realizacdo de um
trabalho. O trabalho (W) necessério para se formar um centimetro quadrado (1 cm?) de
nova interface é dado por:

W =yAA Equacio 4

Para que ocorra reducdo do tamanho das goticulas, o trabalho aplicado deve ser
grande o suficiente para produzir um gradiente de pressdo superior a pressdao de Laplace

das goticulas do sistema:
dP AP 2

dp _ AP 2y

dr — r r?

O trabalho pode ser exercido no sistema de diversas maneiras. A Tabela 1 traz os

Equacgdo 5

principais métodos de emulsificacdo utilizados com a respectiva eficiéncia de transferéncia

de energia ao sistema®®.
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Tabela 1 — Métodos aplicados para obtengdo de emulsbes e respectivas caracteristicas de eficiéncia

energética, tipo de processo e mecanismo de emulsificagdo™®

Eficiéncia na transferéncia

Método o Processo Formacao da goticula
energética
Agitacio
Manual Baixa Batelada Turbuléncia
. . Batelada/ Turbuléncia/ forgas viscosas em
Simples Baixa . >
continuo fluxo laminar
Rotor_estator Média/Alta Bate[ada/ Turbuléncia/ forga§ viscosas em
continuo fluxo laminar
. . Batelada/ Turbuléncia/ forgas viscosas em
Vibrador Baixa . 8
continuo fluxo laminar
Raspador Baixa/Média Bate!ada/ Forcas viscosas em fluxo laminar
continuo
Fluxo em Tubos
Laminar Baixa/Média Continuo Forgas viscosas em fluxo laminar
Turbulento Baixa/Média Continuo Turbuléncia
Moinho coloidal Média/Alta Continuo Forcas viscosas em fluxo laminar
. - Batelada/ . .
Moinho de rolo/bolas Média continuo Forcas viscosas em fluxo laminar
Homogeneizador Alta Batelada/ Turbuléncia/ cavitacdo/ forgas
de alta pressao continuo viscosas em fluxo laminar
. Batelada/ N -
Ultrassom Média/Alta continuo Turbuléncia/ cavitagdo
Iniecso Baixa Batelada/ Turbuléncia/ forgas viscosas em
Je¢ continuo fluxo laminar

Para facilitar o preparo das emulsdes, sdo usadas substancias que interagem com a

interface liquido-liquido promovendo reducdo da v, facilitando a obtengdo de dispersdes

com goticulas de tamanhos menores. Porém, para que o sistema atinja a estabilidade

termodindmica faz-se necessario que a tensdo interfacial seja reduzida a zero, ou seja, ndo

ha a necessidade de realizacdo de trabalho. Isso ocorre nas chamadas microemulsdes,

existentes a custo de elevadas concentracGes de agentes tensoativos

3.1.1 ESTABILIDADE DE EMULSOES

18-22, 24-25

EmulsGes convencionais sao instaveis no ponto de vista termodindmico. A separagédo

de fases é mediada pela tendéncia de reduzir a area interfacial entre os liquidos. Esta

separagdo ocorre por floculagdo, cremeacdo/sedimentacdo, desproporcionalizacdo e
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17-20, 22

coalescéncia , conforme ilustrado na Figura 4. Todos 0s processos ocorrem

simultaneamente e aleatoriamente.

Oleo b Q%
A

Coalescéncia Coalescéncia

4 Agua

Floculagdo por sedimentagdo

¥
Cremeacao < ,@w —_ 3 Cremeagdo

@ Q- 0999 “
O | — oooooeoQ —_—> %"QQ,
O © u0C§’°n°O & =8
Desproporcionalizagao Emulsdo original Floculagdo browniana

Figura 4 — Esquema dos processos de desestabilizacio de emulsdes (O/A)Y

3.1.1.1 FLOCULAGAO

A floculacdo € o fenbmeno de adesdo entre goticulas, que formam agregados
tridimensionais. Todas as goticulas mantém sua integridade existindo como entidades
totalmente separadas (Figura 5). O contato ocorre mediado pelo movimento das goticulas
no meio. Este movimento pode ter como forga motriz a gravidade, que atua mediante a
diferenga de densidade entre as fases e tamanho das goticulas. Em sistemas emulsionados
polidispersos, as goticulas menores se movimentam com velocidades maiores em relagdo
as goticulas maiores, propiciando a colisdo entre as particulas com velocidades diferentes.

Este mecanismo é chamado de floculag&o por sedimentagéo'’ %% %,

Figura 5 — Micrografia de emulsdo O/A com presenca de floculagdo em aumento de 100x



24

A difusdo aleatéria das goticulas mediada pelo movimento browniano também
contribui para este fendmeno, agora chamado de floculagédo browniana, na qual a forca
motriz vem da colisdo entre as moléculas presentes no fluido entre si e com as particulas
presentes no meio*’ 2% 22,

Os agregados formados podem ser reversiveis ou irreversiveis e podem ser
precursores da quebra da emuls&o.

Para melhorar a estabilidade frente a este fenémeno, o contato entre as goticulas deve
ser minimizado ao maximo. Dessa forma, duas abordagens podem ser feitas, uma
explorando o efeito da repulséo eletrostatica e outra pelo efeito estérico:

Repulsdo eletrostatica: O uso de um agente emulsificante carregado, positiva ou
negativamente, ird formar uma camada elétrica na superficie da goticula. Esta primeira
monocamada carregada recebe 0 nome de camada de Stern e depende diretamente das
caracteristicas do tensoativo aplicado. Adjacente a essa monocamada, existe uma segunda
camada, formada por contra ions, dando origem a camada difusa, na qual a concentracdo
ibnica depende dos efeitos de difusdo e eletrostatico dos ions presentes no meio. Essa
movimentacdo de ions forma um plano de cisalhamento no qual o potencial elétrico
diminui exponencialmente em funcéo da distancia da camada de Stern. O potencial zeta (£)
é a medida do potencial elétrico no plano de cisalhamento'®%*2* 2 (Figura 6 — A).

Quando duas goticulas carregadas se aproximam, as camadas difusas se sobrepdem,
gerando uma forca repulsiva entre as goticulas emulsionadas, evitando o contato intimo
entre elas (Figura 6 — B). A eficiéncia desta forca depende da carga presente na superficie
da goticula, pois esta precisa ser maior ou superior a energia cinética fornecida pelo

movimento browniano para evitar a ocorréncia de floculacéo irreversivel. Quanto maior o

{ Potencial zeta

Repulsdo
eletrostatica

. . x~18-22, 24,26
€, maior a estabilidade da emulsdo :
A B
:—> Superficie da goticula
SN P
&7 U‘!g;_q' Ir—> Camada de Stern Movimento browniano
L A
‘)? ‘d‘;}' Camada difusa
’ig |,’§1 : (Plano de cisalhamento)
) ; =<
;5 J}vl | 5 DA 5y
A+ 44 V) PN
e | & %
g : | : :? Vé“é’t
o 2 )
P g 5
| | e\ 4
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| | ‘D; o
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|
21\
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Distancia da superficie

Figura 6 — A) Esquema da dupla camada elétrica formada em goticulas emulsionadas na presenca de
tensoativos ibnicos. B) Esquema da repulsédo eletrostética entre duas goticulas estabilizadas
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Efeito estérico: Este efeito ocorre quando se utiliza macromoléculas na estabilizacéo
de sistemas emulsionados. Estas moléculas possuem longas cadeias que se posicionam na
superficie das goticulas de um sistema emulsionado, interagindo parcialmente com a
interface Oleo-agua, ocupando um espaco no entorno da particula estabilizada (Figura 7).
A0 passo que ocorre a aproximagdo de duas interfaces ocorre a aproximacdo das cadeias
poliméricas até a ocorréncia de interpenetracdo entre as moléculas. Quanto mais proxima
uma superficie da outra, menor o espacgo existente para a acomodacdo das macromoléculas,
constringindo o numero de conformacdes possiveis para cada macromolécula (Figura 7 —
zona sombreada). Quanto maior a proximidade entre as goticulas, maior a constri¢do
imposta, e consequentemente, a entropia diminuir, ocasionando o aumento da energia
livre tornando a aproximacéo termodinamicamente desfavoravel, promovendo estabilidade

a emulsio'®?> 2426

Figura 7 — Esquema do efeito de impedimento estérico em sistemas emulsionados estabilizados por
macromoléculas

