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O extrato hidrossoluvel de soja, EHS é um produto de elevado valor
nutricional, com alto conteudo protéico. Entretanto, o conteudo de calcio € baixo,
sendo requerida sua adi¢ao, a fim de melhorar o valor nutricional do produto. O
enriquecimento do EHS com calcio tem sido uma tarefa dificil, pois os sais desse
mineral podem promover coagulacdo das proteinas da leguminosa,
desestabilizando a emulsdo. A analise da estabilidade da emulsdo €& uma
ferramenta de grande importdncia no desenvolvimento de novos produtos.
Primeiramente determinou-se a estabilidade das emulsdes de EHS de quatro
marcas comerciais, através da quantificacdo do tamanho das micelas. A série de

imagens obtidas em microscopia otica das emulsdes foi tratada e analisada



empregando-se operagdes morfoldgicas para remogao de ruidos e binarizagao
das imagens com posterior quantificagdo do numero de micelas e da area de cada
micela. A rotina computacional ja desenvolvida em Matlab (v.6.1) foi utilizada
nesta etapa de caracterizagdo do mecanismo de perda de estabilidade.Posterior a
isso, uma amostra de EHS organico, foi enriquecida com calcio e vitaminas C e D
segundo um planejamento experimental 2% . A andlise da perda da estabilidade
seguiu os mesmos critérios da analise preliminar, tendo sido feita também a
analise reoldgica dos EHS estudados. O enriquecimento do EHS mostrou ser um
processo viavel, uma vez que a perda na estabilidade foi pequena em relagédo ao
EHS nédo enriquecido, tendo sido o enriquecimento recomendado com 15% de

Calcio, 15% de vitamina C e 30% de vitamina D.
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Soy milk is a product of high nutritional value and high protein content.
However, the calcium content - important for the maintenance of bone mineral - is
low, and its addition is requested, in order to improve the nutritional value of the
product. The soy milk enriched with calcium has been a difficult task because the
mineral salts can promote clotting of proteins, destabilizing the emulsion. In
response to this difficulty examining the stability mechanism of the emulsion is a
tool of great importance in developing new products. The stability of EHS emulsion
of four trademarks was determined by quantifying the size distribution of the
micelles. The size analysis of the micelles was conducted by using the technique
of digital image processing. Series of images obtained by optical microscopy of the
emulsions were treated and analyzed by using morphological operations for
removal of noise and image binarization with subsequent quantification of the

micelles number and their area. The computational routine developed in Matlab



xii

(V.6.1) was used in this stage to characterie loss of stability. Subsequently, a

sample of organic EHS was enriched with calcium and vitamins C and D in a 2°

factorial desing. The analysis of stability loss followed the same criteria used in the
preliminary experiments and EHS rheological analysis was also made.

The enrichment of EHS proved to be a viable process, since stability loss

was small compared with EHS not enriched, and the ideal enrichment was 15% of

calcium, 15% of vitamin C and 30% of vitamin D.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Historicamente, o estado nutricional das populagdes que vivem em
paises desenvolvidos é afetado por habitos inadequados como o consumo
excessivo de gorduras, elevada ingestdo de acucares e diminuicao
consideravel do consumo de amido, fibras, vitaminas e sais minerais, que
podem ser causadores da elevada incidéncia de doengas cronico-
degenerativas nesses paises (DE ANGELIS, 2002).

Paralelamente a este fendbmeno, observa-se um acelerado
desenvolvimento de alimentos que apresentam, além de caracteristicas
nutricionais adequadas, componentes que exercem fungdes biolégicas com o
intuito de prevenir doengas e promover a saude: os alimentos com
propriedades funcionais (ROBERFROID, 1999).

Segundo o Institute of Medicine’s Food and Nutrition Board (IOM/FNB,
1994), entende-se por alimento funcional o produto alimenticio que fornece
beneficio especifico a saude, além dos tradicionais nutrientes nele contidos,
isto €&, alimentos que contém niveis significativos de componentes
biologicamente ativos, os quais promovem beneficio ao individuo, além de
simplesmente nutrir o organismo. Entre os alimentos funcionais mais estudados
destacam-se a soja, o tomate, o peixe, a linhaga, as cruciferas (brocolis, couve
de bruxelas, repolho), o alho e a cebola, as frutas citricas, o cha verde, a
uvalvinho tinto, a aveia, entre outros.

A soja e seus derivados tém sido utilizados ha séculos nos paises

orientais como alimento basico da dieta daquelas populacbes, além de



ingredientes para produtos industrializados no ocidente (DELIZA, 2002).
Pesquisas revelaram que a incidéncia e a mortalidade causadas pelo cancer de
mama em mulheres ocidentais tém sido consideravelmente mais elevadas que
na Asia, onde a soja tem importante papel na dieta (YAZICI, 2006). Estudos
epidemioldgicos demonstraram que, além do céncer de mama e doencgas
cardiovasculares, a osteoporose, o cancer de prostata e os sintomas da
menopausa sao raros nas sociedades asiaticas (NEVEN, 1998),
demonstrando, assim, que a soja tem papel preventivo e terapéutico na saude
do individuo.

Desse modo, a soja e seus derivados tém recebido atencdo dos
pesquisadores, principalmente devido a quantidade e a qualidade de sua
proteina, sendo considerada, dentre os vegetais, a melhor substituta de
produtos de origem animal. Além disso, a soja € importante fonte de outros
compostos, como fibras, oligossacarideos com potencial prebiético, como
rafinose e estaquiose, vitaminas e minerais.

O interesse e a busca do consumidor por alimentos mais saudaveis
propiciam um rapido crescimento do segmento da industria de alimentos que
visa contribuir para o alcance de uma dieta de melhor qualidade (KATZ, 2000).
Os individuos estdo mais preocupados com as consequéncias que o estilo de
vida e os habitos alimentares tém na sua saude e bem-estar. A escolha e o
consumo inadequados de alimentos e dietas restritas podem afetar o estado
nutricional do individuo em qualquer periodo de sua vida. Assim, oportunidades

existem para que a industria de alimentos desenvolva produtos que alcancem



0s requerimentos nutricionais de grupos populacionais especificos, tais como:
criangas, adolescentes, mulheres, esportistas, idosos, etc.

Atualmente, esse mercado de produtos ditos “naturais/saudaveis” é o
segmento da industria de alimentos que vem crescendo mais rapidamente,
sempre associado aos produtos que variam desde o modo de preparo rapido
ao pronto para consumo (ready-to-eat), comparado aqueles que requerem
maior tempo para sua preparagado. Devido a imagem negativa do uso de
remédios e incertezas associadas a eficiéncia dos suplementos, a procura por

alimentos funcionais tem se tornado bastante popular (RIAZ, 1999).



CAPITULO 2

2. JUSTIFICATIVA

Para muitas pessoas o extrato hidrossoluvel de soja (EHS) — “leite” de
soja — pode substituir o leite de vaca devido a intolerancia ao leite bovino.
Segundo o Instituto Nacional de Doencas Digestivas, Renais e Diabetes (EUA),
cerca de 75% da populagédo mundial é sensivel a lactose. A substituicdo do
leite de vaca pelo EHS seria nutricionalmente perfeita, quando se referisse
apenas a quantidade de proteina, porém ao considerarmos a quantidade dos
micronutrientes, como por exemplo o calcio (15mg/100mL), o “leite” de soja néo
se torna adequado substituto para o leite bovino, cujo conteudo de calcio é de
123mg/100mL de leite (HEANEY, 2000).

O consumo adequado de calcio durante a vida € um pré-requisito para a
saude dos ossos. O calcio é necessario para o desenvolvimento 6sseo durante
0 crescimento e para a manutencgao da integridade do esqueleto durante toda a
vida adulta. Um dos mais determinantes fatores do risco de osteoporose pos-
menopausa € a quantidade de massa esquelética adquirida durante a infancia
e adolescéncia. A deficiéncia de calcio pode acarretar, além da perda da
massa 0ssea, problemas como caibras e irritabilidade por ser um mineral
necessario na transmissao nervosa e na regulagao dos batimentos cardiacos
(KRAUSE, 1991).

Além disso, um parametro de suma importancia a ser analisado é a
biodisponibilidade de um mineral, que consiste na capacidade de estar
biologicamente disponivel para ser absorvido pelo organismo humano.

Diversos fatores afetam a biodisponibilidade do calcio tais como: constituintes



da dieta, fatores intestinais e tratamentos térmicos aplicados aos produtos ja
fortificados (BRINK, 1992, COZZOLINO,1997 e MOSQUIN, 1996). Um dos
critérios para fortificacdo de produtos alimenticios € que o mineral usado
resulte numa boa biodisponibilidade do elemento para o consumidor
(SLIGHTOWLER, 1996). Quanto maior a solubilidade de um sal de calcio,
maior a sua biodisponibilidade.

A solubilidade de sais orgénicos € muito maior do que a dos sais
inorganicos. O lactato de calcio € um sal organico soluvel e que nao precipita
com o calor (MOSQUIN, 1996). A biodisponibilidade do calcio nos vegetais
pode ser afetada pelo seu conteudo de fitatos e oxalatos, que sao inibidores na
absor¢gdo do calcio. Em geral, a absor¢do de calcio é inversamente
proporcional ao conteudo de acido oxalico nos alimentos (XU, 1994).

Para obter o maximo dos alimentos ricos em calcio é necessaria a
ingestao de vitamina D e C. Elas ajudam o organismo a absorver o célcio dos
alimentos, deposita-lo nos ossos e dentes.

A vitamina D ajuda na absor¢do de calcio e fésforo no intestino,
crescimento e reparagao dos 0ssos € € encontrada, por exemplo, no leite
integral, ovos, manteiga, peixes gordurosos, entre outros. Ja a vitamina C atua
no crescimento dsseo e do tecido conjutivo, cura das feridas, no funcionamento
dos vasos sanguineos, € um excelente antioxidante e € encontrada em frutas
citricas, tomates, batatas e verduras.

O enriquecimento do “leite” de soja com calcio tem sido uma tarefa
dificil, pois os sais desse mineral podem promover a coagulagédo das proteinas

da leguminosa, desestabilizando a emulsdo. Em resposta a esta dificuldade, a



analise da estabilidade da emulsédo é uma ferramenta de grande importancia no

desenvolvimento de novos produtos.



CAPITULO 3

3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade do “leite” de soja
adicionado de calcio e vitamina C e D, por meio de técnicas de processamento
digital de imagens e seu comportamento reolégico. Todo o estudo foi feito de

forma comparativa com uma amostra nao enriquecida de minerais e vitaminas.



CAPITULO 4

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A Soja

A soja chegou ao Ocidente no final do século XV e inicio do XVI. Porém,
nos quatro séculos seguintes permaneceu sem muita utilizagdo. Somente a
partir de 1900 a cultura expandiu-se e ocupou posicao de destaque,
considerando-se recente sua introducao na cultura Ocidental.

Nas ultimas décadas, houve forte propagacdo do cultivo de soja no
Brasil, que se tornou o segundo produtor mundial dessa leguminosa sendo
superado apenas pelos Estados Unidos da América (DUTRA DE OLIVEIRA et
al., 1996).

