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RESUMO

O oleo essencial de orégano é conhecido por suas propriedades antimicrobianas,
porém trata-se de uma mistura de compostos volateis sensiveis a luz, ao oxigénio e a
temperatura e que podem ser facilmente degradados. A encapsulacao permite a sua
protecdo, estendendo sua vida Util e promovendo sua liberagéo controlada. O objetivo
deste trabalho foi estudar a influéncia do método de encapsulagdo e material de
parede e, consequentemente da morfologia das particulas, na cinética de liberacao
do dleo essencial de orégano em um meio liquido com condicBes analogas a uma
solugcdo de marinagcdo, bem como avaliar se 0s processos de recobrimento por
interacdo eletrostatica com concentrado proteico de soro de leite e liofilizagédo
influenciam na liberacdo do composto ativo. As particulas produzidas por gelificacéo
ibnica apresentaram capacidades de carga e retencéo entre 64,19 e 78,64 % e 57,58
e 73,26 %, respectivamente, enquanto as particulas produzidas por coacervacao
complexa apresentaram capacidade de retencdo entre 64,58 e 66,12 % e eficiéncia
de encapsulacéo entre 88,84 e 90,84 %. Enquanto o processo de liofilizacdo diminuiu
o didmetro médio e tornou a superficie das particulas irregulares, acelerando a
liberacdo do Oleo, o processo de recobrimento néo teve interferéncia significativa na
cinética de liberacdo. As particulas produzidas por ambos os processos demoraram
entre 420 e 660 minutos para liberar 95 % ou mais do 6leo retido. Durante 0 processo
de liberacdo, as amostras ndo apresentaram dissolu¢cdo ou erosdo, porém as
particulas produzidas por gelificacdo ib6nica intumesceram e as coacervadas
apresentaram reducao de seu diametro médio. O modelo que melhor se ajustou aos
perfis de liberacédo foi o de Peppas, o0 qual apresentou coeficiente de determinacao
(R?) > 0,94, erro residual médio (E) < 10 % e expoente difusional (n) entre 0,29 e 0,33,
confirmando que a liberagdo do Oleo essencial de orégano ocorreu,
predominantemente, através da difusdo de Fick. Os valores de coeficiente de
transferéncia de massa instantaneo (h) variaram entre 0,89 x 10% e 5,06 x 10%,

mostrando correlacdo com os perfis de liberacéo do 6leo essencial de orégano.

Palavras-chave: Origanum vulgare L. Interacao eletrostética. Liofilizagdo. Modelagem.

Difusao.



ABSTRACT

Oregano essential oil is known for its antimicrobial properties; however, it is a mixture
of volatile compounds sensitive to light, oxygen, and temperature, and that can be
easily degraded. Encapsulation allowed its protection, extending its shelf life and
promoting its controlled release. The objective of this work was to evaluate the
influence of the encapsulation method and wall material, and consequently the particle
morphology, in the release kinetics of oregano essential oil in a liquid medium with
conditions analogous to a marinating solution, as well as to evaluate if the electrostatic
interaction with whey protein concentrate and freeze-drying processes have influence
on the release of the oil. Particles produced by ionic gelation presented loading and
retention capacities between 64.19 and 78.64 % and 57.48 and 73.26 %, respectively,
while particles produced by complex coacervation presented a retention capacity
between 64.58 and 66.12 % and encapsulation efficiency between 88.84 and 90.84
%. Whereas the freeze-drying process decreased the mean size and made the particle
surfaces to become irregular, accelerating the oil release, the coating process did not
have significative interference in the release process. Particles produced by both
processes took between 420 and 660 minutes to release 95 % or more of the trapped
oil. During the release process, samples did not show dissolution or erosion; however,
particles produced by ionic gelation undergone swelling and the coacervate particles
showed a decrease in their mean size. The model that best fitted the kinetic profiles
was Peppas, which presented a determination coefficient (R2) > 0.94, mean residual
error (E) < 10 % and diffusional exponent (n) between 0.29 and 0.33, confirming that
oregano essential oil release occurred, mainly, through Fick diffusion. Instantaneous
mass transfer coefficient values (h) varied between 0.89 x 108 and 5.06 x 108,

showing correlation with the oregano essential oil release profiles.

Keywords: Origanum vulgare L. Electrostatic interaction Freeze-drying. Modeling.
Diffusion.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a alta demanda por alimentos seguros, naturais e de
qualidade, além da suspeita sobre a toxicidade de alguns aditivos quimicos,
evidenciaram a necessidade do uso de compostos naturais que possam desempenhar
a funcéo de conservante (OLIVEIRA et al., 2012). Assim, a industria de alimentos tem
dado uma atencdo consideravel aos Oleos essenciais, 0s quais sd0 compostos
volateis produzidos como metabdlitos secundarios por plantas aromaticas e possuem
propriedades antioxidantes, aromatizantes e conservantes. Além disso, sao naturais,
seguros para uso e amplamente aceitos pelos consumidores (BAKRY et al., 2016).

O orégano esta entre as plantas aromaticas utilizadas como especiarias mais
comercializadas e consumidas no mundo, tendo grande importancia econdémica como
fonte natural de compostos bioativos (LUKAS; SCHMIDERER; NOVAK, 2015). Seu
0leo essencial € conhecido por suas propriedades antimicrobianas devido aos seus
principais compostos fendlicos — carvacrol e timol (BAKRY et al., 2016). Porém, como
os demais 6leos essenciais, trata-se de uma mistura de compostos volateis que
podem ser degradados devido a sua sensibilidade a luz, ao oxigénio e a temperatura.

A microencapsulacdo € uma tecnologia que permite aprisionar fisicamente
substéancias sensiveis, de modo a protegé-las de condi¢cbes adversas, estendendo sua
vida Gtil e promovendo a liberacdo controlada do material encapsulado (BEIRAO-DA-
COSTA et al., 2013). Para a encapsulacao de 6leos essenciais, pode-se utilizar varias
técnicas, tais como: emulsificacdo, coacervacao, gelificacdo ibnica, spray drying,
spray chilling, liofilizacao, entre outras (ASBAHANI et al., 2015; BAKRY et al., 2016).
Entretanto, € interessante o uso de técnicas pouco agressivas, como a gelificacao
ibnica e a coacervacdo, as quais sao tecnicas simples e que nao exigem
equipamentos especializados em escala laboratorial. Além disso, as técnicas de
encapsulacdo que produzem particulas Umidas, como as citadas acima, S&o
geralmente complementadas com processo de desidratacdo para que as particulas
possam ser analisadas também em estado desidratado. O processo de desidratacao
por liofilizacdo € um dos mais utilizados para fornecer produtos de excelente qualidade
e com caracteristicas semelhantes aos originais, uma vez que nao requer altas
temperaturas para a desidratacdo do produto. Devido a grande gama de técnicas de

encapsulacéo, ha diversos estudos focados em processos de producédo de particulas,
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porém estudos sobre os fenémenos de transferéncia de massa e cinética de liberacéo
de compostos encapsulados sédo tdo importantes quanto a producdo e sao mais
escassos.

O desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada depende, além da
escolha do material a ser encapsulado e dos métodos empregados para
encapsulacédo, das possibilidades de predicdo e controle do gatilho e da cinética de
liberagdo desse composto no meio. Ao mesmo tempo, os mecanismos de liberagéo
dependem de diversos fatores especificos e inerentes a cada aplicagcéo, incluindo o
método de encapsulacdo, o material de parede, a morfologia das particulas e as
propriedades do meio (MADERUELO; ZARZUELO; LANAO, 2011).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar a liberacao
in vitro do 6leo essencial de orégano microencapsulado, buscando descrever os
mecanismos de transferéncia de massa envolvidos no processo e determinar sua
cinética de liberacdo, visando sua aplicacdo como antimicrobiano no controle do
desenvolvimento de micro-organismos em filés de peito de frango marinados. Para
tanto, foram estudadas particulas contendo Oleo essencial de orégano (OEO)
encapsulado em alginato de sédio pelo método de gelificacdo idnica por extrusao,
submetidas ou ndo ao processo de recobrimento por interacdo eletrostatica com
concentrado proteico de soro de leite (WPC), umidas e liofilizadas, e particulas
contendo 6leo essencial de orégano encapsulado em gelatina e goma arabica pelo
método de coacervacdo complexa, Uumidas e liofilizadas. Pretendeu-se, assim,
correlacionar os efeitos do método de producdo e da formulacdo da matriz
encapsulante, bem como o estado Uumido ou desidratado da particula, com suas
propriedades de barreira e, consequentemente, com os fendmenos de transferéncia

de massa e a cinética de liberacdo do 6leo essencial de orégano em meio liquido.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi encapsular o 6leo essencial de orégano (OEO) para
evitar perdas dos principais compostos volateis e, consequentemente, perda do efeito
antimicrobiano desejado e estudar os fendomenos de transferéncia de massa
envolvidos em sua liberagdo. A partir dos resultados obtidos, objetivou-se ajustar
modelos matematicos adequados a predicdo da cinética de liberacdo do 6leo
essencial de orégano em meio liquido, simulando condi¢cBes analogas a solucéo de
marinacdo de carne de frango, visando a aplicacdo das particulas como

antimicrobiano natural.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos incluiram:

i. producao de particulas contendo OEO encapsulado em alginato de sédio por
gelificacdo ibnica por extrusao;

ii. producao de microparticulas contendo OEO encapsulado em gelatina e goma
arabica por coacervacdo complexa;

iil. submissao das particulas produzidas de acordo com o item (i) a uma etapa
de recobrimento por interacéo eletrostatica com WPC;

iv. submisséo das particulas produzidas de acordo com os itens (i), (i) e (iii)) a
uma etapa de liofilizagao;

v. caracterizacdo das particulas produzidas quanto a distribuicdo de tamanho,
morfologia e teor de OEO;

vi. determinacgdo, experimental, da cinética de liberacdo de OEO em meio liquido
simulando solu¢fes de marinagao;

vii. avaliacédo, ao longo do processo de liberagéo, das alteracbes morfologicas e
estruturais sofridas pelas particulas;

viii. modelagem da cinética de liberacdo e correlacdo dos fenbmenos de

transporte com as alterac6es morfoldgicas e estruturais observadas.



20

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Orégano (Origanum vulgare L.)

O orégano € uma planta herbacea perene (Figura 1), pertencente a familia
Lamiaceae, nativa da Europa e Asia Central (CHARLES, 2012). O género Origanum
possui mais de 205 espécies (TERAMOTO et al., 2009), predominantemente
distribuidas ao redor da regido do Mediterraneo (SOZMEN et al., 2012) e a espécie

mais difundida no mundo é a Origanum vulgare L. (BONFANTI et al., 2012).

Fonte: J.S. Peterson, hosted by the USDA-NRCS PLANTS Database, 2019.

O orégano esta entre as plantas de especiarias mais comercializadas e
consumidas no mundo (CHISHTI; KALOO; SULTAN, 2013; LUKAS; SCHMIDERER,;
NOVAK, 2015) e tem grande importancia econémica como fonte natural de compostos
bioativos, como vitaminas, taninos, resinas, esterois, flavonoides e 6leo essencial
(CHOU et al., 2011; LIU et al., 2012; LUKAS; SCHMIDERER; NOVAK, 2015), o qual
possui um teor entre 0,5 e 7,0 % na espécie Origanum vulgare (GOUNARIS et al.,
2002; KOKKINI et al., 1997).

Tal especiaria é amplamente utilizada como aromatizante para dar sabor a varios

alimentos como pizzas, saladas, carnes processadas e linguicas (AZIZI; YAN;
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HONERMEIER, 2009; CHARLES, 2012). Ha séculos essa planta tem sido utilizada na
area medicinal para tratar varias doencas como tosses convulsivas, disturbios
digestivos, bronquite e asma e, frequentemente, como expectorante, antioxidante,
anti-inflamatério e antimicrobiano, entre outras aplicagbes (CHISHTI; KALOO;
SULTAN, 2013; GULLUCE et al., 2012; SARIKURKCU et al., 2015).

3.2 Oleos essenciais

Os o6leos essenciais (OEs) sdo metabolitos secundarios de plantas que
ganharam atencdo consideravel devido as suas aplicacbes nas industrias
farmacéuticas, cosméticas e de alimentos, com propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas, analgésicas, sedativas, antioxidantes, aromatizantes (CALO et al.,
2015; PESAVENTO et al.,, 2015; RAUT; KARUPPAYIL, 2014) e conservantes
(ASBAHANI et al.,, 2015). Assim, as industrias de alimentos vém demonstrando
interesse, principalmente, pela aplicacdo dos 6leos essenciais de especiarias como
antimicrobianos naturais (DU PLOOY; REGNIER; COMBRINCK, 2009), pois devido a
hidrofobicidade dos seus componentes quimicos majoritarios, eles se acumulam nos
ambientes ricos em lipideos das estruturas da membrana celular bacteriana,
causando danos estruturais e funcionais (GONI et al., 2009). Atualmente, ha diversos
estudos com resultados promissores sobre 0 uso de OEs em alimentos como agente
antimicrobiano e biopreservativo (CHANG et al.,, 2017; FERNANDES et al., 2016;
GIRARDI et al., 2017; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2017; TEODORO et al.,
2014).

O 6leo essencial de orégano (OEO) € composto por mais de 30 ingredientes,
como carvacrol, timol, a-terpineno, y-terpineno, terpinen-4-ol, p-cinemo e a-terpineol.
Os dois primeiros componentes sdo compostos fenélicos que constituem cerca de 78
a 82 % do o6leo essencial e sdo 0s principais responsaveis por sua atividade
antioxidante e antimicrobiana (BAKRY et al.,, 2016; BONFANTI et al., 2012;
BOTSOGLOU et al., 2003; CHISHTI; KALOO; SULTAN, 2013; PREUSS et al., 2005).
Considerado um dos mais efetivos, 0 OEO e seus compostos fendélicos demonstraram
a capacidade de levar uma célula a morte por sua capacidade de permear e
despolarizar a membrana citoplasmatica bacteriana (BAKRY et al., 2016). Segundo

Rodriguez-Garcia et al. (2016), a eficacia da atividade antimicrobiana segue a
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seguinte ordem: orégano / dente de alho / coentro (semente) / canela > tomilho >
menta > alecrim > mostarda > coentro (folhas/talos) / salvia.