E possivel associar o efeito estérico e o efeito eletrostatico com a utilizagio de
polieletrolitos. Polieletrélitos sdo polimeros que apresentam grupos funcionais carregados,
ou seja, possuem cadeias longas que atuam exercendo estabilizacdo via efeito estérico e
grupos carregados que promovem repulsdo eletrostatica. A combinagdo desses efeitos é

conhecida por estabilizagéo eletroestérica'®?* %% (Figura 8).
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Figura 8 — Esquema de estabilizac&o eletroestérica

3.1.2 CREMEACAO / SEDIMENTACAO

A cremeacdo (ou sedimentacdo) ocorre devido a diferenca de densidade entre as
fases que compdem a emulsdo. Chama-se de cremeacdo quando a fase dispersa é menos
densa (Figura 9 — A) e sedimentacdo quando mais densa (Figura 9 — B). Este fenébmeno
facilita a ocorréncia dos outros mecanismos de separacdo de fases, pois promove a
concentracdo da fase emulsionada, diminuindo a distancia entre as goticulas e aumentando

a frequéncia das colisdes'®%* 2.
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Figura 9 — Esquema de separacéo por sedimentacdo (A) e decantagdo (B) mediados pela acdo da gravidade e
diferencga de densidade entre as fases dispersa e continua
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Para contrapor a ocorréncia desses processos de desestabilizacdo h& a necessidade de
reduzir a mobilidade das particulas, alterando a viscosidade do meio dispersante pelo uso
de agentes de viscosidade ou agentes gelificantes, como polimeros (carboximetilcelulose,
goma guar) ou cadeias graxas sélidas a temperatura ambiente (alcool cetoestearilico).
Outra forma de reduzir a mobilidade é diminuir a diferenca de densidade entre as fases.
Isto pode ser obtido pela adicdo de agentes de peso a fase menos densa. Estes compostos
possuem densidade elevada e sdo adicionados em concentracOes suficientes para se igualar
as densidades e anular o efeito da gravidade, aumentando a estabilidade do sistema. Alguns
exemplos desses compostos sdo 0s Oleos vegetais bromados (BVO), acetato isobutirato de

sacarose (SAIB) e resinas, como goma damar” %’

3.1.3 DESPROPORCIONALIZAGAO OU ENVELHECIMENTO POR OSTWALD RIPENING

Este ¢ o fenbmeno no qual a distribuicdo de tamanhos das goticulas muda
progressivamente para tamanhos maiores. E um processo que depende da difusdo da fase
dispersa na fase dispersante e possui como potencial quimico a diferenca de pressao de
Laplace (Equacdo 6). Moléculas da fase dispersa situadas nas goticulas de raios menores
(maior pressao) difundem para goticulas com raios maiores (menor pressdo) na tentativa de

aumentar seu diametro e minimizar a energia do sistema'’?*?* (Figura 10 — A):

P, — P, =2y (% - %) Equacéo 6

Quanto maior for a diferenca entre os raios, maior serd o potencial gerado pelas
diferentes pressdes, acelerando a ocorréncia deste fendmeno, que se intensifica cada vez
mais, pois quanto mais moléculas difundem, maior serd a diferenca de raios, de tal forma
que levard a extingdo as goticulas com raios pequenos. Este fenbBmeno cessara quando
existir somente um raio, ou seja, apds separacao total de fases.

A estabilizacdo contra este fendmeno é feita pela utilizacdo de um coestabilizante
que deve apresentar elevada afinidade a fase dispersa. No caso de emulsbes O/A, deve-se
utilizar moléculas ultra-hidréfobas®® %°. Essa caracteristica é de fundamental importancia,
pois a grande afinidade pela fase dispersa e baixissima solubilidade na fase dispersante faz
com que estes compostos migrem para o interior das goticulas e permanecam por elevados
periodos de tempo sem sofrer difusdo. Quando as moléculas da fase dispersa tentam
difundir das particulas menores para as maiores na tentativa de reduzir a pressao interna, o
volume das goticulas diminui. Como o coestabilizante permanece no interior da goticula

sem se difundir, a concentracdo aumenta e altera a pressdao osmotica, que contrabalanceia
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a pressao de Laplace (Figura 10 — B). Este fendbmeno ocorre até que se atinja o equilibrio
entre as duas pressoes e, consequentemente reduzindo a velocidade do envelhecimento por
Ostwald ripening® 2.

A obtencdo de emulsbes com baixa polidispersdo de tamanhos também reduz a
velocidade de ocorréncia deste fendbmeno. Porém, mesmo apos atingir a igualdade entre os
raios e balanco entre as pressdes osmotica e de Laplace, este mecanismo vai continuar

ocorrendo, em menor escala, devido a contribuicdo da tensdo interfacial.

A B
1 1 non. ® coestabilizante
_ — — Hyemstica = =RT
Pry = Pry =2y (Tz rl) osmtica =y nRT = cte
°
Ir
¢y / 9 : e
° L ° °
°
. .
1 1 1 up 2y AP <0 Allysy, >0
-, — — — x— = —
T, >n Yy T 7 AP. >0 Al <0

Figura 10 — A) Esquema de desestabilizacdo de emulsfes via envelhecimento por Ostwald ripening. B)
Esquema de estabilizacdo de emulses mediada pela adicdo de coestabilizante contra desestabilizacdo por
Ostwald ripening

3.1.4 COALESCENCIA

A coalescéncia ¢ o fenbmeno no qual ha a diminuicdo do namero de particulas
dispersas por fusdo entre duas ou mais goticulas, resultando em raios maiores, e,
consequentemente levando a quebra da emulsdo. Este mecanismo ocorre mediado pelo
equilibrio termodinamico, conforme representado na Equagéo 1, uma vez que AG diminui
ao passo que a coalescéncia reduz a area interfacial, que tende reduzir até o valor minimo
possivel, ou seja, formacdo de duas fases distintas. A coalescéncia é o resultado final de

todos os outros fendmenos citados anteriormente.
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3.2 GOMAS NATURAIS

Polimeros naturais tém atraido a atencdo de varios setores da industria por possuirem
uma vasta aplicabilidade, com caracteristicas interessantes, tais como a
biocompatibilidade, facilidade de obtencdo, baixa toxicidade, baixo custo, tornando-os
mais atrativos do que os polimeros sintéticos e semissintéticos, sendo utilizados pelas
indUstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética, tintas, téxtil, adesivos dentre outras. A
demanda destes biopolimeros estd aumentando e novas fontes estdo sendo exploradas a fim
de suprir esta necessidade do mercado’.

Os biopolimeros podem ser obtidos a partir de diversas fontes’:

a) Origem marinha/algas: agar, carragenanas, acido alginico e laminarina;

b) Origem vegetal:

i) Exsudatos gomosos de arbustos/arvores: goma arabica, goma ghatti, goma
karaya, goma tragacanta, goma khaya, goma albizia;

i) Gomas de semente: goma guar, goma alfarroba, amido, amilose e celulose;

iii) Extratos: pectina, goma lari¢o;

iv) Tubérculos e raizes: amido de batata;

c) Origem animal: quitina e quitosana, sulfato de condroitina, acido hialurénico;

d) Origem microbiana (bacteriana e flngica): xantana, dextrana, curdlana, pululana,
zanflo, emulsan, Baker’s yeast glycan, esquizofilana, lentinano, krestin e
escleroglucana’.

Gomas de exsudato estdo entre as gomas naturais mais antigas, que sdo usadas desde

a antiguidade como agentes espessante e estabilizante, como por exemplo a goma de
acécia, conhecida como goma arabica, usada pelos egipcios no processo de mumificagdo e
como espessante e estabilizante de pigmentos®’. Exsudatos gomosos séo produzidos por
varias arvores e arbustos sendo considerados um produto patolégico, formado como
resposta fisioldgica a injuria sofrida pelo vegetal ou por condi¢cdes desfavoraveis, tais
como escassez de agua, rompimento de parede celular, como um mecanismo de defesa
natural, particularmente em regides semiéridas® ™" %.

As gomas de exsudato sdo uma potencial fonte de obtencdo de agentes
emulsificantes naturais, como por exemplo a goma tragacanta oriunda da Astracantha

22 goma odina obtida da espécie Odina wodier (Roxb.) *°, goma de

gossypina (Fisch.)
Moringa oleifera (Lam.) *!, goma ghatti da espécie Anogeisus latifolia (Roxb. ex DC.)
Walich ex Bedome®, goma karaya (Sterculia urens Roxb) ** e goma arabica obtida das

espécies Acacia senegal (L.) Willdenow e Acacia seyal Delile**,
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3.3 GOMA ARABICA

A goma arabica, também conhecida como goma acécia, € a mais antiga e a mais
conhecida das gomas naturais.

