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RESUMO

A microencapsulagdo por spray drying de materiais hidrofobicos, como o 6leo essencial de
pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi), baseia-se na estabilizac&o eficiente da emulséo
6leo em &gua a ser seca. Os complexos resultantes de interacdes eletrostaticas entre proteinas e
polissacarideos sdo capazes de fornecer maior atividade interfacial quando comparados as
proteinas sozinhas. O principal objetivo deste trabalho foi examinar o papel da pectina nas
propriedades fisico-quimica de microcapsulas produzidas por spray drying estabilizadas por
uma camada Unica de proteina ou por uma dupla camada de proteina/pectina. O 6leo de pimenta
rosa foi caracterizado em relagcdo a sua composicao de volateis, indice de refracdo, densidade,
viscosidade, tensdo superficial e faixa de temperatura de evaporacdo. Foram avaliadas a
atividade da agua, higroscopicidade, isotermas de sor¢éo, reconstituicdo, propriedades de fluxo,
tamanho de particula e propriedades morfolégicas dos pos secos. A estabilidade durante o
armazenamento foi avaliada, bem como sua atividade antioxidante. A atividade antimicrobiana
das microcapsulas foi determinada in vitro e in situ usando leite integral e desnatado como
sistemas modelo. A composi¢do quimica do 6leo essencial mostrou predominancia de a-pineno,
B-pineno, B-mirceno, 8-3-careno, D-limoneno e germacreno D. As particulas SPI/pectina
melhor preservaram as proporcdes dos compostos volateis presentes no 6leo puro, enquanto
particulas contendo apenas SPI apresentaram maior perda (cerca de 10%) de compostos volateis
apos a producdo. O indice de refracdo e a densidade do dleo de pimenta rosa foram 1,473 e
845,10 kg/md, respectivamente, apresentando resultados caracteristicos de 6leos com grande
namero de cadeias ndo saturadas. O déleo apresentou comportamento reoldgico tipico de um
fluido Newtoniano e sua temperatura de ebuli¢do variou de 148,9 a 197,4 °C. Os p6s produzidos
a partir de emulsbes de dupla camada apresentaram maior atividade de agua e menor
higroscopicidade (0,280, 8,5%) quando comparados aos pos de camada Unica (0,176, 9,3%).
Ambos 0s pos apresentaram boa solubilidade em agua (cerca de 70%) e boa dissolu¢do em agua
e em Oleo. A fluidez do p6 foi afetada pela formulacdo, com pds de camada Unica apresentando
maior coesdo do que os de camada dupla. A adicdo de pectina permitiu uma distribuicdo mais
homogénea dos tamanhos das particulas, impedindo a formacdo de particulas e aglomerados
superdimensionados. A microscopia eletrdnica de varredura mostrou particulas esféricas com
auséncia de poros, o que é desejavel para maior preservacdo dos compostos volateis. As
isotermas de sorcdo dos pos foram classificadas como isotermas sigmdides do tipo Il, com o

modelo GAB apresentando bom ajuste aos dados experimentais. Ambas microcapsulas



permitiram uma liberacdo gradual de volateis, bem como melhor preservacdo de suas
propriedades antioxidantes durante o armazenamento em comparacgdo ao 6leo livre. No ensaio
de atividade antimicrobiana in vitro, as particulas de SPI/pectina apresentaram maiores halos
de inibi¢do nos primeiros dias avaliados. Quando adicionadas ao leite, ambas as formulagfes
reduziram o crescimento bacteriano em quantidades que variaram de 2 a 6 Log UFC/mL para
as amostras avaliadas, enquanto o 6leo puro apresentou um comportamento semelhante ao
controle, sem nenhum tratamento. Foi observada reducdo mais rdpida do crescimento

microbiano no leite para particulas de SPI/pectina.

Palavras—chave: Oleo essencial de pimenta rosa. Isolado proteico de soja. Pectina de alta
metoxilacdo. Spray drying. Microencapsulacdo. Interacdo proteina-polissacarideo.



ABSTRACT

Microencapsulation by spray drying of hydrophobic materials, such as pink pepper essential oil
(Schinus terebinthifolius Raddi), relies on the efficient stabilization of the oil-in-water emulsion
to be dried. Association colloids resulting from electrostatic interactions between proteins and
polysaccharides are able to provide higher interfacial activity compared to proteins alone. The
main purpose of this study was to examine the role of pectin in the physical properties of
emulsion and spray drying powders stabilized by protein single-layer or by double layer of
protein/pectin. Pink pepper oil was characterized by volatile composition, refractive index,
density, viscosity, surface tension and evapor/ation temperature range. Water activity,
hygroscopicity, sorption isotherms, reconstitution, flow properties, particle size and
morphological properties of the dry powders were evaluated. Storage stability was evaluated as
well as antioxidant activity. The antimicrobial activity of microcapsules was determined in vitro
and in situ using whole and skimmed milk as model systems. The chemical composition of the
essential oil showed the predominance of a-pinene, B-pinene, B-mircene, 6-3-carene, D-
limonene and Germacrene D. SPI/pectin particles better preserved the volatile proportions
present in pure oil, whereas particles containing only SPI presented greater loss (about 10%) of
volatile compounds after production. The refractive index and density of the pink pepper oil
were 1.473 and 845.10 kg/m3, respectively, presenting characteristic results of oils with a great
number of unsaturated chains. The oil had typical rheological behavior of a Newtonian fluid
and its boiling temperature ranged from 148.9 to 197.4 °C. Powders produced from double-
layer emulsions presented higher water activity and lower hygroscopicity (0.280, 8.5%)
compared to single-layer powders (0.176, 9.3%). Both powders presented good water solubility
(about 70%) and good dissolution in water and in oil. Powder flowability was affected by
formulation, with single-layer powders presenting greater cohesion than double-layer ones.
Addition of pectin allowed a more homogeneous distribution of particle sizes, preventing
formation of oversized particles and agglomerates. Scanning electron microscopy showed
spherical particles with absence of pores, which is desirable for greater preservation of the
volatile compounds. Sorption isotherms of the powders were classified as sigmoid isotherms
type 11, and the GAB model presented a good fit to experimental data. Both microcapsules
allowed a more gradual release of volatiles, as well as a better preservation of their antioxidant
properties during storage than the free oil. In the in vitro antimicrobial activity assay, the
SPI/pectin particles presented larger inhibition halos in the first days of the evaluated period.
When added to milk, both formulations reduced bacterial growth by 2 to 6 Log CFU/mL, while



pure oil showed similar behavior to the control, without any treatment. A faster reduction of

microbial growth in milk was observed for SPI/pectin particles.

Keywords: Pink pepper essential oil. Soy protein isolate. High methoxylation pectin. Spray
drying. Microencapsulation. Protein-polysaccharide interaction.
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1 INTRODUCAO

Os 6leos essenciais tém despertado interesse de industrias e pesquisadores nos Ultimos
anos por serem compostos naturais, extraidos de plantas aromaticas e possuirem uma complexa
composi¢do quimica que Ihes confere atividade bioativa. O mercado de 6leos essenciais tem se
expandido de tal forma que se estima que sua procura apresente taxa de crescimento anual em
torno de 8,6% no periodo compreendido entre os anos de 2019 e 2025 (GRANDVIEW-
RESEARCH, 2019). O baixo rendimento de extracdo - de aproximadamente 1% dependendo
da espécie - somado a pouca quantidade de plantas aromaticas existentes (cerca de 10% de todas
as espécies de plantas no mundo) transforma os éleos essenciais em compostos de alto valor no
mercado (SVOBODA; GREENAWAY, 2003).

O Oleo essencial de pimenta rosa é extraido dos frutos da aroeira vermelha (Schinus
terebinthifolius Raddi), arvore nativa do Brasil e amplamente encontrada em outros paises da
América do Sul (LORENZI; MATQOS, 2008). Esse 6leo possui monoterpenos como o limoneno
e 0 mirceno dentre 0s compostos quimicos majoritarios em sua composicdo (CAVALCANTI
et al., 2015). Alguns trabalhos realizados demonstram que o Gleo essencial de pimenta rosa
apresentou resultados positivos na inibi¢do de crescimento bacteriano e fangico em alimentos,
aumento da vida de prateleira e potencial para encapsulacdo (DANNENBERG et al., 2016;
DANNENBERG et al., 2017; ANDRADE et al., 2017; ROMANI et al. 2018).

Tendo em vista que a aplicacdo de 6leos essenciais em alimentos em sua forma livre €
dificultada pela sua alta volatilidade e baixa solubilidade em &gua, assim como reducéo de suas
propriedades antimicrobianas e antioxidantes devido a interagdes com outros componentes da
matriz do alimento, estudos atestam que o uso da técnica de microencapsulacdo apresenta
vantagens em proteger os agentes bioativos de fatores externos adversos e garantir maior
estabilidade durante o armazenamento desses produtos (MARESCA et al., 2016; CASTRO-
ROSAS et al., 2017).

A microencapsulacdo por spray drying destaca-se por ser uma técnica amplamente
utilizada na producdo de microcapsulas na industria, apresentando baixo custo de
processamento, simples operacdo e possibilidade de operacdo continua (WU et al., 2014). A
microencapsulacdo de materiais hidrofobicos por esta técnica depende da estabilizacdo
eficiente da emulsdo de 6leo em agua a ser seca, a partir da adigdo de surfactantes, como as
proteinas e polissacarideos.

As proteinas presentes no isolado proteico de soja (SPI), devido ao seu caréater

parcialmente hidrofilico e parcialmente hidrofébico, formam uma camada adsorvida na
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interface Oleo/agua de uma emulsdo, justificando a sua aplicagdo como emulsificante na
industria (SINGH; MOHAMED, 2007). Por outro lado, um polissacarideo como a pectina de
alta metoxilacdo possui uma estrutura de polieletrélito aniénico linear, o que lhe confere grande
potencial como estabilizante em emulsdes (ABERKANE; ROUDAUT; SAUREL, 2014).
Abaixo do pH isoelétrico da proteina (em torno de 4,0), as proteinas e a pectina sdo atraidas
devido a existéncia de cargas opostas, formando complexos (LAM et al., 2007). Os complexos
resultantes de interaces eletrostaticas entre proteinas e polissacarideos apresentam maior
atividade interfacial quando comparados as proteinas isoladamente e, quando aplicados na
formacdo de emulsdes a serem submetidas a secagem por spray drying, produzem
microcéapsulas de dupla camada, favorecendo a preservacéo do 6leo encapsulado (SERFERT et
al., 2013).