Contudo, os seguintes pontos limitam a aplicacdo dos OEs em alimentos e em
outros produtos industriais: (i) sdo altamente insolUveis em &gua devido a sua
natureza lipofilica e, por essa razdo, podem limitar o contato com agentes patogénicos
em alimentos ou materiais de elevada umidade (KALEMBA; KUNICKA, 2003); (ii)
muitos OEs, 0s quais sdo compostos volateis, tém baixa estabilidade oxidativa e efeito
de curta duracdo (MARTINS et al., 2009). Embora diversos compostos naturais
possuam propriedades biolégicas descritas em pesquisas in vitro, sua eficacia &
reduzida quando em alimentos. Esse comportamento referido como “paradoxal” tem
propiciado estudos em um campo emergente da fisico-quimica de alimentos, na
tentativa de entender e explicar o fendbmeno. A priori, sabe-se que a concentracao e
0S componentes presentes nos alimentos originam interacdes moleculares e coloidais
gue impactam no efeito antimicrobiano dos Oleos essenciais. Alguns fatores que
contribuem para o paradoxo antimicrobiano séao a polaridade, a massa molar e a carga
do composto antimicrobiano, além do pH, da forca ibnica e da temperatura do meio.

As estratégias para melhorar os efeitos bioldégicos de compostos naturais em
alimentos envolvem a modificacdo de suas propriedades fisicas através do uso da
encapsulacdo (WEISS; LOEFFLER; TERJUNG, 2015). A auséncia de controle sobre
a taxa de liberagéo do OE produz um efeito imediato e de curta duragcdo (BANERJEE
et al., 2013), sendo que a encapsulacao oferece uma abordagem adequada e eficaz
para aumentar a estabilidade fisica das substancias ativas, protegé-las das interacées
com os ingredientes alimentares e minimizar possiveis efeitos deletérios do OE sobre
as propriedades sensoriais (MORAES-LOVISON et al., 2017), além de garantir a
liberacéo lenta e controlada dos compostos volateis (ASBAHANI et al., 2015).

3.3 Encapsulacao

A encapsulacdo é uma tecnologia na qual uma substancia solida, liquida ou
gasosa é envolvida por uma parede de revestimento ou incorporada em matrizes de
um ou mais materiais de parede para obtencdo de particulas (NAZZARO et al., 2012).
Esse método permite que substancias sensiveis figuem protegidas de condicdes

adversas do meio, tais como a luz, a umidade, o oxigénio e as interacbes com outros
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componentes do alimento, permitindo a estabilizacdo do produto, estendendo sua vida
atil e promovendo a liberacdo controlada do material encapsulado em condi¢cdes pré-
definidas (BEIRAO-DA-COSTA et al., 2013).

As particulas sdo formadas por um material central, conhecido como material de
recheio, fase interna ou nucleo, e um material de parede, denominado revestimento,
casca, membrana ou fase externa. O material utilizado para a formacéo da parede
determina a estabilidade das microparticulas e a eficiéncia do processo (CALVO et
al., 2012). O tamanho e a forma das particulas dependem do material de parede e do
meétodo utilizado para prepara-las. Ha seis tipos de particulas, as quais estdo
representadas na Figura 2. Os tipos mais comuns sdo as capsulas — particulas que
possuem um nudcleo envolto por uma membrana — e as esferas — particulas que
possuem nucleos embutidos em uma matriz, geralmente polimeros (NAZZARO et al.,
2012).

Figura 2 — Tipos de particulas: (i) capsula simples, (ii) esfera (matriz), (iii) capsula

irregular, (iv) capsula de multiplos-nucleos, (v) capsula de multiplas paredes e (vi)

capsulas reunidas.

(i) (ii) (iii)

(iv) (v) (vi)

Fonte: Adaptado de Bakry et al., 2016.
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As técnicas utilizadas para a encapsulacdo sao divididas em trés métodos: (i)
fisicos (spray drying, spray chilling, liofilizac&o, extruséo), (ii) quimicos (polimerizacéo
interfacial, inclusdo molecular) e (iii) fisico-quimicos (gelificagdo i6nica, coacervacao,
emulsificacdo) (ASBAHANI et al., 2015; DIMA et al., 2016; MARTINS et al., 2014,
SHAHIDI; HAN, 1993). A selecdo da técnica depende do material de recheio, do
tamanho desejado das microparticulas e da aplicagcdo e mecanismo de liberacéo
destas (COOK et al., 2012).

No caso dos OEs é recomendada uma encapsulacdo a baixa temperatura para
evitar perdas por volatilizacdo. Assim, pode-se selecionar dois métodos interessantes:
a gelificacdo ibnica por extrusdo, dada sua simplicidade e versatilidade (BENAVIDES
et al., 2016), em escala laboratorial, e a coacervagcéo complexa, uma vez que forma

particulas visualmente menores que as formadas pela gelifica¢do idnica por extrusao.

3.3.1 Gelificacéo idnica

O processo de gelificacdo ibnica é baseado na capacidade de polissacarideos
aniébnicos (como alginato, pectina, goma carragena) de formar um gel insoltuvel
através da reticulacdo ibnica em presenca de céations multivalentes. As particulas de
polissacarideo sdo dispersas em uma solucéo contendo ions bivalentes, usualmente
Ca?*. As vantagens desse processo sdo a nao utilizacdo de altas temperaturas e
equipamentos especializados, além de ser considerado de relativo baixo custo.
Porém, as particulas obtidas por gelificacdo ibnica possuem elevada porosidade da
matriz e, consequentemente, elevado indice de difusdo do material de recheio, o que
pode ser uma limitacdo, dependendo da aplicacao da particula. Essa técnica pode ser
efetuada por extrusdo ou por atomizacdo. Na extrusdo, uma mistura contendo o
material de parede e o recheio € gotejada em uma solugéo ibnica por meio de uma
seringa. No processo de atomizagéo, o ar comprimido forca a passagem da mistura
de material de parede e recheio por um orificio de tamanho definido (BUREY et al.,
2008; PATIL et al., 2010).

Polissacarideos sdo uma das categorias de polimeros naturais que
desempenham um importante papel em sistemas de entrega de compostos bioativos.
Eles sédo, por definicdo, estruturas de carboidratos poliméricos constituidos por

unidades repetidas de monossacarideos unidas por ligacdes glicosidicas. Como séo
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de fonte natural, os polissacarideos sdo altamente seguros, nao toxicos,
biodegradaveis e biocompativeis, além de serem abundantes na natureza e terem
baixo custo para seu processamento. Assim, as informacdes sobre as propriedades
biolégicas e fisico-quimicas dos polissacarideos os tornaram um material promissor
na preparacao de microparticulas (YANG et al., 2015).

O alginato € um polissacarideo aniénico produzido por algas marrons, como
Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum nodosum, e bactérias. Sua
disponibilidade comercial é fruto da producdo a partir de algas na forma de sal —
alginato de sédio (AGUERO et al., 2017; OTALORA et al., 2016). O uso do alginato
como material de parede tem como vantagens seu baixo custo, maior compatibilidade
em comparagdo com outros biopolimeros (ARANHA, 2015) e capacidade de formar
complexos com proteinas de alimentos como proteinas do soro de leite (CHING;
BANSAL; BHANDARI, 2015). Ademais, o emprego do alginato de sodio é legalmente
permitido em alimentos (BRASIL, 2010). Esse polissacarideo possui grupos
carboxilicos que consistem em residuos de &acidos a-L-glucurdnico (G) e B-D-
manurénico (M) ligados linearmente por ligacdes 1,4-glicosidicas (YANG; XIE; HE,
2011). A gelificacdo do alginato ocorre pela troca de ions de sédio dos blocos G por
cations multivalentes, como os ions de calcio, e subsequente empilhamento desses
blocos G para formar uma caracteristica estrutura do tipo “caixa de ovo”, como

observado na Figura 3.
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Figura 3 — Estrutura do tipo “caixa de ovo” da gelificacdo do alginato: (i)
representacdo esquematica e (ii) estrutura quimica pela interacdo idnica entre ions

carboxilato — alginato — e ions Ca?*.
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Fonte: Adaptado de Aglero et al., 2017; Lee; Mooney, 2012.

Na gelificacdo i6nica, é possivel encapsular substancias hidrofébicas
(MCCLEMENTS, 2006), porém, para obtencdo de uma emulsao cineticamente estavel
€ necessaria a utilizacdo de um agente surfactante ndo iénico, o qual estabiliza a
emulsdo preparada com OE e o material de parede através do uso de um
homogeneizador (BAKRY et al., 2016).

3.3.1.1 Agentes surfactantes

Agentes surfactantes sdo substancias que ajudam a estabilizar emulsoes,
facilitando a dispersdo do Oleo em pequenas gotas na fase aquosa, e,
consequentemente, podem aumentar a eficiéncia de encapsulagdo. A selecdo do
surfactante € importante na estabilidade da emulsdo, ja que, geralmente, séo
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moléculas anfifilicas, ou seja, possuem componentes hidrofilicos e lipofilicos em sua
estrutura quimica, isto é, sdo soluveis tanto em agua quanto em 0Oleo e permitem,
assim, que o Oleo seja disperso em agua. O surfactante é adsorvido na interface agua-
Oleo, estabelecendo uma barreira em torno das goticulas dispersas e, entdo, a
emulsao é estabilizada devido a reducéo da tenséo interfacial do sistema (SHAMAEI
et al., 2017; SIYAL et al., 2017). Na industria de alimentos, geralmente usam-se
surfactantes sintéticos de moléculas pequenas (como Tweens e Spans), 0s quais tém
um grupo nao polar (cauda) e um grupo polar (cabeca) (MCCLEMENTS; JAFARI,
2018).

Tween € uma marca de registro comercial da IClI Americas, Inc. e, na
nomenclatura, o numero ap6s o nome do polissorbato refere-se ao grupo hidrofilico.
Assim, o Tween 80 é um surfactante hidrofilico e possui uma designag¢do comercial
de polissorbato 80 (derivacdo de um emulsificante de sorbitano polietoxilado e acido
oleico). Devido as boas propriedades emulsificantes, € um dos mais utilizados na
preparacdo de emulsbes. Esse surfactante ndo possui carga (ndo ibnico) e seu
componente hidrofilico tem uma importancia consideravel em relacdo ao componente
lipofilico, o que permite a estabilizacdo efetiva das emulsbes o6leo em agua
(ARANCIBIA et al., 2017).

3.3.1.2 Interacédo eletrostética

A interacdo eletrostatica consiste, basicamente, na modificacdo da estrutura do
material de parede de uma particula pela interacao entre polieletrélitos e proteinas,
formando agregados estaveis entre os dois polimeros de cargas opostas, 0 que
resulta na formacéao de um complexo sobre a superficie da particula (ARANHA, 2015;
PATIL et al., 2010). Assim, com esse processo, pode-se superar a limitacdo da
elevada porosidade da matriz das particulas obtidas por gelificagdo i6bnica. Humblet-
Hua et al. (2011) observou que o revestimento de microparticulas de pectina e alginato
com policéations (tais como quitosana e proteinas de soro) resultou ha formacgéao de um
revestimento sobre a superficie das microparticulas, o qual retardou a liberacéo dos
compostos encapsulados.

Devido as interacdes eletrostaticas entre grupos com cargas opostas, proteinas

e polissacarideos podem formar complexos em uma solucdo aquosa
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espontaneamente, geralmente entre os valores de pKa dos grupos anidnicos do
polissacarideo e o ponto isoelétrico (pl) da proteina (DE KRUIF; WEINBRECK; DE
VRIES, 2004; TOLSTOGUZOV, 2003). A formacéao e estabilidade desses complexos
séo afetados por alguns fatores, como pH, forca iénica, relacdo proteina:polieletrdlito
e condicOes de producéao (YE, 2008).

Proteinas lacteas, como as caseinas e proteinas do soro de leite, sdo estruturas
globulares reconhecidas como seguras (GRAS) pela Food and Drug Administration
(FDA). Tais proteinas possuem a capacidade de gelificacdo e ligacdo com pequenas
moléculas, sendo, portanto, uma alternativa promissora na encapsulacdo de
compostos bioativos (SHI et al., 2013), apresentando caracteristicas de
biodegradabilidade e biocompatibilidade, além de formar membranas transparentes
com boas propriedades mecanicas (BERNABE; PENICHE; ARGUELLES-MONAL,
2005). Além disso, proteinas de soro de leite ttm demonstrado boa protecdo contra
oxidacdo, possuindo baixa permeabilidade ao oxigénio (CHARVE; REINECCIUS,
2009). As proteinas de soro contém 82 % de [-lactoglobulina e 15 % de a-
lactalbumina, com pontos isoelétricos variando de 4,4 a 5,2 (DAMODARAM, 2008).

3.3.2 Coacervacdo complexa

A encapsulacéo por coacervacao é um fenébmeno fisico-quimico em que ocorre
separacédo espontanea de fases liquidas em uma solugéo coloidal e, entdo, o material
de recheio é encapsulado no processo (KAUSHIK et al., 2015; THIES, 2007). Esse
processo pode ser classificado em coacervacdo simples e complexa. No caso da
coacervacao simples ha a precipitacdo de um polimero através da adicdo de agentes
(sais ou alcoois), os quais tém maior afinidade pela agua do que o polimero (LAKKIS,
2007), enquanto na coacervagcdo complexa deve haver interacdo entre pelo menos
dois polimeros, com cargas opostas, sob condi¢des adequadas (THIES, 2007; XIAO
et al., 2014). O processo de coacervacdo complexa envolve quatro etapas, como
apresentado na Figura 4: (i) mistura do composto bioativo (material de recheio) em
uma solucdo aquosa contendo dois diferentes polimeros (materiais de parede); (ii)
coacervacdao inicial de polimeros apés reducdo do pH da solugédo abaixo do ponto

isoelétrico da proteina; (iii) deposicdo dos polimeros na superficie do composto
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bioativo; e (iv) solidificacdo e consequente formacédo da parede e isolamento das
particulas (AZEREDO, 2015; BAKRY et al., 2016; SILVA et al., 2012b).

Figura 4 — Etapas da encapsulagéo por coacervacao complexa.
s‘? « Q/\ & '0

(i)

b

P _
Q-0

(iv) (iii)

Fonte: Adaptado de Bakry et al., 2016.