E um heteropolissacarideo complexo, altamente ramificado, ligeiramente &cido
obtido como uma mistura de sais de célcio, magnésio e potassio, pertencente ao grupo das
arabinogalactanas obtida a partir de exsudato gomoso de arvores das espécies A. senegal e

A Seya|5—6. 9, 34-35

Figura 11 — Arvore de Acacia senegal com goma exsudada em seu tronco®

Esta goma pode ser dividida em trés fracOGes: fragdo arabinogalactana, fragéo
arabinogalactana-proteina e fracdo glicoproteica.

Arabinogalactana (AG): Representa cerca de 85% da composi¢do total da goma
ardbica. E composta por uma cadeia principal de B-D-galactopiranose com ligagdo
1->3 e cadeias laterais compostas por duas a cinco unidades de [-D-galactopiranose
ligadas a cadeia principal por ligagbes 1->6. Ambas as cadeias contém
unidades de o-L-arabinofuranose, a-L-ramnopiranose, [B-D-glucuronopiranose, e
4-O-metil-B-D-glucuronopiranose, sendo os dois ultimos principalmente como unidades

4, 6, 28, 35-43

terminais (Figura 12). E classificada como um polieletrolito pertence ao grupo

das arabinogalactanas.
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Figura 12 — Modelo estrutural proposto para a fracdo arabinogalactana da goma arabica®.

Arabinogalactana-proteina (AGP): Representa cerca de 10% da composicao total da
goma arabica. Este complexo € composto por um complexo formado por varias cadeias
polissacaridicas ligadas a uma cadeia de proteina, formando uma estrutura conhecida como

“wattle blossom” (Figura 13) com valores de M,, por volta de 1x10° a 2x10° g mol™3*.
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Flor de acécia (wattle blossom)

Figura 13 — Estrutura proposta para AGP: modelo "wattle blossom"
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A cadeia proteica possui carater anfétero devido a presenca de grupos hidrofilicos e

hidrofébicos provenientes dos residuos de aminoacido que a compde (Tabela 2), enquanto

que a cadeia polissacaridica é hidrofilica. Por causa destas caracteristicas a fracdo AGP

possui um importante papel na estabilizacdo de interfaces.

Tabela 2 — Composi¢do de aminoacidos da Goma Arébica (residuos/1000 residuos)

Classificagdo® Aminoacidos PHILLIPS e WILLIAMS, 2000

RENARD et al., 2006

Ala 28 44
lle 11 33
Leu 70 68
Apolar Phe 30 40
Val 35 46
Pro 64 72
Gly 53 55
Ser 144 108
Thr 72 72
Tyr 13 13
Polar
Cys 3 0
Met 2 0
Hyp 256 229
Asp 91 48
Eletricamente Lys 27 34
Carregado Glu 36 47
Arg 15 30
His 52 61

a Classificacao dos aminoacidos segundo composi¢ao da cadela lateral - Pennsylvania State University
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Quando presente em uma emulsdo, o complexo migra e muda de conformacéo na
interface 6leo/agua para que os aminoécidos hidrofébicos da cadeia proteica interajam com
a fase oleosa e os aminoacidos hidrofilicos, juntamente com as cadeias polissacaridicas
interajam com a fase aquosa, formando um filme coloidal na goticula emulsionada,
promovendo a estabilizagdo do sistema via mecanismo estérico e por hidratacdo®*™*’
(Figura 14). Os grupos &cidos, presentes na porcdo polissacaridica, quando ionizados
aumentam a estabilidade do sistema por repulsdo eletrostatica, evitando a aproximacao das
particulas estabilizadas enquanto que as hidroxilas interagem favoravelmente com o meio

aquoso.

Agua

< Cadeia polissacaridica

k' Cadeia proteica

Figura 14 — Esquema de estabilizacéo interfacial pela AGP - modelo "wattle blossom™

Glicoproteina (GP): Representa cerca de 5% da composicao total da goma arébica. E
composta principalmente por cadeias proteicas/peptidicas livres. Estas cadeias livres
também podem exercer uma funcdo estabilizadora em sistemas emulsionados dependendo
da sua composicdo de aminoacidos hidrofilicos e hidrofobicos, conforme mencionado
anteriormente.

Em se tratando no efeito estabilizante de sistemas emulsionados, um fator muito
importante que deve ser levado em consideracdo € o tamanho das cadeias envolvidas no
processo de estabilizacdo interfacial, pois afeta diretamente na mobilidade das moléculas
no meio, ou seja, a velocidade de difusdo. Como a estabilizacdo ocorre mediante um
equilibrio dindmico, onde as moléculas estdo em constante movimento, o coeficiente de
difusdo implicara em qudo rapido a migracdo ocorrera para que a interface o0leo/agua seja
devidamente estabilizada. Outro fator que interfere é a acessibilidade conformacional dos
grupos de aminoacidos, pois estes devem ter disponibilidade para interagirem com a

interface, caso contrario ndo irdo contribuir no processo de estabilizagdo*®°.
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3.4 ACACIA-NEGRA

A acécia-negra (Acacia mearnsii De Wild) é uma espécie florestal nativa da
Australia que foi introduzida no Brasil, no Estado do Rio Grande do Sul. Sua casca €
utilizada para obtencdo de taninos e a madeira € utilizada para a fabricacdo de papel,
celulose e producgdo de carvao, lenha, chapas de aglomerados e cavacos. Atualmente,
estima-se que a area plantada seja de mais de 500 mil hectares no mundo, sendo que cerca
de 200 mil hectares encontram-se no Brasil, envolvendo por volta de 10 mil pequenos
produtores rurais'®** *°. A acacia-negra produz um exsudato gomoso a partir dos galhos e
troncos e contém em sua composicdo ramnose, arabinose, galactose, acido glucurénico e
derivados®® 49°°.

Grein et al. (2013) Caracterizou os polissacarideos de acécia-negra como uma
arabinogalactana acida e heterogénea com presenca de proteina que possui atividade
emulsificante que foi relacionada a presenca de moléculas de baixa massa molar da fracdo
glicoproteina, que adsorvem preferencialmente em superficies hidrofobicas, em conjunto

com a pouca quantidade de &cidos urdnicos (~ 4% m/m) e alto grau de ramificacao.

Figura 15 — Arvore de acacia-negra com goma exsudada em seu tronco>

Outras arvores cultivadas no Brasil também, produtoras de exsudatos gomosos ja
foram estudados com a finalidade de uso como matéria-prima para a industria, como no
caso do cajueiro (Anacardium occidentale), angico (Anadenanthera macrocarpa),
timbadba (Enterolobium contortisilligum), Albizia lebbeck, ciriguela (Spondia purpurea) e
chicha (Sterculia striata)®>. A acacia-negra (Acacia mearnsii) apresenta um grande

potencial como produtora de polissacarideo para uso em processos industriais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A goma ardébica utilizada nesse projeto foi obtida da empresa Sigma-Aldrich. O 6leo
de soja utilizado foi da empresa Bunge, marca Soya — densidade 25°C: 0,914 a 0,922 g
mL™; viscosidade a 20°C: 59 cP°***. Membrana de diélise de éster de celulose (12-14 kDa
M, cut-off, Spectra/Por®). A goma de acacia-negra foi coletada das arvores de Acacia
mearnsii De Wild, coletada na regido do Vale do Rio dos Sinos, pela Empresa Seta S.A.,
no primeiro trimestre de 2012 e estocada a -4°C até ser submetida aos processos de

extragéo.

4.2 METODOS
4.2.1 EXTRACAO DOS POLISSACARIDEOS DE ACACIA-NEGRA

Os polissacarideos de acacia-negra foram extraidos segundo metodologia descrita
por Simas Tosin®®. Esta metodologia consiste na extragdo da goma bruta em 4gua seguida

por extracdo em meio alcalino, conforme descrito no esquema da Figura 16.