Freitas et al. (2017) avaliaram o uso do isolado proteico de soja e da pectina de alta
metoxilacdo como materiais de parede em processos de microencapsulacdo. Os autores
destacam que a interagdo formada pelo complexo proteina-polissacarideo na etapa de
emulsificacdo confere maior estabilidade as microcapsulas formadas, com potencial de
aplicacdo na industria de alimentos. Por outro lado, a secagem por spray drying das emuls6es
sem a adicdo de um carreador como a maltodextrina ndo se mostrou viavel, de modo que as
microcapsulas resultantes foram constituidas por uma combinagdo de trés biopolimeros. A
partir desses resultados, a questdo que se coloca é qual o real papel da pectina na composicao da
microestrutura das capsulas, isto é, se a interacao eletrostatica entre as proteinas e a pectina é
significativa na protecdo do material microencapsulado, ou se a adi¢cdo da maltodextrina, um
polissacarideo neutro, seria suficiente para complementar a acdo das proteinas da soja ha matriz
encapsulante.

Assim, a objetivo do presente trabalho foi analisar comparativamente as microcapsulas
de 6leo essencial de pimenta rosa produzidas a partir de emuls6es de camada Unica, utilizando
apenas SPI como estabilizante, e de emuls@es estabilizadas por dupla camada, formadas a partir
da interacdo eletrostatica das proteinas da soja com pectina de alta metoxilacdo, ambas

adicionadas de maltodextrina como adjuvante de secagem por spray drying.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi produzir microcapsulas de éleo essencial de pimenta-
rosa estabilizadas por isolado proteico de soja (camada Unica) e por isolado proteico de soja e
pectina de alta metoxilacdo (camada dupla), efetuar a secagem em spray dryer e caracterizar as
microcéapsulas produzidas, visando a possibilidade de aplicacdo em produtos alimenticios, além
de investigar o papel desempenhado pela pectina e a sua interacdo com o isolado proteico de

soja na formagdo das microcapsulas e na funcionalidade do éleo microencapsulado.

2.1 Objetivos especificos

Caracterizar o 0leo essencial de pimenta rosa;

Produzir emulsbes cineticamente estaveis de Oleo essencial de pimenta-rosa com duas
formulagdes distintas: estabilizadas apenas por SPI (camada unica) e estabilizadas por SP1/pectina
(camada dupla);

Produzir microcapsulas de 6leo essencial de pimenta-rosa por meio da secagem em spray dryer
das duas emulsGes avaliadas, com e sem pectina;

Caracterizar as microcapsulas por meio de analises de suas propriedades de vida de prateleira,
reconstituicdo dos pos, fluxo dos pos, tamanho de particulas e morfologia;

Determinar a estabilidade ao armazenamento das microcapsulas com determinacdo das
isotermas de sorc¢éo, liberacdo de volateis e atividade antioxidante;

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das microcapsulas de éleo essencial de pimenta rosa in

vitro e in situ, utilizando leite como alimento modelo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Oleos essenciais

Extraidos de diferentes érgdos de plantas, tais como folhas, frutos, caules e raizes, os
6leos essenciais sdo liquidos volateis ricos em compostos aromaticos. Apenas 10% (cerca de
1,700 espécies) de todas as plantas existentes no mundo sdo classificadas como plantas
aromaticas que sintetizam 6leos essenciais como metabdlitos secundarios. Dentre essas espécies
destacam-se o0 gengibre, a canela, o alecrim, o manjericdo, dentre outros (EL ASHBAHANI et
al., 2015).

Além da acdo como agentes aromatizantes os Oleos essenciais sdo compostos de
atividade antimicrobiana, sendo empregados como conservantes naturais no controle de
microrganismos patogénicos e deteriorantes (MARESCA et al., 2016; CALO et al., 2015). A
forma como esses Oleos atuam na inibicdo microbiana ainda € motivo de estudo em diversos
ramos de pesquisa. Alguns dos mecanismos de acdo desses compostos nas células microbianas
envolvem reducdo do ATP e do pH intracelular, alterac6es na morfologia das células com danos
nas membranas citoplasmaticas e lise celular (HYLDGAARD, MYRGIND, MEYER, 2012).

A bioatividade dos 0leos essenciais se deve a sua complexa composic¢ao quimica, a qual
pode chegar a uma mistura de mais de 200 compostos. Tal composi¢do pode ser dividida em
duas fracGes, sendo uma fracdo volatil e outra composta de residuos ndo-volateis. A fracdo
volatil (90 — 95% do Oleo total) contém monoterpenos, sesquiterpenos, alcoois, ésteres,
hidrocarbonetos e seus derivados. A fracdo de residuos nao-volateis (5— 10%) é composta de
ceras, esterois, acidos graxos, carotenoides e flavonoides (LUQUE DE CATRO et al., 1999).

A obtencdo de 6leos essenciais pode ser realizada através de diferentes métodos de
extracdo. A hidrodestilacdo, uma das técnicas mais antigas a serem utilizadas para esta
finalidade, consiste na separacdo dos compostos do 6leo através do aquecimento de um
recipiente contendo a parte da planta e &gua com subsequente evaporacao e condensacao dos
compostos quimicos do 6leo. O sistema de extracdo possui um condensador e um decantador
que coleta o condensado e separa o 6leo essencial da dgua. Outras técnicas também utilizadas
na extracdo desses Oleos sdo: extracdo por prensagem a frio, extracdo por fluido supercritico,
extracdo assistida por ultrassom e extracdo assistida por micro-ondas. O baixo rendimento da
extracdo, de aproximadamente 1% dependendo daespécie e da parte da planta, faz com que os

6leos essenciais sejam substancias de alto valor agregado (EL ASHBAHANI et al., 2015).
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O segmento de aplicagdes em alimentos e bebidas mostra-se emergente no mercado de
6leos essenciais, sendo sua principal fonte de receita em 2018. Estima-se que a procura por 6leos
essenciais se expanda nos proximos anos, com uma taxa de crescimento anual composta de
8,6% no periodo compreendido entre os anos de 2019 e 2025. Novas técnicas inovadoras de
extracdo juntamente com a conscientizacdo do consumidor final sobre os beneficios a satde
fornecidos pelos Gleos essenciais impulsionaram seu crescimento no mercado de paises
emergentes como India, China, México e Brasil, onde o aumento das taxas de urbanizacio e
industrializacdo influenciaram a maior demanda por novos aromas e sabores nas industrias
(GRANDVIEW-RESEARCH, 2019).

3.1.1 Oleo essencial de pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)

A pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi) é o fruto da aroeira-vermelha, arvore
de pequeno a médio porte que pode alcancar de sete a dez metros de altura. Os frutos da aroeira
sdo globosos e agrupados em forma de cachos, sendo pequenos e de coloracdo avermelhada
(Figura 1) (LORENZI; MATOS, 2008). O fruto maduro pode ser utilizado como condimento,
apresentando sabor levemente picante e adocicado. Quando seco e moido, se assemelha a
pimenta-do-reino (SIGRIST, 2014). De acordo com Lorenzi (2009) a Schinus terebinthifolius
pertence a Familia Anacardiaceae, sendo uma planta nativa do Brasil e que pode ser encontrada
também em grande parte da América do Sule Central, além de alguns paises da Europa. Tem
grande resisténcia a variacdes climaticas, sendo utilizada em paisagismo urbano. Os frutos ainda
possuem atividade antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana, antifingica e inseticida
(ABDOU; SALEH; KHALIL, 2015).

Os gréos de pimenta rosa sdo ricos em 6leo essencial, apresentando consideravel valor
econdbmico (AFFONSO et al., 2012). Em sua composicdo quimica foi observada a
predominancia de monoterpenos, tais como o limoneno, mirceno, a-pineno e B-pineno e
sesquiterpenos, como B-cubebeno, §-cadineno, y-cariofileno e copaeno (DANNENBERG et al.,
2019; CAVALCANTI et al., 2015). Outros constituintes tais como resinas, flavonoides,
alcaloides, esteroides, taninos, esteroidais e saponinas também podem ser encontrados no fruto
(BENDAOUD et al., 2010; MARTINS et al., 2014).
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Figura 1 - Pimenta rosa (Schinus terebinthifolius Raddi)

Fonte: AUTOR, 2020.

Estudos foram conduzidos na area medica (ABDOU; SALEH; KHALIL, 2015;
SERENIKI et al., 2016), farmacoldgica (CAVALCANTI et al., 2015; COLE et al.,, 2014,
NOCCHI et al., 2017), odontologica (PEREIRA et al., 2011), zootécnica (GOIS et al., 2017,
CAIRO et al., 2018) e de alimentos (DANNENBERG et al., 2016; DANNENBERG et al., 2017;
ROMANI et al., 2018; ANDRADE et al., 2017), investigando a bioatividade dos compostos
presentes no 6leo essencial extraido de frutos, folhas ou caules da Schinus terebinthifolius Raddi.