A juncdo de proteinas carregadas positivamente a polissacarideos carregados
negativamente conduz a formacdo de complexos estaveis. Assim sdo formadas duas
fases: a primeira é conhecida como “rica em polimeros”, contendo o coacervado
precipitado e a segunda é chamada “pobre em polimeros”, onde o solvente
permanece. A agregacado das particulas ocorre somente sob certas condi¢des, como
correta proporcao entre os biopolimeros e 6timo pH, levando a precipitacdo dos
complexos insoluveis. Os complexos podem sofrer drasticas alteracbes durante o
processo, 0 que torna essencial a preparacao sob condi¢des apropriadas (RUTZ et
al., 2017; SCHMITT; TURGEON, 2011; THIES, 2007).

O uso do processo de coacervagao complexa para encapsulagédo de compostos
fornece as seguintes vantagens: obtengdo de particulas que variam de 1 a 1000 um;
uso de condicbes menos agressivas de processo; variedade de biopolimeros que
podem ser utilizados como material de parede; possibilidade de alta eficiéncia e
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retencdo, podendo atingir até 90 %; baixa migracdo do 6leo para a superficie da
particula (KAUSHIK et al., 2015; KRALOVEC et al., 2012; SCHMITT et al., 1998).

O sistema gelatina-goma arabica é o mais estudado para coacervacao
complexa. A gelatina é derivada do colageno, sendo uma das proteinas mais
utilizadas para encapsulacdo de alimentos, uma vez que possui boa capacidade de
formar filme e gel estavel em temperaturas menores que 40 °C (MARFIL et al., 2016).
Assim como as outras proteinas, a gelatina tem caréater anfétero, ou seja, dependendo
do pH do meio em que se encontra, seus grupos de aminoacidos podem estar
carregados negativa ou positivamente. Para pH acima do ponto isoelétrico da gelatina,
esta terd uma carga resultante negativa, enquanto para pH abaixo do ponto
isoelétrico, sua carga resultante sera positiva. Em funcdo da hidrélise sofrida na
extragao, a gelatina pode ser dividida em dois grupos: tipo “A”, com extracao realizada
por hidrolise acida e ponto isoelétrico entre 7,0 a 9,5, e tipo “B”, com extragao realizada
por hidrolise basica e ponto isoelétrico entre 4,5 a 5,5 (MARFIL et al., 2016; PRATA,
2006). A goma arabica (GA) € extraida de espécies de acacia, sendo um
polissacarideo insipido, inodoro, solivel em agua, com baixa higroscopicidade e boas
propriedades emulsificantes, além de promover formacéo de filmes e possuir acéao
protetora contra oxidacdo de volateis. Acima de pH 2,2, esse polissacarideo é
negativamente carregado (AZEREDO, 2015; MARFIL et al., 2016).

3.4 Liofilizagao

A desidratacdo é uma forma conveniente de conservacdo de produtos
alimenticios, uma vez que reduz o conteudo de umidade até niveis baixos, reduzindo
a chance de reacdes quimicas e as taxas de reacdes de degradacdo e aumentando a
vida-de-prateleira deste produto. Entre as técnicas de secagem disponiveis, a
liofilizacdo é considerada um processo de referéncia para a produgdo de produtos
desidratados de alta qualidade, por néo utilizar ar quente, o qual pode danificar o
alimento e, consequentemente, alterar suas propriedades. Apesar do elevado custo,
esse processo apresenta vantagens consideraveis em relacdo as técnicas classicas
de desidratacdo, como preservacao da maior parte das propriedades originais do
produto, alta capacidade de reidratacdo, menor contracéo do produto e manutencgao
da morfologia inicial do material, entre outras (ORREGO-ALZATE, 2008).
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A liofilizacdo € um processo de desidratacdo baseado na sublimacdo da agua
presente no produto. Para isso, 0 material a ser seco é previamente congelado e por
se tratar de um processo realizado a baixa temperatura e em auséncia de ar, as
propriedades quimicas e organolépticas do produto praticamente ndo se alteram. O
congelamento inicial do produto protege e enrijece a estrutura da matriz solida e
minimiza as alteracdes na forma do produto, com retragdo minima, prevenindo a
subsequente migracdo da 4gua liquida e dos solutos durante a etapa de sublimacao.
As baixas temperaturas empregadas no processo contribuem para preservar 0s
componentes. Além disso, a formacdo dos cristais de gelo, seguida pela sua
sublimacdo, resulta em uma matriz homogénea (HAMMAMI; RENE, 1997;
MARQUES; PRADO; FREIRE, 2009).

Um sistema de liofilizagdo € constituido basicamente de uma camara a vacuo,
um condensador, um compressor e uma bomba de vacuo. Trés estagios distintos
caracterizam o processo de liofilizacdo: o estagio de congelamento, o estagio de
secagem primaria e o estagio de secagem secundaria. No estagio de secagem
priméria a 4gua congelada € removida por sublimacdo originando espagos vazios no
interior da matriz alimenticia que antes eram ocupados pelo gelo sublimado, tornando
desta forma, o alimento poroso. Nessa etapa, a maior parte da dgua é removida — em
torno de 90% do conteudo original. Entretanto, ainda podem restar quantidades
significativas de agua ligada no interior do produto, necessitando de um potencial
adicional. A forca motriz desta etapa € o aquecimento realizado no estagio de
secagem secundaria, em que ocorre a dessor¢ao da agua ligada, com a umidade final
podendo chegar até 2 % (BERK, 2018).

No caso de desidratacdo de particulas contendo compostos bioativos como
material de recheio — como os 6leos essenciais —, 0 processo de liofilizacao é realizado
com o objetivo de elevar a vida-de-prateleira, além de permitir o0 uso em produtos

desidratados.
3.5 Marinagéo de alimentos
O processo de marinagdo de alimentos é utilizado pela industria de alimentos

visando prolongar a vida de prateleira de produtos carneos (BJORKROTH, 2005),

aumentar seu valor agregado e obter um produto de facil preparo (NIEMINEN et al.,
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2012), além de melhorar suas qualidades sensoriais, como aroma, maciez e
suculéncia (NUNEZ-GONZALEZ, 2010). De acordo com Yusop et al. (2012) e Topuz
et al. (2014), é crescente a demanda por produtos carneos marinados de aves e
peixes na Europa, sendo um segmento de destaque na industria alimenticia.

A marinacao pode ser classificada como um processo de difusdo ou osmose, no
qual a carne entra em contato com uma solucdo de salmoura através de imerséao,
injecdo ou massagem. O método mais antigo de marinagdo € por imersao, onde 0s
ingredientes penetram na carne por difusdo no decorrer do tempo. O processo de
massagem € um aperfeicoamento do processo de imersédo, uma vez que o produto a
ser marinado é colocado em um equipamento com um recipiente cilindrico,
denominado tumbler, o qual fica em constante movimento, auxiliando na distribuicdo
da salmoura. Ja o método de injecdo é feito através do uso de uma seringa contendo
a solucdo de salmoura, a qual é injetada em diferentes camadas do produto carneo
(BENDALL, 1954; NUNEZ-GONZALEZ, 2010).

No Brasil, de acordo com a Instrugdo Normativa n° 89 de 2003 (BRASIL, 2003),
temperados marinados podem conter, no maximo, 20 % de salmoura incoporada na
carne, teor minimo de sal de 1 % e de especiarias de 0,5 %. Embora diversas
especiarias sejam permitidas para uso em alimentos (BRASIL, 2005) e sejam
amplamente empregadas na industria alimenticia, ainda sdo escassos 0s estudos
sobre os efeitos bhioldgicos (antioxidantes e antimicrobianos) dessas substancias em
produtos carneos marinados de modo a promover a extensdo de sua vida de prateleira
(LYTOU; PANAGOU; NYCHAS, 2016; THOMAS et al., 2010).

3.6 Liberagao controlada de materiais encapsulados

A liberagdo controlada é definida como uma situagdo onde um ou mais
compostos ativos ou ingredientes sao disponibilizados em um ambiente e tempo
desejados a uma taxa especifica (BAKRY et al.,, 2016), como representado
esquematicamente na Figura 5. O desenvolvimento de sistemas de liberacéo
controlada depende, além da escolha do material a ser encapsulado e dos métodos
empregados para protegé-lo de condi¢des adversas, das possibilidades de predicdo
e controle do gatilho e da cinética de liberacdo desse composto no meio. Os gatilhos

de liberacdo dependem de muitos fatores, como: material encapsulante, substancia
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encapsulada, geometria e morfologia da capsula, condicbes do meio (solvente, pH,
forca ibnica, temperatura) e método de producdo das particulas (MADERUELO;
ZARZUELO; LANAO, 2011).

Figura 5 — Representacdo esquematica de um sistema de liberacdo controlada.
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Fonte: Adaptado de Bakry et al., 2016.

Os sistemas de liberagdo controlada podem ser classificados em 2 tipos: (i)
sistema de liberacao tardia, onde a liberacdo do composto ativo €é tardia e acontece a
partir de um “tempo de espera” finito até um ponto quando/onde a liberagao é
favorecida; (ii) sistema de liberacdo continua, onde o mecanismo é designado para
manter uma concentracdo constante do ativo em um lugar desejado. Tais sistemas

estdo representados graficamente na Figura 6.

Figura 6 — Representacao grafica genérica dos perfis de liberagéo tardia e continua.
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Fonte: Adaptado de Lakkis, 2007.
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Um dos requisitos essenciais para a predicdo dos mecanismos de liberacédo de
ativos encapsulados é identificar os parametros de transferéncia de massa e difuséo
do ativo a partir de uma regido de alta concentracdo (matriz) para uma regiao de baixa
concentracdo (meio de liberacdo) (LAKKIS, 2007). Em alguns casos, pode ocorrer
uma alta liberagéo inicial, conhecida como “explosdo de liberagcao” (burst release),
antes da liberacdo alcancar um perfil estavel. Tal explosdo pode estar relacionada as
condi¢cbes do processo de encapsulagéo, pequenas falhas na estrutura da matriz,
geometria das particulas, interacdes entre o material de parede e o ativo, estrutura
porosa da matriz e, até mesmo, alta carga do ativo encapsulado (HUANG; BRAZEL,
2001; LAKKIS, 2007).

A liberacdo de materiais encapsulados em matrizes hidrofilicas depende de uma
série de fatores, pois tais matrizes se hidratam quando em contato com agua e, assim,
aumentam seu tamanho devido a entrada do solvente. A hidratacdo da matriz forma
uma zona em que o polimero passa de um estado cristalino a um estado “borrachoso”,
conhecido como camada de gel, através da qual ocorrem fenbmenos de transporte:
(i) entrada de meio aquoso; (ii) saida do ativo para fora do sistema; (iii) erosdo da
matriz. A espessura da camada de gel aumenta proporcionalmente a entrada de agua
no sistema, a0 mesmo tempo que as cadeias poliméricas da superficie se tornam mais
hidratadas e gradualmente perdem sua consisténcia, permitindo o inicio da erosao da
matriz.

A entrada do meio aquoso na matriz € acompanhada da formacédo de uma série
de frentes, apresentadas na Figura 7, as quais desaparecem durante o processo de

dissolucéo/erosao da matriz.

Figura 7 — Esquema de matrizes hidrofilicas apds entrada de meio aquoso.

Frente de inchamento Frente de difusio

Camada de gel €———— Frente de
dissolugaolerosao

Fonte: Adaptado de Maderuelo; Zarzuelo; Lanao, 2011.
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A liberacdo de materiais encapsulados pode ser descrita através de quatro tipos

de mecanismos de transporte de moléculas através do material de parede
(SIEPMANN; PEPPAS, 2012; ZOU et al., 2015):

transporte do tipo | ou difusdo de Fick, quando a taxa de liberacdo €&
controlada pelo processo de difusao;

transporte do tipo Il, que corresponde ao caso em que a liberacdo do
encapsulado é controlada pelo processo de inchamento do material de
parede;

transporte andmalo ou nao-Fickiano, que corresponde ao caso em que a
taxa de liberacdo depende simultaneamente dos processos de
inchamento e difuséo;

transporte tipo "supra 11", no qual a taxa de liberacéo € controlada pela

erosao/dissolucéo do polimero sob a acdo do meio.

Vérios modelos foram propostos para descrever os processos de transferéncia

de massa

envolvidos na liberacdo de compostos encapsulados, oferecendo

parametros tais como o coeficiente de difusdo, que permite descrever o mecanismo
de liberacéo de cada sistema particular (JIMENEZ-ALVARADO et al., 2009; PAYS et

al., 2002). Tais modelos sdo excelentes ferramentas para entender e predizer a

liberag&o do ativo e estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Modelos e respectivas equacdes para ajuste de dados de liberacdo de

compostos encapsulados.

Modelos Equacbes

Ordem zero Q=Ky-t Q)
Primeira ordem InQ=K; -t (2)
Higuchi Q = Ky - t1/2 (3)
Peppas Q=k-t" 4)
Coeficiente de transferéncia d(c)

V-——==—h-A"[c(sat) — c (V)] (5)
de massa dt

Q: percentual cumulativo de composto encapsulado liberado no tempo t; Ko, K1, Ku: constantes

caracteristicas de cada modelo; k: constante relacionada as caracteristicas estruturais e geométricas

da matriz; n: expoente difusional; V: volume da solucéo (meio de liberagao); A: area superficial total das

particulas; c (sat): concentracdo de saturagao do composto encapsulado (concentracdo no liquido no
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limite da interface com o s6lido); c (t): concentracdo do composto na solu¢cdo homogeneizada no tempo
t; h: coeficiente de transferéncia de massa.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O modelo de ordem zero é conhecido como a cinética de liberacdo ideal para
compostos bioativos, uma vez que, neste caso, 0S niveis permanecem constantes
durante todo o periodo de liberacdo, obtendo-se acéo prolongada, ou seja, a liberacéo
independe da concentracdo do composto (COSTA; LOBO, 2001; SILVA et al., 2012a;
SINGHVI; SINGH, 2011). Tal cinética pode ser obtida quando n (equacao 4) assume
o valor de 1, o que estd, geralmente, relacionado ao transporte do tipo Il (DIMA et al.,
2016; LIU et al., 2006; NOPPAKUNDILOGRAT et al., 2015). O modelo de primeira
ordem estid associado ao gradiente de concentracdo do composto bioativo entre
solucdo e interior da particula e, assim, a liberacdo ocorre de forma proporcional a
guantidade de composto presente no interior da particula, de tal modo que a
guantidade liberada diminui com o tempo de liberacdo (COSTA; LOBO, 2001), porém
€ necessario levar em consideracdo que ndo deve haver alteracédo
(inchamento/dissolucéo/erosdo) na forma das particulas durante o processo de
liberacao, fato que nem sempre acontece (SINGHVI; SINGH, 2011). Ja o modelo de
Higuchi acontece quando n (equacao 4) assume o valor de 0,5, 0 que se relaciona
com o transporte do composto através de difusédo e dilatagcdo da matriz polimérica,
mostrando que a liberacéo €, principalmente, dependente do tempo, ou seja, a taxa
de liberacédo esta relacionada a taxa de difusdo do composto (SILVA et al., 2012a).