Goma in natura de acacia-negra
¥
Extracdo em dgua (4g L)
v
Centrifugagdo —— > Sobrenadante

1x v ,I,

Ressolubilizagdoem agua «<— Residuo . " .
v Filtragdo em tecido voal

Extragdo alcalina l,
1% KOH/ 200ppm NaBH, Dialise (24 h)
v !
Ajuste do pH para ~4,5 o
com acido acético Liofilizagdo
v |
Centrifugacdo Fracdo GNF
v
Sobrenadante
¥
Filtragdo em tecido voal
¥
Dialise
¥
Liofilizagdo
¥
Fragdao GNA

Figura 16 — Esquema do processo de extracdo das fragdes GNF e GNA a partir da goma in natura de arvores
de Acacia mearnsii de Wild (acacia-negra)
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4.2.2 CARACTERIZAGAO DA MASSA MOLAR PONDERAL MEDIA (M,,) E POLIDISTRIBUIGAO
(PD) DOS POLISSACARIDEOS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA

A cromatografia de permeagdo em gel (GPC) foi realizada no Laboratério de
Biopolimeros (Biopol — DQ/UFPR) em equipamento Viscotek com tripla deteccdo (indice
de refracdo, espalhamento de luz a 90°, viscosimetro diferencial) conectado a coluna
Shodex SB-806M HQ (nimero de pratos tedricos > 12000, limite de exclusdo: 20000 g
mol~* padréo pululana) acoplado a um detector de UV. As analises foram realizadas sob
fluxo de 0,4 mL min™ com loop de 100 pl, a 40°C com solucéo de NaNO; 0,1 mol L™
como fase movel. As amostras foram preparadas nas concentracdes de 1 mg ml™ utilizando
a fase mével como solvente com 24 h de antecedéncia, sendo previamente filtradas em
filtro de éster de celulose com porosidade de 0,22 um imediatamente antes da injecdo no
equipamento.

Os cromatogramas foram deconvoluidos a partir dos dados brutos com o auxilio dos
programas Origin versdo 8.0 para delineamento da linha de base e Fityk versdo 0.8.9 para
gerar as curvas ajustadas usando o método Nelder-Mead simplex e modelo gaussiano.
Ap0s as curvas serem ajustadas, a massa molar ponderal média (M,,) e polidistribuicio

(PD) foram calculados segundo Equacfes 7-13:

Calibracdo do detector de Indice de refracio (RI) para determinacéo da concentrago:

n ZRIPadréo
FCrr = > . Padrio Equagéo 7
(dn/dc)loop ¥ C;
Conversdo dos dados gerados pelo detector de Rl (mV) em valores de concentracéo
(mg ml™):
C = NoR; )
' (dn/dc)loopFCg, Equagéo 8

Normalizacdo do detector de Espalhamento de luz a 90° (RALS) para determinacao
da massa molar absoluta:

Z RALs_PadTiO
L
(dn/dc)?M,, Padriomgssa

FCrars = Equagdo 9
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Converséo dos dados gerados pelo detector de RALS (mV) em valores de M, e M;, (g

mol™):
RALS;
Mw; = : Equacéo 10
massa(dn/dc)?FCryLs quag
_ YM,.C
M, = Z‘Z{ l Equacdo 11
_ C;
M, = —Z , Equacdo 12
Z Ci/Mwi
M,
PD = R Equagéo 13

3

As curvas de ajuste usadas nas amostras GNF e GNA obtiveram, respectivamente, 0s
valores de r’gr = 0,986999 e r’gya = 0,995415.

A calibracdo foi conferida utilizando um padrdo de dextrana com massa de 70675 g
mol™, o que gerou os resultados de #,, = 76500 g mol™, PD = 1,16 com recuperacéo de
93,4%.

4.2.3 ESTUDO DO CONTEUDO PROTEICO E DA FRAGAO ARABINOGALACTANA-PROTEINA
(AGP) NAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA

O conteddo de proteina foi analisado pelo método colorimétrico desenvolvido por
Lowry (1951) e modificado por Hartree (1972)>°. Este método que consiste na reacéo dos
nitrogénios peptidicos com o fon Cu®* em condicdes alcalinas, em presenca de tartarato
para evitar precipitacdo, forma um complexo de coordenacdo entre o cobre e 0 nitrogénio.
Este complexo reage subsequentemente reduzindo o reagente de Folin-Ciocalteu (acido
Fosfomolibdotlngstico), por meio dos grupos fenol (imidazol e indol em menor proporcao)
presentes na proteina, formando um complexo de cor azul, medido no comprimento de
onda 650 nm>>®.

A curva analitica do método foi realizada com solu¢do de albumina de soro bovino

(BSA) gerando relacéo linear com valor de r? = 0,999 (Figura 17).
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Figura 17 — Curva analitica do método de determinacdo de proteina usando solucdo aquosa de proteina de
soro bovino (BSA) como padrdo, com leitura em comprimento de onda de 650 nm

As amostras foram preparadas em &gua na concentracdo de 1 mg mL™ com 24 h de
antecedéncia para a quantifica¢do do contetdo proteico.

A quantificagdo da fracdo AGP foi determinada pelo método de difusdo radial
descrito por Gerrit-Jan van Holst em 1985°" com contribuicdo da Dra Fernanda F. Simas
Tosin e Juliana Maurer no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFPR.
Este método se baseia na precipitacdo da AGP pelo reagente f-glucosil Yariv. O reagente
de Yariv é dissolvido em gel de agarose e entdo espalhado em uma superficie para formar
uma placa homogénea. 4 ul das amostras sdo depositadas em pogos feitos nesta placa e a
placa com os reagentes foi deixada em repouso por 18 h. O diametro dos halos formados,
que corresponde a precipitacdo do AGP pelo reagente de Yariv, € medido em milimetros
com o auxilio de um paquimetro (Figura 18). O quadrado do diametro dos halos formados
apresenta relacdo linear com a concentracdo de AGP nos limites de 0,25 pg a 3,0 pg de

AGP com erro de 7%°".
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Figura 18 — Esquema de medida dos halos de difusdo para quantificacdo da fracdo AGP pela metodologia de
difusdo radial

Foi utilizada goma ardbica comercial como padrdo de AGP e as amostras foram
preparadas em solugdo de NaCl 1% (m/v). A curva analitica do método obteve relagdo
linear com valor de r>= 0,999 (Figura 19).

w B (81 [o2} ~ [eo} ©
o o o o o o o
1 1 1 1 1 1 1
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20 1

[ERN
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1

0,5 1,0 15 2,0 2,5
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o
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Figura 19 — Curva analitica do método de determinacdo de AGP

As amostras foram preparadas em solucéo de NaCl 1% (m/v) nas concentracdes de 1,

0,6 e 0,3 mg mL™ com 24 h de antecedéncia para a quantificagdo da fracio AGP.
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4.2.4 ESTUDO DO CONTEUDO DE ACIDOS URONICOS NAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E
GOMA ARABICA

O conteudo de &cidos urénicos foi determinado segundo metodologia descrita por
Filisetti-Cozzi e Carpita (1991)*®. Neste método os &cidos urdnicos reagem com
m-hidroxidifenil em meio fortemente &cido formando complexos de coloracao rosa, tendo
a sensibilidade da reacdo aumentada pelo tetraborato. O sulfamato suprime a formacéo de
pigmentos marrons gerados por aclcares neutros, reduzindo a interferéncia destes
compostos na analise™.

A curva analitica do método foi realizada com solucéo de &cido galacturénico (25 a

100 pg mL™) gerando relacdo linear com valor de r>= 0,994 (Figura 20).
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Figura 20 — Curva analitica do método de determinacéo de acidos urdnicos usando solugdo aquosa de &cido
galacturdnico como padrdo, com leitura em comprimento de onda de 525 nm

As amostras foram preparadas em &gua ultrapura na concentragdo de 0,5 mg mL™
com 24 h de antecedéncia para a quantificacdo do contetdo de acidos urdnicos.

4.2.5 ESTUDO DA ATIVIDADE TENSOATIVA DAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA
ARABICA POR TENSIOMETRIA

As medidas de tens@o superficial e determinacdo da concentragdo de agregacéo

critica (CAC) e concentracdo micelar critica (CMC) foram realizadas pelo metodo da
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goticula pendente em tensidbmetro DataPhysics OCAL5 plus e programa SCA20. Este
método consiste na avaliacdo do perfil de uma goticula em equilibrio com a forca da
gravidade. A equacdo de Laplace-Young (Equacdo 14) foi utilizada para determinagédo da

tensdo interfacial. No momento da medida ambos os raios de curvatura encontram-se em

equilibrio.
_ 1 1
AP =vy <H + E) Equacéo 14

Para as medidas experimentais foi utilizado uma seringa Hamilton de 500 pL de
volume com agulha de 38,1 mm de comprimento e diametros interno e externo de 1,65 mm
e 0,91 mm, respectivamente. As amostras foram preparadas em agua ultrapura em
concentracdes variando de 1 a 150 mg mL™ com 24 h de antecedéncia. Os resultados s&o

médias aritméticas de 10 medidas.