Dannenberg et al. (2016) encontraram resultados promissores na inibi¢ao do crescimento
microbiano, com a aplicacéo de 2% do 6leo de pimenta rosa resultando em menor aumento da
carga microbiana em ensaio in situ realizado em queijo Minas previamente contaminado com
Listeria monocytogenes. Em estudo conduzido por Romani et al. (2018), dleo essencial de
pimenta rosa foi incorporado em blends de amido de arroz e proteina de peixe na preparacdo de
filmes. Na aplicacdo dos filmes em macas frescas cortadas, os autores observaram inibicédo
da enzima peroxidase, de modo que os filmes apresentaram potencial para uso em embalagens
de alimentos e na inibicdo de escurecimento enzimatico. Dannenberg et al. (2017) também
testaram o uso do Oleo essencial em embalagens para alimentos. A aplicacdo dos filmes ativos
em queijos fatiados mostrou resultados satisfatorios na inibi¢cdo de Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes para todas as concentraces testadas (2 a 6% de dleo essencial).
Andrade et al. (2017) estudaram a extracdo do Oleo essencial de pimenta rosa pela técnica de
extracdo por fluido supercritico com posterior encapsulacdo do 6leo em &cido polilatico. As
microcapsulas apresentaram bons resultados de eficiéncia de encapsulacdo e tamanho de
particulas, destacando a importancia do estudo do Oleo de pimenta rosa para producéo e

aplicacdo de novos produtos.
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3.1.1.1 Terpenos

Os 0Oleos essenciais sdo constituidos predominantemente por terpenos, substancias
sintetizadas no citoplasma das células de plantas, tendo em sua estrutura molecular vérias
unidades de isopreno (CsHg). Possuem duas fragdes principais: 0os monoterpenos (CyoH1¢), que
constituem cerca de 80% dos 0leos essenciais, e 0s sesquiterpenos (CisH.4) (Tabela 1). Alguns
terpenos sdo reportados na literatura como substéncias de grande interesse no estudo contra o
cancer, a malaria e doencas cardiacas, além de suas atividades inseticidas e antimicrobianas. No
entanto, estudos destacam que o0 uso de terpenos isolados ndo demonstrou atividade
antimicrobiana em diversos ensaios in vitro, sendo a interacdo sinérgica entre varios desses
compostos que possibilita uma inibicdo microbiana mais eficaz (HYLDGAARD, MYGIND,
MEYER, 2012; EL ASHBAHANI et al., 2015). Tal combinacdo pode ser encontrada nos 6leos
essenciais.

Os monoterpenos sdo liquidos incolores de odores aromaticos caracteristicos. Suas
estruturas sdo altamente volateis e lipofilicas (ndo polares). Derivados oxigenados (aldeidos,
alcoois, cetonas e acidos carboxilicos) podem surgir a partir das estruturas basicas dos
monoterpenos. Esses derivados recebem o nome de terpendides (CLARKE, 2008).

Um monoterpeno de grande interesse € 0 mirceno, sendo muitas vezes utilizado como
ponto de partida de processos de sintese de aromas e sabores como o0s do mentol, linalool e
geraniol na industria. Este composto € um monoterpeno aciclico derivado de insaturacdes de
2,6-dimetiloctano, possuindo dois isdmeros, o 3-mirceno, amplamente encontrado em extratos
de plantas, e 0 a-mirceno, que ndo ocorre naturalmente, mas pode ser facilmente sintetizado em
laboratdrio. Seu odor é descrito na literatura como amadeirado e lembra o odor de algumas
frutas como a uva e o péssego. Embora ocorra naturalmente em diversas espécies de plantas, a
extracdo do mirceno por esse meio ainda ndo é viavel economicamente, de modo que sua
obtencdo pode ocorrer mais facilmente a partir da terebintina, nome dado ao liquido rico em
compostos volateis extraido por destilacdo de resinas de coniferas. Dentre 0s compostos
majoritarios da terebintina estdo o a-pineno, B-pineno, 3-careno, e o limoneno. A obtengdo de
mirceno pode ocorrer por pirolise a partir do B-pineno, que é aquecido a altas temperaturas (450
°C-600 °C) e entdo arrefecido, resultando em mirceno (BEHR; JOHNEN, 2009).



Tabela 1 - Monoterpenos e sesquiterpenos encontrados em 6leos essenciais.
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Componente Estrutura Formula Massa Ponto de
molecular quimica molar ebulicdo (°C)
Monoterpeno
D-Limoneno / C10H16 136,23 175,4
a-Pineno CioH16 136,23 157,9
Mirceno =<:/_< CioH16 136,23 167,0
Sesquiterpeno
B-Cariofileno CisHo4 204,36 268,4
a-Bisabolol Ci5H,60 222,37 153,0
Z oH
l
Oxido de Cariofileno Ci5H,40 220,35 279,7
Gy M/ (cHs
HsC (o]
ch

Fonte: Adaptado de EL ASHBAHANI et al., 2015.

Os sesquiterpenos sdo constituidos por trés unidades combinadas de isoprenos e sao

encontrados principalmente em plantas superiores, tendo como precursor o pirofosfato de

farnesila e existindo em diferentes formas, linear, biciclica e triciclica. Os derivados oxigenados

dos sesquiterpenos, que surgem a partir de reacbes de oxidacdo fotoquimica que ocorrem

naturalmente nas plantas, sdo 0s responsaveis por uma série de atividades biologicas e

terapéuticas das espécies vegetais em que sdo encontrados (BUCKINGHAM, 1996;

MCCASKILL; CROTEAU, 1998).
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3.2 Microencapsulagéo de 6leos essenciais por spray drying

A microencapsulacao por spray drying de 6leos essenciais tem se mostrado uma técnica
promissora na preservacdo desses materiais, protegendo-os de agentes externos que podem
acelerar a sua degradacao, tais como altas temperaturas, luz ultravioleta e presenga de oxigénio
(DESAL; JIN, 2005; TIMILSENA et al., 2016).

Costa, Moggridge e Saraiva (2006) destacam que a prote¢do de compostos ativos como
0s 6leos essenciais em veiculos biomoleculares tem sido foco de diversas pesquisas nos ultimos
anos, sobretudo no que diz respeito a liberacdo controlada dos compostos microencapsulados
ao longo de um periodo de tempo. A liberacdo do agente ativo microencapsulado requer uma
desestruturacdo do material de parede que reveste a microcapsula. A taxa de liberacéo
dependera das interagdes existentes entre o nucleo e o material de parede, que pode ser
formulado de acordo com o gatilho de liberacéo almejado. Quando se deseja utilizar o pH como
gatilno de liberacdo, por exemplo, recomenda-se a utilizacdo de coberturas cuja estrutura
quimica possa ser planejada para se romper apenas em pH particular pre-estabelecido
(LAKKIS, 2007).

As microparticulas produzidas podem ser classificadas conforme o arranjo de suas
estruturas, sendo: sistema reservatdrio, aquele em que o material encapsulado esta localizado
no centro da particula, muitas vezes como uma unica gota revestida por um filme protetor; e
sistema matricial, onde o material encapsulado se encontra disperso em pequenas goticulas pela
matriz da capsula, podendo conter parte do material na superficie das particulas. O primeiro
sistema compreende as microcapsulas propriamente ditas e ao segundo sistema da-se 0 nome
de microesferas (Figura 2). O termo encapsulacéo, no entanto, tem sido empregado para os dois

casos, microcapsulas e microesferas (AZEREDO, 2005).

Figura 2 - Esquema de microparticulas com sistema reservatorio (a) e matricial (b).

Rede polimérica

Filme protetor

Nucleo contendo
o bioativo

(a) (b)

Fonte: AUTOR, 2020.
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A preparacdo de microcapsulas pode ser dividida em trés diferentes tipos de processos
(SUAVE et al., 2009; COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016):

quimicos, como os métodos de inclusdo molecular e polimerizagdo interfacial (1-500 pum);
fisico-quimicos, como a coacervacao complexa e evaporacgdo de solvente (20-1000 pum);
fisicos, tais como a secagem por atomizacéao (spray drying), nebulizacdo em corrente de ar frio
(spray-chilling), co-cristalizacao e liofilizacdo (freeze-drying) (5-500 pm).

A microencapsulacdo de 6leos essenciais por spray drying é foco de diversas industrias
que produzem aromas, por transformar o 6leo essencial - um composto pouco soltvel em agua
- em um produto em p6 com maior solubilidade e possibilitar mais alternativas de aplicagdo em
alimentos. Em trabalhos realizados nos Gltimos anos, diversos 0leos essenciais como o de
alecrim, orégano, gengibre e cravo foram microencapsulados utilizando estatécnica (BOTREL
et al., 2012; FERNANDES et al., 2013; FERNANDES et al., 2014; FERNANDES et al., 2016;
TEODORO et al., 2018).

De acordo com Barbosa et al. (2005) a estabilidade das emulsdes contendo os dleos
essenciais ou aromas a serem encapsulados por spray drying € um dos principais fatores a serem
considerados na microencapsulacdo destes compostos, com emulsGes mais estaveis
apresentando maior eficiéncia de encapsulacdo e menor quantidade de 6leo ndo-encapsulado.

A secagem por spray drying destaca-se como um método amplamente utilizado na
producdo de microcapsulas por possuir baixo custo de processamento (quando comparado com
técnicas como a liofilizacdo), simples operacédo, possibilitar a operacdo continua e dispor de
diversos equipamentos no mercado (CHANG; VARANKOVICH; NICKERSON, 2016; WU et
al., 2014). No entanto, algumas desvantagens tém sido relatadas com o uso desta técnica, como
instabilidade na forca para pulverizar o liquido em gotas, o que resulta na formacdo de
aglomerados que diminui a estabilidade dos produtos secos (VEIGA et al., 2019).

O processo compreende na atomizacdo da solu¢do em pequenas goticulas a serem
submetidas a uma etapa de secagem utilizando ar aquecido e subsequente coleta das particulas
solidas (BECK-BROICHSITTER et al.,, 2011). Segundo Dziezak (1988) o processo de
microencapsulacdo por secagem em spray dryer envolve trés etapas basicas, sendo elas a
preparacdo da emulséo a ser processada, a homogeneizagdo da emulsdo e a atomizagéo.

A microencapsulacdo de compostos hidrofobicos deve ser precedida por uma etapa de
emulsificagdo, que consiste na dispersdo dos compostos lipidicos bioativos em uma fase

continua de base aquosa, podendo contar com a adi¢do de particulas sélidas para aumentar a
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estabilidade do sistema formado pela emulséo (KACI et al., 2017). Hidrocoldides e proteinas
séo os principais aditivos utilizados na estabilizacdo de emulsdes O/W (DICKINSON, 2009).

Quanto menor o tamanho das gotas em uma emulsao, melhor sera a sua estabilidade. A
sonicacdo apresenta-se como uma técnica eficaz na reducdo do tamanho das gotas de uma
emulsdo ao mesmo tempo em que preserva a interagdo entre o0s biopolimeros. Nesse contexto,
a aplicacdo de ultrassom de alta poténcia em emulsGes, com o objetivo de alterar suas
propriedades, como a viscosidade, a habilidade de gelificacdo dos biopolimeros e 0 aumento da
estabilidade tem sido investigada (ALBANO, NICOLETT]I, 2018).