A soja é considerada um alimento de alto valor nutritivo e de grande
importancia na alimentacdo humana (Tabela 1), constituindo excelente fonte de
energia e proteina, além de razoavel fonte de vitaminas e minerais (DUTRA de
OLIVEIRA, 1981). E rica em magnésio, fésforo, ferro, cobre e zinco (MORAIS e
SILVA, 1996). Quando ainda verde, apresenta alto conteudo de niacina e de
acido ascoérbico. Quando madura, torna-se 6tima fonte das vitaminas E e K e

boa fonte de tiamina, riboflavina e acido félico (MORAIS e SILVA, 1996).



Tabela 1 Composi¢ao quimica média da soja em grao

Energia 417 Kcal
umidade 11
Protéina 38 g/100g
Lipidios 19
Carboidratos
Acgucares 23
Fibras 4 g/100g
Cinzas 5
Minerais
Ca 240
P 580
Fe 9,4
Na y mg/100g
K 1900
Mg 220
cZ;E 3928000 hg/100g
Vitaminas
A 12 ug/100g
E 1,8
B1 0,83
B2 0.3 mg/100g
Niacina 2,2
Fibra Alimentar*
Soluveis H20 1,8
N&o Soluveis H20 15,3 g/100g
Totais 171

* A fibra alimentar é constituida pelo teor das fibras propriamente ditas e pelo teor
dos carboidratos insoluveis
Fonte: KAWAGA, 1995

A proteina da soja apresenta bom perfil de aminoacidos, sendo
considerados limitantes apenas os sulfurados (FRANCO, 1996). Apesar da sua
composi¢cdo quase completa, a soja apresenta fatores que limitam sua
utilizagcdo. Proteinas inibidoras da tripsina aumentam a necessidade de

minerais (em parte devido a agcdo quelante do fitato) e vitaminas. Além disso,
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contém estaquinose e rafinose que sao oligossacarideos nao-metabolizados
pelo homem.

Diversos estudos tém sido realizados para identificar as potencialidades
dessa leguminosa, principalmente devido a quantidade e a qualidade de sua
proteina, sendo considerada, dentre os vegetais, o melhor substituto de
produtos de origem animal. Além disso, a soja € importante fonte de outros
compostos, como fibras, oligossacarideos com potencial prebiético como
rafinose e estaquiose, vitaminas e minerais (FUCHS et al., 2005). Em
particular, os componentes flavondides da soja tém sido os mais estudados por
apresentarem atividade diurética; reversdo da perda oOssea induzida por
deficiéncia hormonal; reducdo do risco de doencas cardiovasculares em
mulheres pds-menopausa; reducdo do LDL-colesterol plasmatico, com
incremento da HDL; possuem mecanismos envolvendo efeitos antioxidantes,
antiproliferativo, antimigratérios em células do musculo liso, efeitos protetores
na formacdo de trombose e manutencdo de reatividade vascular normal;
preventivo do cancer de célon e de mamas; efeitos hipocolesterolémicos e

efeitos hormonais ( DE ANGELIS, 2005).

4.2 Alimentos Funcionais

A possibilidade do uso de alimentos na reducao de risco de doengas
cronico-degenerativas tem sido assunto constante em eventos na area da
nutricdo e alimentagdo. Esta motivacdo tem sido justificada por: (i)
reconhecimento da relacdo saude-nutricdo-doenga, (ii) pesquisas clinicas e

levantamentos epidemioldgicos, (i) evolucdo de conceitos relativos as
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recomendagdes  nutricionais, (iv) fendbmenos  socioeconémicos e
epidemioldgicos e ainda (v) perspectivas industriais. Assim, alimento funcional
pode ser descrito como “alimento semelhante em aparéncia ao alimento
convencional, consumido como parte da dieta usual, capaz de produzir
comprovados efeitos metabdlicos ou fisiolégicos uteis na manutengdo de uma
boa saude fisica e mental, podendo auxiliar na redug¢ao dos riscos de doencas
cronico-degenerativas. Além das suas fungbes nutricionais “basicas”, o
ingrediente funcional” seria o composto responsavel pela agédo bioldgica

contida no alimento (LAJOLO, 2005).

4.3 Produtos Organicos e o Meio Ambiente.

Por definicdo do Codex Alimentarius (FAO,71999), “a Agricultura
Orgénica é um sistema de produgéo holistica, que promove e melhora a saude
do ecossistema agricola ao fomentar a biodiversidade, os ciclos biolégicos e a
atividade biologica do solo”. Privilegia o uso de boas praticas de gestdo da
exploragédo agricola, em lugar dos recursos de produgdo externos, tendo em
conta que os sistemas de producdo devem ser adaptados as condi¢coes
regionais. Isto € seguido, sempre que possivel, através do uso de métodos
culturais, biolégicos e mecéanicos em detrimento da utilizagdo de materiais
sintéticos.

Além da protecado a saude do consumidor e do produtor pelo ndo uso de
agrotoxicos e pesticidas, os alimentos organicos apresentam importante papel
na preservagdo do meio ambiente. A produg&o organica conserva a fertilidade
dos solos evitando a erosao causada pelo uso inadequado de praticas

agricolas convencionais; preserva as fontes de agua da contaminagdo por
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nitrogénio, presente nos agrotdxicos; protege a biodiversidade pelo incentivo de
culturas mistas e fortalecimento do ecossistema; e reduz o Aquecimento
Global, pois o solo tratado com substancias quimicas libera uma quantidade

enorme de gas carbdnico, gas metano e éxido nitroso.

4. 3.1 Mercado de produtos de soja e organicos

Em pesquisa realizada pela ACNielsen, em 2004, foram indicadas entre
as principais tendéncias que tem impulsionado o crescimento das categorias de
“‘Alimentos & Bebidas”, o enfoque continuo na saude e a necessidade de
praticidade. Dentre as categorias de alimentos e bebidas, as “Bebidas a Base
de Soja” apresentaram o mais rapido crescimento, atingindo uma taxa global
de 31% e evidenciando o crescente interesse por produtos de soja.

Quanto aos alimentos organicos, pesquisa recentemente divulgada
(WILLER e YUSSEFI, 2006) indica que ha cerca de 31 milhdes de hectares sob
cultivo organico no mundo, sendo o Brasil um dos principais produtores com a
62 maior area: 887,6 mil ha — em 2000 esta area era de apenas 100 mil ha. O
mercado mundial movimenta cerca de US$ 30 bilhdes/ano e no Brasil cerca de
US$ 250 milhdes/ano, com potencial de crescimento anual médio de 25 %

(SALOMAO, 2006).

4.4 Intolerancia a lactose
A intolerancia a lactose € uma afeccdo da mucosa intestinal que

incapacita de digestdo da lactose devido a deficiéncia de uma enzima

denominada lactase (B-D-galactosidase). Os carboidratos constituem a
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principal fonte caldrica para os seres humanos sendo responsaveis por cerca
de 50% do total de calorias ingeridas em uma dieta regular. A intolerancia a
esses elementos, considerados importantes no metabolismo, repercute em
alteracdes nutricionais decisivas, trazendo, como consequéncia, alteracdes no
desenvolvimento fisico dos individuos. As desordens funcionais gastrintestinais
podem ser definidas como uma combinagdo variavel de sintomas nao bem
explicados por anormalidades estruturais ou bioquimicas.

De acordo com Seva-Pereira (1981), a deficiéncia de lactase ocorre em
58 milhdes de brasileiros maiores de 15 anos. Em decorréncia disso, 37
milhdes de pessoas apresentariam intolerancia ao leite e estariam sujeitas a

sintomas desagradaveis ao tomar um copo de leite (PEREIRA FILHO, 2004).

4.4 Extrato Hidrossoluvel de Soja enriquecido com Calcio e Vitaminas

4.4.1 Extrato Hidrossoluvel de Soja — “Leite” de Soja

O extrato hidrossoluvel de soja (“leite” de soja), um dos produtos da soja
mais conhecidos, ainda €& pouco consumido no Brasil. Os principais fatores
limitantes ao consumo envolvem o sabor caracteristico e a adstringéncia, ja
que em termos de aparéncia e valor protéico compara-se ao leite de vaca
(MORAIS e SILVA, 1996).

Um quilo de soja fornece cerca de seis a nove litros de “leite” de soja,
restando aproximadamente 700 g de residuo com alto teor proteico. Sua
composi¢cao quimica varia em fungcdo da matéria-prima utilizada e do
processamento empregado. O “leite” de soja (Tabela 2) constitui boa fonte de

vitamina B, mas contém somente 29,3% de célcio em relagado ao leite de vaca.
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Apresenta proteina de alto valor nutricional, sendo deficiente apenas em
relacdo aos aminoacidos sulfurados (metionina e cistina) (DUTRA DE
OLIVEIRA et al., 1981).

Como o “leite” de soja ndo contém lactose e colesterol, é ideal para
portadores de intolerancia a lactose ou individuos com indicagao de ingestéao
de colesterol reduzida. Constitui boa fonte proteica, podendo ser utilizado na
prevencao e corregao da desnutricdo infantil (DUTRA DE OLIVEIRA, et al.,
1996). O produto industrializado pode ser encontrado no Brasil na forma
original (sem aromatizacdo), aromatizado com diferentes sabores e, ainda

adocado com sacarose ou edulcorantes, como a sucralose.
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Tabela 2- Composicao quimica do extrato hidrossoluvel de

soja e do leite de vaca integral ambos em pé

Composigao (por 100g)  Extrato de Soja Leite Bovino

Calorias (Kcal) 459 497
Carboidratos (g) 28,5 39,2
Proteinas (g) 35,7 25,4
Lipidios (g) 26,2 26,9

Ac. Graxos saturados (g) 3,3 16
Ac. Graxos monoinsaturados (g) 6,4 71
Ac. Graxos polinsaturados (g) 12,9 0,5
Fibra Alimentar (g) 7,3 NA
Colesterol (mg) NA 85
Calcio (mg) 359 890

Ferro (mg) 7 0,5
Fosforo (mg) 647 1242
Magnésio (mg) 216 77

Manganés (mg) 2,68 Tr
Sadio (mg) 8,3 323
Potassio (mg) 1607 1132
Cobre (mg) 1,19 0,11

Zinco (mg) 5,8 2,7
Retinol (mcg) NA 361
Tiamina (mg) Tr 0,24
Riboflavina (mg) 0,11 1,03

Piridoxina (mg) 0,35 Tr
Niacina (mg) 0,4* 0,7*

Vitamina C (mg) 9,2 6

Fonte: TACO - UNICAMP, 2006 NA - Nao Aplicavel Tr . Trago * Fonte: FRANCO, 2003

4.4.2 Calcio
O calcio € um mineral essencial para a formagao e a manutencao de

0ssos e dentes, mas essas n&do s&o as unicas partes do corpo que precisam
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dele. O coragao para bater, os musculos para contrairem e relaxarem, o
sangue para coagular e os nervos para transmitirem mensagens, também
necessitam dele.

O corpo nao pode fabricar seu préprio calcio, dai a necessidade de
ingerir uma quantidade diaria adequada deste mineral, em todas as etapas da

vida (Tabela 3).