4.2.6 DETERMINAGAO DO PKA DAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA POR
TITULACAO POTENCIOMETRICA

Os valores de pK, dos polissacarideos foram calculados experimentalmente por
titulacdo potenciométrica realizadas por José Guilherme Lopes Ferreira no Grupo de
Catalise e Cinética coordenada pela professora Elisa S. Orth. As titulacdes foram
realizadas em uma célula de vidro, de parede dupla, com capacidade de 150 mililitros. Esse
sistema foi mantido fechado, com a temperatura controlada por um banho termostatizado a
25°C, sob agitacdo magnética. A solucdo alcalina utilizada foi adicionada a célula de vidro,
com pequenos incrementos de 0,1008 mol de KOH livre de CO,, com o auxilio de uma
micropipeta e o pH medido apo6s cada adi¢do. Todas as precaucGes foram tomadas para
eliminar carbonato e CO, durante a titulagdo. O tratamento dos resultados experimentais
foi feito com o software BEST7 que permite determinar as constantes de dissociagédo (pKa)

para cada amostra, usando o valor de -13,78 para a constante de dissociacdo da agua
(pKW)6O-

4.2.7 PREPARO DAS EMULSOES

Inicialmente foram preparadas solugcdes dos polissacarideos em estudo pesando
34,5 mg mL™ de GAC, GNF ou GNA em um tubo de ensaio de 15 mL de capacidade,
adicionando-se &gua ou solu¢do salina (0,9% m/m) e mantendo agitacdo magnética

constante, a temperatura ambiente, por 24 h. O o6leo de soja foi adicionado a solucédo, na
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proporcdo 9:1, resultando em composi¢do final de 10% de 6leo, 3% de polissacarideo e
87% de agua e em seguida homogeneizada utilizando-se um homogeneizador Marca Ultra

Stirrer, modelo Ultra 80, com velocidade de 13000 rpm por 2 minutos.

4.2.8 DETERMINAGAO DO POTENCIAL ZETA DAS EMULSOES O/A ESTABILIZADAS PELAS
AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA

As medidas de potencial zeta foram realizadas em equipamento Zetasizer nano series
ZS90 (Malvern Instruments), em colaboracdo com o Dr. Mateus Borba Cardoso do
Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) e Dr. Paulo Vitor Farago da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

As emulsdes foram preparadas pela mistura de GAC, GNF ou GNA na concentracdo
de 34,5 mg mL™ em &gua ultrapura (preparada com 24 h de antecedéncia) com 6leo de soja
na proporcao 9:1, resultando em composicao final de 10% de 6leo, 3% de polissacarideo e
87% de agua e homogeneizada por injecdo durante 5 minutos e diluida 250 vezes no
momento da anélise.

Para as medidas realizadas em funcdo da concentragéo salina, concentracOes variadas
de NaCl foram adicionadas na fase de diluicéo.

Para as medidas de potencial zeta em funcdo do pH, as diluicbes das emulsdes

preparadas tiveram o pH corrigido por adic&o de solucées de NaOH ou HCI 0,01 mol L™.

4.2.9 ACOMPANHAMENTO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES O/A ESTABILIZADAS PELAS
AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA POR ANALISE DO PERFIL DE FASES

As emulsdes preparadas de acordo com o item 4.2.7 foram deixadas em repouso a
temperatura ambiente e o perfil de fases foi acompanhado nos tempos 1, 2, 8, 16 e 22 dias
a 25°C por avaliacdo macroscopica conforme esquema ilustrado na Figura 21. As medidas

foram realizadas com o auxilio do programa ImageJ® 2

versdo 1.45s e percentuais de
espuma (Esp%), emulsédo (Emu%) e fase aquosa (Aqu%) foram calculados pela Equagéo

15, Equacéo 16 e Equacdo 17 respectivamente.
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hespuma
Esp% = ———100 Equacdo 15
total
o/ — hemulséo
total
Aqu% = haquoso 100 B
qu% = o Equagdo 17
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I"'total Ihemulséo
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Figura 21 — Esquema de determinacdo das fases da emulséo

Esp%, Emu% e Aqu% sdo medidas visuais, que avaliam o grau de separacédo de fases
de uma emulsdo em funcdo do tempo, onde Aqu% mede o volume da fase dispersa
separada, ou seja, quanto maior for este valor, menor a estabilidade do sistema. A medida
Emu% mede o volume da fase emulsionada, ou seja, quanto menor for a variacdo deste
valor ao longo do tempo, melhor serd a estabilidade do sistema. Esp% pode ser
correlacionado diretamente com o potencial estabilizador, pois esta fase é composta pela
mistura de ar (hidrofobico) e agua (mistura gas/liquido), apresentando comportamento
semelhante as emulsdes (mistura liquido/liquido).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO DOS POLISSACARIDEOS

5.1.1 CARACTERIZAGAO DA MASSA MOLAR PONDERAL MEDIA (M,,) E POLIDISTRIBUIGAO
(PD) DOS POLISSACARIDEOS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA

Todas as amostras eluiram aproximadamente no mesmo intervalo, porém, com perfis
distintos. Tipicamente a goma arabica apresenta componentes de alta e baixa massa molar,
conforme relatado na literatura®“®. Segundo a composicéo tipica da goma arabica, a fracéo
AGP representa ~10% da goma, sendo relatada como um complexo de polissacarideos e
polipeptideos de elevada massa molar, associados covalentemente em uma conformagao
especifica®®. Desta forma a fracdo AGP deve eluir em volumes menores e espera-se ser
identificado um intenso sinal no detector de UV gonm. O principal componente da goma € a
fracdo AG, que corresponde cerca de 90% e possui ~1% de proteina, sendo esperado que
elua em volumes intermediarios, com menos intenso. Por fim, a Gltima fracdo, GP, que
corresponde a aproximadamente 1% da goma total, € composta por complexos de baixa
massa molecular, com concentracdes por volta de 50% de proteina, que deve eluir em
volumes mais altos com intenso sinal de UV,gonm. As curvas de GPC obtidos pelo detector
de indice de refracdo foram deconvoluidos devido a complexidade apresentada. Os picos
estdo representados na Figura 22 e os resultados resumidos na Tabela 3. Para GAC, dois
picos bem definidos foram gerados pelo detector de indice de refracdo. O pico 1, o0 que
corresponde a 93,9% da concentracdo molecular total, eluiu em 8,5 ml acompanhado por
deteccdo UV, sugerindo a presenca de AGP nesta amostra. O pico 2, 0 que corresponde a
contribuicdo molecular total menor (6,1%) eluiu em maiores volumes (centrado em 11,7
ml) e ndo tem qualquer deteccdo UV significativa, indicando a presenca de hidratos de
carbono de baixa massa molecular. GNF apresentou cinco picos. O pico 1 é associado a
um sinal de UV intenso e alta M,, (6x10° g mol™) atribuida & presenca de AGP (23,7% do
total). Os picos de 2, 3 e 4 podem ser atribuidos ao componente principal AG (~70% do
total), associado a um sinal de UV de baixa intensidade. O pico 5, que ndo gerou sinal no
UV, corresponde a 8% da concentragdo molecular total e pode ser atribuido a fracdo AG de
baixa massa molecular. Para GNA, trés picos foram observados ap6s a deconvolugdo de
sinais. O pico 1, que eluiu a cerca de 8 mL, mostrou um intenso sinal de UV, indicando a

presenca de AGP de elevada massa molecular (9,2% do total). O pico 2, (~9 mL), mostrou
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uma resposta UV menos intensa e comp0de 25% da concentragdo molecular total. O pico 3,
que representa a maior contribuicdo para a concentracdo molecular total (~66%), gerou
uma deteccdo UV intensa, sugerindo a presenca de GPs ou AGPs de baixa massa
molecular nesta fracdo. Analisando os resultados de GPC, GNF é mais rica em AGP, GNA
em GP ou AGP de baixa massa molecular e GAC contém a menor concentracdo de
proteinas, concordando com a determinagdo do teor de proteina total (Figura 23 — A).