O material de parede escolhido para a microencapsulacdo deve atender as propriedades
fisico-quimicas desejadas para o produto final e possuir boa eficiéncia em processos de secagem
por spray dryer, uma vez que desempenha papel fundamental na eficiéncia de encapsulamento
e na estabilidade das microparticulas obtidas (BAKRY et al, 2015). Goma arabica, inulina,
amido modificado, proteina do soro do leite e maltodextrina sdo 0os materiais de parede mais
utilizados nos trabalhos que envolvem a microencapsulagdo de Oleos essenciais por spray
drying (VEGAS et al., 2019). As maltodextrinas sdo carboidratos de baixo custo, baixa
viscosidade e altamente solUveis em &gua, caracteristicas que possibilitam a sua aplicacdo na
encapsulacdo de compostos promovendo boa estabilidade oxidativa (POURASHOURI et al.,
2014). No entanto, a maioria dos carboidratos sdo adicionados em processos de
microencapsulacdo combinados com proteinas ou gomas, uma vez que sozinhos ndo apresentam
propriedades interfaciais suficientes para garantir uma elevada eficiéncia no processo
(GHARSALLAOUI et al., 2007).
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3.3 Interacdo entre proteinas e polissacarideos

As emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis pela acdo de diversos
mecanismos fisico-quimicos que afetam a mobilidade e agregacdo de suas gotas, como
sedimentacdo, floculagéo, coalescéncia e cremeacéo, o que como passar do tempo resultaemum
produto com duas fases liquidas separadas. Para aumentar a estabilidade de emulsBes a industria
de alimentos faz uso de processos de homogeneizacao, para reduzir o tamanho das gotas, e
aplicacdo de aditivos quimicos que atuam como emulsificantes na mistura. Esses emulsificantes
podem ser classificados em duas categorias: surfactantes de baixo peso molecular (geralmente
pouco utilizados em alimentos por serem prejudiciais para a salde em maiores quantidades) e
emulsificantes macromoleculares (como proteinas do leite e do ovo, amplamente utilizadas em
alimentos) (DICKINSON, 1992).

A interacdo entre proteinas e polissacarideos na formacéo de complexos poliméricos tem
sido foco de diversos estudos na area de alimentos, sobretudo na aplicacdo dessas misturas em
dispersdes, emulsdes e geis. Os complexos de proteina e polissacarideo podem desempenhar
papéis importantes, causando alteracfes estruturais e reoldgicas, que afetam diretamente a
viscosidade e textura desses produtos (ALBANO et al., 2019).

Diversos métodos podem ser empregados na producdo de emulsdes estaveis a partir da
interacdo entre proteinas e polissacarideos, promovendo-se a complexacdo dos biopolimeros
através da adicdo de um polissacarideo aniénico com uma proteina com pH ajustado abaixo de
seu ponto isoelétrico, onde apresentara carga positiva. A protecdo das gotas de 6leo em uma
emulsdo pode ocorrer das seguintes maneiras: atraves da coacervacdo complexa dos polimeros,
pela formacdo de complexos solUveis, pela camada de proteina (monocamada) ou pela camada
de proteina com a adicdo de outra camada de polissacarideo (dupla camada) (Figura 3)
(ALBANO et al., 2019).

As emulses de monocamada (ou camada Unica) sdao mais propensas a instabilidade
fisica durante armazenamento, aquecimentos ou processos que envolvem secagem. Dessa
forma, as emulsdes de dupla camada se destacam por promoverem maior estabilidade a essas
suspensdes, a partir da interacdo eletrostatica entre os biopolimeros. Em sua producéo,
primeiramente é utilizado um emulsificante ibnico que se adsorve a interface O/W durante a
etapa de homogeneizagdo e, posteriormente, um biopolimero de carga oposta € disperso no
sistema para promover a formagdo de uma segunda camada sobre as goticulas de dleo
(FIORAMONTI et al., 2019).



27

Figura 3 - Esquema de microcapsula de camada Unica (a) e de camada dupla (b).
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Fonte: AUTOR, 2020.

Além de melhor estabilidade promovida por estas emulsdes, outras vantagens podem
ser destacadas, como a protecdo adicional da segunda camada contra agregagdo de gotas e
oxidacao lipidica, além de uma liberacdo mais controlada de compostos bioativos do que a
promovida pelas emulsdes de monocamada (VELEZ-ERAZO et al., 2018).

Diversas proteinas e polissacarideos tém sido utilizados na estabilizacdo de emulsdes de
dupla camada, como o concentrado proteico do soro de leite, isolado proteico de soja, alginato
de sddio e pectinas de baixo e alto teor de metoxilacéo, resultando em emulsGes estaveis e com
propriedades adequadas para o processamento de alimentos na inddstria (ALBANO et al.,
2019).

3.3.1 Isolado proteico de soja

O isolado proteico de soja é obtido de grdos de soja submetidos a remocdo de
componentes ndo proteicos, através de etapas de limpeza, descascamento e remocdo de
gorduras. Cerca de 90% de proteinas sdo encontradas no isolado proteico de soja (SINGH et al.,
2008).

No processo de obtencdo do isolado proteico de soja, os polissacarideos insoluveis e
proteinas residuais sdo previamente separados e removidos através de uma extra¢do aquosa
onde o pH varia de 7,0 a 10,0. Posteriormente, o extrato obtido é acidificado até atingir o seu
ponto isoelétrico (pH 4,5), onde ha menor solubilidade e interagdo com a 4gua, ocorrendo assim
aagregacdao e precipitacdo de suas proteinas, que serdo conduzidas subsequentemente as etapas
de separacéo, lavagem, neutralizacdo e desidratacdo (DAMODARAN; PARAF, 1997).
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Com relacéo a sedimentacdo, as proteinas de soja podem ser classificadas como 2S, 7S,
11S e 15S, onde S é a unidade Svedberg (BROOKS; MORR; 1985). As fra¢cdes majoritarias na
proteina, 3-conglicinina (7S) e glicinina (11S), podem apresentar a capacidade de formar uma
camada adsorvida na interface 6leo/dgua de uma emulsdo, sendo aplicada como emulsificante
(SINGH; MOHAMED, 2007).

O isolado proteico de soja pode ser uma alternativa as proteinas do soro do leite,
apresentando alta solubilidade em meio alcalino (pH > 7) e sendo uma matéria-prima barata e
de fonte renovavel. Seu uso vai desde a aplicacdo em produtos carneos, laticinios e formulas
infantis até o uso como material de parede em processos de microencapsulacdo, onde ja se
mostrou ser um material promissor para aumentar a eficiéncia do processo de encapsulacéo
(ALBANO et al., 2019; MOSER et al., 2017).

3.3.2 Pectina de alta metoxilagao

Os polissacarideos pécticos sdo amplamente utilizados no setor industrial na producao
de alimentos e bebidas. Além de promover aumento de viscosidade, auxiliam na melhoria da
textura de produtos, controle da sinérese e contribuem na estabilizagdo proteica (VORAGEN
et al., 2009). A pectina é um polissacarideo anidnico extraido principalmente de tecidos de
vegetais, como a magcéa e frutos citricos e, dependendo de sua origem, seus grupos hidroxilas
podem ser acetilados nas posic6es dois e trés de sua cadeia, afetando a sua habilidade de formar
géis (LAM et al., 2007).

O processo de geleificacdo € favorecido quando as pectinas se encontram em um meio
acido, com presenca de agucares e aquecimento a altas temperaturas. O grau de geleificacdo
aumenta conforme aumenta o grau de metoxilacao das cadeias do polissacarideo, sendo que as
pectinas de baixo teor de metoxilacdo nao necessitam de baixo pH ou da presenca de agUcares
para formar geis estaveis, uma vez que em pectinas desse tipo a gelificacdo é induzida pela

presenca e interacdo de ions ca?t

comseus grupos carboxilas (KUHN et al., 2012). As pectinas
podem ser classificadas pelo seu grau de esterificacdo, sendo classificadas como de baixa
metoxilacdo quando menos de 50% dos grupos carboxilas se encontram esterificados e em
pectina de alta metoxilacdo quando 50% ou mais dos grupos carboxilas se encontram
esterificados (VORAGEN et al., 1995; LAM et al., 2007).

Em estudo sobre as interagdes da pectina com o isolado proteico de soja, Lam et al.

(2007) encontraram uma maior estabilidade da pectina de alta metoxilagdo em solugdes acidas
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de isolado proteico, emrelacdo a pectina de baixa metoxilacdo. Freitas et al. (2017) observaram
interacdes atrativas entre a pectina de alta metoxilacdo e o isolado proteico de soja em pH
inferior ao ponto isoelétrico (em torno de 4,0), resultando na formacdo de complexos que
apresentaram potencial para aplicagdo em encapsulagéo, sobretudo em formulagdes com maior

teor proteico.
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3.4 Atividade antimicrobiana de microcdpsulas de 6leo essencial

A existéncia de consumidores cada vez mais exigentes com o tipo de alimento que
consomem tem demandado uma série de estudos sobre a aplicagdo de compostos naturais na
conservacao de alimentos, em detrimento dos conservante sintéticos. Os conservantes sintéticos
podem causar reacdes alérgicas em individuos sensiveis, além de apresentarem potencial para
formacdo de subprodutos toxicos que podem ser cancerigenos, como por exemplo, a formacédo
de nitrosaminas a partir de nitritos. Nesse sentido, 0s 6leos essenciais tém apresentado potencial
de aplicagdo como agentes antimicrobianos e antioxidantes devido a existéncia de compostos
fendlicos como os fendis simples, taninos, quinonas, flavonas, terpenos, dentre outros
(CASTRO-ROSAS et al., 2017; CALO et al., 2015).

A aplicacdo dos Oleos essenciais em matrizes alimenticias como conservantes, no
entanto, pode resultar em diminuicdo de seu potencial antimicrobiano com o passar do tempo,
devido a interacdo desses compostos com as proteinas, gorduras, agucares e sais presentes no
alimento, reduzindo a disponibilidade desses 0leos como agentes antimicrobianos. Dessa
forma, tém sido investigados sistemas de liberacdo que reduzam essas interaces e maximize o
potencial de inibicdo desses materiais (CASTRO-ROSAS et al., 2017).