Tabela 3 - Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de Calcio, VitaminaD e C

Nutriente Calcio (mg) Vitamina D (ug) Vitamina C (mg)
Lactente (0-6 meses) 300 5 25
Lactente (7-11 meses) 400 5 30
Criangas (1-3 anos) 500 5 30
Criangas (4-6 anos) 600 5 30
Criangas (7-10 anos) 700 5 35
Adulto 1000 5 45
Gestante 1200 5 55
Lactante 1000 5 70

Fonte: Resolugéo de Diretoria Colegiada - RDC n°. 269, de 22 de setembro de 2005

O leite e os produtos lacteos sdo os alimentos mais ricos em calcio na
dieta humana. Um copo de leite (240 mL) contém cerca de 295 mg de calcio,
enquanto o mesmo copo (240 mL) de suco de laranja contém apenas 28 mg do
mineral. Além de estar presente em grande quantidade no leite e seus

derivados, o calcio destes alimentos possui alta biodisponibilidade, ou seja, é
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mais facilmente absorvido pelo organismo. Na Tabela 3 sdo apresentados

alguns fatores que afetam esta biodisponibilidade.

Tabela 4 - Fatores que afetam a biodisponibilidade do calcio

Positivamente Negativamente
Vitamina D Proteinas (0,8-1g/Kg/dia)
Acido Citrico Saédio
Flora intestinal (pH acido) Fosforo
Potassio, magnésio, zinco, Acido fitico e acido oxalico
Manganés e cobre Vitamina A

Fonte: http://www.svb.org.br/depmeioambiente/pdfs/Leite.pdf

4.4.3 Vitaminas

A palavra vitamina é derivada da combinacao das palavras: vital amina.
As vitaminas sdo moléculas organicas que funcionam principalmente como
catalisadores para as reagdes dentro do corpo. Os catalisadores sao
substancias que permitem que uma reagcdo quimica ocorra usando menos
energia e menos tempo do que precisaria em condigdes normais. Se estiverem
em falta, como no caso de deficiéncia vitaminica, as fungdes normais do corpo
podem falhar, deixando a pessoa suscetivel a doencas.

As vitaminas sao exigidas pelo corpo em quantidades minimas
(centésimos de grama, em muitos casos). Obtemos as vitaminas de trés fontes:

. alimentos

o bebidas
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. NOSso proprio corpo - a vitamina K vem de uma bactéria do nosso
intestino e a D é produzida com a ajuda de radiagao ultravioleta sobre a pele
(GORDON, 2000).

As vitaminas podem ser lipossoluveis ou hidrossoluveis. As lipossoluveis
podem ser lembradas através do mneménico ADEK (para as vitaminas A, D, E
e K). Essas vitaminas sdo armazenadas com as reservas de gordura do corpo
e dentro do figado. As vitaminas hidrossoluveis incluem a vitamina C e as do
complexo B. Se ingeridas em excesso séo eliminadas pela urina, sendo ambas
armazenadas no figado.

E interessante observar que a maioria dos animais produz sua proépria
vitamina C. Os homens, os primatas (macacos, chimpanzés, etc.) e os
porquinhos-da-india perderam essa habilidade.

O estudo do enriquecimento de EHS com vitamina D e C faz-se
necessario afim, de assegurar que o calcio traga beneficio a saude,

aumentando sua biodisponibilidade.

4.4.3.1 Vitamina D

A vitamina D é uma denominacéo genérica para os diversos compostos
que possuem a propriedade de prevenir e curar o raquitismo — 0s mais
importantes sdo o calciferol (ergosterol ou vitamina D2) e o colecalciferol
(vitamina D3). Ela é importante no processo de absorg¢ao de célcio e fésforo no

intestino, mineralizacio, crescimento e reparo dos 0ssos.
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Nos seres humanos, a vitamina D3 é formada na pele pela acéo dos
raios ultravioletas da luz solar sobre um elemento (7-deidrocolesterol) presente
na epiderme.

A acdo da vitamina D é necessaria para que ocorra uma adequada
absorcao intestinal de calcio. Como este nutriente também esta disponivel a
partir da acao da luz solar nos tecidos subcutaneos, a quantidade necessaria a
partir de fontes dietéticas depende de fatores nao dietéticos, tais como fatores
geograficos e tempo passado fora de casa. Segundo Buzinaro et al.(2006) a
absorcao intestinal de calcio pode ser dividida em duas partes: uma ativa
saturavel, a qual é mediada pela vitamina D e envolve a proteina ligante de
célcio (Ca-Bp), e uma passiva, que pode corresponder a difusdo simples ou
facilitada (carreador-mediada).

Provavelmente todo o intestino é capaz de absorver calcio. Contudo, sob
condi¢cbes normais, acredita-se que apenas o intestino delgado participe nesta

absorcao.

4.4.3.2 Vitamina C

A vitamina C, também conhecida como 4&cido ascorbico, é
provavelmente uma das mais comentadas, apesar de ser a menos entendida
das vitaminas. A vitamina C é, de fato, um nutriente (ou micronutriente)
importante, indispensavel para a vida humana.

A vitamina C é a vitamina antiescorbutica. Embora o escorbuto tenha

sido descrito pela primeira vez durante as Cruzadas, a inter-relagao especifica
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entre escorbuto, frutas citricas e acido ascérbico nao foi estabelecida até o
século XX.

O 4&cido ascorbico € absorvido a partir do intestino delgado para o
sangue por um mecanismo ativo e, provavelmente, também por difusdo. Passa
rapidamente para dentro dos tecidos adrenais, do rim, do figado e do bago. As
quantidades excessivas sao excretadas na urina.

Sua habilidade de perder e captar hidrogénio lhe garante um papel
essencial no metabolismo. O acido ascorbico esta envolvido na sintese do
colageno, no desenvolvimento do tecido conjuntivo, no processo de
cicatrizacdo e recuperacdo apdés queimaduras e ferimentos, na resisténcia a
infeccdes, na absorcdo do ferro, entre outras funcdes. E importante na resposta
imune e em reagdes alérgicas. (Emedix, 2008 )

Além disso, o acido ascorbico aumenta a absorg¢ao do calcio. De acordo
com Buzinaro et al (2006), a adicao de 25 mg desta vitamina (que corresponde
a 65 mg de suco de laranja) a uma dieta contendo 336 mg de Ca melhora a

absor¢ao do elemento de 50 para 100 mg/dia.

4.5 Emulsao

Uma emulsdo é um sistema instavel do ponto de vista termodinamico,
i.e. qualquer sistema que num dado momento apresente uma energia potencial
superior ao seu estado de energia inicial tem sempre tendéncia a retomar esse
estado inicial (PRISTA e MORGADO, 1995; TREVINO et al., 1993).

Quando dois liquidos imisciveis sdo colocados em contato, a tendéncia

natural € a sua separagdo completa, a menos que seja aplicada uma forga
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mecanica para dispersar um liquido no outro na forma de particulas finitas.

Chamam-se emulsdes a este tipo de sistemas (Figura 1).

Figura 1 - Sistema heterogéneo de dispersdo de um liquido imiscivel

Quando a forga mecanica é removida, os dois liquidos puros tendem a
separar-se, podendo esta separagao demorar intervalos variaveis de tempo,
desde poucos segundos a varios anos. A fase dispersa denomina-se por fase
interna e a fase continua por fase externa. O tamanho da particula interna pode
variar e o sistema é termodinamicamente instavel a medida que a fase interna
tende constantemente a aglomerar-se e separar-se como uma segunda fase.
Para retardar esta separagcdo natural de fases sado utilizados agentes
emulsionantes (LYSSANT, 1974). Os agentes emulsionantes sao moléculas
que apresentam dois tipos de comportamentos opostos, hidrofilico/hidrofébico
ou lipofilico/lipofébico na mesma molécula. Esta caracteristica é responsavel
pela aglomeragdo destas moléculas na superficie de contato entre as duas
fases, formando uma associagao preferencial organizada das cadeias, a que se
da o nome de micelas, as quais sao responsaveis pela diminuicdo da energia

de Gibbs do sistema (PRISTA e MORGADO, 1995).
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4.6.1 Estabilidade das emulsdes

O termo estabilidade refere-se a habilidade da emulsdo de resistir a
modificagdes em suas propriedades ao longo do tempo: quanto mais estavel,
mais lentas serdo as mudancgas. A perda de estabilidade pode ocorrer por
diferentes processos fisicos e quimicos. A instabilidade fisica é resultante de
alteragdes na distribuicdo espacial ou na organizagao estrutural das moléculas,
tais como floculagdo, coalescéncia e inversao de fase. Ja a instabilidade
quimica resulta em alteracdo na estrutura quimica da molécula por oxidacao e
hidrélise (McCCLEMENTES, 1999).

Sendo a degradacgao fisica de emulsbes um processo espontaneo,
ocorre subsequientemente uma diminuicdo da energia livre de Gibbs (Figura 2).
Para uma dada temperatura T e tensdo interfacial y, tal fato é devido a
reducao, quer do tamanho da interface dleo/agua (A) quer da entropia (S) de
acordo com a equagao (1):

AG = yAA-TAS [1]
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Figura 2 - Cinética de separagao de fases.

A perda de estabilidade por parte das emulsdes resulta de dois
fendbmenos principais: floculagdo seguida de coalescéncia; e difusdo molecular
ou processo de Ostwald ripening (FREIRE, 2005).

A floculagdo pode ser evitada por simples agitacdo da emulséo,
enquanto que a coalescéncia e a difusdo molecular tratam-se de processos
irreversiveis.

A coalescéncia é o processo pelo qual ocorre a formacéo de uma micela
de maior tamanho a partir de duas micelas menores. Este processo requer que
duas micelas entrem em contato, com subsequente ruptura do filme liquido que
as rodeia. A degradacédo da emuls&o por coalescéncia é caracterizada por um
aumento exponencial do volume da particula com o tempo (equagdo 2),

segundo a teoria de van den Tempel:

a’ = 503 exp(Kt) [2]
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onde a, é o raio médio inicial da particula, @ é o raio médio da

particula no tempo ¢, e K é a constante de coalescéncia.

A perda da emulsdao por difusdo molecular, também conhecida como
“Ostwald ripening”, é devido ao gradual crescimento das micelas da emulsao.
Esta € uma consequéncia direta do efeito Kelvin, que indica que a solubilidade
de uma particula é inversamente proporcional ao seu raio, significando que as
moléculas individuais tendem a sair de particulas menores para maiores.
Assim, o crescimento da particula € conseguido sem contato fisico das
particulas menores. Lifshits e Slyozov (1961) estudaram este fendmeno e
estabeleceram que o tamanho da particula varia linearmente com o tempo,
aumentando com a solubilidade e difusividade da fase descontinua na fase
continua, segundo a equagao (3):

d(53): 8CDy V
dt kT

[3]

onde gz, designa o raio da particula, + o tempo, C e D séo

respectivamente a solubilidade e o coeficiente de difusdo da fase dispersa no
meio continuo, V é o volume molar da substancia dispersa, y, a tenséo
interfacial entre as fases continua e descontinua, k& a constante de
coalescéncia e T a temperatura absoluta. De acordo com a equagao anterior,
um aumento no volume da particula €& proporcional a solubilidade, ao
coeficiente de difusdo e a tensao interfacial da fase dispersa na fase continua.
Consequientemente, as emulsdées que seguem o mecanismo de Ostwald
ripening podem ser estabilizadas diminuindo pelo menos um destes trés

fatores.
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Para se determinar estes mecanismos de perda de estabilidade é
necessario determinar o tamanho das micelas ao longo do tempo. Um dos
métodos empregados nesta analise baseia-se no processamento digital das

imagens microscoépicas das emulsdes adquiridas ao longo do tempo.