Indice de refracdo (mV)

-

12 13 14

9 10 11
Volume de retengdo (mL)

Figura 22 — Perfil cromatografico da analise de GPC. Linhas pretas representam sinal de indice de refracéo;
linhas azuis representam sinal de indice de refragdo deconvoluido; linhas vermelhas representam sinal do
detector de UV — sinal captado no comprimento de onda de 280 nm. A) Amostra GAC. B) Amostra GNF. C)
Amostra GNA
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Tabela 3 — Dados de GPC deconvoluidos das amostras GAC, GNF, e GNA

Amostra  Pico Area  Centro (mL) M,, (10°g mol™) PD  Contribuicéo

1 8,3 08,9 644 1,17 93,9%
GAC 2 0,5 11,7 307 1,29 06,1%
1 2,1 07,7 6445 1,28 23,7%
2 0,9 08,5 4148 1,44 10,0%
GNF 3 3,3 09,3 730 1,66 36,1%
4 1,9 10,2 750 1,48 21,9%
5 0,7 11,4 370 1,21 08,2%
1 0,9 07,8 3404 1,06 09,2%
GNA 2 2,5 08,7 590 2,47 25,0%
3 6,5 11,4 7 1,74 65,8%

Segundo os dados da Tabela 3, as amostras podem ser separadas em funcdo do
tamanho das cadeias moleculares, sendo que GNF possui moléculas maiores, com maior
polidistribuicdo de tamanhos, seguida por GAC, com cadeias de tamanho intermediario e
GNA com grande concentracdo de cadeias pequenas.

O sinal do detector de UV,gonm revela a presenca de proteina. Para GAC este sinal
estd presente em toda a extensdo do cromatograma, indicando que as cadeias proteicas
estdo distribuidas em todas as fracdes da amostra. Ja para GNF este sinal é mais acentuado
na regido |, permanece com menor intensidade na Il e ausente na 11, o que significa que a
maioria das cadeias proteicas possuem elevadas massas molares. A amostra GNA também
apresentou sinal de UV em todos os picos cromatogréaficos, indicando que as cadeias
proteicas estdo distribuidas entre as moléculas de altas e baixas massas molares, sendo que
estas possuem concentracbes maiores na regido de cadeias de baixa massa molar do que

observado para a amostra GAC.

5.1.2 ESTUDO DO CONTEUDO DE ACIDOS URONICOS, PROTEINA E FRACAO
ARABINOGALACTANA-PROTEINA (AGP) NAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA
ARABICA

O ensaio de determinacdo do teor proteico (Figura 23 — A), a amostra GAC
apresentou menor concentracdo de proteina (3,6% + 0,1) do que as amostras de acacia
negra, que apresentaram 9,7% + 0,1 e 6,9% + 0,2 para GNF e GNA respectivamente.

A quantificacdo do teor de &cidos urbnicos (Figura 23 — B) mostrou que GAC
(27,0% £ 1,0) possui quase o dobro de acidos quando comparada com as amostras de
acacia negra (GNF 15,1% + 0,9 e GNA 14,5% + 0,1). Os grupos acidos presentes nas
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gomas podem sofrer ionizagdo dependendo das condi¢cbes do meio, dando a estes
polissacarideos a caracteristica de polieletrolito. Quando ionizados aumentam a
estabilidade de sistemas emulsionados por produzirem um efeito de repulséo eletrostatica,

evitando a aproximacdo das interfaces estabilizadas.
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Figura 23 — A) Resultados da determinagdo do contelido proteico. B) Resultados da determinacdo do teor de
acidos urdnicos

O resultado do ensaio de determinacdo de AGP necessita de uma atencdo especial na
comparacao da quantificacdo entre as amostras. A metodologia usada é baseada na difusdo
do complexo arabinogalactana-proteina no gel de agarose contendo o reagente S-glucosil
Yariv, 0 que a torna susceptivel a interferéncia no resultado quantitativo devido a diferenga
na mobilidade dos complexos no meio, e ndo somente da diferenga de concentragdo. Como
a analise de GPC revelou que as trés amostras apresentam valores de M,, diferentes, bem
como a distribuicdo das moléculas proteicas entre as fragdes de baixa e alta massa molar, a
velocidade de difusdo varia para cada amostra, interferindo na qualidade da quantificacéo.

Todas as amostras obtiveram resultado positivo, confirmando a presenca de AGP.
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5.1.3 ESTUDO DA ATIVIDADE TENSOATIVA DAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA
ARABICA POR TENSIOMETRIA

Os resultados das medidas de tensdo superficial, representados na Figura 24,
revelaram a maior atividade tensoativa dos polissacarideos extraidos da acacia negra. As
amostras GAC e GNF obtiveram valores de concentracdo de agregacdo critica (CAC)
muito préximos (12,9 e 13,5 mg mL™ respectivamente) enquanto que GNA necessitou de
apenas 10,5 mg mL™. A amostra comercial atinge a concentracdo micelar critica (CMC)
por volta de 68 mg mL™?, enquanto que a determinacdo da CMC para as amostras de
acécia-negra nao foi determinada, pois GNF ndo atingiu um platdé na reducdo da tensdo
interfacial mesmo ap6s concentracdes superiores a 130 mg mL™ e GNA, a partir de 100 mg
mL™ apresentou solubilizacdo incompleta, interferindo no ensaio. Porém, quando
comparamos a desempenho das amostras na concentracdo equivalente a CMC da amostra
GAC a reducgdo da tensdo interfacial obtida por GNF e GNA é muito maior, sendo que
GAC reduz a tensdo para 63 mN m™ enquanto que GNF reduz para 56 mN m™ e GNA para

47 mN m™ (extrapolacio pela equacéo de Boltzmann).
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Figura 24 — Medidas de tensdo interfacial dos polissacarideos em agua pelo método da goticula pendente. As

linhas solidas correspondem as curvas ajustadas pela equagdo de Boltzmann. Setas sélidas correspondem aos
valores de CAC e seta tracejada ao valor de CMC

Esta grande diferenca obtida na atividade tensoativa pode ser atribuida a maior

guantidade de proteina presente nos polissacarideos extraidos da acacia-negra, podendo
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estas constituir o complexo AGP. Segundo PHILLIPS e WILLIAMS* foi confirmada a
presenca de AGP em todos os picos, tanto de elevada massa molar (> 1x10° g mol™)
quanto em baixa massa molar (~2x10° g mol™) para gomas das espécies A. senegal e A.
seyal, e ainda revelam composicdes diferentes entre os aminoacidos presentes nas regides
de diferentes massas (hidroxiprolina e serina, aminoacidos predominantes mas regides de
maior massa molar enquanto que para a regido de menor massa molar a predominancia é
de acido aspartico, serina, leucina e glicina. Considerando as diferentes composi¢oes, as
cadeias proteicas com maior teor de leucina e glicina sdo mais apolares, o que favorece a
interacdo com a interface 6leo/dgua, o que pode favorecer o efeito tensoativo dos
complexos AGP de menor massa molar. O tamanho do complexo AGP também influencia
em relacdo a mobilidade, pois quanto menor for o tamanho do complexo, maior serd a
capacidade de difundir em velocidades mais elevadas para a interface (Figura 25), local
onde os grupos de aminoacidos podem promover uma rapida adsor¢do, reduzindo a tenséo

interfacial® 40 43 4459,

Moléculas menores

22ejiau|

Figura 25 — Esquema da influéncia do tamanho das particulas na velocidade de difusdo para interfaces

5.1.4 DETERMINACAO DO PKA DAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA POR
TITULACAO POTENCIOMETRICA

Na analise de determinacdo do pKj, por titulacdo potenciométrica (Figura 26) foram
obtidos dois valores de pK, caracteristicos. O pKj; refere-se aos acidos urénicos, sendo
consistente com dados reportados na literatura®®, e o pKa, refere-se aos grupos de

61, 62

aminoéacidos catidnicos presente nas proteinas (Tabela 4). As amostras consumiram

quantidades diferentes de KOH para atingirem o ponto de equivaléncia.
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Volume KOH (mL)

pH

Figura 26 — Curvas de titulagdo potenciométrica de GAC, GNA e GNF (25 mg mL™ & 25°C) com KOH 0,1
mol L. As linhas sélidas correspondem as curvas de ajuste obtidas pelo programa BEST7