O tipo de transporte de compostos encapsulados através da parede da particula
pode ser explicado em funcéo de um dos parametros de ajuste presentes na equagao
generalizada de Peppas (equacdo 4), em que n (exponente difusional) indica o
mecanismo de liberagdo do composto encapsulado. Em particulas esféricas, os
valores de n indicam os seguintes mecanismos de liberacdo: n = 0,43, 0 mecanismo
de liberacdo dominante é a difusdo de Fick (transporte do tipo 1); 0,43 <n < 0,85 indica
o mecanismo de liberacdo pela combinacédo da difusdo e dilatacdo do material de
parede (transporte anémalo ou ndo-Fickiano); e n = 0,85 corresponde a cinética de
liberacdo devido a dilatacdo do material de parede (transporte do tipo Il) (SIEPMANN;
PEPPAS, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria prima

O dleo essencial de orégano (OEO) utilizado como material de recheio foi obtido
comercialmente (Laszlo Aromatologia, Brasil). Os materiais de parede utilizados foram
o biopolimero alginato de sddio (GRINDSTED, Danisco, Franca), a gelatina tipo “B”
(LS Chemicals, Brasil) e a goma arabica pura (Dindmica, Quimica Contemporanea
Ltda., Brasil). Para o processo de encapsulacéo por gelificacédo ibnica, empregaram-
se Tween 80 (Dinamica, Quimica Contemporanea Ltda., Brasil), cloreto de calcio
(Dinamica, Quimica Contemporanea Ltda., Brasil) e concentrado proteico de soro de
leite 80 % (WPC, Alibra Ingredientes Ltda, Brasil) para as etapas de preparacao da
emulsdo, encapsulacéo e interacdo eletrostatica, respectivamente. Para o processo
de encapsulacdo por coacervacdo complexa, empregou-se acido acético glacial

(Dinémica, Quimica Contemporanea Ltda., Brasil) para a etapa de ajuste de pH.

4.2 Producdao das particulas

A Figura 8 ilustra as diferentes condicdes de producéo e andlise das particulas

de OEO empregadas no presente estudo.

Figura 8 — Condicdes de producao e andlise das microparticulas empregadas no

presente estudo.

Sem Umidas
recobrimento
com WPC Liofilizadas
Gelificacao
ibnica T
Com Umidas
recobrimento
Encapsulacéo K com WPC Liofilizadas

Umidas
Coacervacéao
complexa
Liofilizadas

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.1 Encapsulacao

4.2.1.1 Gelificacao iGnica por extruséao

Para a encapsulacéo por gelificacao ibnica por extrusédo, dispersdes aguosas de
alginato de sédio a 2 % (g de alginato/100 g de solucéo) foram preparadas por meio
da dissolugéo do polissacarideo em agua destilada, seguido de aquecimento a 40 °C
com agitacdo constante até completa solubilizagdo. O OEO foi emulsionado em
solucdo aquosa do polissacarideo (1.2, em base seca) por 30 minutos em
homogeneizador (IKAT25-Digital Ultra Turrax, Staufen, Germany) a 13500 rpm, apos
a adicdo de Tween 80 (Dinamica, Quimica Contemporanea Ltda., Brasil) a 1,0 % (mL
Tween 80/100 mL de emulsao). Entéo, a emulsao foi gotejada com agulha (0,45 mm
de didametro interno x 13 mm de comprimento) em um recipiente contendo solucdo
aguosa de cloreto de calcio a 2 % (g de cloreto de célcio/100 g de solucéo) sob
agitacdo lenta, em temperatura ambiente (25 °C). As particulas obtidas foram
mantidas na solugcdo de CaClz, por 30 minutos, para cura e em seguida, foram
separadas da solucédo por peneira (38 um) e lavadas com agua destilada a pH 4,0. As
particulas foram, entdo, armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C, em potes de plastico
totalmente cobertos por papel aluminio, até o momento do seu uso em andlises de

caracterizagao e cinética de liberacao.

4.2.1.2 Coacervacdao Complexa

Para a encapsulacdo por coacervacdao complexa, dispersdes aquosas de
gelatina a 1 % (g de gelatina/100 g de solugcéo) e goma arabica a 1 % (g de goma
arabica/100 g de solucao) foram preparadas por meio da dissolucdo dos materiais em
agua destilada. A solucdo de gelatina foi aquecida a 50 °C, adicionou-se OEO na
solucéo na proporcéao de 1 % (g OEO/100 g de solucdo de gelatina) e a mistura foi
homogeneizada em homogeneizador (IKA T25-Digital Ultra Turrax, Staufen,
Germany) a 13500 rpm por 5 minutos, para formagéo da emulséo. Entéo, a emulséo
foi levada a um agitador magnético e adicionou-se a solucdo de goma arébica a 50
°C. O pH foi ajustado até 4,0 = 0,2, com auxilio de acido acético glacial, utilizando um

pHmetro digital (Tecnal, TEC-3MP, Brasil), e o recipiente contendo a solucdo foi
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imerso em banho de gelo, mantendo-se agitacdo constante, até atingir 10 £ 0,5 °C.
Em seguida, o recipiente foi totalmente revestido com papel aluminio, para protecao
contra a luz, e mantido a 4 °C por 24 horas, para completa precipitacdo das particulas
produzidas. Entédo, estas foram separadas da solugdo com o uso de uma peneira (38
pum), lavadas com agua destilada a pH 4,0 e armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C,
em potes de plastico totalmente cobertos por papel aluminio, até 0 momento do seu

uso em analises de caracterizacao e cinética de liberagéao.

4.2.2 Recobrimento

Para o recobrimento com WPC, as particulas obtidas por gelificacdo ibnica por
extrusdo, ainda umidas, foram mantidas na dispersdo de WPC a 4 % (g de WPC/100
g de solucéo), em pH 4,0, sob agitacdo constante por 30 minutos e, posteriormente,
separadas por peneiramento (53 um) e lavadas com agua destilada pH 4,0. As
particulas foram, entdo, armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C, em potes de plastico
totalmente cobertos por papel aluminio, até 0 momento do seu uso em analises de

caracterizacéo e cinética de liberacéo.

4.2.3 Liofilizacéo

As particulas desidratadas, de ambos os processos de encapsulagédo, foram
obtidas apdés congelamento a —34 °C em ultra-freezer (Liobras, FV-500, Brasil) e
liofilizacdo por 48 horas em liofilizador de bancada (Liobras, L-101, Brasil). As
particulas desidratadas foram armazenadas em sacos plasticos zip-lock, totalmente
cobertos por papel aluminio, em dessecador até o momento do seu uso em analises

de caracterizagdo e cinética de liberacao.

4.3 Caracterizacdo morfologica e estrutural

Para maior compreensdo das caracteristicas morfologicas e estruturais das
microparticulas produzidas, estas foram avaliadas em relacdo ao didmetro médio e
distribuicdo de tamanhos e a analise morfolégica, empregando microscopias 6tica e

eletrbnica de varredura.
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4.3.1 Microscopia 6ptica

Na analise estrutural das particulas umidas, recobertas ou ndo, e desidratadas,
empregou-se um microscopio Optico (Olympus CX31) equipado com camera

fotografica SC30 munido de software AnalySIS getIT para a obtencéo das imagens.
4.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras desidratadas foram também submetidas a analise de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), utilizando-se um microscoépio eletrénico (Philips XL —
30 FEG), no qual as particulas foram dispostas em um porta-amostra apropriado e
recobertas com uma fina camada de ouro (Sputer Coater modelo SCD 050, Balzers,

Brasil).
4.3.3 Diametro médio e distribuicdo de tamanho

A distribuicdo de tamanhos e o tamanho médio das particulas foram
determinados por difracdo a laser, com o emprego do equipamento Partica - LA 950
(Horiba, Japdo), com preparacdes conduzidas em triplicata. Para a andlise,
dispersaram-se as amostras Umidas, recobertas ou ndo, em agua destilada, enquanto
as amostras desidratadas foram dispersas em alcool etilico absoluto 99,5 % (Synth,
Brasil).

A polidispersidade (Span) das amostras foi calculada de acordo com a equacgao
(6), na qual Dso € a mediana e Dio e Dgo sdo, respectivamente, os tamanhos de

particulas abaixo dos quais 10 % e 90 % da distribuic&o reside.

Span = @ (6)

50
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4.4 Desempenho de encapsulacéao

4.4.1 Gelificagdo idnica

A capacidade de retencdo (CR) foi avaliada por espectrofotometria UV-vis,
conforme Hosseini et al. (2013b) com modificacbes. Para cada tratamento, 5 mg de
particulas foram misturadas a 20 mL de solugédo Tween 80 a 0,1 % (mL Tween 80/100
mL de solucdo) e armazenadas overnight. A solugao foi, entéo, filtrada e a absorbancia
foi mensurada a 275 nm. A concentragdo de OEO em solucdo foi calculada
empregando-se uma curva de calibracdo. A amostra controle foi constituida por
particulas sem OEO, porém tratadas de modo similar aquelas contendo o OEO. A
capacidade de retencéo (CR) e a capacidade de carga (CC) do OEO foram obtidas a

partir das equacdes (7) e (8), respectivamente.

OEO retido nas particulas
CR (%) = OEO inicial * 100 0

CC (%) = OEO retido nas particulas % 100 ®
(%) = Massa de particulas

4.4.2 Coacervacado complexa

A mensuracdo do OEO presente nas particulas coacervadas foi avaliada por
espectrofotometria UV-vis, conforme Marfil et al. (2016) com modificacdes, levando-
se em consideracéo as diluicdes realizadas durante a andlise para os calculos finais.
Para mensuracgédo do 6leo retido nas particulas (6leo superficial + 6leo encapsulado),
0,2 g de particulas de cada tratamento foram misturadas a 5 mL de solugdo tampéo
citrato-fosfato a pH 8,0 £ 0,2 e 5 mL de hexano e o sistema foi agitado por 2 minutos.
Apés agitacao, a fase organica foi removida para leitura de absorbancia a 275 nm e
adicionou-se 5 mL de hexano ao sistema, agitando-se por mais 2 minutos. Apos
agitacao, retirou-se novamente a fase organica para leitura de absorbancia a 275 nm.
O processo de adicdo de 5 mL de hexano, agitacdo durante 2 minutos e retirada da
fase organica para leitura da absorbancia foi repetido por 5 vezes. Para mensuragao
do éleo superficial (ou ndo encapsulado), 0,2 g de particulas de cada tratamento foram
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misturadas a 5 mL de hexano e o sistema foi agitado por 30 segundos. Apdés agitacao,
a fase organica foi removida para um baldo volumétrico de 25 mL e adicionou-se 5 mL
de hexano ao sistema, agitando-se por mais 30 segundos. ApGs agitacdo, retirou-se
novamente a fase organica para o baldo volumétrico. O processo de adicado de 5 mL
de hexano, agitacdo durante 30 segundos e retirada da fase organica para o balédo
volumétrico foi repetido por 4 vezes, totalizando 2 minutos de contato do hexano com
as particulas. Entdo, completou-se o volume do baldo volumétrico com hexano e a
absorbancia foi mensurada a 275 nm. A concentracdo de OEO em solugao foi
calculada empregando-se uma curva de calibracdo. A amostra controle foi constituida
por particulas sem OEO, porém tratadas de modo similar aguelas contendo o OEO. A
capacidade de retencdo (CR) foi obtida a partir da equacdo (7) e a eficiéncia de

encapsulacao foi obtida a partir da equacgao (9).

EE (%) = OEO encapsulado — OEO superficial < 100 9
(%) = OEO retido nas particulas ©)

4.5 Cinética de liberacédo in vitro

Para a andlise de liberacao in vitro do OEO, empregou-se o método descrito por
Hosseini et al. (2013a). Visando simular as condi¢cfes analogas presentes na solucéo
de marinacéo dos filés de peito de frango, a andlise de liberagdo in vitro foi conduzida
utilizando-se 6leo vegetal de soja no meio de liberacdo do OEO. Além disso, a solucao
empregada nos ensaios de liberacdo do 6leo essencial foi acrescida de NaCl na
mesma proporcao utilizada para compor a solucdo de marinagcédo descrita por Lytou,
Panagou e Nychas (2016). O teor do Oleo de soja empregado foi calculado de acordo
com o teor de lipideos presente em filés de peito de frango (3,0 %), conforme Tabela
Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TACO, 2011).

Desse modo, 5 mg de particulas foram inseridas em um béquer contendo 20 mL
de uma solucgéo constituida pela mistura de 1,2 % de 6leo de soja (g 6leo de soja/100
g de solucéo) e 6 % de NaCl (g NaCl/100 g de solucao) dissolvidos em uma solucéo
aquosa de Tween 80 a 0,1 % (mL Tween 80/100 mL de solucéo). A suspensao foi
agitada vagarosamente e mantida em temperatura de refrigeracdo (5 = 0,5 °C). Em
intervalos de tempos especificos, aliquotas de 7 mL de amostra foram coletadas,

repondo-se 7 mL de solucdo andloga a solucdo de marinacdo para cada aliquota
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retirada. Entdo, as amostras coletadas foram centrifugadas a 10414xg por 5 min a 25
°C em centrifuga (CT 5500-D, Brasil) e o sobrenadante foi inserido em frascos para
determinacdo da absorbancia a 275 nm. O branco foi composto pela mistura
constituida por 1,2 % de 6leo de soja (g 6leo de soja/100 g de solucao), 6 % de NaCl
(g NaCl/100 g de solucao) e solucao aquosa de Tween 80 a 0,1 % (mL Tween 80/100
mL de solugé&o).