A microencapsulacdo tem sido uma técnica utilizada para a preservacdo desses
compostos bioativos contra fatores externos que favorecem a sua degradacdo, garantindo a
estabilidade e a liberacdo controlada de bioativos em alimentos (MARESCA et al., 2016).
Castro-Rosas et al. (2017) destacam que além de preservar 0s agentes bioativos, a
microencapsulacdo garante maior estabilidade desses componentes durante o armazenamento,
sendo mais eficiente do que a adicdo direta desses compostos livres, além de possibilitar uma
liberacdo mais gradativa dos agentes de interesse.

A escolha dos biopolimeros que formam a microcapsula e a maneira que o agente
bioativo encontra-se distribuido no interior da particula (mononucleado, multinucleado) afeta
diretamente a sua liberacdo no meio em que se encontra. Quando uma rapida liberacdo é
desejavel para uma microcapsula, ela pode ocorrer por meios de solubilizacdo, desintegracao
da parede ou difuséo através da parede da capsula (CALO et al., 2015; MARESCA et al., 2016).

Teodoro et al. (2014) produziram microcapsulas de éleo essencial de alecrim por spray
drying e avaliaram sua atividade antimicrobiana quando aplicada em massa fresca, observando
que além das microcapsulas preservarem os compostos antimicrobianos do éleo livre ainda

possibilitaram uma extensdo da atividade inibitoria contra Penicillium sp. e Aspergillus sp.
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Xiao et al. (2011) encapsularam nisina e timol em spray drying utilizando proteina de
milho como material de parede. Em meio de crescimento a pH 6 e 30 °C, as microcapsulas
apresentaram efeitos antimicrobianos e de inibicdo de crescimento contra Listeria
monocitogenes. Em leite desnatado a 25 °C, os autores também observaram atividade
antimicrobiana, com as microcapsulas inibindo o crescimento de L. monocitogenes.

O principal foco de bioconservantes em alimentos € a prevencao de doencas transmitidas
por alimentos. De acordo com o Ministério da Saude, entre o ano 2000 até outubro de 2015
houveram 10.666 surtos notificados no pais de doencas transmitidas por alimentos, com
209.204 hospitalizacGes, 2.107.229 pessoas expostas e 155 dbitos. Destes casos, 14,4% foram
causados por Salmonella sp, 7,7% por S. aureus e 6,5% por E. coli; no entanto, em 58,5% dos
surtos, ndo houve identificacdo do agente etioldgico causador das doencas (BRASIL, 2019).

Microrganismos como a Listeria monocytogenes sdo capazes de aderir em superficies
de contato com alimentos, como aco inoxidavel e poliestireno, podendo persistir em instalaces
de processamento de alimentos durante meses ou anos como biofilmes. Quando protegido em
biofilmes, podem tolerar altas concentracbes de muitos agentes, como desinfetantes,
sanitizantes e antimicrobianos, o que pode resultar na contaminacao de alimentos (VALIMAA
et al., 2015).

As formas como os agentes de fonte naturais, como os 6leos essenciais, atuam sobre
microrganismos patdgenos e deteriorantes ainda é pouco esclarecida na literatura, mas alguns
estudos realizados apontam que a acdo desses compostos nas celulas microbianas envolve
alteracdes no pH intracelular e na morfologia das células, com danos nas membranas
citoplasmaticas e reducdo de ATP (HYLDGAARD, MYRGIND, MEYER, 2012).

Tem sido observado que se faz necessario uma maior concentracdo de 6leo essencial
para se obter os resultados de inibicdo desejados em matrizes alimenticias, quando comparados
a ensaios realizados in vitro, onde uma menor concentracdo utilizada ja apresenta resultados de
inibicdo satisfatorios. Uma maior concentracdo de 6leo essencial em alimentos, no entanto,
pode afetar suas propriedades sensoriais, diminuindo a aceitacdo dos consumidores. Dessa
forma, o estudo das técnicas de adicdo de 6leos essenciais em alimentos com o objetivo de inibir
0 crescimento microbiano sem prejudicar suas propriedades sensoriais € desafiador. Uma
alternativa para o uso em menores concentracfes desses agentes naturais em alimentos € o seu
uso combinado com outras técnicas de preservacao ja utilizadas pela industria de alimentos,
como os tratamentos de esterilizacdo (CASTRO-ROSAS et al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Oleo essencial extraido de frutos maduros de pimenta rosa fornecido pela empresa
LINAX - Oleos Essenciais e Destiladores (Votuporanga, SP, Brasil). Isolado proteico de soja
(SPI) (Ingredientes de Tovani Benzaquen, Sdo Paulo, SP, Brasil), pectina de alta metoxilagéo
(HMP) (CP Kelco, Séo Paulo, SP, Brasil) e maltodextrina DE 10 (Get do Brasil, Sdo Jodo da
Boa Vista, SP, Brasil) foram usados como materiais de parede.

4.2 Métodos
4.2.1 Producao das microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa
4.2.1.1 Preparo das emulsdes de camada Unica e de camada dupla

Foram preparadas duas formulacGes de emulsdo do tipo éleo em agua (O/W), sendo
uma com isolado proteico de soja (SPI) e a outra com o isolado proteico de soja adicionado da
pectina de alta metoxilacédo (Tabela 2). O isolado proteico de soja e a pectina de alta metoxilacéo
foram previamente dissolvidos em &gua destilada e solucéo tampéo (pH 3,5), respectivamente.
As solucdes foram agitadas durante 3 horas até completa dissolucéo. A solucdo de proteina teve
seu pH ajustado para 11 durante a agitacéo, para aumentar sua solubilidade. Apos a agitacéo as
solucgdes foram mantidas em repouso overnight. Ao fim do repouso, o pH final das solucdes de

SPI e pectina foi ajustado para 3,5, pH abaixo do ponto isoelétrico do SPI.

Tabela 2 - Composicdo das emulsdes de camada Unica de proteina (SMO) e de dupla camada
de proteina/pectina (SPMO).

Componente Proporcédo em g/ 100 g de emulsdo
SMO SPMO
Oleo essencial de pimenta rosa 10 10
Isolado proteico de soja 0,9 0,9
Pectina de alta metoxilacéo 0 0,5
Maltodextrina DE 10 35 34,5

Agua 54,1 54,1
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Para a preparacdo das emulsdes, dispersou-se 6leo de pimenta rosa na solucao de SPI
utilizando o agitador Ultra Turrax® (T-25, IKA, Alemanha) a 18,000 rpm durante 4 minutos.
Em seguida, a solucédo de pectina (Formulacéo 2) foi adicionada a 18,000 rpm durante 4 minutos
e finalmente a maltodextrina foi previamente dispersa em agua a 18.000 rpm durante 10
minutos para obter uma emulsao priméria. Para produzir a emulsao final, utilizou-se o ultrassom
Sonic Ruptor 4000 (Omni International, USA) com sonicagdo das amostras (240 W, 20 kHz)
por 3 minutos, a fim de se reduzir o tamanho das gotas da emulsdo. A sonda de ultrassom foi
posicionada cerca de 1 cm abaixo da superficie da emulsdo. O béquer contendo a emulséo foi
imerso em um banho de gelo para impedir o aquecimento e a volatilizacdo dos compostos do

6leo durante as etapas de emulsificagao.

4.2.1.2 Producdo das microcapsulas por spray drying

As microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa foram produzidas através da
secagem das duas emulsdes (SMO e SPMO) em spray dryer. As microcapsulas foram
produzidas em spray dryer (B-290, Buchi, Suica), equipado com bico atomizador de fluido
duplo (0,7 mm de didmetro). As condi¢fes operacionais para o spray dryer foram determinadas
com base em testes preliminares (APENDICE A) e fixadas em: temperatura de entrada do ar
de secagem de 140 °C, taxa de alimentacdo da emulsdo de 2 mL/min, vaz&o de ar de atomizacao
de 819 L/h e taxa de succéo do ar de secagem de 35 m®/ h. A temperatura de saida da camara
de secagem foi monitorada e ficou em torno de 98 °C. Apds o término da secagem, as
microcapsulas foram coletadas e armazenadas em frascos mantidos em dessecador, a

temperatura ambiente.

4.2.2 Caracterizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa

4.2.2.1 Compostos volateis: analise CG-MS e CG-FID

A identificacdo dos compostos volateis do 6leo essencial de pimenta rosa foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a um espectrofotdmetro de massas (GC-MS QP2010 SE,
Shimadzu, Japdo). Uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) foi usada
com hélio como gas de arraste a uma taxa de fluxo constante de 1 mL/min. As condi¢des
cromatogréficas utilizadas foram: temperatura do injetor e detector a 240 °C; programacdo da

coluna comegando em 50 °C por 3 min, subindo para 60 °C a 3 °C/min, depois subindo para 75
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°C a1 °C/min e finalmente subindo para 220 °C a 3 °C/min, sendo mantida nessa temperatura
por 3 min (tempo total da corrida: 76 min). As condi¢6es do espectrometro de massas foram:
temperatura da interface 240 °C; fonte de ionizacdo para impacto de elétrons a 70 eV e 230 °C;
e extensdo de massa entre 35 e 350 m/z.

A quantificacdo dos compostos foi realizada pela determinacdo da area dos picos
obtidos pela injecdo das amostras em um cromatdgrafo a gas equipado com um detector de
ionizagdo de chama (GC-FID) (CG-2014, Shimzadu, Japéo), utilizando uma coluna capilar de
silica (30 mx 0,25 mm x 0,25 um) e nitrogénio como gas de arraste (vazdo de 1 mL/min.). Os
mesmos parametros cromatogréaficos descritos para GC-MS foram utilizados no GC-FID. O
volume da amostra injetada foi de 1 pL e o modo de injecao foi split (1:50). Oleo essencial de
pimenta rosa puro (OEP) e o 0leo extraido das duas formulagdes de microcapsulas (SMO e
SPMO) foram injetados nos equipamentos, a fim de avaliar também a retencéo de volateis nas
microcapsulas apds o processo de microencapsulacéo por spray drying. A extracao do 0leo das
microcapsulas foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Jafari et al. (2007), por
hidrodestilacdo em aparato Clevenger.