Valores de pK, menores indicam maior for¢a &cida, ou seja, possuem maior
capacidade de estabilizacdo das cargas negativas formadas. As moléculas de proteina
contribuem para a estabilizacdo das cargas negativas locais através da interagdo com os
grupos cationicos (-NH3"). Seguindo este ponto de vista espera-se que a ordem crescente
de acidez das amostras seja GAC < GNA < GNF, devido a maior capacidade de
estabilizacdo das cargas (Figura 23 — A). Realmente GAC apresenta o maior valor de pKa,
porém GNA é mais &cida do que GNF. Esta inversdo pode ser explicada pelo efeito do
tamanho das cadeias, uma vez que, para que a estabilizacdo ocorra faz-se necessario que 0s
grupos de aminoacidos catibnicos estejam disponiveis para interagir com as cargas
negativas formadas. A disponibilidade destes grupos pode ser reduzida em funcdo do
tamanho das cadeias polipeptidicas por causa do dobramento da molécula, que diminui a
disponibilidade destes grupos. No caso de moléculas menores o dobramento é mais
simples e limitado, o que torna 0s grupos mais acessiveis para a estabilizacdo das cargas.
Outro fator que influencia é a composi¢do dos aminoacidos. Desta forma GNA apresenta a

maior capacidade de estabilizacdo de cargas e, consequentemente, 0 menor valor de pKa.
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Tabela 4 — Valores de pK, e ponto de equivaléncia (P.E.) determinado para as amostras GAC, GNF e GNA
(25 mg mL™ a 25°C)

Polissacarideo PKa1 PKaz P.E. mmol

GAC(25mgmLY) 361+001 646+001  0,7467
GNF(25mgmL™Y) 3,37+003 6,88+003  0,5972
GNA(25mgmL?) 271+004 686+004 13705

A ordem de consumo de base necessaria para atingir o ponto de equivaléncia entre as
amostras tituladas foi GNA > GAC > GNF (Tabela 4). O consumo de base também esta
relacionado com a presenca de proteina, pois estas possuem a propriedade de tamponar o
meio e também esta relacionada com a disponibilidade dos grupos amina e carboxilico.
Logo GNA necessita de mais volume de KOH por ter a maior concentra¢do de moléculas
proteicas menores. A amostra GAC, apesar de possuir menor contetdo proteico, é a
segunda a consumir mais base, pois as moléculas proteicas se distribuem entre moléculas
de alta e baixa massa molecular. Por outro lado, a fragdo GNF consome a menor
quantidade de base mesmo contendo a maior concentracdo de proteina, o que se deve a
grande concentracdo destas em moléculas de elevadas massas molares (sinal UV2gp nm Na
Figura 22 — pagina 45).

Os valores de pK,, foram similares entre as amostras GNF e GNA, o que pode ser

relacionado & similaridade na natureza das proteinas.

5.2 CARACTERIZAGCAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS EMULSOES O/A
ESTABILIZADAS PELAS AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA

5.2.1 DETERMINACAO DO POTENCIAL ZETA DAS EMULSOES

O potencial zeta das emuls@es estabilizadas com os polissacarideos foi acompanhado

durante o periodo de 12 h e os resultados estdo resumidos na Tabela 5 e Figura 27.

Tabela 5 — Determinacdo do potencial zeta das emulsdes estabilizadas com GAC, GNF e GNA em &gua nos
temposOe 12 h

Potencial zeta (mV)

Amostra
0 h* 12 h
GAC -39,4 +0,7 -37,6 +1,02
GNF -26,5 +0,58 -25,4 +0,64
GNA -48,7 +1,42 -45,2 +0,74

* Imediatamente apos 0 preparo
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Figura 27 — Variacéo do potencial zeta das emulsdes no periodo de 12 h das amostras GAC, GNF e GNA em
agua

A variacdo do potencial zeta também foi determinada frente & adicdo de eletrolito
(NaCl) no meio (Figura 28). Os sistemas emulsionados com GAC apresentaram valores de
potencial zeta variando de -40 mV, quando em auséncia de eletrolitos, a -12,3 mV quando
em solucdo contendo 154 mmol de NaCl. As emulsdes estabilizadas por GNF
apresentaram valores de potencial zeta de -27 mV em 4gua e -7 mV quando em presenca
de 154 mmol de NaCl. As emulsdes contendo GNA mostraram valores de potencial zeta de
-45 mV quando em auséncia de eletrolitos e -9,67 mV frente a concentracdo de 154 mmol
de NaCl.

A teoria DLVO'™% 2 (Derjaguin e Landau, Verwey e Overbeek) explica
quantitativamente a estabilizacdo de sistemas coloidais a partir do equilibrio entre as forcgas
atrativas e repulsivas, apesar de desconsiderar a influéncia de outras interagdes como o
efeito estérico de polimeros. Esta abordagem nos permite ter um entendimento mais claro

sobre a relagédo do potencial zeta e a estabilizacdo de emulsdes.
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Figura 28 — Potencial zeta das emulsfes em funcdo da concentracdo de NaCl. As linhas sdlidas correspondem

as curvas de ajuste. Setas tracejadas indicam o limite de estabilizacdo eletrostatica contra floculagdo
irreversivel

Segundo essa teoria, as forcas atrativas e repulsivas se comportam de maneira
diferente frente a variacdo da distancia entre duas superficies, o que gera um potencial
resultante dependente da proximidade das particulas e intensidade das forgas. Como
consequéncia desta complexa relacdo, o potencial resultante pode apresentar trés regioes

distintas'®?t %

conforme ilustrado na Figura 29.

e 1° minimo: esta relacionado a floculacdo irreversivel, onde existe o contato
entre as interfaces. Em sistemas emulsionados levara a ocorréncia de
coalescéncia e, consequentemente a quebra da emuls&o.

e Maximo: € a regido na qual a repulsdo eletrostatica apresenta maior
contribuicéo para a estabilidade do sistema.

e 2° minimo: se situa na regido onde a repulsao eletrostatica ndo consegue atuar
devido a distancia existente entre as superficies. Esta relacionado a floculacéo

reversivel.
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Repulsao eletrostatica

Repulsao

For¢a Resultante
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Figura 29 — Esquema das forcas atuantes na teoria DLVO. A curva em vermelho representa o potencial de
repulsdo gerado pela dupla camada elétrica. A curva em azul representa o potencial atrativo gerado por forgas
de van der Waals. A soma das duas curvas (repulsdo e atragdo) da origem a curva do potencial resultante

(preto)

Quanto maior a intensidade do potencial maximo, maior serd o efeito repulsivo
exercido sobre a particula atuando como uma barreira impedindo que o primeiro minimo
seja atingido, ou seja, impede a ocorréncia da floculacéo irreversivel. Para que esta barreira
seja efetiva na prevencdo da floculacdo irreversivel, o potencial maximo deve ser > 1,5kT,
que em termos de potencial zeta deve ser > [37,5| mV a 25°C**% %,

As emulsbes preparadas com GNF ndo apresentaram valores de potencial zeta
necessarios para evitarem a floculacdo irreversivel mediante a atuacdo da repulsdo
eletrostatica tanto em presenca quanto em auséncia de NaCl. Ja as preparadas com GAC e
GNA foram capazes de desenvolver potenciais negativos suficientes para estabilizar os
sistemas emulsionados por repulsdo eletrostatica.

O potencial zeta das emulsdes estabilizadas por GAC € inibido a ponto de néo
exercer estabilidade via repulsao eletrostatica a partir de 12,4 mmol de NaCl, enquanto que
as emulsdes contendo GNA necessita de apenas 9,3 mmol, indicando que a estabilizagdo

via repulsdo eletrostatica € muito sensivel a presenca de eletrélitos para as amostras.
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Figura 30 — Medida do potencial zeta das emulsdes O/A estabilizadas com GAC, GNF ou GNA em fun¢éo
do pH do meio. Linhas so6lidas correspondem as curvas ajustadas pela equacdo de Boltzmann. Setas
tracejadas indicam o pH limite para ocorréncia da estabilizacdo eletrostatica contra floculacéo irreversivel

Quando avaliadas em funcdo do pH do meio (Figura 30), as amostras estabilizadas
com GAC apresentaram valor de potencial suficiente para evitar a floculacdo irreversivel
em pH igual ou superior a 4,0. As amostras contendo GNF n&o atingiram o potencial
necessario em nenhum valor de pH testado enquanto que as emulsGes preparadas com
GNA foram capazes de exercer repulsdo eletrostatica suficiente para promover estabilidade
em valores de pH superiores a 4,2. Esta dependéncia do pH esta relacionada com a origem
das cargas formadas, que provém da desprotonagdo dos grupos carboxilicos dos acidos
urbnicos. A intensidade da carga formada estd diretamente ligada ao valor de pK, dos
polissacarideos, que, conforme ja discutido, estd relacionado a maior capacidade de
estabilizar as cargas formadas. Quanto menor o valor do pK,; mais negativo o potencial zeta
desenvolvido e, consequentemente maior o poder de estabilizacdo via repulsdo
eletrostatica. Desta forma, era de se esperar que GNF apresentasse valor de { mais
negativo que GAC por ter o pKa menor. Porém, isto ndo ocorre, provavelmente por
mudangas conformacionais na estrutura de GNF que impedem a exposic¢do das cargas na

superficie da goticula.