A concentracdo de OEO liberada no meio ao longo do periodo de analise foi
calculada por meio de uma curva de calibracdo de liberagdo do OEO na solucéo
composta por 6leo de soja, NaCl e solucao aquosa de Tween 80 a 0,1 % (mL Tween
80/100 mL de solucao). O percentual cumulativo de OEO liberado (Q) foi obtido pela
relacdo entre a massa acumulada de OEO liberado em cada tempo de analise (My)
pela massa total de OEO retida inicialmente nas particulas (Mo), conforme a equacao
(10).

t
Q%) = fo—é % 100 (10)
t=0

As mudancas estruturais e morfolégicas sofridas pelas amostras durante a
cinética de liberacdo foram avaliadas através da obtencdo de imagens das mesmas
em diferentes intervalos de tempo. As alteracbes no tamanho médio das capsulas
foram mensuradas através da coleta de, ao menos, 300 particulas em determinados
tempos da cinética. Para as amostras produzidas por gelificacdo ibnica, coletaram-se
as particulas e o meio de liberacéo apés 10, 60, 360 e 540 minutos, inserindo-os em
sacos plasticos zip-lock transparentes, os quais foram imediatamente estendidos
sobre o vidro de um scanner e digitalizadas (Apéndices A - P). O didametro das
particulas digitalizadas foi mensurado com auxilio de um paquimetro e, entéo, o
diametro meédio foi calculado. Para as amostras produzidas por coacervacao
complexa, coletaram-se as particulas apos 10, 60, 240 e 420 minutos, e 0 seu
didmetro foi imediatamente mensurado usando um microscopio 6ptico (Olympus
CX31) equipado com camera fotografica SC30 munido do software AnalySIS getIT. A
porcentagem de alteragdo de tamanho (AD;) foi calculada com base na variagéo do
didmetro, utilizando-se a equacao (11), na qual D: € o didametro apés o tempo t e Do €

o diametro inicial da particula.
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D¢—Dy
Do

AD; (%) = x 100 (11)

4.6 Modelagem e Transferéncia de massa

Para modelar os fendbmenos de transferéncia de massa e avaliar os mecanismos
envolvidos, os modelos matematicos apresentados na Tabela 1 (Item 3.7) foram
aplicados aos os dados experimentais, com 0 objetivo de avaliar qual deles se ajustou

melhor aos resultados.
4.6.1 Modelagem das curvas de cinética de liberacdo

Os critérios utilizados para escolha do modelo foram o coeficiente de
determinacdo (R?) e o erro residual médio relativo (E), valor que apresenta, em
porcentagem, a diferenga entre os valores obtidos experimentalmente e os valores

preditos pelo modelo, o qual é obtido através da equacao (12).
_[1 N 1(Ve=W)l
E=|=-x)L, —=|x100 (12)
N Ve

onde N é o numero de pontos, Ve 0s valores obtidos experimentalmente e Vp 0s
valores preditos pelo modelo para cada ponto.

4.6.2 Calculo do coeficiente de transferéncia de massa instantaneo (h)

Para o calculo do coeficiente de transferéncia de massa instantaneo (h)
apresentado na equacéo (5), utilizou-se o estudo realizado por Lewinska et al. (2002)
como base. Para isso, foram consideradas as seguintes hipéteses:

® todo o volume das particulas estava acessivel ao meio de liberagéo e que

tal volume pode ser representado por seu volume geométrico;

(i) nao ha alteracdo de volume no sistema;
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(i) o interior da particula pode ser considerado como homogéneo, com uma
mesma concentracdo de saturacdo do composto ativo no interior da
particula em qualquer tempo;

(iv)  ndo h& adsorcdo do composto ativo pela matriz.

Assim, como deduzido por Lewinska et al. (2002):

V+V, %4
¢ (sat) = (V—P>-ceq—v—-c(t)
P P

Substituindo-se a equacdo acima na equacgado (5) e desenvolvendo-se as

equacdes geradas, chega-se na equacao (13), a qual foi utilizada para célculo de h.

V'%Z—h‘A‘t‘{[(V-lI;—PVP>'Ceq—VKP'C(t)]—C(t)}

v hAt(
dt

dc_
dt

V-c Vp-c V-c(t
eq_l_ P eq ()—C(t)>
Vo Vo Vp

V-ceq_l_Vp-ceq V-c(t) c(t))
VP'V VPV VPV V

ZIICIC)

—hAt<

dc
E=_h'A.t'(
e (o D)-e0 ()
%=_h.A-t-[(ceq—c(t))'<yip+%)]
dc _
(ceg—c @)
c(t)

Cf ﬁ:—h%-(é+%)-l(t-dﬂ

Cog — C (T 1 1
lneq—():_h.A.<_+_>.t
Ceq — Co Ve V

Ceq — C (1) [ (1 1)]
—t - = —h'A't' — —_
Ceq — Co Xp V+Vp

Ve 'V V, V

—h-A-(ViP+%)-(t-dt)

ceq—c(t)=(ceq—CO)-exp[—h'A't'(%Wi)]
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c(t) —Ceq = —(ceq —cp) " exp [—h-A-t-(%+VlP>]
¢ (t) = coq — (Ceq — Co) €xP [—h ‘At (% i+ %)] (13)

onde c (t) é a concentracdo do material encapsulado na solugdo homogeneizada no
tempo t, ceq € a concentragdo de equilibrio, co € a concentracdo do material
encapsulado na solucdo homogeneizada em t = 0, h é o coeficiente de transferéncia
de massa, A € a area de superficie externa total das particulas, t € o tempo, V é o
volume da solucdo (meio de liberacdo) e Vp € 0 volume das particulas.

Para o calculo da concentracao de equilibrio (ceq), @ concentragdo média de OEO
em uma particula de cada amostra foi calculada pela equacéao (14) e, entao, diferentes
massas de particulas de cada amostra foram colocadas em um mesmo volume de
meio liquido simulando condi¢des analogas a solucao de marinacdo. Apos 24 horas
de armazenamento a temperatura de refrigeracéo (5,0 + 0,5 ° C) e agitacao constante,
a solucéo foi filtrada e a absorbancia medida a 275 nm, resultando em uma curva que

permitiu a deducao de Ceq.

particula __ massa de OEO retido em N particulas

(14)

OEO o N X volume de uma particula

4.7 Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados obtidos nas determinacfes analiticas, em triplicata, foram
avaliados em relacdo a adequacdo a uma distribuicAo normal e variancias
homogéneas, com analise de variancia (ANOVA) e diferencas entre as meédias
testadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As particulas utilizadas neste estudo foram preparadas pelos métodos de
gelificacd@o ibnica externa por extrusdo e por coacervacdo complexa. O método de
producdo e o material de parede podem afetar a morfologia e a distribuicdo de
tamanho das particulas que, por sua vez, podem influenciar na cinética de liberacéo
(DIMA et al., 2016) e, consequentemente, na transferéncia de massa do material para
0 meio, através da interface material de parede-meio. Assim, apds a encapsulagéo do
OEO por ambos 0s processos, as particulas produzidas foram divididas em lotes,
resultando em seis tratamentos, os quais estdo especificados na Tabela 2, com suas

respectivas siglas.

Tabela 2 — Particulas produzidas no presente estudo com suas respectivas siglas.

Tratamento Metodo de Recobrimento Liofilizacdo Sigla
encapsulacéo com WPC

1 GISRU
2 Gelificacao X GISRL
3 ibnica (Gl) X GICRU
4 X X GICRL
5 Coacervacao CCuU
6 complexa (CC) X CCL

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1 Caracterizacdo morfoldgica e estrutural

5.1.1 Microscopia 6ptica e eletronica de varredura

A estrutura das particulas foi avaliada através de microscopio Optico, utilizando-
se lentes de 4x e 10x de aumento. Através da camera fotografica acoplada ao
microscopio, obtiveram-se as imagens dessa analise, as quais estdo apresentadas
nas Figuras 9 a 13. As amostras liofilizadas foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e as imagens estao apresentadas nas Figura 14, 15 e
16.
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Figura 9 — Microscopia optica da amostra produzida por gelificacdo ibnica por

extrusdo sem recobrimento umida (GISRU): (A) exterior (4x), (B) interior (4x) e (C)

interior apés amostra cortada ao meio (10x).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 — Microscopia 6ptica da amostra produzida por gelificacéo ibnica por
extrusdo sem recobrimento liofilizada (GISRL): (A) exterior (4x), (B) interior (4x) e (C)

interior apés amostra cortada ao meio (10x).

[T 200um

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 — Microscopia 6ptica da amostra produzida por gelificacéo idnica por
extrusdo com recobrimento Umida (GICRU): (A) exterior (4x), (B) interior (4x) e (C)

interior apés amostra cortada ao meio (10x).

[ 200 ym

| 200 um

“soum
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12 — Microscopia 6ptica da amostra produzida por gelificacéo idnica por
extrusdo com recobrimento liofilizada (GICRL): (A) exterior (4x), (B) interior (4x) e (C)

interior apés amostra cortada ao meio (10x).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 — Microscopia 6ptica (10x) das amostras produzida por coacervacao
complexa: (A) umida (CCU), (B) liofilizada (CCL) e (C) liofilizada reidratada (CCL).

]

[ Tsoum

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14 — MEV da amostra de particulas liofilizadas de OEO encapsulado por
gelificacéo ibnica sem recobrimento com WPC (GISRL) com aumento de: (A) 36X,
(B) 100x e (C) 5000x.

AccV Spot Magn Det WD Exp b——— 1mm
5.00kV 3.0 36x SE 95 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

& &.!‘-,-'.\' . .

AccV SpotMagn Det WD Exp 1 200pm

5.00 kv 3.0 100x SE 92 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG
LR N

" Ron” FRY ! ) .
AccV SpotMagn Det WD Exp 1 5m

N5.00kv 30 5000x SE 96 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG
N i

2

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 — MEV da amostra de particulas liofilizadas de OEO encapsulado por

gelificacéo ibnica com recobrimento com WPC (GICRL) com aumento de: (A) 35X,

AccV Spot Magn
5.00kV 3.0 35x

AccV Spot Magn
5.00kv 3.0 100x

AccV Spot Magn
5.00 kV 3.0 5000x

(B) 100x e (C) 5000x.

e
Det WD Exp M | 1mm

SE 100 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Det WD Exp 1 200 m
SE 87 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Det WD Exp |—| 5 um
SE 97 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16 — MEV da amostra de particulas liofilizadas de OEO encapsulado por
coacervacao complexa (CCL): (A) 500x, (B) 1000x e (C) 5000x.

N

AccV SpotMagn Det WD Exp H— 50um
500kv 3.0 500x SE 10.7 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

AccV SpotMagn Det WD Exp H— 20um
5.00kV 3.0 1000x SE 11.0 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

AccV Spot Magn Det WI Exp S — 5 pm
2.00kv 3.0 5000x SE 1038 0 UFSCar - DEMa - LCE - FEG

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As imagens demostram que ambos os processos de encapsulacdo formaram
particulas esféricas, como esperado (RUTZ et al.,, 2017; SILVERIO et al., 2018),
porém o processo de liofilizagdo causou mudancas nas superficies das particulas,
deixando-as irregulares (Figuras 10(A), 12(A), 13(B), 14(A), 15(A) e 16(A)) e com
presenca de trincas superficiais, principalmente nas amostras produzidas por
gelificacéo ibnica (Figuras 14(C) e 15(C)). Além disso, pode-se observar, também, que
a etapa de recobrimento por interacéo eletrostatica com WPC nas amostras de OEO
encapsulado por gelificacdo ibnica por extrusdo nao alterou a superficie da particula
(Figuras 11(A), 12(A) e 15(A)), e aparentou, através das imagens obtidas por MEV,
uma reducdo na porosidade da superficie da particula liofilizada (Figura 15(C)). As
particulas liofilizadas produzidas por coacervacdo complexa apresentaram uma
superficie mais lisa e sem trincas (Figura 16), mostrando melhores resultados em
relacdo as particulas liofilizadas produzidas por gelificacdo idnica por extrusao.

Através das Figuras 9(B), 11(B), percebe-se que ambos o0s processos de
encapsulacédo fizeram com que o OEO ficasse disperso na matriz de alginato como
pequenas gotas (Figuras 9(B) e 11(B)), o que ndo é tao evidente nas amostras
liofilizadas (Figuras 10(B) e 12(B)), provavelmente devido a retirada de 4gua presente
na matriz de alginato, causando o deslocamento das gotas de OEO, que aparentam

maior proximidade e concentracao na superficie da particula.

5.2.2 Diametro médio e distribuicdo de tamanho

O diametro médio e distribuicdo de tamanho das particulas foram avaliados por
difracéo a laser. Tal analise resultou em dados de diametro médio (Du4,31 — diametro
meédio volumeétrico ou de DeBroukere, em que o diametro é baseado no diametro
médio de uma esfera de mesmo volume), Dio, Dso, Doo e polidispersidade, indicada
pelo Span (equacao 6), os quais estao apresentados na Tabela 3. As Figuras 17 e 18
mostram a distribuicdo de tamanho para as amostras de OEO encapsulado por

gelificac&o ibnica e coacervagao complexa, respectivamente.
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Tabela 3 — Didmetro médio (Djs,3]) e polidispersidade das amostras de OEO

encapsulado por gelificacao ibnica e coacervacdo complexa.

Amostra Dia,3 (MM) D1o (M) Dso (Um) Doo (Hm) Span
1605,7 = 0,44 +

GISRU 1619,2 + 8,723%* 1285,5+ 42,3 1997,7 £ 74,3
18,334 0,07¢
1149,2 £ 1,29 +

GISRL 1092,5 + 43,18 249,1 £ 45,1 1707,5+ 74,6
30,28 0,06°
1561,4 + 0,35+

GICRU 1564,5 + 33,13 1302,6 £ 29,8 1850,7 + 60,6
29,684 0,01¢
1173,3 1,32+

GICRL 1144,7 + 59,68 289,0 £ 90,3 1829,4 + 39,1
55,3% 0,11°
177,19 + 1,06 +

CCu 190,93 + 1,36°¢ 106,70 £ 0,91 296,70 + 3,07
0,76P 0,02¢
157,78 + 155+

CCL 177,13 + 4,76%° 67,99 + 1,04 313,35+ 11,73
3,304 0,042

*Valores da mesma coluna com letras mindsculas diferentes e valores da mesma linha com letras
mailsculas diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Distribuicdo de tamanho para as amostras de OEO encapsulado por
gelificacao idnica.

-,

® CISRU
= GISRL
50 * GICRU
¢ GICRL
<
0 /
k. 1
x
30
g N x
0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 18 — Distribuicdo de tamanho para as amostras de OEO encapsulado por

coacervacdo complexa.
. A CCU
CCL

e

"”4
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As particulas produzidas por gelificacdo ibnica apresentaram diametro médio
(Dpa,3)) entre 1092,5 e 1619,2 um, enquanto as particulas coacervadas tiveram
diametro médio de 177,13 e 190,93 um para a amostra liofilizada e uUmida,
respectivamente.