4.7 Medida do Tamanho das Particulas em Emulséo

Existem diversos métodos de medi¢cao do tamanho das particulas numa
emulsdo, tendo como o objetivo principal determinar a concentragdo de
particulas ou o tamanho das mesmas. Por vezes, o tamanho da particula pode
ser estimado por apenas um método de medi¢cdo. Desta forma, a escolha do
método de medigcdao depende da natureza da amostra e das caracteristicas
mais importantes na distribuicdo e homogeneidade do tamanho das particulas.
Todos os métodos de medigdo apresentam tanto vantagens como limitages,
que devem ser consideradas e ponderadas antes da escolha do instrumento ou
aparelho de medig¢ao do tamanho da particula (CPSINTRUMENTS, 2006).

Os métodos de medicdo do tamanho da particula podem ser divididos
em trés classes principais: (1) Métodos globais; (2) Métodos de contagem; (3)
Métodos de separacéo.

Os métodos globais recolhem informagao variada de todas as particulas
de diferentes tamanhos existentes numa amostra, fornecendo uma distribuicédo
estatistica do tamanho das particulas referentes a populagao total. Este tipo de
método engloba técnicas como Dispersdo de Luz - Laser de Pequeno Angulo,
Espectroscopia de Correlagdo de Foton e Espectroscopia de Dispersao

Inversa.
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Os métodos de contagem determinam a distribuicdo das particulas na
amostra por acumulacido de particulas individuais de tamanhos semelhantes.
As particulas sao classificadas e colocadas em “recipientes” por ordem de
tamanho. A exatidao e resolucdo destes métodos dependem de quao exato o
tamanho de uma particula consegue ser determinado durante o curto espago
de tempo de contagem. Alguns dos equipamentos usados para a contagem
sao o Contador de Eletrozona, o Contador de Luz, o Contador de Tempo de
V60 e o Microscépio (Optico ou Eletrdnico) (CPSINTRUMENTS, 2006).

Os métodos de separagao requerem uma forca exterior capaz de
separar fisicamente as particulas por ordem de tamanho. Como particulas de
diferente tamanho se encontram a priori fisicamente separadas, a
caracterizagdo exata de particulas individuais (métodos globais) e de
distribuicao estatistica de uma populagao (métodos de contagem) tém um peso
reduzido e/ou quase irrelevante comparado aos métodos de separacio. Nestes
meétodos, a obtencio de resultados exatos e a elevada resolugao dependem de
como as particulas reagem a aplicagdo da forgca externa e de quéo
completamente as particulas sdo separadas por ordem de tamanho. Algumas
das técnicas de separagdo mais comuns incluem o uso de Peneiras,
Sedimentagcdo por Gravitagao, Centrifuga de Disco, Fracionamento Capilar
Hidrodindmico, Sedimentagcdo Fracionada entre outros. (CPSINTRUMENTS,
2006).

O método de medigdo de tamanho de particula que apresenta um maior
grau de exatiddo e maior capacidade de resolugédo € a Dispersdo de Luz -

Laser de Pequeno Angulo (LALLS). Esta técnica apresenta a desvantagem de
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possuir um elevado custo pelo que muitas vezes se recorre a meétodos
alternativos, sendo os mais comuns a Sedimentagao Centrifuga (CPS) e a
Microscopia. A Centrifuga de Disco apresenta elevada precisdo e analisa um
vasto intervalo de tamanho das micelas, sendo a sua principal desvantagem o
fraco poder de resolugao. Por outro lado, o microscopio Optico apresenta-se
como uma técnica de facil utilizacido e elevada resolugdo, embora possua o

inconveniente de apresentar um alto desvio.

4.7.1 Microscopia Optica

A técnica de microscopia € bastante facil de utilizar, ndo necessitando o
operador de um exaustivo treino prévio. A caracterizagao e classificacdo visual
de uma distribuicdo de particulas com diferentes tamanhos por microscopia
faz-se com recurso a uma escala de calibragdo. O microscopio € “calibrado”
por observacao de particulas de diferentes tamanhos padrao. Com o intuito de
melhorar o sistema de visualizagdo in situ, existem sistemas de contagem
Optica automatica (com recurso a camara de video ou de fotografia digital e
computador).

O microscopio 6ptico além de fornecer o tamanho da particula, fornece
ainda informagdes acerca da morfologia, estrutura cristalina (se as particulas
sdo unidades individuais ou sistemas agregados) e quantos compostos
diferentes se encontram na amostra. A maior desvantagem desta técnica € o
fato de o tamanho minimo observavel depender ou do aparelho ou do
operador. Recorrendo a microscopia de campo escuro, particulas de 0,2 um e

maiores sao visiveis como estruturas discretas, particulas de tamanho inferior a
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0,2 um em didmetro ndo sé&o visiveis, e tornam a iluminagdo de campo escuro
mais difusa. Outras desvantagens desta técnica de contagem sdo: o numero de
particulas analisado € normalmente inferior ao analisado por outros métodos e
ainda os possiveis erros de observagao (por vezes, diversas particulas podem
estar agregadas de tal forma que ndo se consegue diferenciar se trata-se de
uma particula individual ou de um conjunto de particulas) (CPSINTRUMENTS,

2006).

4.7.2 Analise de Imagem Digital

A analise de imagem é uma ferramenta indispensavel para os
utilizadores do microscopio que necessitam de obter informacgédo quantitativa
exata a partir das suas amostras. A analise de imagem é um complemento bem
estabelecido das técnicas de microscopia 6ptica, de grande aplicabilidade em
ciéncia bioldgicas, uma vez que permite uma classificacdo e quantificagédo
rotineira, ndo subjetiva e automatica de células individuais (VECHT-LIFSHITZ,
1992). A analise de imagem pode ser direcionada e aplicada na quantificagao
de micelas numa emulsdo, desde que o tamanho destas seja visivel e
mensuravel com a resolugdo microscopica disponivel.

O termo analise de imagem, normalmente utilizado, engloba nao
somente a analise de imagem propriamente dita, como também os processos
prévios de captura e tratamento de imagem, que sdo de primordial importancia.
A anadlise de imagem possibilita o melhoramento de imagens, bem como a
identificacdo e isolamento automatico de um objeto particular, sendo uma

técnica expedita que permite a obtengdo de informagdo morfoldégica e de
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quantificacdo. A analise computacional possui vantagens relativamente ao
operador humano em termos de memodria, medicdo quantitativa e execucao de
tarefas repetitivas. No entanto, estd em desvantagem no que respeita a
interpretacdo da imagem e capacidade de resposta a fendbmenos inesperados
(FERREIRA, 1998).

O processamento de imagens pode ser subdividido em cinco estagios:
visualizagdo, melhoria, segmentagcdo, morfologia matematica e medicdes
(WILKINSON, 1998).

A visualizagdo consiste na formagdo da imagem, ou seja, na sua
captura. A qualidade dos processamentos posteriores depende da qualidade
do sensor, das condi¢des de iluminagao, digitalizagao, resolucao, etc. A etapa
de melhoria da imagem consiste no pré-processamento, onde se assume que a
imagem € constituida por duas partes, uma informativa e outra de variagdes
que podem ser suprimidas. Esta etapa envolve operacdes de eliminagao de
ruidos, subtracdo do background, emprego de filtros visando melhorias na
qualidade da imagem através de alteragcbes em contraste, equalizagao,
suavizacgéao, etc.

O objetivo das técnicas de segmentacdo de imagens € classificar os
pixels de uma figura de forma significativa, permitindo a identificacdo de
regides semanticamente distintas. A forma mais simples de segmentagao, que
€ freqientemente encontrada em imagens microscopicas, identifica pixels
como sendo parte de um objeto (foreground) ou como fundo da imagem

(background). A qualidade e a interpretacdo das medidas de diferentes partes
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de uma imagem dependem de forma critica da habilidade do método de
segmentagao em associar cada pixel a uma classe apropriada.

A modelagao morfolégica ou morfologia matematica caracteriza-se pela
manipulacdo de elementos estruturais de diversas formas e tamanhos sobre
uma imagem plana. As relagbes entre a imagem e os elementos estruturais
transladados sao estudadas e esta técnica baseia-se na utilizacdo de filtros
lineares na vizinhanga do objeto. As operagcdes morfolégicas sdo nao lineares e
usualmente sao sequenciais, sendo a sequéncia de operacdes escolhida de
forma a obter medidas quantitativas da imagem (ROERDINK, 1998).

Por fim, a quantificacdo ou interpretacdo dos dados permite extrair
propriedades definidas como area, volume, tamanho, didmetro, curvatura,
numero de objetos, etc., em termos de medidas reais, visando a aplicagcéo

direta nos sistemas de interesse.

4.8 Analise Reologica

Outra propriedade muito importante € a consisténcia dos produtos
alimenticios. Alteracdes na viscosidade provocam alteragdes nas propriedades
organolépticas, sendo fundamental o estudo das propriedades reoldgicas do
fluido.

Um fluido é uma substancia que sofre continua deformacgédo quando
submetido a uma forga de cisalhamento. A resisténcia oferecida por um fluido
real a tal deformacéo é chamada de consisténcia. Para gases e para liquidos
Newtonianos, se a pressao e a temperatura estdo fixas, a consisténcia é

constante e é& chamada de viscosidade. Em fluidos nao-Newtonianos, a
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viscosidade é denominada viscosidade aparente, pois depende da taxa de
deformacao.

O conhecimento e o controle da viscosidade constituem preocupacgoes
das industrias de transformacgao: quimica, alimentos, cosméticos e farmacos. A
relacdo entre a tensao de cisalhamento e a taxa de deformagéo é geralmente

expressa pelo fluido de Bingham (equacao 4), (STEFFE, 1996):

-7, =k(7)" 4

A lei de poténcia € comumente usada para descrever o comportamento

de fluidos ndo Newtonianos onde t, representa a tensao inicial para promover

0 escoamento, k indica a consisténcia do fluido e n é o indice de
comportamento.

A Figura 3 representa o comportamento de diferentes fluidos. Quando 0

< n < 1, a viscosidade diminui quando a taxa de deformagdo aumenta,

caracterizando um fluido pseudoplastico; se n > 1, a viscosidade aumenta

quando a taxa de deformacédo aumenta, caracterizando um fluido dilatante.
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Figura 3. Tensao de cisalhamento versus taxa de cisalhamento

4.8.1 Parametros Viscoelasticos

Os parametros viscoelasticos sao avaliados através de testes
oscilatérios. Com a finalidade de facilitar a interpretacdo destes testes, faz-se
necessario recorrer a teoria dos modelos de mola e amortecedor e suas
combinagdes descritos nos modelos de sdélidos de Kelvin - Voigt e do fluido de
Maxwell. Entretanto, as amostras viscoelasticas reais sdo mais complexas do
que estes modelos (MACHADO, 2002). E comum, por similaridade, introduzir a
definicdo de modulo complexo G* (eq. 5):

G* = Umax

Y max [5]
onde G* representa a resisténcia total de um material a uma deformacéao
aplicada, € 7max € Jmax S0 a tensdo e taxa de cisalhamento maximas,

respectivamente.
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Considerando a teoria dos numeros complexos e as suas definigdes,
podemos descrever as componentes viscosa e elastica através de uma unica
expressao, uma vez que o numero complexo é definido por um vetor que
contém uma parte real e outra imaginaria. Por isso, 0 médulo complexo, G*,
pode ser definido de outra forma, por uma equacao contendo uma parte real e
outra imaginaria que engloba as suas componentes viscosa e elastica
(equacgao 6):

G*=G +iG 6]

Na equacdo 6 aparecem dois novos parametros viscoelasticos
importantes: o mdédulo de armazenamento ou de rigidez dinamica, G', que
indica a parcela equivalente de energia proveniente da tensado aplicada, que é
temporariamente armazenada durante o teste, mas que pode ser recuperada
posteriormente; e o segundo membro da equacédo, definido por mdédulo de
cisalhamellto ou de perda, G", que indica a parcela de energia que foi utilizada
para iniciar o escoamento e transferida irreversivelmente para a forma de calor.