56

5.2.2 ACOMPANHAMENTO DA ESTABILIDADE DAS EMULSOES O/A ESTABILIZADAS PELAS
AMOSTRAS DE ACACIA-NEGRA E GOMA ARABICA POR ANALISE DO PERFIL DE FASES

Ao acompanhar a aparéncia macroscopica das emulsdes ao longo do tempo é
possivel visualizar o perfil de fases. As Figuras 32 e 33 ilustram o perfil de fases no
periodo de 21 dias na auséncia e presenca de NaCl. Pode-se observar a formacéo de trés
fases distintas. A primeira situa-se no topo das amostras, compondo a fase espuma (Esp%).
Esta fase pode ser relacionada com o potencial de estabilizar emulsfes, uma vez que so se
forma quando ocorre a mistura de ar e agua, sendo o ar de carater hidrofobico. Quando
pouco estavel, a espuma tende a se desfazer facilmente impulsionada pela grande diferenca
de densidade entre as fases dispersa e continua. A segunda fase observada € a emulsdo
propriamente dita (Emu%). A estabilidade desta fase representa diretamente a estabilidade
do sistema. A terceira fase é a fase rica em solvente (Aqu%). A separacdo desta fase
implica no aumento da concentracdo das fases anteriores, que se separam devido a

diferenca de densidade e a prdpria desestabilizacdo do sistema.

8 dias

16 dias

22 dias

Figura 31 — Imagem do acompanhamento da separacdo de fases das emuls6es em funcdo do tempo ao longo
de 22 dias em repouso a temperatura ambiente

As emulsdes preparadas sem a adi¢do eletrolitos (Figura 32 — A) e estabilizadas com
GAC ou GNF apresentaram a formacéo das trés fases apos 24 h de repouso, sendo que a
espuma formada variou muito pouco ao longo dos 22 dias, representando
aproximadamente 20% do volume do sistema. Ja as amostras contendo GNA s0
apresentaram formacéo da fase Esp% no segundo dia, ocupando 49% do volume total, que
se reduz ao longo do tempo, estabilizando em 40% ap6s o 16° dia. Este comportamento
diferente pode ser relacionado & maior capacidade de estabilizacdo de GNA em relacgdo as

outras amostras.
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Figura 32 — Separacdo de fases das emulsbes em funcao do tempo. % Aqu% muv% el ] Esp% A) Emulsdes preparadas em &gua. B) Emulsdes preparadas em NaCl
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Em relacdo a fase Emu%, a emulséo estabilizada com GAC obteve a maior redugdo
de volume ao longo dos 22 dias, acompanhado pelo aumento da fase Aqu%, indicando pior
estabilizacdo do sistema. A emulsdo preparada com GNF apresentou menor velocidade na
reducdo de volume da fase Emu%, que também foi acompanhado pelo aumento da fase
Aqu%, o que revela a melhor capacidade de estabilizacdo de emulsdes desta amostra em
relagdo a GAC. Para GNA a fase Emu% estabilizou em 51% apds o 2° dia, permanecendo
estavel durante o periodo observado. A fase Aqu% surgiu apés 7 dias e foi acompanhada
por aparecimento de precipitado. Este comportamento observado para GNA mostra a
superioridade deste polissacarideo na estabilizacdo de emulsdes. A presenca de precipitado
contribui para a hipotese de exercer efeito na reducdo da diferenca de densidade entre as
fases, atuando em sentido oposto a cremeacao.

As emulsGes preparadas com NaCl na concentracdo de 0,9% (m/m) estdo
representadas na Figura 32 — B, onde observa-se que GNA apresentou o melhor
desempenho em estabilizar as amostras. A espuma formada permaneceu ocupando
aproximadamente 22% do volume total, mantendo-se estavel ao longo do tempo. Para a
fase Emu% e Aqu%, as emulsdes contendo GAC apresentaram o maior ritmo de separagédo
ao longo dos 21 dias, sendo que no 21° dia, Emu% ocupou 40% e Aqu% 38% do volume
total da amostra. Para as amostras preparadas com GNF, no 21° dia Emu% representou
45% e Agqu% 32%, sendo melhor que GAC na estabilizacdo de emulsbes. As emulsdes
preparadas com GNA na presenca de eletrolito ndo separaram fase durante o periodo
avaliado, sendo compostas integralmente por fase emulsionada. Ap6s os 22 dias de
repouso, visualmente a emulsdo formou uma estrutura semelhante a um gel. Os resultados
observados indicam a capacidade superior da amostra GNA na estabilizacdo de emulsdes
que, em presenca de NaCl, obteve o melhor resultado.

A associacdo das medidas de potencial zeta com a avaliacdo do perfil de separacédo
de fases, na presenca e auséncia de eletrolito, permite avaliar o tipo de mecanismo de
estabilizacéo exercido pelas amostras.

A amostra GAC atua por estabilizacdo eletroestérica, pois, quando em pH superior a
4,0 e auséncia de eletrolitos, consegue gerar potencial eletrostatico forte o suficiente para
inibir a floculacgéo irreversivel. Quando adicionado NaCl em concentracdo suficiente para
suprimir a repulséo eletrostatica, o efeito estérico permanece estabilizando o sistema. Ja a
fracdo GNF estabiliza unicamente via efeito estérico, uma vez que ndo gera potencial
elétrico suficiente, independentemente do valor de pH do meio, capaz de inibir a

floculagéo irreversivel. Ao adicionar sal ao meio observa-se uma reducdo da eficiéncia de
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estabilizacdo que pode ser relacionada a reducdo do volume hidrodindmico do filme
coloidal formado pela goma por efeito de dessolvatacdo das cadeias poliméricas,
promovido pelos ions, permitindo maior compactacdo dos polissacarideos (aumento da
interacdo polimero-polimero) e, consequentemente, permitindo aproximacao das goticulas.
O biopolimero GNA atua por varios mecanismos de estabilizagdo. Ele se organiza na
interface 6leo/adgua exercendo efeito estérico. Em solugdes com valores de pH superiores a
4,2 e auséncia de eletrdlitos, consegue fornecer valores de C superiores a 1,5kT, exercendo
estabilizacdo por repulsdo eletrostatica. Além disso, quando em presenca de eletrdlito,
forma uma estrutura semelhante a um gel, aumentando a viscosidade do meio, que reduz a
velocidade de separacdo de fases. O gel formado pode ser efeito das cadeias de baixa
massa promovendo ligacfes cruzadas entre as cadeias de polissacarideo de GNA. Quando
em &gua, a carga das cadeias impedem a aproximacdo e interacdo entre si, mas quando
expostas a ions no meio, a repulsdo eletrostatica é suprimida pelos contra ions permitindo a
aproximacdo das moléculas, dando origem a uma rede tridimensional, aprisionando a fase

dispersa em seu interior, aumentando a estabilidade do meio.
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6 CONCLUSAO

Os polissacarideos provenientes da goma de acécia negra mostraram maior eficiéncia
em estabilizar as emulsdes do que a goma ardbica comercial. O conteido proteico exerceu
papel de extrema importancia na propriedade estabilizante destes polissacarideos, sendo
influenciados por seu perfil de distribui¢do entre moléculas de alta massa e baixa massa. O
comportamento das emulsGes pode ser entendido a partir da analise das propriedades
quimicas e fisico-quimicas dos polissacarideos. Pela avaliacdo do potencial zeta das
emulsdes em funcdo da concentracdo salina, em conjunto com o perfil de fases, pode-se
concluir que GAC estabiliza as emulsdes pela combinacdo do efeito estérico e repulsdo
eletrostatica, enquanto que GNF atua por estabilizacdo estérica, pois ndo promove repulséo
eletrostatica significativamente forte para inibir a ocorréncia de agregacéo irreversivel. O
mecanismo de estabilizacdo mediado por GNA se d& por estabilizacdo eletrostatica e
estérica e, quando em presenca de eletrélito, forma uma estrutura semelhante a um gel,
aumentando a viscosidade do meio e, consequentemente, reduzindo a velocidade de
separacao de fases.

Estes resultados convergem para a afirmacdo do potencial de aplicacdo comercial,
como matéria prima nova, bem como substituinte da goma arabica comercial, da goma de
acacia-negra, contribuindo para a agregacdo de valor a cadeia de exploracdo de produtos e
subprodutos da Acacia mearnsii De Wild no Brasil.
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