Através da comparacao do tamanho médio das amostras Umidas com as
amostras liofilizadas percebe-se, claramente, um efeito de encolhimento causado pelo
processo de liofilizacdo (Tabela 3 e Figuras 17 e 18). As amostras produzidas por
gelificac@o ibnica, sem e com recobrimento com WPC, tiveram uma reducédo de,
aproximadamente, 30 %, enquanto a amostra produzida por coacervacao complexa
teve uma reducao de, aproximadamente, 40 %. Esse efeito é principalmente atribuido
a remocao de 4gua das particulas. Além disso, o processo de liofilizagdo também
causou um aumento do indice de polidispersidade (Span) das amostras. Como visto
na Figura 16.A, o processo de liofilizacdo resultou na formacdo de pontes entre
particulas que, quando umidas estariam isoladas, o que pode ter influenciado nos
resultados de didmetro médio obtidos para as particulas produzidas por coacervagao
complexa.

Os gréficos apresentados nas Figuras 17 e 18 mostram que a distribuicdo de

tamanho das amostras segue uma curva unimodal normal, apesar da presenca de
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uma longa cauda no inicio das curvas das amostras liofilizadas produzidas por
gelificacdo idnica (GISRL e GICRL) e de ambas as amostras, umida e liofilizada,
produzidas por coacervagao complexa. A cauda presente nas amostras liofilizadas
pode ser explicada devido ao fato do processo de congelamento e posterior liofilizac&o
causar pequenas rupturas nas particulas, levando a muitas particulas menores e
fragmentos e, consequentemente, aos maiores valores de Span dessas amostras. A
cauda presente na amostra Umida produzida por coacervacao complexa mostra que
0 processo produz particulas com tamanhos variados, o que causa, também, um
maior Span em relacdo as amostras umidas produzidas por gelificacéo iénica (Tabela
3).

O processo de revestimento por interacdo eletrostatica com WPC néo afetou
significativamente o diametro médio das particulas e a polidispersidade de particulas
de alginato umidas e liofilizadas. Silverio et al. (2018) relataram aumento do diametro
meédio de particulas de alginato Umidas apos revestimento por interacao eletrostatica
com proteinas de soja. No entanto, os indices de polidispersidade encontrados para
suas amostras (na faixa de 1,67 a 2,16) foram superiores aos observados no presente
trabalho para as amostras GISRU e GICRU, o que é explicado por suas particulas
terem sido produzidas por atomizac¢ao ao invés de gotejamento por extrusao. Os altos
indices de polidispersidade dificultam observacdes conclusivas sobre os efeitos do
revestimento proteico no tamanho das particulas.

Através dos baixos valores de Dio encontrados para as amostras liofilizadas
(Tabela 3) e 0 consequente deslocamento de Dso, que representa a mediana da curva
de distribuicdo, percebe-se que ndo houve diferenca significativa entre o didametro
meédio volumeétrico (Djs,3)) € os valores da mediana para as amostras produzidas por
gelificacéo ibnica. Isso mostra que, apesar do surgimento de particulas menores e
fragmentos devido ao processo de desidratagdo, a maioria das particulas continuou
com didmetros médios proximos ao Dys3. Tal resultado ndo foi observado para as
particulas produzidas por coacervacao complexa, ja que, neste caso, houve diferenca
significativa entre o Dy4,3)1 € 0 Dso das particulas liofilizadas e imidas, mostrando uma
maior quantidade de particulas préximas a Dio e resultando em menores valores de
Dso.
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5.2 Desempenho de encapsulacao

As Tabelas 4 e 5 mostram os resultados obtidos para o desempenho da
encapsulacdo do Oleo essencial de orégano, incluindo capacidade de retencdo e
capacidade de carga das particulas produzidas por gelificacédo ibnica por extrusédo, e
capacidade de retencéo e eficiéncia de encapsulacdo das particulas produzidas por

coacervagdo complexa.

Tabela 4 — Desempenho de encapsulacdo das particulas carregadas com 6leo

essencial de orégano encapsulado por gelificacédo ibnica por extrusao.

Amostra CC? (%) CR2 (%)
GISRU 77,26 + 0,0052* 71,33 £ 0,003
GISRL 64,19 + 0,017°¢ 57,58 + 0,014°¢
GICRU 78,64 + 0,0122 73,26 £ 0,0122
GICRL 74,49 + 0,013 67,23 +0,019°

1: CC — capacidade de carga; 2: CR — capacidade de retencdo. *Valores da mesma coluna com letras
diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Desempenho de encapsulagéo das particulas carregadas com 6leo

essencial de orégano encapsulado por coacervacado complexa.

Amostra CR? (%) EE2 (%)
CCuU 66,12 + 0,0072* 90,84 + 0,0042
CCL 64,58 + 0,0072 88,84 + 0,002°

1: CR — capacidade de retenc¢éo; 2: EE — eficiéncia de encapsulacdo. *Valores da mesma coluna com
letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras produzidas por gelificacdo idnica apresentaram boas capacidades
de carga e retencao (Tabela 4), principalmente as particulas umidas. Para ambos o0s
parametros, a amostra GICRU apresentou os maiores resultados, enquanto a amostra
GISRL apresentou os menores valores, embora as analises estatisticas tenham
mostrado que ndo houve diferenca significativa entre as amostras Umidas com

recobrimento com WPC (GICRU) e sem recobrimento com WPC (GISRU), a qual, por
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sua vez, ndo mostrou diferenca significativa com a amostra com recobrimento
liofilizada (GICRL). Estes resultados mostram que o processo de recobrimento por
interacdo eletrostatica com WPC aumentou o desempenho de encapsulacdo das
particulas de alginato, principalmente para a amostra liofilizada. O processo de
liofilizacdo, por sua vez, teve o efeito oposto, ja que ambas as amostras liofilizadas
tiveram valores significativamente menores de CC e CR quando comparadas com as
amostras umidas correspondentes. Tais resultados podem estar relacionadas a
presenca de trincas nas superficies das particulas e a possivel perda de compostos
volateis juntamente com a sublimacédo da agua durante a liofilizacao.

As amostras produzidas por coacervacdo complexa apresentaram boa
capacidade de retencdo e eficiéncia de encapsulacéo (Tabela 5). Para ambos os
parametros, a amostra CCU apresentou 0os maiores resultados, embora as analises
estatisticas tenham mostrado que ndo houve diferenca significativa entre as amostras
para a capacidade de retencdo. Estes resultados mostram que o processo de
liofilizacdo causou uma leve reducgéo dos valores de CR e EE, assim como observado
para as particulas produzidas por gelificacao ibnica. Tal reducao foi menor quando
comparada as amostras de gelificacdo ibnica, provavelmente devido a maior
homogeneidade da estrutura da particula, a qual ndo apresentou porosidade e trincas
na superficie, como visto na Figura 16, além do fato das particulas possuirem menores
didametros médios, 0 que as torna menos susceptiveis aos efeitos da formacao de
cristais de gelo.

Comparando-se a capacidade de retencao de 6leo para ambos 0s processos de
encapsulacdo, observa-se que as amostras produzidas por gelificacao i6nica, com
excecdo da amostra sem recobrimento liofilizada (GISRL), tiveram maiores valores,
mostrando, assim, que tal processo é mais vantajoso quando se quer uma menor
perda de 0Oleo essencial durante a encapsulacéo.

Hosseini et al. (2013b) avaliaram a capacidade de retengéo e de carga de 6leo
essencial da planta do género Satureja hortensis em particulas umidas de alginato
produzidas por gelificacédo idnica, as quais variaram de 52,40 a 66,37 % e 20,27 a
26,13 %, respectivamente. Arana-Sanchez et al. (2010) e Herndndez-Hernandez et
al. (2017) encapsularam OEO mexicano por spray-drying em B-ciclodextrina e amido
modificado, respectivamente, obtendo valores de eficiéncia de encapsulacdo entre

53,90 e 81,03 %. Dima et al. (2016) avaliaram a encapsulacéo de 6leo essencial de
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coentro por spray drying em alginato, inulina e quitosana e suas misturas, observando
gue o alginato resultou na maior eficiéncia de encapsulacdo, que variou na faixa de
51 a 63 %. Benavides et al. (2016) encapsularam 6leo essencial de tomilho em
microesferas de alginato e encontraram valores de eficiéncia de encapsulacao de até
85 % e de capacidade de carga de 56 %.

Rutz et al. (2017) encapsulou 6leo de palma em quitosana/pectina e
quitosana/xantana por coacervacdo complexa e, apds secagem por liofilizacdo e
atomizacéao, obteve eficiéncias de encapsulagao variando de 22,25 a 62,41 %. Manaf
et al. (2018) encontraram valores de 94 % de eficiéncia de encapsulacdo para
particulas carregadas com 06leo essencial de citronela em goma arabica e gelatina
produzidas por coacervacdo simples e complexa. Rojas-Moreno et al. (2018)
avaliaram a eficiéncia de encapsulagéo de particulas Umidas e desidratadas de 6leo
essencial de laranja produzidas por coacervacdo complexa, obtendo valores de 88 a
94 % para as primeiras e maiores que 80 % para as segundas.

Os valores de desempenho de encapsulacdo variam muito em fungdo dos
métodos de encapsulacdo e materiais de parede utilizados, dificultando uma
comparacao direta com estudos anteriores. No presente estudo encontraram-se
resultados em uma faixa de médios a altos valores, o que indica um bom desempenho

de encapsulacéo.
5.3 Cinética de liberacéo in vitro
A cinética de liberacdo in vitro foi estudada em condi¢cdes analogas a uma

solucéo de marinacéo dos filés de peito de frango, assim como descrito no Item 4.5.
Os perfis de liberacao estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19 — Curvas de cinética de liberacéo in vitro de OEO encapsulado pelos

meétodos de gelificacdo idnica e coacervagao complexa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo da cinética de liberacdo de OEO encapsulado em alginato ou
gelatina/goma ardbica, afetadas pelo recobrimento com WPC e/ou liofilizadas, em
meio liquido simulando condi¢c8es analogas a solucao de marinacdo a temperatura de
refrigeracédo (5 = 0,5 °C), revelou que nos primeiros 10 minutos houve uma liberacao
cumulativa de 20 a 30 % do OEO encapsulado nas particulas (Figura 19). No caso
das particulas produzidas por coacervacdo complexa, pode-se considerar que
aproximadamente 10 a 13 % do 6leo liberado nos 10 primeiros minutos estava preso
na matriz, enquanto o restante estava retido na superficie, como se conclui a partir
dos resultados obtidos para eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 5). Além disso, as
amostras apresentaram uma fase inicial crescente de liberagéo (burst release) nos
primeiros 60 minutos, liberando, aproximadamente 50 - 60 % do OEO retido (Figura
19). Tal fase pode estar relacionada ao Oleo superficial e as gotas aprisionadas
proximas a superficie da particula, além da alta porosidade superficial das particulas
produzidas por gelificacédo ibnica (DIMA et al., 2016; HOSSEINI et al., 2013b). Apés
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essa liberacéo inicial, foi necesséario um tempo de 6 horas (360 minutos) ou mais, de
acordo com o tratamento, para liberar o conteddo quase total de OEO das particulas
para o meio liquido (Figura 19).

Em geral, o processo de liofilizagdo causou uma aceleragéo na taxa de liberacao
do OEO, a qual pode ser explicada pelo acentuado efeito de encolhimento da
liofilizacdo, além do aumento da porosidade, como discutido anteriormente no item
5.1. A sublimac¢éo da agua presente na particula pode fazer com que o OEO retido no
interior se torne mais acessivel, causando uma liberacdo mais rapida. Além disso, a
liofilizacdo causou uma reducédo no diametro médio das particulas e aumentou as
irregularidades da superficie, aumentando a area superficial e, entéo, influenciando
diretamente a taxa de liberacdo do composto encapsulado. A mesma tendéncia foi
observada por Hosseini et al. (2013a) e Hosseini et al. (2013b), que relataram
liberacdo mais rapida para amostras com particulas menores. A influéncia do tamanho
da particula explica, também, a reducdo no tempo de liberacdo das particulas
produzidas por coacervacdo complexa em comparagcdo com as produzidas por
gelificagéo i0nica, uma vez que essas sdo, aproximadamente, 90 % menores. Uma
excecao para este comportamento foi observada nos primeiros 60 minutos, apos as
particulas recobertas com WPC e liofilizadas (GICRL) liberarem uma gquantidade
menor de OEO do que as particulas umidas correspondentes (GICRU). Isso pode
estar relacionado a menor porosidade da amostra GICRL, como observado na Figura
15, que poderia desacelerar a liberacao inicial, embora apenas por tempo limitado, ja
gue essa camada protetora pode ser solubilizada devido a alta concentracao de NacCl
presente no meio de liberacdo. O efeito do recobrimento com WPC sobre a
desaceleracao inicial da liberacdo também levou a menores percentuais cumulativos
de OEO liberado ao comparar as particulas recobertas com as néo recobertas com
proteina (GISRU versus GICRU e GISRL versus GICRL), indicando que a camada
superficial de WPC adsorvida por interacdo eletrostatica possivelmente seria capaz
de modular a taxa de liberacdo do OEO encapsulado em particulas de alginato em
meio liqguido com menor forga idnica do que a aplicada no presente estudo.

Apds a fase inicial crescente de liberagéo (burst release), outros mecanismos
podem desempenhar papéis paralelos e subsequentes na liberacdo do OEO.
Possiveis mecanismos incluem difusdo, inchamento, erosdo e desintegracdo das
particulas (MADERUELO; ZARZUELO; LANAO, 2011). Uma indicacédo do principal



65

mecanismo que impulsiona a liberacdo de um material encapsulado pode ser obtida
pela modelagem dos dados experimentais da cinética de liberacdo (SIEPMANN;

PEPPAS, 2012), a qual esta apresentada no item 5.4.

5.3.1 Alteracdes morfologicas e estruturais das particulas durante os ensaios de

liberacao

As alteracbes de estrutura e morfologia das particulas durante os ensaios de
liberacdo foram avaliadas por microscopia Optica e estdo apresentadas nas Figuras
20 a 25.