A Area do Pico (%) relativa a cada composto foi determinada pela normalizacio das
areas cromatograficas dos picos (Equacao 1), onde A, é a area relativa ao composto, A é a area
total dos picos e V., € 0 volume de Oleo extraido de microcapsulas usado como fator de

correcao.

. ) A
Area do pico (%) = (A_;> V100100 (1)

A identificacdo do pico foi realizada por comparacdo do indice de retencdo linear
usando o NIST Chemistry WebBook e as bibliotecas do espectrofotdmetro de massas (NIST
MS Search versdo 2.0 e banco de dados Wiley). Uma solucdo de alcanos (C7-Czo) (Sigma-
Aldrich®), diluida em hexano (1:2), também foi injetada no GC-FID nas mesmas condicGes

descritas anteriormente para o calculo do indice de retencéo.

4.2.2.2 Indice de refragéo

O indice de refracdo do 6leo essencial de pimenta rosa foi determinado seguindo a
metodologia da Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1990). Foi utilizado refratdmetro de Abbe e as medidas foram realizadas em triplicata
a 25 °C.
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4.2.2.3 Densidade e tensdo superficial

A densidade do dleo foi determinada em triplicata, utilizando-se tensidmetro (Biolin
Scientific, Attension Sigma 700/701), a temperatura ambiente. Foram utilizados probes de

densidade e de placa de Wilhelmy.

4.2.2.4 Viscosidade

Um redmetro, modelo AR-G2 (TA Instruments, New Castle, EUA), foi usado para
executar fluxos de estado estacionario com geometria de cilindros concéntricos (gap = 5290
um). A taxa de cisalhamento variou de 0,01 st a 20 s?, e a tensdo de cisalhamento média foi
obtida por meio do sistema de aquisicdo de dados. Os reogramas resultantes foram ajustados
para 0 modelo de Newton para obtencéo da viscosidade.

4.2.2.5 Temperatura de vaporizacao

A temperatura de vaporizacdo do Oleo essencial foi determinada utilizando-se
equipamento de calorimetria exploratéria diferencial DSC 8000 (Pyris Series, Perkin Elmer)
com aquecimento de 50 a 200 °C a uma taxa de 10 °C/min. Aproximadamente 10 puL de amostra
foram adicionados em recipientes de aluminio selados hermeticamente. O equipamento foi
previamente calibrado com uma amostra de indio (massa = 5,08 mg) e um recipiente de
aluminio vazio foi utilizado como referéncia. A faixa de temperatura de vaporizacao foi
determinada usando o Software de Gerenciamento de Instrumentos Pyris (Pyris Series, Perkin

Elmer).

4.2.3 Caracterizacdo das microcapsulas
4.2.3.1 Rendimento de secagem

O rendimento de secagem foi determinado em triplicata pela razdo entre a massa de
p6 obtida na saida do secador e o teor de sdlidos da emulsdo utilizada na alimentacdo do

secador.
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4.2.3.2 Retencdo de 6leo

A retencdo de 6leo nas microcapsulas foi determinada por hidrodestilagao utilizando-
se 0 aparato Clevenger (JAFARI et al., 2007), conforme descrito anteriormente. O volume de
6leo extraido apds a destilacdo foi convertido em massa usando a densidade do 6leo (0,845 +
0,010 g / mL, a 25 °C). A retencdo de 6leo foi determinada pela Equacdo 2, na qual o teor
tedrico de 6leo foi tomado como a massa de Gleo esperada nas particulas, com base na
formulacdo de emulséo (Tabela 2) em base seca.

[conteudo de 6leo extraido] (2)

Retencgao de 6leo (%) =
etengdo de 6leo (%) [conteudo tedrico de 6leo]

4.2.3.3 Umidade e atividade de agua das microcapsulas

A umidade dos pos foi determinada pelo método gravimétrico (AOAC, 1990).
Pesaram-se cerca de 1,5 gramas de cada amostra em triplicata e realizou-se a secagem a 70 °C
em estufa a vacuo durante 48 horas. A umidade (%) foi calculada pela perda de peso das
amostras. A atividade da agua foi determinada por um higrometro elétrico (modelo Aw Sprint,
marca NOVASINA, Axair Ltd., Suica). As medidas foram realizadas a 25°C.

4.2.3.4 Higroscopicidade

A higroscopicidade dos pos foi determinada de acordo com a metodologia proposta
por Cai e Corke (2000). Amostras dos pos (aproximadamente 1 grama) foram armazenadas em
dessecador contendo solucdo saturada de NaCl (75,3% de umidade relativa) a 25 °C. As
amostras foram armazenadas por uma semana e o0 valor de higroscopicidade foi determinado

pela relacdo da massa de dgua absorvida pela massa de po6 seco.

4.2.3.5 Tempo de dissolucéo

Para 0 ensaio de tempo de dissolucdo dos pés, 1 grama da amostra de po foi dispersa
em 50 mL de &gua destilada ou em 50 mL de 6leo de soja a 25 °C sob agitacdo em agitador
magnético a 892 rpm usando uma barra magnética de 2 mm x 7 mm. O tempo até a
homogeneizacéo total foi registrado (EL-TINAY; ISMAIL, 1985).
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4.2.3.6 Tempo de molhamento

O tempo de molhamento foi determinado dispersando-se 1 grama das amostras de pé
em 400 mL de &gua destilada a 25 °C sem agitacdo. O tempo necessario para a submersdo de
todas as particulas foi registrado (HLA; HOGEKAMP, 1999). Os resultados foram expressos
como média de trés repetigdes.

4.2.3.7 Solubilidade

A solubilidade dos p6s foi determinada seguindo a metodologia descrita por Cano-
Chauca et al. (2005), com adaptacgdes de Fernandes et al. (2014). Primeiramente, 1 grama de po
foi disperso em 25 mL de &4gua destilada sob agitacdo por 5 minutos. A solucéo foi centrifugada
a 3000 x g por 10 minutos. Uma aliquota de 20 mL do sobrenadante foi colocada sobre uma
placa de petri previamente tarada e levada para secagem em estufa a 105°C por 5 horas. A

solubilidade (%) foi calculada por diferenca de peso.

4.2.3.8 Angulo de contato

A determinacédo do angulo de contato das amostras de pé foi realizada em tensibmetro
(Biolin Scientific, Attension Sigma 700/701) utilizando o método de ascensdo capilar de
Washburn, onde a ascensao do liquido através do leito de pd dentro do capilar é descrita pela
Equacdo 3 (LAZGHAB et al., 2005)

m? 3
— = Cp’y(n) cos ® ©)

onde m € a massa de liquido, t é o tempo, C é a constante de capilaridade, p é a densidade do
liquido, y é a tensdo superficial do liquido, n ¢é a viscosidade do liquido e © é o angulo de
contato entre o liquido e o material poroso. Os valores utilizados de densidade, viscosidade e
tensdo superficial dos liquidos foram fornecidos pela biblioteca de dados do software
OneAttension. A constante C foi determinada conduzindo-se ensaio com hexano a 25°C. O
valor C foi obtido pela inclinacdo da reta de m? por t. O valor obtido para C foi utilizado nos
ensaios para determinacdo do angulo de contato das amostras de pé em agua deionizada a 25°C.

O experimento foi conduzido em triplicata.
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4.2.3.9 Densidade aparente e densidade compactada

Para determinar a densidade aparente dos pés, aproximadamente 2 gramas das
amostras foram adicionadas a um cilindro graduado de 10 mL e suavemente acomodadas. A
densidade aparente foi calculada pela razdo entre a massa de p6 e 0 volume ocupado no cilindro.
Para densidade compactada, cerca de 5 gramas dos pds foram adicionados em cilindros de vidro
graduados de 25 mL. As amostras foram compactadas manualmente, levantando e soltando o
cilindro verticalmente sobre uma superficie plana até que ndo houvesse alteraces no nivel
ocupado pelo pd. A densidade compactada foi determinada pela razéo entre a massa da amostra
compactada pelo volume ocupado pelo p6 no cilindro.

4.2.3.10 Densidade real e porosidade aparente

A densidade real das particulas foi determinada em temperatura ambiente em
triplicata, utilizando-se um picnémetro a gas (Micromeritics AccuPyc 11 1340 Pycnometer,
Norcross, EUA) a 25°C. A porosidade aparente dos pés foi determinada a partir da equacéo 4
(KROKIDA; MAROULIS, 1997):

e — (1 _ pcompactada) 100 4)
Preal

4.2.3.11 Fluidez e coesividade dos pos

A partir dos valores de densidade aparente e densidade compactada, calculou-se a
capacidade de fluidez e a coesividade das amostras de p6 através do indice de Carr (IC) e do

indice de Hausner (IH), respectivamente, de acordo com as equacdes 5 e 6.

IC = (pcompactada - paparente) 100 (5)
pcompactada
1H = Pcompactada (6)

paparente
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4.2.3.12 Angulo de repouso

Para determinacdo do angulo de repouso, 5 gramas dos p6s foram pesados e
adicionados a um funil, obstruindo o canal de saida. O funil foi posicionado a 10 cm de uma
superficie plana e o teste foi iniciado liberando a saida do funil para que o po fluisse livremente
sobre a superficie plana, formando um cone. Medidas foram tomadas da altura (h) e do raio (r)
do cone de pd formado na superficie plana. O angulo de repouso (©) foi determinado a partir
da Equacéo 7.

(7)

tan® = —
r

4.2.3.13 Distribui¢do do tamanho de particula

A distribuicdo do tamanho de particula foi medida usando o sistema de difracdo de
laser (Mastersizer 2000, Malvern Instruments, UK). As amostras foram colocadas na unidade
de dispersdo Scirocco usando ar comprimido como meio de dispersao (indice de refracdo do ar
=1,00; pressao do ar = 2bar). O didametro Sauter ou didmetro medio (D [3,2]) e a dispersdo dos
dados da curva de distribuicdo (Span) foram calculados em triplicata de acordo com as

Equacdes 8 e 9, respectivamente.