Quando uma substancia é puramente viscosa, seu angulo de mudanca
de fase é 90° e, consequentemente, seu mdédulo de armazenamento € zero (G’
= 0) e 0 modulo complexo é igual ao mdédulo de perda, ou seja G* = G”. Por
outro lado, se a substancia é puramente elastica, o angulo de fase é 0°, seu
modulo de perda é zero (G" = 0), consequentemente, o médulo complexo é
igual ao modulo de armazenamento, ou seja G*= G'.

Outro parametro importante na investigagdo do comportamento
viscoelastico de um material € o angulo de fase (6), também denominado de

angulo de perda, que aparece nas equagdes senoidais da deformacéo elastica.
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Os angulos de mudanca de fase dos materiais viscoelasticos se situam entre 0
< 0 < 90°, por questdes de simplicidade, seu resultado pode ser registrado sob
a forma da tangente do angulo de perda, tan (&), também chamada de fricgéo
interna ou amortecimento, que é a razao entre a energia dissipada e a energia
potencial armazenada por ciclo, cuja definigdo matematica é dada na equagao

7.

"

tan5=—'.

[7]

Para materiais viscoelasticos reais, o moédulo complexo (G*) e a
tangente do angulo de fase (tan &), dependem da frequéncia empregada, f, ou
da velocidade angular, w. A velocidade angular estad relacionada com a
frequéncia (w = 21 f). Os resultados experimentais de G* e , em um intervalo
de frequéncia, fornecerdo curvas reoldgicas que permitem avaliar a
viscoelasticidade do material. Um declinio na curva de angulo de perda versus
a frequéncia (ou velocidade angular), dentro do intervalo 0 < § < 90° sugere um
decréscimo da viscosidade e um aumento correspondente no comportamento
elastico do liquido testado. Em geral, o método de correlagdo, usado nos
redbmetros computadorizados para a obtencéo de sinais harménicos, determina
os valores de G* e tan 9, como dados de saida, quando s&o fornecidos os
valores da deformagcdo maxima (ymsx) € do produto w.t (ou frequéncia, ou
velocidade angular), como dados de entrada. A partir dai, esses valores podem

ser transformados nas componentes viscosas e elasticas da amostra.
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4.8.2 Rebmetros

Para se determinar os parametros reoldgicos, convém aplicar tensdes ou
deformacdes variaveis ao invés de tensdes ou deformacdes constantes que
conduzem a um estado permanente de cisalhamento, como € o0 caso dos
viscosimetros (MACHADO, 2002).

Os equipamentos mais completos, cujos projetos permitem tanto
investigar o comportamento reoldgico sob condi¢gdo de fluxo pleno, quanto
determinar o comportamento viscoelastico de certo fluido, sdo denominados de
Redmetros. Os projetos dos redmetros seguem, basicamente, os mesmos
principios dos viscosimetros rotativos; entretanto, algumas diferengas
mecanicas sao introduzidas para permitir o movimento oscilatério e o controle
da tensao ou da taxa de cisalhamento. (McCLEMENTS, 1999)

Em um rebmetro, em modo de tensdo controlada, a tensédo de
cisalhamento se comporta como fungao senoidal do tempo (Eq.8):

T = Tmax sen(wt) [8]
onde t é a tensdo cisalhante, tmix € a tensdo cisalhante maxima e w é a
velocidade angular.

Neste caso, o rebmetro mede a deformacido dependente do tempo
resultante. Testes que utilizam tensdes oscilatérias sdo também denominados
de testes dinamicos.

Os testes dindmicos efetuados nos redbmetros geram dados sobre
viscosidade e elasticidade relacionados com seus tempos de resposta. Estes

relacionam a velocidade angular ou frequéncia imposta com a tensdo ou
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deformacao oscilatéria resultante. Realizar um teste dindmico com um
redbmetro rotativo significa, por exemplo, que a parte giratéria do sensor,
cilindrico, cbnico ou placa, ndo esta girando continuamente em uma direcgéao,
mas movimenta-se alternativamente, descrevendo uma fungao senoidal com o
tempo, alcangando pequenos angulos de deflexado (0), para a esquerda e para
direita. A amostra, posicionada no espaco livre do rebmetro, é entdo forcada a
se deformar segundo uma fungdo senoidal provocando tensées que também
seguem uma lei senoidal cuja amplitude esta relacionada com a natureza do

material (Machado, 2002).

4.8.2.1 Rebmetro rotacional de cilindro concéntrico

O rebmetro de cilindro concéntrico € um instrumento que opera em uma faixa
de taxa de cisalhamento moderada, fazendo deste uma boa escolha para
coleta de dados utilizados em muitos calculos de engenharia (STEFFE, 1996).
Estes redbmetros mantém uma velocidade de rotagcdo constante a certa taxa de
cisalhamento e a tensao de cisalhamento € obtida através da medida do torque
no cilindro. Estes equipamentos sao projetados para causar um cisalhamento
no fluido localizado entre dois cilindros concéntricos, sendo que um gira e outro
permanece estacionario permitindo-se obter curvas reoldgicas.

A Figura 4 apresenta um redmetro de cilindros concéntricos .
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c;_'f_:: n

Figura 4. Reémetro de cilindros concéntricos.

t=__ M .
2r h Rcil?

Onde:

M = torque necessario para manter a velocidade angular (N.m)
h = altura do cilindro (m)

Rcil = raio do cilindro (m)
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CAPITULO 5

5. METODOLOGIA

5.1 Estudos Preliminares

As formulagbes avaliadas foram escolhidas de forma a comparar o
desempenho de uma amostra ndo enriquecida com outras enriquecidas com
calcio e/ou vitaminas. As amostras de bebida de soja foram conservadas em
duas temperaturas, ambiente (25°C) e de geladeira (4°C), sendo as analises
conduzidas de forma periddica até que ultrapassassem o prazo de validade. As
amostras foram sempre recolhidas do mesmo frasco, tendo sido manipuladas

sempre assepticamente.

5.1.2 Materiais

As analises preliminares foram realizadas com quatro diferentes marcas
de bebidas de soja comerciais como mostra a Figura 5 (a — d) e as respectivas
formulagcbes foram comparadas como segue na Tabela 4. As formulagdes
disponiveis no mercado ndo permitem comparacdes apenas com a mesma

marca.
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Figura 5 - (a) SOY Original — Olvebra, (b) Naturis - Soja Original, Batavo
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Ingredientes: agua, extrato de soja, extrato de
malte, aroma de leite condensado, sal refinado e
espessante goma xantana. Formulado com soja n&o

transgénica.

Ingredientes: agua, extrato de soja, agucar,
fosfato tricalcio, amido modificado, sal, espessantes
celulose microcristalina, carragena e
carboximetilcelulose, aromas idénticos aos naturais
de leite e baunilha e estabilizante citrato de sddio.

Nao contém gluten.

Ingredientes: extrato de soja, agua, agucar,
sal, vitaminas (A, B6, Acido Fdlico, B12, C, D, E),
espessante goma carragena, estabilizante lecitina

de soja. Nao contém gluten.

Ingredientes: agua, agucar organico, proteina
isolada de soja, 6leo de girassol, fosfato tricélcio,
Vitaminas (A, C, D, E), sal, estabilizantes celulose
microcristalina, carragena, carboximetilcelulose
sbdica e citrato de sodio, emulsificante lecitina de
soja, aromatizante, espessante goma xantana e
carragena, antiespumante polimetilsiloxano.

Nao contém gluten.

— Batavia S.A, (c) Ades Original — Unilever Bestfoods Brasil Itda e (d) Sollys

Original — Nestlé
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Tabela 5 Informagdes nutricionais das amostras comerciais

INFORMACAO NUTRICIONAL
PORCAO DE 200 ML (1 COPO)

QUANTIDADE POR PORCAO % VD*
Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Amostra4
VALOR ENERGETICO 82Kcal = | 97Kcal = | 78 Kcal = | 89 Kcal = 4-5%
344 KJ 407 KJ 328 KJ 374 KJ
CARBOIDRATOS DOS QUAIS: 96¢g 14 6,89 114 2-4%
ACUCARES TOTAIS 969 29 649 114 *
LACTOSE Og Og O0g 0g b
PROTEINAS 529 52¢ 5¢g 529 7%
GORDURAS TOTAIS, DAS QUAIS: 2449 3649 3449 2,79 5-7%
GORDURAS SATURADAS 0449 0,69 05g 0,3g 1-3%
GORDURAS TRANS 0g Og 0g Og **
GORDURAS MONOINSATURADAS 149 09g 0,8g 0,79 **
GORDURAS POLINSATURADOS 069 214 1,89 1,69 **
COLESTEROL 0 mg 0 mg 0 mg 0 mg >
FIBRA ALIMENTAR O0g 0g 06g 09g¢g 0-4%
SODIO 12 mg 90 mg 121 mg 190 mg 1-8%
CALCIO 240 mg 265 mg 24-27%
VITAMINA C 6,8 mg 8,4 mg 15-19%
VTTAMINA E 1,5mg | 1,9mgaTE | 15-19%
VITAMINA B6 0,20 mg 15%
VITAMINA A 90 ng 113ng RE 15-19%
ACIDO FOLICO 60 ug 15%
VITAMINA D 0,75 nug 0,94 nug 15-19%
VITAMINA B12 0,36 ug

* % Valores diarios com base em uma dieta de 2000 Kcal ou 8400KJ — Seus valores diarios
podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas
** VD NAO ESPECIFICADOS

Fonte: Olvebra, Batavia S.A., Unilever Bestfoods Brasil Ltda e Nestlé
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5.2 EHS organico com e sem enriquecimento

5.2.1 Matéria Prima

A matéria-prima escolhida foi o extrato de soja da Ecobras (Figura 6),
por ser um produto acessivel na forma in natura, i.e. sem aditivos como
conservantes, o que permite avaliar as influéncias do calcio e das vitaminas
adicionadas sem interferéncias (Tabela 5) Possui alto valor nutritivo, 0%

colesterol e 0% lactose. Além disso, € um produto organico.

Figura 6- Ecosoy: Extrato de soja, Ecobras (ingredientes: soja organica e agua,

nao contém gluten).

Tabela 6 — Valor Nutricional — Ecosoy

Valor Nutricional médio por 100 mL

Energia (Ki) 165,0
Proteina (g) 3,2
Gordura (g) 2,0
Carboidrato (g) 3,6
Colesterol 0,0
Lactose 0,0
Calcio (mg) 15,0
Ferro (mg) 1,2
Sadio (mg) 48,0

Potassio (mg) 74,0




42

5.2.2. Producgao do EHS na industria

O EHS foi produzido na Ecobras e enriquecido apdés dois dias no
Laboratorio de Enzimologia da Escola de Quimica/UFRJ. As etapas de
producdo do EHS estdo descritas no diagrama de blocos da Figura 7. Foi
utilizado um lote diferente para cada grupo de analise cujas datas de fabricagao
foram respectivamente; 10/03/2008, 31/03/2008, 28/04/2008 e 26/05/2008.