Figura 20 — Microscopia éptica (4x) das alteracdes estruturais e morfolégicas da
amostra GISRU durante a cinética de liberacdo: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C)
360 minutos e (D) 540 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 — Microscopia Optica (4x) das altera¢gBes estruturais e morfolégicas da
amostra GISRL durante a cinética de liberacéo: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C)
360 minutos e (D) 540 minutos.

[l

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 — Microscopia 6ptica (4x) das alteracdes estruturais e morfologicas da
amostra GICRU durante a cinética de liberacdo: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C)
360 minutos e (D) 540 minutos.

[al]

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Microscopia 6ptica (4x) das alteracdes estruturais e morfoldgicas da
amostra GICRL durante a cinética de liberacdo: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C)
360 minutos e (D) 540 minutos.

[a]

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 — Microscopia Optica (10x) das altera¢gBes estruturais e morfolégicas da
amostra CCU durante a cinética de liberacao: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C)
240 minutos e (D) 420 minutos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 25 — Microscopia 6ptica (10x) das alteracdes estruturais e morfologicas da
amostra CCL durante a cinética de liberagéo: (A) 10 minutos, (B) 60 minutos, (C) 240
minutos e (D) 420 minutos.

N\ GEaN

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir da analise das particulas por microscopia Optica durante os ensaios de
liberacdo, € possivel observar que nas particulas de alginato as gotas de OEO
comecam a ficar mais préximas da superficie, principalmente nas particulas Umidas
(Figuras 20(D) e 22(D)), enquanto nas particulas de gelatina/goma arébica percebe-
se 0 desaparecimento do OEO (Figuras 24(D) e 25(D)). Porém, observa-se que néo
ha dissolucdo ou erosdo das particulas, provavelmente em funcdo da baixa
temperatura (temperatura de refrigeracéo) utilizada nos ensaios de liberacédo, além da
estabilidade da interacdo para as amostras produzidas por gelificagdo idnica, o que
nos deixa a difusdo e inchamento como possiveis causas da liberagcdo do OEO em

meio liquido simulando solucdo analoga a solucdo de marinacao.
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5.3.2 Alteracdes no diametro médio das particulas durante os ensaios de liberacéo

Os diametros médios das particulas durante a liberacao estdo apresentados na
Tabelas 6 e 7 e as variagcdes de tamanho estao apresentadas nas Figuras 26 e 27.

Tabela 6 — Diametro médio das amostras de OEO encapsulado por gelificacdo

iGnica durante ensaios de liberagédo in vitro.

Tempo Diametro médio (um)
(min) GISRU GISRL GICRU GICRL
0 1619,2 + 8,72% 1092,5 + 43,1° 1564,5 + 33,1° 1144,7 £ 59,6°
10 1792,0 + 255,6° 1584,0 + 229,89 1679,0 + 233,4°> 1606,2 + 218,7¢
60 1805,2 £ 227,9¢ 1767,7 £ 209,3° 2003,5+277,9% 1785,3 + 206,6°
360 1894,0 + 278,3" 1810,2 + 227,0° 2033,0 + 214,22 1936,8 + 184,5°
540 2093,3 £ 264,82 2027,0 £+ 237,58 2041,5 % 206,02 2167,7 £ 245,52

*Valores da mesma coluna com letras diferentes sao significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 7 — Diametro médio das amostras de OEO encapsulado por coacervacao

complexa durante ensaios de liberagé&o in vitro.

. Diametro médio (um)
Tempo (min)

CCuU CCL
0 190,93 £ 1,36%* 177,13 £ 4,76°
10 141,71 + 41,19 144,93 + 46,59°
60 125,68 = 42,80¢ 144,08 + 36,92°
240 124,39 + 32,40¢ 142,11 + 31,26"
420 122,40 + 32,02°¢ 133,24 + 47,34°

*Valores da mesma coluna com letras diferentes s&o significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.



72

Figura 26 — Variacdo de tamanho das amostras de OEO encapsulado em alginato

pelo método de gelificacéo idnica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 27 — Variagéo de tamanho das amostras de OEO encapsulado em

gelatina/goma arabica pelo método de coacervacdo complexa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A porcentagem de alteracdo de tamanho (4Dy) (Figuras 26 e 27), calculada com
base na variacdo do diametro usando a equacéao (11), foi fortemente afetada pelo
tempo de imersédo no meio liquido simulando uma solucao marinada, bem como pelo
processo de producéo das particulas.
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Para as amostras de OEO encapsulado em alginato pelo método de gelificacao
ibnica, a taxa de alteracdo apresentou valores positivos, mostrando que as particulas
incharam durante a liberagdo do ativo. Porém, apesar das diferentes cinéticas de
intumescimento, as quatro amostras (GISRU, GISRL, GICRU e GICRL) atingiram
diametros finais médios semelhantes apds 540 min, variando na faixa de 2020 a 2168
um. Altas proporcdes de inchamento para esferas de alginato em comparacdo com
esferas de quitosana e alginato-quitosana foram observadas por Unagolla e
Jayasuriya (2018), bem como por particulas liofilizadas como consequéncia de sua
estrutura porosa.

Amostras umidas com (GICRU) e sem (GISRU) recobrimento com WPC tiveram
um aumento de seu didmetro médio final de cerca de 30 %, mas a cinética de
inchamento foi diferente para essas amostras: enquanto as amostras nao recobertas
(GISRU) apresentaram um aumento gradual no diametro médio das particulas até 540
min, a amostra recoberta com proteina (GICRU) teve um inchamento inicial menor,
mas as particulas atingiram o seu didametro médio maximo 60 min apds contato com
0 meio de liberagdo e depois permaneceram constantes. As amostras liofilizadas
(GISRL e GICRL) apresentaram um aumento muito maior no diametro devido ao seu
tamanho inicial menor (Tabela 3), mas também apresentaram diferencas quanto a
taxa de intumescimento afetada pela presenca ou auséncia da camada de proteina: a
amostra com recobrimento (GICRL) apresentou, inicialmente, menor razéo de inchaco
do que a amostra sem recobrimento (GISRL), mas essa raz&do se tornou maior nos
tempos finais de andlise. O diferente comportamento de intumescimento para as
particulas de alginato recobertas e ndo recobertas com proteina pode estar
relacionado a composicédo do meio liquido, que continha alta concentracdo de NacCl.
A interacdo associativa entre proteinas e polissacarideos pode ser suprimida em altas
forcas ibnicas, com a adicdo de NacCl inibindo a interagéo eletrostatica que impulsiona
a complexacdo entre os biopolimeros de carga oposta (DOUBLIER et al., 2000).
Assim, o revestimento proteico poderia ter sido eficaz para abrandar a taxa inicial de
dilatagcdo em comparagcdo com as particulas ndo recobertas, mas decorrido o tempo
necessario para quebrar os complexos eletrostaticos de proteina de soro de leite-
alginato, a superficie da particula ficaria desprotegida e susceptivel a um inchamento

rapido.
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O inchamento de particulas de alginato ndo recobertas com proteina também é
afetado pela presenca de NaCl no meio liquido. Corstens et al. (2017) observaram
gue a exposicéo de esferas de alginato preenchidas com emulséo a solugdes salinas
(na auséncia de célcio no meio) resultou em um forte efeito de forca ibnica, com
inchamento e provavel desintegracdo e com maior taxa de inchamento em maior
concentracgdo idnica, o que foi atribuido a uma troca rapida entre Na* e Ca?* no gel de
alginato, quebrando, assim, a estrutura de caixa de ovo. Tal comportamento foi
observado por Bajpai e Sharma (2004) e Fu et al. (2019), que afirmaram que em
solucdes de dgua com presenca de NaCl ha troca idnica entre Ca?* e Na*, o qual ndo
€ capaz de ligar suficientemente os grupos COO- nas cadeias, diminuindo a
reticulacéo e afrouxando a estrutura de caixa de ovo, aumentando a captacao de agua
pela matriz do biopolimero.

Para as amostras de OEO encapsulado em gelatina/goma arébica pelo método
de coacervacdo complexa, a variagcdo de diametro apresentou valores negativos,
mostrando que o tamanho das particulas foi reduzido durante a liberacdo do ativo.
Porém, apesar das diferentes cinéticas de redugcdo de tamanho, as duas amostras
(CCU e CCL) atingiram diametros finais médios semelhantes apds 420, variando na
faixa de 122 a 133 um. Apesar de diametros finais semelhantes, a amostra umida
(CCU) teve uma reducéao de 36 % em seu diametro final, enquanto a amostra liofilizada
(CCL) teve uma reducdo de 25 %. Enquanto a amostra Umida apresentou uma
pequena reducdo nos primeiros 10 minutos e entdo uma reducdo acentuada aos 60
minutos, mantendo-se constante apds esse tempo, a amostra liofilizada teve uma
reducdo gradual até os 240 minutos e, entdo, uma reducdo acentuada até os 420
minutos. A reducédo do diametro meédio da particula pode estar relacionada com a
saida de oleo do interior da particula, sem o efeito de inchamento dos materiais de
parede, além da perda de dgua da matriz devido a diferenca de pressdo osmotica
entre as particulas e a solugcdo de salmoura. Além disso, tal comportamento pode
estar relacionado com as caracteristicas dos materiais quando em solugdes salinas.
Bakravi et al. (2018) estudaram o efeito de encolhimento de nanocompdsitos de
hidrogel a base de gelatina contendo nanoparticulas de CuO em solu¢do aquosa de
NaCl a temperatura ambiente e todos os hidrogéis tenderam a encolher e perder até
40 % da agua retida quando em solucdo salina. Kaith, Singha e Ranjta (2010)

observaram que redes poliméricas de goma arabica enxertadas com acido metacrilico
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mostraram resisténcia ao intumescimento quando em solucdes salinas e quanto maior

a concentracdo de sal, maior a resisténcia.

5.4 Modelagem e transferéncia de massa

5.4.1 Modelagem das curvas de cinética de liberacao

Com base nas curvas resultantes de liberacdo cumulativa do OEO, estas foram
ajustadas aos modelos propostos no item 4.6, por regressao ndo-linear utilizando-se
o programa Origin 8.0. A Tabela 8 apresenta os valores dos parametros estatisticos
utilizados para comparacdo dos ajustes e escolha do melhor modelo ajustavel aos
dados experimentais obtidos, mostrando que o modelo de Peppas resultou em boa
qualidade de ajuste dos dados experimentais, com R? > 0,94 e E < 10 %. Assim, a
Figura 28 apresenta os perfis de liberacdo das diferentes amostras ajustadas ao
modelo de Peppas, onde as linhas representam as curvas ajustadas, e a Tabela 9
mostra os valores dos parametros de ajuste do modelo.

Tabela 8 — Valores do coeficiente de determinacéo (R2) e erro residual médio

relativo (E) obtidos apds ajuste dos modelos aos dados experimentais.

Ordem Zero  Primeira Ordem Higuchi Peppas
Amostra

R2 E (%) R? E (%) RZ E(®%) Rz E (%)

GISRU -* 48,9 - 79,8 0,833 19,5 0,995 25
GISRL - 46,9 - 81,4 0,652 17,9 0,993 25
GICRU - 46,8 - 77,7 0,769 17,4 0,997 3.3
GICRL 0,135 48,7 - 79,9 0,886 18,3 0,992 14,1
CCuU 0,112 43,3 - 69,4 0,891 15,2 0,990 7,2
CCL - 44,1 - 71,5 0,369 17,1 0,935 10,0

*Valores de R2 menores que 0,1 ndo sdo apresentados na Tabela.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28 — Ajuste dos dados da cinética de liberacdo de OEO encapsulado pelos

meétodos de gelificacdo idnica e coacervagdo complexa utilizando-se o modelo de

Peppas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 9 — Parametros de ajuste do modelo de Peppas para as curvas de cinética

de liberacéo obtidas experimentalmente.

Parametros do modelo

Amostra
k (min™) n
GISRU 13,55 + 0,51 0,31 + 0,007
GISRL 15,56 + 0,67 0,29 + 0,008
GICRU 11,84 + 0,581 0,32 + 0,008
GICRL 11,56 +0,67¢ 0,33 +0,0102
CCu 14,58 + 0,36 0,31 + 0,003
CCL 17,67 £ 0,432 0,29 + 0,006P

*Valores da mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo Siepmann e Peppas (2012), o modelo de Peppas, também conhecido

como Lei de Poténcia, expressa, de forma generalizada, a superposicdo de dois
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mecanismos aparentemente independentes de transporte de ativos: difusdo Fickiana
e nao-Fickiana (transporte do tipo Il, controlado pela relaxacdo das cadeias
poliméricas). Neste modelo, o par@metro n € o exponente difusional, o qual indica o
mecanismo de liberagdo do composto encapsulado. Ritger e Peppas (1987)
mostraram que para a liberacdo dos primeiros 60 % de farmaco encapsulado em
particulas esféricas de diametro uniforme seguindo uma difusédo Fickiana, o expoente
n assumiria um valor de cerca de 0,43. No entanto, no mesmo trabalho, os autores
analisaram uma populacéo hipotética com uma distribuicdo de tamanho polidispersa
e demonstraram que o expoente da lei da poténcia correspondente a difuséo de Fick
seria, neste caso, de 0,30. O menor valor de n refletiria o fato de que particulas
menores apresentariam uma liberacdo mais rapida, acelerando, assim, a taxa de
liberac@o inicial, enquanto a liberacdo lenta de particulas maiores retardaria a
liberacdo para tempos mais longos. Os autores alegaram que o efeito da distribuicéo
de tamanho da particula no valor de n varia com a forma e a largura da distribuicao,
de tal forma que nenhum limite tipico pode ser indistintamente considerado nesses
casos.

O ajuste das curvas ao modelo de Peppas resultou em valores de n na faixa de
0,29 a 0,33, concordando com a hipotese de predominancia de difusdo Fickiana de
uma populacdo monomodal polidispersa de particulas esféricas. Além disso, durante
a analise de liberacdo, as particulas sofreram modificacdo em seu diametro médio, o
gue pode estar relacionado aos diferentes valores de n entre as amostras. Expoentes
difusionais em torno de 0,3 também foram observados em outros trabalhos
(AMIRYOUSEFI et al., 2016; HOSSEINI et al., 2013b; UNAGOLLA; JAYASURIYA,
2018). No entanto, é dificil fazer comparacgfes diretas devido as grandes diferencas
entre as caracteristicas das particulas (tipo de biopolimero, estrutura, processo de
producédo, distribuicdo de tamanho) e condicbes de liberagdo (composicéao,
temperatura, pH, forca ibnica), que afetam fortemente a cinética de liberacdo, assim
como mostrado, por exemplo, nos resultados obtidos por Dima et al. (2016).