Y n;d; (8)
D[3,2] =—
X n; dl
Doy — D
Span = 90 10 9)
Dsq

onde n € o numero de particulas, d é o didmetro das particulas e Dio, Dso € Dgo Séo,
respectivamente, diametros a 10%, 50% e 90% do volume acumulado (JAFARI; HE;

BHANDARI, 2007). A area superficial (m?/kg) foi calculada pelo equipamento.
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4.2.3.14 Morfologia de particulas

A morfologia das microcépsulas foi analisada usando microscopio eletrdnico de
varredura (MEV) (FEI Magellan 400 L e Philips XL-30 FEG) com magnitude de 500x, 5.000x
e 10.000x. Pequenas amostras de pds foram fixadas em fita adesiva dupla face sobre os stubs
de MEV e revestidas com ouro sob vacuo.

4.2.4 Estabilidade no armazenamento das microcapsulas
4.2.4.1 Isotermas de sorcdo de gua

Amostras de microcapsulas de 0leo essencial de pimenta rosa (0,5 gramas) foram
condicionadas em pequenos potes contendo solucdes salinas saturadas. Foram utilizados sete
sais (LiCl, MgCl,, K2CO3, Mg(NOs),, NaCl, (NH4)SOa4, BaCly), com a faixa de atividade de
agua (Aw) variando de 0,11 a 0,90. Os recipientes com as amostras foram armazenados em
camaras com temperatura controlada do tipo BOD (MA415, Marconi, Piracicaba, Brasil) a 25
°C. As amostras de po foram previamente pesadas e suas umidades iniciais determinadas por
secagem a 70 °C em estufa a vacuo (Marconi modelo MA 030). O ganho de agua das amostras
foi determinado ao longo das semanas atraves de pesagem regular até peso constante. Através
da diferenca da umidade inicial foi determinada a umidade de equilibrio (Xeq) das
microcapsulas de dleo essencial de pimenta rosa. O experimento foi conduzido em triplicata
para cada tratamento.

As medias das umidades de equilibrio para cada tratamento foram plotadas
considerando as sete atividades de dgua utilizadas. O modelo de GAB foi ajustado para os dados

(Equacéo 10)

X, CKA,, (10)

Xea = T-TANA + (C - DkAy)

onde Xm, C e k séo constantes dos modelos matematicos.
A acuracia do ajuste para o modelo foi avaliada com base no coeficiente de

determinacdo R? e na raiz quadrada do erro-médio (RQEM).
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4.2.4.2 Liberacéo dos volateis

Amostras de 10 gramas de microcépsulas foram armazenadas em frascos abertos
colocados no interior de dessecador contendo solugdo saturada de Mg(NOzs). (UR = 52,8%).
Um frasco aberto contendo 6leo essencial puro (OEP) também foi armazenado como controle.
O sistema de armazenamento foi mantido em cémara BOD (411D, New Ethics,
EtickTechnology, Vargem Grande Paulista, SP, Brasil) a 25 °C por 20 dias. Os frascos foram
removidos da BOD nos tempos: 0, 2, 4, 6, 10 e 20 dias de armazenamento. O éleo foi extraido
das microcépsulas e, em seguida, foram realizadas analises por GC-MS e CG-FID de acordo
com os procedimentos descritos no item 4.2.2.1. O volume de 6leo extraido das capsulas foi
retirado do braco do aparato Clevenger e pesado.

A estabilidade de seis terpenos foi monitorada nos cromatogramas: o-pineno, -
pineno, B-mirceno, s-3-careno, D-limoneno e germacreno D. Esses compostos foram
escolhidos para analise de liberagcdo devido aos seus picos mais altos e por estarem associados
com as propriedades antimicrobianas e antioxidantes atribuidas a esse 6leo (DANNENBERG
et al., 2019; CAVALCANTI et al., 2015).

A liberacdo (%) de cada composto durante o periodo de armazenamento foi
determinada pela Equacgéo 11, através da reducéo na area do pico (%) (determinada de acordo
com a Equacéo 1) observada no dia de armazenamento em questao (t) em relacao a area do pico

no inicio do armazenamento (t = 0).

Area do pico (%
Liberagio (%) = (1 pico (%) . >100

~ Areado pico (%) ¢=o (11)

Para esta analise, as extracdes de Oleo das microcapsulas foram realizadas em
duplicata. O 6leo obtido de cada extracdo foi injetado duas vezes na analise em CG, resultando

emn=4.
4.2.4.3 Atividade antioxidante
Os 0leos extraidos das duas formulagdes de microcépsulas e o 6leo puro armazenado

como controle (utilizados na andlise de liberacdo dos volateis) foram avaliados quanto a sua

atividade antioxidante, nos tempos t = 0 dias e t = 20 dias, utilizando-se a técnica ABTS.
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Inicialmente, uma solugéo estoque de ABTS (7 mM) foi misturada com 2,45 mM de um solugéo
de persulfato de potéssio e mantida em repouso por 16 horas em ambiente escuro a 25 °C. Apds
o tempo de repouso, 1 mL da solugdo preparada foi diluido em alcool etilico até que a leitura
de sua absorbancia em espectofotometro a 734 nm fosse de 0,7 = 0,1. Em seguida, 3 mL da
solucdo diluida foi homogeneizado com 10 uL de 6leo. Apds 6 min de repouso em ambiente
escuro, foi feita a leitura da absorbancia da amostra. A concentragdo de amostra com a mesma
percentagem de inibicdo da absorbancia do Trolox a 1 mM foi calculado em termos de
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC). A curva de Trolox foi construida
utilizando-se cinco diluicdes do reagente em alcool etilico (100, 500, 1000, 1500, 2000 uM de
concentracdo final de Trolox) e a atividade antioxidante das amostras foi expressa em ug de
Trolox/mg de amostra.

4.2.5 Atividade antimicrobiana das microcapsulas

4.2 5.1 Atividade antimicrobiana in vitro

A avaliacdo in vitro dos efeitos inibidores das microcapsulas de Oleo essencial de
pimenta rosa nas bactérias testadas foi realizada usando o metodo de difusdo em agar — técnica
do poco, de acordo com o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute/Anvisa), com
algumas adaptacoes.

Seis bactérias foram avaliadas, sendo quatro gram-positivas (Staphylococcus aureus
ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 15313 e Listeria
innocua) ATCC 33090 e duas gram-negativas (Escherichia coli ATCC 8739 e Salmonella
typhimurium ATCC 14028). Foram realizadas suspensdes de bactérias na concentracdo de
aproximadamente 10° UFC/mL de cada microrganismo. O meio de cultura base estéril utilizado
nas placas de petri para as cepas microbianas foi caldo cérebro coracdo (BHI) em agar-agar, e
as culturas em suspensdo foram cultivadas a 37°C em caldo BHI. As suspensfes de cultura
foram ajustadas para aproximadamente 108 UFC/mL em solug&o salina a 0,85% com leitura em
espectrofotdbmetro a 600 nm. As amostras das duas formula¢fes de microcapsulas, SMO e
SPMO, foram testadas na dosagem de 50 mg por poco da placa e em diferentes tempos de
armazenamento. Cavidades de 7 mm de diametros foram realizadas nas placas inoculadas e o
seu conteudo foi preenchido com as amostras de microcapsulas. As placas foram incubadas a

37 °C por 24 h. Apoés a incubagdo, os diametros das zonas de inibicdo foram medidos em
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milimetros. Os ensaios foram realizados em triplicata, sendo os resultados expressos em média

padréo de trés medidas obtidas para cada halo de inibicéo.

4.2.5.2 Efeito inibidor do crescimento bacteriano em leite

O efeito inibit6rio das microcapsulas de dleo essencial no leite foi avaliado de acordo
com metodologia descrita por Lopes et al. (2019), com modificagfes. Primeiramente, as
culturas foram diluidas em solugéo salina (8,5 g/L. NaCl) para aproximadamente 6 log UFC/mL.
Em seguida, 100 uL de cada suspensdo bacteriana foi adicionado a 10 mL de leite UHT integral
ou desnatado como alimento modelo. Uma aliquota de 1 grama de microcapsulas (SMO ou
SPMO) e 0,1 mL de 6leo essencial puro (volume equivalente a quantidade de ¢leo contida nas
microcapsulas) foram adicionados a diferentes tubos. O volume foi ajustado para 1,0 mL com
tampao fosfato. O controle foi inoculado apenas com cepas bacterianas. Tubos contendo L.
monocytogenes ou Staphylococcus aureus foram incubados por 0, 3, 5, 10, 25 e 30 horas a 37

°C. As placas de agar BHI foram incubadas a 37 °C e as coldnias foram enumeradas ap6s 24 h.

4.2.6 Andlise Estatistica

O teste t para diferenca entre duas médias, considerando amostras independentes, foi
realizado para comparar a formulacdo de microcdpsulas SMO e SPMO em um nivel de
significancia de 5%. Nas analises comparando o 0leo essencial puro com os 6leos extraidos das
duas formulacdes de capsulas, o teste de Tukey foi conduzido a um nivel de significancia de

5% por analise de variancia (ANOVA). Utilizou-se o software OriginPro 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa

A Tabela 3 apresenta a caracterizacdo do Oleo essencial de pimenta rosa. Foram
realizadas analises de identificacdo dos compostos volateis presentes no 6leo essencial puro
(OEP) e dos 6leos extraidos das duas formulaces de microcépsulas: camada Unica (SMO) e
camada dupla (SPMO). Também foram avaliadas propriedades fisico-quimicas como indice de
refracdo, densidade, viscosidade, tensdo superficial e temperatura de vaporizacdo dos volateis
do 6leo.