Na Figura 8 é possivel visualizarmos trés importantes equipamentos
utilizados no processo de fabricacdo do EHS onde ocorrem as etapas de
maceragdo por 12 h a 12°C, cozimento por 10 min a 90°C e homogenizagéo a

200 kg/cm?.
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Figura 7 Diagrama de blocos da produ¢éo do EHS enriquecido em calcio

e vitaminas Ce D
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(a) (b)

(c)

Figura 8 (a) Moedor de soja para a produgao do extrato de soja aquoso; (b)

Prensa hidraulica para separagao do extrato de soja aquoso hidrossoluvel e do
residuo (okara); (c) Homogeneizador de alta pressao.

5.2.3 Enriquecimento e formulagao do EHS.
A selecdo do sal de calcio utilizado baseou-se em estudo de
enriquecimento realizado por Case et al. (2005). A quantidade de calcio e

vitaminas a ser adicionada foi baseada na Legislacao Brasileira, Portarias n° 27
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e 31 de 13 de janeiro de 1998, que determinam que vitaminas e minerais
devem prover no minimo 15% da Ingestao Diaria Recomendada (IDR) em cada
100 mL dos produtos liquidos para serem classificados como alimentos
enriquecidos de calcio e vitaminas (Case, 1995).

Diferentes quantidades de calcio e vitaminas C e D foram adicionados
ao EHS e as amostras submetidas a analise de estabilidade da emulséo
formada em fungdo do tempo de estocagem e validade, de acordo com o
planejamento fatorial completo 2% | incluindo os 6 pontos axiais e 3 repeticdes

no pontos central, totalizando 17 ensaios (Tabelas 6 e 7).

Tabela 7 - Fatores e niveis avaliados no planejamento experimental 2%

Nivel (g/L) Célcio Vitamina C Vitamina D
0 mg /100mL 0 mg /100mL 0 nug /100mL
- (0%)* (0%) (0%)
1 48 mg /100mL 1,4 mg /100mL 0,15 ug /100mL
(6%) (6%) (6%)
0 120 mg /100mL 3,4 mg /100mL 0,38 ug /100mL
(15%) (15%) (15%)
i1 192 mg /100mL 5,4 mg /100mL 0,61 ng/ 100mL
(21%) (21%) (21%)
240 mg /100mL 6,8 mg /100mL 0,76 ug /100mL
re (30%) (30%) (30%)

* Valores de IDR
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Tabela 8 Experimentos necessarios para realizagao do planejamento

experimental 2°" (Statistica 6.0)

N° Ensaios Célcio Vitamina C Vitamina D

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -1,66443 0 0
10 1,66443 0 0
11 0 -1,66443 0
12 0 1,66443 0
13 0 0 -1,66443
14 0 0 1,66443
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

5.2.3.1 Preparo de solucdes de vitaminas.

Para o enriqguecimento com vitamina C e D, devido a concentracido das
mesmas ser muito pequena, foram preparadas amostras concentradas, onde
3,8 mg de Ergocaiciferol (Vitamina D) foram solubilizados em 1000 mL de
soluco salina e 340 mg de Acido Ascérbico (Vitamina C) foram solubilizados

em 100 mL de solucéo salina.
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5.2.3.2 Preparo dos Ensaios

Foram preparados 250 mL de cada ensaio segundo a Tabela 7 e
separados em 6 diferentes frascos, para que cada frasco fosse aberto apenas

no dia da analise evitando com isso a contaminagdo dos mesmos, conforme

apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Ensaio 3 inicial (As-1) e final (A3-6)

Os ensaios foram divididos aleatoriamente em 4 grupos de analise, de

acordo com a Tabela 8. Cada analise durou 12 dias.

Tabela 9 — Lotes de Analise

Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
Branco 1 Branco 2 Branco 3 Branco 4
Ensaio 1 Ensaio 3 Ensaio 2 Ensaio 4
Ensaio 5 Ensaio 7 Ensaio 6 Ensaio 8
Ensaio 9 Ensaio 12 Ensaio 13 Ensaio 10

Ensaio 15 Ensaio 16 Ensaio 17 Ensaio 11

Ensaio 14
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5.3 Métodos

5.3.1. Anédlises de estabilidade de emulsdes por ADI

5.3.1.1 Captura de Imagem

O tamanho das micelas foi determinado através da observacédo de
lAminas em um microscoépio optico (aumento de 1000 vezes), Nikon, modelo
Eclipse 200 com uma camara acoplada de video digital, EvolutionVF cooleed
color, marca MediaCybernetics (Figura 10). As imagens foram obtidas com o
auxilio do programa Qcapture 2.73.0, marca Quantitative Imaging Corporation®
e posteriormente tratadas, sendo efetuadas a contagem e a medigdo do
tamanho das micelas com software desenvolvido em MatLabe 6.1 (The
Mathworks Inc, 1997). O programa, desenvolvido por FREIRE (2003) e
adaptado para o sistema estudo aqui analisado, Ié a imagem como um vetor a
trés dimensbdes (RGB), ou seja, uma matriz onde cada elemento desta

corresponde a um unico pixel da imagem.

Figura 10 - Equipamento para aquisigdo de imagem: Microscopio optico
Nikon, modelo Eclipse E200, acoplado a camera de video digital, EvolutionVF

cooleed color
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5.3.1.2 Calibracao

Para transformar os pixels em micrémetros utilizou-se a imagem de um
micrémetro obtida nas mesmas condigdes de ampliacdo daquelas empregadas
para as imagens estudo, e a referida conversado de pixels em um foi realizada

no software Image-Pro Plus (1993).

5.3.1.3 Desenvolvimento do Software para a Medicdo do Tamanho
da Particula

O programa desenvolvido para determinar o diametro das micelas das
emulsbes avaliadas neste trabalho esta dividido em trés componentes
principais: a binarizagdo das imagens obtidas, a quantificacdo das micelas e o
calculo de parametros estatisticos (FREIRE, 2003).

A binarizagao consiste na conversdo da imagem colorida (RGB) obtida
para uma imagem a preto e branco, com o seu subsequente tratamento de
forma a eliminar possiveis ruidos. Esta parte é efetuada de forma a transformar
uma matriz de trés dimensdes em uma matriz de duas dimensdes composta
simplesmente por elementos 0’s (pixels off) e 1's (pixels on), para 0 seu
posterior tratamento e quantificagdo dos objetos em causa. A segunda
componente do programa efetua a quantificacdo das micelas, apresentando
resultados como didametro e area de cada micela. Por ultimo existe uma
componente que reune os dados de um determinado numero de imagens ja

quantificadas anteriormente e fornece como resultado final o numero de objetos
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analisados, o desvio padrao das medidas de diametro, o didmetro médio final e

ainda o histograma da distribuicdo de tamanhos das micelas.

5.3.2 Determinacao das propriedades viscoelasticas

A influéncia da velocidade de rotagdo (1 a 100 rad/s) e do esforgo
aplicado (0 a 100%) na estabilidade do EHS foi determinada por meio da
analise de testes oscilatorios em um redmetro de cilindros concéntricos, do tipo
rotacional, marca ARES-TA® (Advanced Rheometric Expansion System,

Rheometric Scientific), acoplado a um banho termostatizado e com software

Orchestrator™® (Figura 11), onde:

Geometria = Couette

Diametro do cilindro ext. = 34,0 mm
Diametro do cilindro int. = 32,0 mm
Altura = 33 mm

Temperatura de andlise = 10°C

Frequéncia = 0,29 Hz

Figura 11 — Redmetro de cilindros concéntricos, do tipo rotacional (Rheometric
Scientific)

Foram determinados o moédulo elastico, G', que indica a parcela
equivalente de energia que é temporariamente armazenada durante o teste e o0
modulo de perda viscosa, G", que indica a parcela de energia que é utilizada
para iniciar o escoamento e é dissipada irreversivelmente na forma de calor.
Esta metodologia seguiu os perfis utilizados por LORENZI et al (1995) que

estudou o comportamento dindmico de iogurtes integrais e desnatados.
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CAPITULO 6
6. RESULTADOS

6.1 Tratamento das Imagens Digitais.

O tratamento de imagem é a parte vital de todo o processo, pois € a
partir desta etapa que se vao obter todos os dados mensuraveis. Apresenta-se
na Figura 12 um exemplo da sequéncia de imagens obtidas no tratamento das
imagens, partindo da imagem original até a ultima imagem tratada usada na
quantificacao.

A determinacao da distribuicdo de tamanhos das micelas foi realizada a
cada 2 dias durante a validade do produto - isto é, duas semanas -

possibilitando assim avaliar o processo de perda de estabilidade das emulsdes.

6.2 Distribuicdo do Tamanho das Micelas
A distribuicdo de tamanho das amostras apresentou um comportamento
gaussiano (equacéao 10). Os resultados foram normalizados de 0 (valor minimo)

a 1 (valor maximo) e os parametros obtidos com auxilio do software Origin 7.1

{_w )2}
202

f(x)— \/_e ,—0 < X < 400 [10]

onde:

: constante = 3,1416;
M = média aritmética;
0 = desvio padréo;

x = variavel (tamanho da micela).



52

Imagem Original Imagem em tons de Cinza
) . v
. O .
o il OO
L OO 0 o
O ° ;
O -
o ) “o o
S e
C O
o
S o - : O 1
: O o
b - o
Imagem Binarizada Eliminacdo de Bordas

Figura 12 Tratamento das imagens obtidas por microscopia
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6.3 Analises Preliminares: Amostras Comerciais

A perda de estabilidade das emulsées pode resultar de dois fenbmenos
principais: coalescéncia ou difusdo molecular (processo de Ostwald ripening),
sendo a degradagdo da emulsdo por coalescéncia caracterizada por um
aumento exponencial do volume da particula com o tempo (teoria de van den
Tempel) enquanto que no fendmeno de difusdo molecular ocorre o crescimento
linear do tamanho das micelas da emulsao (McClemente, 1999).

6.3.1. EHS nao enriquecido

A Figura 13 apresenta a distribuicdo de tamanhos das micelas da
amostra 1 (EHS Puro) nas temperaturas avaliadas de 4°C e 25°C. Conforme
pode ser observado na Figura 13b, a amostra mantida a 25°C apresentou uma
reducdo no tamanho de suas micelas denotando uma modificagao da estrutura
da emulsdo. Convém lembrar que o EHS da amostra 1 possui um tempo de
vida de prateleira inferior as outras amostras de EHS comerciais estudadas por
ser um produto sem a adi¢ao de aditivos. Contudo, a 4°C a amostra mostrou-se

bastante estavel durante o prazo de validade, i.e. 15 dias. (Figura 13a).
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6.3.2. EHS Enriquecido em calcio

A Tabela 10 apresenta os valores obtidos para os parametros das
guassianas determinadas ao longo do tempo de analise para todas as
amostras comerciais. Pelos valores dos diametros médios inicias, pode-se
verificar que a amostra enriquecida em calcio (amostra 2) apresentou o menor
didmetro médio normalizado entre todas as amostras avaliadas e que, quando
mantida a 4°C, manteve-se estavel com o didmetro médio normalizado
praticamente constante (0,35 < dmedio< 0,36). Ja a 25°C, este didametro aumenta
de 0,35 para 0,42 de acordo com o teste t (p < 0,05), demonstrando que a
perda de estabilidade pode ser mais um processo mais pronunciado em

temperaturas mais elevadas quando na presencga de calcio (amostras 2 e 4)

(Figura 14).