Comparacdes entre os valores de k obtidos para as diferentes amostras
estudadas no presente trabalho confirmam as observagdes gerais sobre os efeitos do
revestimento proteico na cinética de liberagdo do OEO em meio liquido: k foi menor
para as amostras com revestimento com WPC (GICRU e GICRL), indicando uma

liberacdo mais lenta para estes tratamentos. Ja os valores de k para as particulas
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liofilizadas produzidas por gelificacéo ibnica sem recobrimento (GISRL) e coacervacgao
complexa (CCL) apresentaram os maiores valores, indicando uma liberacdo mais
rapida.

Os valores do expoente néo tiveram ou tiveram apenas uma pequena diferencga
significativa entre as amostras de gelificacdo idnica. A falta de diferencas significativas
entre os valores de n, mesmo considerando a analise das particulas liofilizadas, para
as quais o inchamento da matriz e consequente relaxamento das cadeias poliméricas
poderia afetar a cinética de transporte, pode ser explicada pela rapida taxa de
dilatacdo das particulas (Figura 26). Apos 10 minutos, as particulas liofilizadas ja
haviam aumentado seus tamanhos médios de particula em quase 50 % e atingiram
didmetro médio semelhante as amostras Umidas. Isso indica que a relaxacdo da
matriz ocorreu muito rapidamente, ndo causando um efeito de desaceleracdo na
difusdo do OEO. O processo de interacao eletrostatica com proteina de soro de leite
para producdo da camada superficial proteica provavelmente teria capacidade de
modular a taxa de liberacdo de 6leo das particulas de alginato se o meio liquido de
liberacdo possuisse menor for¢a idnica do que a utilizada no presente trabalho. Além
disso, comparando-se os valores do expoente das amostras produzidas por
gelificacdo ibnica com o das amostras produzidas por coacervagdo complexa, é
possivel perceber que também ndo hd ou ha apenas uma pequena diferenca
significativa entre os valores, o que mostra que a reducao do diametro das particulas
nao teve efeito de aceleracdo na difusdo do OEO.

5.4.1 Calculo do coeficiente de transferéncia de massa instantaneo (h)

As Figuras 29 e 30 apresentam, respectivamente, os resultados obtidos para a
analise de concentracdo de equilibrio e as curvas de liberacdo, em termos de
concentracéo do OEO liberado ao longo do tempo, das diferentes particulas de OEO
encapsulado em alginato ou gelatina/goma arabica em meio liquido com condi¢des
analogas a solucdo de marinacgéo. A partir dos resultados de concentracédo de OEO
presentes na solucdo, determinaram-se os valores da concentracdo de equilibrio
(Tabela 10) e os valores do coeficiente de transferéncia de massa instantaneo apos

aplicacéo dos valores de ceq na equagéo (13), para os tempos de 10 e 60 minutos.
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Figura 29 — Curvas obtidas para a concentracéo de equilibrio do OEO em meio
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Figura 30 — Curvas de liberacdo em termos da concentracédo de OEO liberado em
funcdo do tempo em solucao analoga a solucdo de marinacdo, para uma massa de

Concentracao de OEO em solucao (g/mL)

amostra de 5 mg.
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Tabela 10 — Concentracao de equilibrio e coeficientes de transferéncia de massa

instantaneos de particulas de OEO encapsulado em meio liquido com condi¢bes

anélogas a solucdo de marinagéo.

Tratamento

Ceq (g/mL)

h10 min (m/s)

h6o min (m/s)

GISRU

(1,81 + 0,02) x 103 ¢c*

(2,05 £ 0,04) x 1084

(1,09 + 0,03) x 1084

GISRL  (1,45+0,01) x 10%¢ (2,17 £ 0,05) x 108¢ (1,25 + 0,04) x 108¢
GICRU (1,92 +0,02) x 103P (1,40 + 0,04) x 1087 (0,89 % 0,03) x 108"
GICRL  (1,69+0,01) x 1039 (1,69 + 0,04) x 108¢ (0,97 + 0,03) x 108¢
ccu (1,98 £ 0,03) x 1032 (1,40 + 0,04) x 108 (3,07 + 0,05) x 108"
CCL (1,92 +0,02) x 1035 (2,91 +0,05) x 1082 (5,06 + 0,06) x 1082

*Valores da mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 11 — Valores de coeficiente de transferéncia de massa instantaneo em

relacdo aos didmetros médios de particulas de OEO encapsulado.

Tratamento (h/D)10min (s1) (h/D)eo min (s72) A (h/D) 60 min — 10 min
GISRU (1,14 +0,04) x 1059 (5,38 + 0,03) x 106¢ - 6,02 x 106
GISRL (1,37 £0,05) x 105¢ (7,10 % 0,04) x 10°6¢ - 6,60 x 106
GICRU  (8,34+0,04) x 1061 (4,45 + 0,03) x 106" - 3,89 x 106
GICRL  (1,05+0,04) x 105¢ (6,08 % 0,03) x 1064 - 4,42 x 106

ccu (7,39 £ 0,04) x 1055 (2,44 + 0,05) x 10-4b 1,70 x 10
CCL (2,01 £ 0,05) x 1042 (3,51 + 0,06) x 104 1,50 x 10+

*Valores da mesma coluna com letras diferentes séo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Comparando os valores de concentracdo de OEO em solucéo (Figuras 29 e 30)
observa-se que a concentracéo de equilibrio € aproximadamente 10 vezes maior que
a concentracdo maxima de OEO liberado no meio, mostrando que o OEO presente
nas particulas néo foi capaz de saturar a solucdo e estabelecer um equilibrio entre
concentracédo de OEO na solucéo e nas particulas.

Comparando-se os valores do coeficiente de transferéncia de massa instantaneo
(Tabela 10) com os resultados do ajuste do modelo de Peppas, percebe-se que as
tendéncias séo similares, ou seja, em ambos os tempos (10 e 60 minutos) tem-se uma

transferéncia mais rapida do OEO para o meio de liberacdo para as amostras
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produzidas por coacervacao complexa, enquanto a transferéncia é mais lenta para as
particulas produzidas por gelificacéo iénica recobertas com WPC (GICRU e GICRL).
Tal resultado também vai ao encontro das observacfes feitas para as andlises de
didmetro médio, uma vez que as particulas coacervadas sdo menores e, por isso,
aumentam a superficie de contato com o meio, acelerando a liberacdo do Oleo
essencial encapsulado em seu interior, enquanto as particulas produzidas por
gelificacdo ibnica recobertas com WPC tém didmetros médios maiores, além da
protecdo inicial do camada proteica nos primeiros minutos de liberacdo, como ja
discutido anteriormente.

Os resultados apresentados na Tabela 11 também confirmam o que foi
observado na analise de cinética de liberacdo, mostrando que a liberagdo € mais
rapida para particulas menores. O A(h/D) apresentou valores positivos para as
particulas produzidas por coacervacao complexa, mostrando correlacdo com 0s
resultados obtidos na andlise de alteracdo de diametro durante a cinética de liberacéo,
uma vez que as particulas diminuiram seu tamanho, fazendo com que o coeficiente
de transferéncia de massa fosse maior. Tal relacdo foi valida, também, para as
particulas produzidas por gelificacdo i6nica, uma vez que incharam durante o
processo da cinética, fazendo com que o coeficiente de transferéncia de massa
diminuisse devido ao maior diametro médio das particulas.

Lewinska et al. (2002) estudaram a transferéncia de massa de vitamina Bi2 de
uma solucdo para esferas de alginato e microcdpsulas de poliguanidina-alginato-
celulose e encontraram valores de coeficiente de transferéncia de massa entre 5,00 x
107 e 6,83 x 10°® m/s e valores de h/D entre 0,058 e 0,136 s. O fato desses valores
serem maiores do que os encontrados no presente estudo pode estar relacionado ao
composto estudado, uma vez que a vitamina B12 € um composto hidrofilico de baixa
massa molecular. Além disso, o sentido de transferéncia do composto é contrario ao
do presente estudo e, apesar de um dos materiais de parede ser o mesmo (alginato),
a preparacdo das esferas ocorreu de modo diferente, uma vez que se usou um
gerador eletrostatico de gotas, além do uso de uma solucéo de cloreto de calcio menos
concentrada (1 %).

N&o foi possivel o ajuste dos dados dos perfis de liberacdo na equacgéo (13) por
regressdo nao-linear do conjunto de dados. Tal impossibilidade pode estar

relacionada as considera¢cdes assumidas para desenvolvimento de tal equacéo, uma
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vez que se considerou volume do sistema constante e o interior da particula como
homogéneo, com mesma concentracdo de saturacdo em qualquer tempo. Tal
consideracdo de homogeneidade e concentracdo constante de saturacdo pode ter
grande relacdo com a impossibilidade do ajuste, uma vez que as particulas produzidas
por gelificacdo ibnica absorveram agua e as produzidas por coacervacao complexa
reduziram seu tamanho, o que, além de alterar a distribuicdo das gotas de OEO no
interior das particulas, fez com que a concentracdo de saturacdo no interior
particuladas mesmas variasse ao longo do tempo de liberacdo. O presente estudo
também considerou somente o diametro médio no tempo escolhido, desprezando a
variacéo do diametro médio das particulas durante o processo de liberac&o. E possivel
que o acoplamento de uma funcao que represente a variacdo do tamanho médio das
particulas a equacao (13) possa fornecer um valor mais preciso de h, sendo um tema

interessante para possiveis trabalhos futuros.
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6 CONCLUSAO

A encapsulagcdo de Oleo essencial de orégano pelos métodos de gelificacdo
ibnica e coacervagdo complexa resultou em particulas esféricas, com o OEO disperso
nas particulas na forma de pequenas goticulas, e com bom desempenho de
encapsulacao.

A liofilizagdo causou encolhimento nas amostras produzidas por ambos os
processos, aumentando a polidispersidade da distribuicdo de tamanho, além de
aumentar também a porosidade da superficie das particulas produzidas por
gelificacéo ibnica, fazendo com que a liberacdo do OEO ocorresse mais rapidamente.
Além disso, reduziu o desempenho de encapsulacdo quando comparado as
respectivas amostras Umidas e ocasionou mudancas nas superficies das particulas,
deixando-as mais rugosas, o que interferiu diretamente na cinética de liberacao.

O processo de recobrimento por interacdo eletrostatica com proteina de soro de
leite nas particulas produzidas por gelificacdo ibnica apresentou um leve efeito de
desaceleragao na taxa de inchamento e nas taxas de liberagdo do OEO, embora a
alta concentracdo de NaCl no meio de liberacdo, adotada para simular uma solucao
de marinacdo de carnes, provavelmente causou rapida remocdo da camada de
proteina da superficie, dificultando, assim, o efeito de modulacdo desejavel para
retardar a liberagéo.

Apesar dos processos de recobrimento com WPC e liofilizagdo apresentarem
bons resultados, estes ndo resultaram em diferencas significativas. Assim, devido ao
gasto energético, tempo de preparacdo e custo, conclui-se que o uso desses
processos ndo é recomendavel. Além disso, no caso particular do processo de
recobrimento, pode haver problemas devido ao uso do concentrado proteico de soro
de leite, o qual é um subproduto do leite e pode se relacionar a reacdes alérgicas.

O ajuste do modelo de Peppas para os perfis de liberagcdo indicou que o
transporte de OEO nas amostras é controlado por difusdo de Fick. Os valores de
coeficiente de transferéncia de massa instantaneo bem como os do coeficiente de
transferéncia de massa em relacdo ao didametro mostraram uma concordancia com os
perfis de liberacdo e forte relacdo com o didmetro médio das particulas, sendo
necessario estudos futuros sobre a influéncia da variagdo do didmetro médio das

amostras no coeficiente médio de transferéncia de massa.
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LISTA DE SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apéds a concluséo deste trabalho, percebeu-se que alguns parametros tiveram
influéncia nas analises realizadas, abrindo possibilidades para trabalhos futuros que
possam complementar e até explicar melhor alguns resultados obtidos. Assim,

sugere-se que 0s seguintes topicos componham trabalhos futuros:

(1) Producédo e estudo da cinética de liberacdo de particulas de gelificacao
ibnica com menor teor de 6leo essencial de orégano;

(i) Andlise da influéncia da concentracdo de NaCl na solucdo de salmoura
em relacdo a liberacdo de 6leo essencial e alteragcbes morfolégicas e
estruturais sofridas pelas particulas;

(i)  Analise da influéncia da alteracdo do diametro médio das particulas no

calculo do coeficiente de transferéncia de massa global.
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APENDICE B — Imagem digitalizada da amostra GISRU apds 60 minutos em contato

com meio liquido com condi¢des analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE C — Imagem digitalizada da amostra GISRU ap6s 360 minutos em

contato com meio liquido com condi¢Bes analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE D — Imagem digitalizada da amostra GISRU ap6s 540 minutos em
contato com meio liquido com condic6es analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE E — Imagem digitalizada da amostra GISRL ap6s 10 minutos em contato

com meio liquido com condi¢6es analogas a solucéo de salmoura.
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APENDICE F — Imagem digitalizada da amostra GISRL ap6s 60 minutos em contato

com meio liquido com condi¢des analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE H — Imagem digitalizada da amostra GISRL apds 540 minutos em

contato com meio liquido com condi¢Bes analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE | — Imagem digitalizada da amostra GICRU ap6s 10 minutos em contato

com meio liquido com condi¢des analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE J — Imagem digitalizada da amostra GICRU ap6s 60 minutos em contato

com meio liquido com condi¢des analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE K — Imagem digitalizada da amostra GICRU ap6s 360 minutos em

contato com meio liquido com condi¢Bes analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE L — Imagem digitalizada da amostra GICRU ap6s 540 minutos em

contato com meio liquido com condic6es analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE M — Imagem digitalizada da amostra GICRL ap6s 10 minutos em contato

com meio liquido com condi¢6es analogas a solucéo de salmoura.
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APENDICE N — Imagem digitalizada da amostra GICRL ap6s 60 minutos em contato

com meio liquido com condi¢des analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE O — Imagem digitalizada da amostra GICRL apds 360 minutos em

contato com meio liquido com condic6es analogas a solucao de salmoura.
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APENDICE P — Imagem digitalizada da amostra GICRL apés 540 minutos em

contato com meio liquido com condic6es analogas a solucao de salmoura.