Tabela 10. Analise da dispersao (sigma) e do tamanho médio das micelas

das amostras comerciais avaliadas

Inicial Final T =4°C T=25°C
Amostra sigma média Amostra sigma média sigma meédia
1 0,11 0,42 1 0,11 0,44 0,03 0,32
2 0,07 0,35 2 0,12 0,36 0,27 0,42
3 0,26 0,41 3 0,26 0,44 0,10 0,42
4 0,32 0,41 4 0,33 0,44 0,18 0,47

Amostra 1 — EHS nao enriquecido

Amostra 2 — EHS enriquecido em Calcio

Amostra 3 — EHS enriquecido em Vitamina C e D
Amostra 4 — EHS enriquecido em calcio e vitaminas C e D

A Figura 14 apresenta o ajuste das guassianas para a distribuicdo de
tamanhos das micelas da amostra 2 (EHS enriquecido em caélcio) nas

temperaturas avaliadas de 4°C e 25°C e nos diferentes intervalos de tempo da

analise.
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Figura 14 - Distribuicdo do tamanho de micelas da Amostra 2, enriquecida em
calcio- a4 °C (a) e a 25°C (b)

6.3.3. EHS Enriquecido em vitaminas

Através da Figura 15, pode-se perceber que adigdo de vitaminas
apresenta alteracbes similares aquelas do leite sem enriquecimento (vide
Figura 13), incluindo pequena variabilidade no didmetro médio das micelas com

o tempo de analise, como apresentado na Tabela 10. Este fato indica que
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possivelmente a adicdo destas per se nao levaria a um severo processo de

desestabilizagdao do EHS.
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Figura 15 - Distribuicdo do tamanho de micelas da Amostra 3 a 10°C (a) e a
25°C (b)
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6.3.4. EHS Enriquecido em calcio e vitaminas

Pela Figura 16 e através dos valores de sigma apresentados na Tabela
9, nota-se que com a adicdo de calcio e vitaminas houve um aumento da
heterogeneidade de tamanhos das micelas (maior sigma) nas amostras
inicialmente avaliadas, heterogeneidade esta que se mantém ao final de 10
dias na amostra conservada a 4°C (Figura 16a). Este efeito parece ser
atribuido a adicdo de vitaminas, ja que amostra 3 também apresenta um
aumento no valor de sigma no inicio do processo de analise.

A 4°C, as amostras permaneceram estaveis e o enriquecimento tanto de
calcio quanto de vitaminas n&o provocou alteracdo no tamanho das micelas
durante o prazo de validade. A 25°C, ndo se observa tal aumento de
heterogeneidade da emulsdo, tendo esta inclusive se apresentado mais
homogénea (menor sigma), porém com um diametro meédio ligeiramente

superior ao inicialmente determinado.
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6.3.5 Conclusdes Preliminares

A armazenagem a 4°C leva a uma maior homogeneidade da emuls&o ao
longo do tempo, ndo apresentando alteragdes significativas nos parametros da
distribuicdo do tamanho das micelas, fato que indica que esta temperatura é
adequada a armazenagem dos produtos por 10 dias.

A adigdo de caélcio a 25°C, promoveu um aumento no didmetro médio
das micelas, demonstrando que a perda de estabilidade.

A simples adicdo de vitaminas promoveu uma distribuicdo inicial mais
alargada para o tamanho das micelas da emulsdo, o que pode ser encarado
como uma maior heterogeneidade do sistema. A adigdo de vitaminas apresenta

alteragbes similares aquelas do leite sem enriquecimento a 25°C.
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6.4 Resultados com EHS Orgéanico Ecobras

Para melhor avaliarmos os efeitos do enriquecimento na estabilidade do
EHS, o extrato utilizado foi um produto organico sem a adicdo de nenhum outro
ingrediente (apenas soja e agua), estabilizante e/ou conservante.

O EHS orgéanico da Ecobras foi enriquecido segundo planejamento
experimental proposto tendo sido gerados 17 diferentes ensaios. Estes ensaios
foram distribuidos aleatoriamente em 4 lotes distintos. Foi analisada a perda na
estabilidade de cada ensaio ao longo do prazo de validade de 15 dias e ainda a

perda da estabilidade do EHS puro (Branco).

6.4.1. Avaliagéo dos lotes usados

O lote de EHS influenciou a distribuicdo do tamanho de micelas, bem
como no processo de envelhecimento da emulsdo. Na Figura 17 é possivel
perceber a heterogeneidade do comportamento entre os lotes de fabricagcéo
durante o armazenamento, apesar de inicialmente (t = O dias) os lotes se
apresentarem muito similares, com didmetro médio normalizado de 0,996 e
desvio padrao de 0,0036.

Este comportamento heterogéneo durante a armazenagem dificulta a
comparagao entre 0s ensaios, ja que nao foi possivel usar um unico lote
durante todo o estudo. Tal fenbmeno pode ser devido ao uso de diferentes
lotes de soja com variabilidade do fornecedor, plantio ou forma e tempo de
armazenagem do material. E possivel que outros compostos da leguminosa
sejam mais ou menos extraidos na prensagem dos graos, afetando o modo

como a emulsdo formada se comporta durante o armazenamento da mesma.
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Figura 17 - Variagdo do d° em funcado do tempo: (a) Lote 1 e 4, (b) Lote 2 e 3.

A perda da estabilidade foi mais acentuada nos Lotes 1 e 4, onde o

aumento do volume da micela se deu de forma exponencial ao longo do tempo
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de analise (Tabela 10) o que caracteriza o fendmeno de coalescéncia. Ja o
volume das micelas dos Lotes 2 e 3 ficou praticamente constante ao longo dao

tempo avaliado.

Tabela 11 — Equagdes de ajuste da variagao do d® com o tempo para cada Lote
de EHS.

Amostra Fabricacdo Validade Equacao R?

Lote 1 10/3/2008  25/3/2008 d° =0,0011 exp(0,3095t)  0,9642
Lote 2 31/3/2008  15/4/2008 d°=2.107"t + 0,0016
Lote 3 28/4/2008  13/5/2008 d°=-3.10""t + 0,001
Lote 4 26/5/2008  10/6/2008 d°=0,0004 exp(0,3539t)  0,7434

O simples fato de enriquecer o EHS com o calcio e as vitaminas levou a
uma modificacdo na distribuicdo de tamanho das micelas no tempo inicial
quando comparada ao EHS puro (Figura 18). Também, pode-se verificar na
Tabela 11 que as amostras de EHS puro e do enriquecido apresentaram um

aumento no tamanho de suas micelas durante o tempo de validade (15 dias).

Tabela 12 - Valores de dmedio € do desvio para o EHS enriquecido e puro

EHS enriquecido EHS puro
dmédio desvio d médio desvio
dia 0 0,35 0,07 0,32 0,03
dia 2 0,25 0,07 0,32 0,05
dia 0,31 0,09 0,40 0,07
dia7 0,36 0,08 0,40 0,10
dia 9 0,40 0,10 0,37 0,06

dia 12 0,52 0,05 0,42 0,07
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O acompanhamento por periodos mais prolongados e o enriquecimento
com outras concentracbes de calcio de vitaminas tornam-se, portanto
parametros fundamentais para avaliar qual o mecanismo de perda da
estabilidade destes produtos, EHS enriquecido com calcio e vitaminas e sem
enriquecimento, visando uma formulacdo adequada a manutengao da vida de

prateleira dos mesmos.

6.4.2 - 1° Lote

6.4.2.1 Influéncia do calcio em baixas concentracdes de vitaminas (6%):

A adicao de calcio levou a um processo de desestabilizacido do EHS por
difusdo molecular (aumento linear do valor de d® com o tempo de amostragem),

conforme apresentado na Figura 19 e na Tabela 12.
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Figura 19 - Variagao de d* com o tempo de andlise: Ensaios 1 e 5, Lote 1
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Tabela 13- Equacdes de ajuste da variagdo do d> com o tempo para o Lote 1.

Equacéo R?
Ensaio1  d°=0,0027 t + 0,0049 0,7343
Ensaio5  d>=0,0064t+0,0183 0,9772
Ensaio9  ¢°=0,0004 t + 0,0804
Ensaio 15 ¢°=0,0023 t + 0,0619 0,9774

No ensaio 5, Figura 20, o EHS enriquecido em 21 % de calcio
apresentou um crescimento em 25% no tamanho das suas micelas. Além
disso, apresentou um grande aumento (167%) no valor de sigma ao longo da
analise o que indica que as micelas que eram em sua maioria de tamanho

uniforme, passaram a apresentar uma grande variancia nos seus tamanhos.
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Figura 20 - Distribuicdo do tamanho de micelas do Ensaio 5
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6.4.1.2 Influéncia do calcio em concentragdes de vitaminas de 15%:

O mecanismo de perda de estabilidade ndo se modifica com a alteragao
na concentragéo de vitaminas, prevalecendo o fenébmeno de difusdo molecular,
conforme € visto na Tabela 12. Muito provavelmente a perda de estabilidade é
ocasionada pela adicdo de ions calcio e ndo pela adicdo de vitaminas, pela
comparagao com o ensaio 9, o qual demonstrou ser estavel ao longo do tempo

de analise.
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0.030 - AE15-15% Ca
0,020 -
0,010 -
0,000 . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14

Tempo (dias)

Figura 21 - Variagao de d° com o tempo de analise: Ensaios 9 e 15, Lote 1

O ensaio 9 (Figura 22) sem adicao de calcio permaneceu estavel
durante a amostragem com uma redugao de 20% no valor da disperséo, isto é
as micelas com maior homogeneidade de tamanhos. Em contra partida, o
ensaio 15 (Figura 23), enriquecido em 15% de caélcio, sofreu um aumento de
10% no tamanho de suas micelas e a dispersdo de tamanhos das micelas se

manteve constante.
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Figura 22 - Distribuicdo do tamanho de micelas do Ensaio 9
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Figura 23 - Distribuicdo do tamanho de micelas do Ensaio 15
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6.4.3 - 2° Lote

6.4.3.1 Influéncia do Calcio (validagao dos resultados anteriores):

A adigéo de calcio demonstrou ter efeito no didametro médio da emulsao
no instante zero, concordando com o comportamento observado no lote
anterior. A adi¢ao de calcio levou a um processo de desestabilizacdo do EHS
quando comparado com a amostra sem calcio (branco do 2° lote 2) com
idéntica observagéo para o 1° lote analisado.

O perfil de desestabilizagdo pode ser validado com os dados deste lote
tanto para a minima como para a maxima concentragcdo de calcio adicionadas
neste trabalho. Este segue um processo de difusdo molecular denotado pelo

aumento linear do valor de d* com o tempo de amostragem (Figura 24)
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0,000 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

d® (um?)

Tempo (dias)

Figura 24 - Variagao de d® com o tempo de analise: Ensaios 3 e 7, Lote 2
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6.4.3.2 Influéncia da concentracao de Vitamina C

Os ensaios 12 e 16 deste lote (Figura 25 e 26), foram enriquecidos com
a mesma quantidade de calcio e de vitamina D (15%), ja suas concentragdes
de vitamina C foram respectivamente, 30 e 15%.

Considerando que as influéncias conferidas pelo calcio e pela vitamina D
sdo idénticas em ambas as amostras, ja que a concentracdo adicionada destes
compostos foi a mesma, é possivel observar que o aumento da adicdo de
vitamina C leva a uma aceleragdo no processo de perda de estabilidade
provocado pelo fenbmeno de coalescéncia. Na verdade, em concentracdes
mais baixas de vitamina C (ensaio 16), durante o tempo de amostragem
efetuado, ndo era possivel ainda determinar qual o mecanismo envolvido.

(Tabela 13).

Tabela 13 - Equacdes do aumento do d® durante a validade do Lote 2.

Equacao R?
Ensaio 3 d*=0,004t +0,0121 0,9422
Ensaio 7 d*=0,0062 t + 0,0028 0,909
Ensaio 12 d° = 0,0274 exp(0,0701 t) 0,9634
d® = 0,0186 exp(0,1134 1) 0,9662

Ensaio 1
nsaio 16 s _ 00029 t +0,0261 09715
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Figura 25 - Distribuicdo do tamanho de micelas do Ensaio 12
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Figura 26 - Distribuicdo do tamanho de micelas do Ensaio 16
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Neste lote, todos o0s ensaios apresentaram um aumento linear no

tamanho de suas micelas ao longo do prazo de validade (Tabela 14)

Tabela 14 - Equacdes do ajuste da variagéao de d® com o tempo para o lote 3.

Equacao R?
Ensaio 2 d® =0,0036t + 0,0055 0,9341
Ensaio 6 dd = 0,0027 t + 0,0018 0,8828
Ensaio 13 d® =0,0007 t + 0,0012 0,9614
Ensaio 17 dd = 0,0003 t + 0,0003 0,7893

6.4.4.1 Influéncia do Calcio:

Os ensaios 2 e 6 se diferem apenas na concentragcado de calcio sendo

respectivamente de 6 e 21%. A simples adicdo de calcio levou a um ligeiro

aumento (36%) no didmetro médio da emulsdo no instante zero, fato ja

observado no 1° lote analisado.

A adicao de calcio levou a um processo de desestabilizacdo do EHS

quando comparado com a amostra sem calcio (branco do respectivo lote),

sendo o perfil de desestabilizagao idéntico tanto a minima como para a maxima

concentracdo de calcio adicionadas neste trabalho: segue um processo de

difusdo molecular denotado pelo aumento linear do valor de d> com o tempo de

amostragem (Figura 27 e Tabela 14).
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Figura 27 - Variagao de d° com o tempo de andlise: Ensaios 2 e 6, Lote 3

6.4.4.2 Influéncia da adigdo de ambas as vitaminas (C e D)

Neste lote o ensaio 9 foi enriquecido apenas com 15% de cada vitamina,

nao tendo sido enriquecido em calcio. Aparentemente a adicdo de vitaminas

nao muda o padrao de perda de estabilidade, mas modifica o tamanho médio

das micelas (Figura 28).
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Figura 28 - Variagdo do d° com o tempo: Ensaios 9 e Branco, Lote 3

6.4.4.3 Influencia da Vitamina D:

Nos ensaios 13 e 17 (Figura 29 e 30), ambos enriquecidos em 15% de
calcio e vitamina C, a perda da estabilidade foi idéntica, concluindo-se assim
que o enriquecimento em 15% de vitamina D do ensaio 17, n&o colaborou para
aumentar a perda da estabilidade do EHS. O mecanismo de perda de
estabilidade ndo se modifica prevalecendo o fendbmeno de difusdo molecular
(Figura 31, Tabela 15).

Muito provavelmente a perda de estabilidade observada €& ocasionada
pela adicdo de ions calcio e ndo pela adigdo de vitaminas. Este fato é
corroborado pelos resultados obtidos com EHS comerciais, onde a adigao de
vitaminas quase nao apresentou alteracbes no perfil de estabilidade da

emulsao.
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Figura 31 Variagéo de d*> com o tempo de analise: Ensaios 13 e 17, Lote 3

6.4.5 - 4° Lote

6.4.5.1 Influéncia do Calcio:

Comparando-se os ensaios do 4° Lote, pode-se concluir que em todos
0s casos houve um aumento no dmedic @0 longo do experimento o que
caracteriza um aumento no tamanho das micelas (Figuras 32 a 34). No ensaio
4, o EHS enriquecido em 6% de calcio apresentou um aumento No dmggio €M
16%, o EHS do ensaio 8 enriquecido em 21% de calcio obteve um aumento do
dmedio de 17% e o EHS do ensaio 10 enriquecido em 30% de calcio teve seu

dmedic aumentado de 64%.
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Figura 34 - Distribuicao do tamanho de micelas da Amostra 10

6.4.5.2 Influéncia da adigdo de ambas as vitaminas (C e D)

Comparando-se os ensaios 11 e 14, ambos enriquecidos em 15% de
calcio e com diferentes concentracdes de vitaminas ndo tiveram os valores de
sigma e da média da distribuicdo alterados. Porém, as Figuras 35 e 36
mostram que no ensaio 11 o EHS sofreu uma maior variabilidade no valor de
dmedio (83%), ja para o EHS do ensaio 14 o valor de dmegio Variou com redugéo
de 7% sendo essa considerada estavel.

Ao analisarmos a distribuicdo do tamanho das micelas em ambos os
ensaios houve um aumento na dispersado destas distribuicdes uma vez que o

valor de sigma aumentou 44% no ensaio 11 e de 33% no ensaio 14, sendo o
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EHS do ensaio 14 também mais estavel quando leva-se em consideracao a

homogeneidade dos tamanhos das micelas.
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Figura 35 - Distribuicado do tamanho de micelas do Ensaio 11
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6.4.6 Concluséo Geral

O mecanismo de perda de estabilidade por difusdo molecular parece ser
caracteristico das amostras com adicdo de calcio independente do tipo de
perda de estabilidade que se estabeleca no EHS controle, i.e., apesar dos lotes
apresentarem comportamentos distintos 0 mecanismo é idéntico quando se
adiciona calcio.

Aparentemente a adicdo de vitaminas ndo muda o padrao de perda de
estabilidade, mas modifica o tamanho médio das micelas.

Através da analise do grafico de pareto (Figura 37) a adigdo conjunta de
célcio e vitamina C mostrou ser um efeito significativo ( p < 0,05) no processo

de perda de estabilidade do EHS.
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Gréfico de Pareto para os efeitos normalizados:
Variavel: Didametro

3 fatores, 21 corridas

1Lby2L |

2,24264

2Lby3L -1,97975

1Lby3L | -1 ,9566:59

(2)Vitamina C(L)} -1,56741

(1)Calcio(L) F -1,54008

(3)Vitamina D(L)} 1,27167

Vitamina D(Q)p ,6976646

Calcio(Q) ,2343796

Vitamina C(Q)f ,2279501

Efeitos Estimados

Figura 37 - Analise dos efeitos normalizados

6.5 Reologia

6.5.1 Influéncia da Taxa de Deformacgao na Viscosidade

Os mesmos resultados (Figura 37) foram relatados por Richardson
(1953) no trabalho (The flow of emulsions). Esse autor concluiu que a
viscosidade aparente das emulsdes, com as mesmas concentragbes, €
inversamente proporcional a este diametro médio. Conseqlientemente, as
variagdes de viscosidade de uma emulsdo com a taxa de cisalhamento e a
concentracdo das micelas ser explicada em termos do trabalho realizado em

distorcer das micelas e no deslizamento de uma pela outra.
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Figura 38- Viscosidade das amostras versus taxa de deformacgao

6.5.2 Viscoelasticidade

Comparando-se o EHS puro com as amostras enriquecidas (Figura 38)

pode-se perceber que o enriquecimento ndo causou alteragdes na reologia das

amostras. Além disso, as propriedades viscosas ficaram constantes (G”)

E suas propriedade elasticas G’ decresceram de forma acentuada,

sendo assim a parte viscosa mais importante que a parte elastica, como pode-

se comprovar com o aumento da tan 0.
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CAPITULO 7

7.1. CONCLUSOES

EHS puro comercial mantido a 25°C apresentou uma reducdo no
tamanho de suas micelas denotando uma modificacdo da estrutura da emulsao
semelhante a observada pelo ensaio 9 ( 0% Ca; 3,4 mg / 100mL de vitamina C;
0,38 ug / 100 mL de vitamina D) que permaneceu estavel durante a
amostragem com uma redugao de 12% no valor do seu didmetro médio.

Na amostra de EHS comercial, a adicdo de calcio promoveu uma
distribuicado mais dispersa do tamanho das micelas da emulsao, o que pode ser
encarado como uma maior heterogeneidade do sistema, fato este também
verificado nos ensaios 5 (aumento de 167% na dispersao) e 6 (aumento de
133% na disperséo).

A adigao de calcio levou a um processo de desestabilizagdo do EHS por
difusdo molecular (aumento linear do valor de d* com o tempo de analise). Este
processo parece ser ocasionado pela adigcdo de ions calcio e ndo pela adi¢cao
de vitaminas.

No EHS comercial enriquecido em vitaminas, a adicdo destas
apresentou alteracdes similares aquelas do leite sem enriquecimento, fato este
comprovado nos ensaios com EHS da Ecobras onde vitamina D (ensaio 17)
nao colaborou para aumentar a perda da estabilidade do EHS.

O aumento da adicao de vitamina C leva a uma aceleragcao no processo
de perda de estabilidade provocado pelo fendmeno de coalescéncia, ocorrendo

um aumento na heterogeneidade do tamanho das micelas.
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Ja o EHS comercial com a adigdao conjunta de calcio e vitaminas
promoveu um efeito diverso ao anteriormente observado, levando, porém, a
diferengcas menos significativas do que aquelas observadas com o produto
original (sem enriquecimento), fato este observado quando se compara os
ensaios 11 e 14, onde o enriguecimento com vitaminas favoreceu a
estabilidade da emulséao.

O enriquecimento maximo do EHS sugerido que nao provoca uma
desestabilizagao é definido abaixo:

v 15% de calcio, uma vez que, com 21%, apesar do tamanho das micelas ser
pouco alterado em relagédo ao EHS puro, ocorreu um grande aumento na
dispersao do tamanho das micelas.

v' 15% de vitamina C: altas concentragdes de vitamina C levaram ao
crescimento das micelas que apresentava comportamento linear (difusao
molecular) para exponencial (coalescéncia).

v 30% de vitamina D: altas concentragcdes de vitamina D favoreceram a
estabilidade do EHS. Concentragdes maiores ndo foram estudadas, pois
este enriquecimento iguala a concentragdo desta vitamina encontrada no
leite bovino (0,8 ug/100mL).

O enriquecimento do hidrolisado soluvel de soja pode ser um processo
satisfatério, se adequadamente formulado, para manter suas propriedades
fisico-quimicas, além das nutricionais, tornando-se assim um excelente

substituto para o leite bovino.
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7.2. SUGESTOES

Estudos reolégicos deverao ser realizados futuramente de forma a
avaliar os extratos soluveis de soja enriquecidos de calcio e vitaminas em
diferentes temperaturas, frequéncias e taxas de deformacgao além do efeito de
tixotropia.

Analise sensorial do EHS enriquecido.

Além disso, estudos do aumento do tempo de prateleira de 15 dias para

30 dias utilizando conservantes e estabilizantes naturais e organicos.
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