Quinze compostos majoritarios foram identificados no 0leo essencial. A fragdo de
monoterpenos foi de 80,9% para o Oleo puro, enquanto os sesquiterpenos identificados
corresponderam a 13,9%. Essas porcentagens estdo proximas dos valores apresentados na
literatura para fragdes de mono e sesquiterpenos em 0Oleos essenciais (EL ASBAHANI et al.,
2015). Em relagéo aos 0Oleos extraidos das microcapsulas, nota-se que o 6leo das particulas de
dupla camada preservou melhor as propor¢des dos compostos presentes no 6leo puro (94,3%),
enquanto o Gleo extraido das particulas de camada Unica apresentou uma reducao na proporgao
dos compostos identificados (85,8%), principalmente na fracdo de monoterpenos. Como 0s
monoterpenos tém menor peso molecular e pontos de ebulicdo mais baixos, é razoavel supor
que eles sejam 0s primeiros compostos a evaporar na presenca de altas temperaturas. Este
resultado mostra maior protecdo dos compostos de 6leo essencial pela dupla camada de SPI/
pectina. Em um estudo desenvolvido por Gharsallaoui et al. (2012), avaliaram-se as interac6es
entre pectina e isolado proteico de ervilha na estabilizacdo de microcapsulas de dupla camada
de compostos volateis odoriferos. Foi observado pelos autores que a pectina foi capaz de inibir
a perda estrutural da folha-f da proteina durante o aquecimento, apresentando um efeito protetor
que, combinado com o aumento da viscosidade da emulsdo e consequente formacdo de uma
camada semipermeavel nas gotas durante a atomizacdo, pode explicar a maior retencdo de
compostos volateis na matriz encapsulante formada pela combinacdo desses biopolimeros.

Entre os compostos quimicos identificados, cinco monoterpenos - a-pineno (35,9%), B-
pineno (8,5%), P-mirceno (15,6%), o6-3-careno (13,1%), D-limoneno (4,4 %) - e um
sesquiterpeno, germacreno D (11,4%), correspondem as maiores proporcées no 6leo essencial
(Figura 4a). Esses terpenos também foram identificados por Dannenberg et al. (2019) para o
0leo essencial de pimenta rosa, onde o -mirceno e o D-limoneno representaram 41% e 9% do

6leo essencial. Os autores destacaram a importancia desses terpenos na a¢éo bioativa deste 6leo,
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Tabela 3 - Composicdo dos volateis e propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial de

pimenta rosa.

Pico Composto Rt RI RI Area do pico (%)
(min) NIST
OEP SMO SPMO
Monoterpenos
1  o-pineno 12,31 932 932 359+02° 328+07° 374+1,0°
2 sabineno 1503 970 971  1,2+01* 08x0,0" 0,8 +0,1°
3 pB-pineno 1529 974 979 85%0,1* 83+0,1° 8,8 +0,1
4 B-mirceno 16,64 993 993 15,6 £0,3* 14,0+0,1° 15,5+ 0,32
5 a-felandreno 17,56 1004 1005 1,9+0,00 15%0,1° 1,7+0,1%®
6  §-3-careno 18,17 1011 1011 13,1+02° 129+0,1" 142+0,1?
7  p-cimeno 19,38 1023 1024 0,4+0,0° 0,5+0,2? 0,5+0,0?
8  D-limoneno 19,80 1027 1029 4,4+0,3° 4,3 +0,0? 4,6 £ 0,0?
Sesquiterpenos
9  &-elemeno 42,16 1340 1338 0,3+0,0° 0,3+0,0% 0,3+0,0%
10  Cariofileno 46,14 1424 1418 0,8+0,1° 0,7 £0,07 0,7+0,0%
11  Germacreno D 49,00 1487 1484 11,4+0,1*® 7,7+0,1° 8,1+0,7°
12 a-muuroleno 49,60 1503 1500 0,4+0,0 0,3+0,07 0,3+0,12
13 4-cadineno 50,70 1530 1524 0,4+0,0? 0,4 £0,07 0,4+0,0
14 Elemol 51,77 1554 1548 0,5%0,0? 0,5+0,12 0,4+0,2%
15 GermacrenoB 52,15 1566 1568  1,0+0,2% 0,8+0,17 0,6 £0,12
Total monoterpenos 80,9+1,0* 751+08°> 835+18°
Total sesquiterpenos 13,9+0,3% 10,7x0,12 10,8 £1,52
Total identificado 948+1,3% 858+0,7° 943+0,22
Propriedades fisico-quimicas
Indice de refracéo a 25°C 1,47 +0,00
Densidade (25°C) (kg/m?) 845,10 £ 0,01
Viscosidade (mPa.s) 1,46 £ 0,07
Tensdo superficial (MN/m) 25,7+£0,01

Faixa de temperatura de vaporizagao (°C) 1489+30-197,4+0,4

OEP: ¢6leo essencial puro; SMO: 6leo extraido das microcapsulas de camada Unica; SPMO: 6leo extraido das
microcépsulas de camada dupla; Rt: tempo de retencdo; RI: indice de retencdo calculado; RI NIST: indice de
retencdo teorico
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uma vez que possuem atividade antimicrobiana eficaz. Cavalcanti et al. (2015) encontraram
valores de 44,9%, 15,1% ¢ 17,6% para a-pineno, B-pineno e germacreno D, respectivamente,
valores proximos aos determinados neste trabalho.

Uma vez que nenhuma formacdo de novo composto foi identificada no 6leo extraido
das microcapsulas, pode-se supor que as mudancas nas propor¢des de alguns compostos se
devem a perdas de evaporagao durante o processo de microencapsulagéo por spray drying. No
entanto, poucas perdas significativas foram observadas nos valores, que apresentaram pouca
variagdo, principalmente nos compostos presentes em maiores quantidades, exceto o
germacreno D, que apresentou uma reducgdo de 11,4% (OEP) para 7,7% (SMO) e 8,1% .
(SPMO), o que sugere que esse composto é mais vulneravel a perdas por evaporacdo. Em geral,
pode-se assumir que 0 processo de microencapsulacéo foi eficaz, pois manteve as proporgoes
dos compostos originais do 6leo essencial puro.

Os valores encontrados para o indice de refragdo e densidade do 0leo essencial de
pimenta rosa foram de 1,473 e 845,10 Kg/m?, respectivamente. O Indice de Refracdo é a razio
entre a velocidade da luz no ar e em uma substancia. Em substancias oleosas, esse valor é
influenciado pelos componentes, de modo que quanto maiores as cadeias € nameros de
insaturacdes, maior a densidade dos Gleos e, consequentemente, maior a dificuldade de a luz
refratar no meio. Resultados semelhantes ao deste trabalho foram encontrados por outros
autores, salientando essa relacéo entre a densidade do 6leo e o indice de refracdo. Ballesteros
et al. (2019) encontraram valores de indice de refragdo de 1,49 e densidade de 928 Kg/m? para
0 Gleo essencial extraido de folhas de Piper carpunya. Al-Zoreky e Al-Taher (2019) reportaram
valores de 1,59 e 987 Kg/m?® para 6leo essencial extraido da espata de tamareiras.

Em relacdo a reologia, o 6leo essencial de pimenta rosa apresentou comportamento
newtoniano (R? >0,999), conforme elucidado na literatura para 6leos vegetais (STEFFE, 1996).
A baixa viscosidade encontrada (1,46 mPa.s) pode ser atribuida a alta fracao volatil desse 6leo,
pois quanto maior a fracdo volatil de um dleo, menor sua viscosidade. Um aumento na
viscosidade dos 6leos essenciais ocorre quando ha um aumento em sua fracdo de residuos
(SILVA et al.,, 2017; AMARAL et al., 2005). Para este 0leo, a fracdo de residuos é baixa, como
evidenciado pela alta fracao volatil identificada pela analise em CG (94,8%). Do ponto de vista
tecnoldgico, na producdo de emulsdes que serdo bombeadas para serem secas em spray dryer,
é desejavel um éleo com baixa viscosidade (proxima a viscosidade da agua, fase continua), pois
ndo alterard a viscosidade da emulsdo significativamente, de modo a comprometer o

bombeamento no spray dryer.



47

A tensdo superficial é caracterizada como o trabalho necessario para aumentar a area
superficial em uma unidade. Assim, a resisténcia de um material ao aumento da area superficial
é denominada tensdo superficial, e 0 conhecimento desse parametro € importante em processos
que envolvem atomizacdo, pois quanto maior a tensdo superficial, mais dificil serd a
desintegracdo do liquido em goticulas (LAVERNIA, WU, 1996). Segundo Walstra (2003), a
tensdo superficial em compostos organicos € mais fraca porque a energia atrativa dessas
moléculas é predominantemente composta por forcas de Van der Waals, enquanto a tenséo
superficial da agua (aproximadamente 72 mN/m) é alta devido a existéncia de extensas pontes
de hidrogénio entre suas moléculas. O autor ressalta que as misturas de triacilglicerol
apresentam tensdo superficial em torno de 40 mN/m. Em um estudo realizado com varios 6leos
vegetais, Melo-Espinhosa et al. (2014) encontraram tensdes superficiais variando de 31 a 39
mN/m. Para os 0leos essenciais, no entanto, a tensdo superficial encontrada é ligeiramente
inferior aos valores descritos por esses autores. Neste trabalho, o dleo essencial de pimenta rosa
apresentou tensdo superficial igual a 25,7 mN/m, valor proximo ao determinado por Tak e
Isman (2015) para o 6leo essencial de alecrim (29,8 mN/m). Isso pode ser explicado pelo maior
numero de moléculas volateis nesses 6leos, resultando em menor forca intermolecular.

A vaporizacdo do 6leo essencial de pimenta rosa foi observada na faixa entre 148,9 +
3,0°C e 197,4 £ 0,4 °C. Como os 0leos essenciais sdo formados por uma mistura de compostos
quimicos, a vaporizacao ndo é representada por um ponto especifico, mas sim por uma faixa de
temperatura. Dado que 0s processos térmicos sdo recorrentes na inddstria de alimentos, o
conhecimento da faixa de temperatura de vaporizacdo dos 0leos essenciais € importante para
prever o comportamento de seus compostos volateis quando adicionados a produtos que sofrem
aquecimento. Um termograma tipico do comportamento apresentado pelo 6leo essencial de
pimenta rosa € mostrado na Figura 4b.

No termograma apresentado, a faixa de temperatura de vaporizacdo obtida é de 152,4
°C a 197,5 °C. Observa-se ainda a existéncia de duas regifes bem distintas dentro dessa faixa
de temperatura. A primeira regido indo de 152,4°C a 169,4°C e a segunda regido de 195,7°C a
197,8°C. Dois picos podem ser observados na primeira regido, um maior a 153,7°C e outro a
154,8°C. A segunda regido apresentou um pico menor quando comparado com os demais, a
196,5°C.

Os 06leos essenciais tém cerca de 80% de monoterpenos em sua composicao, sendo o
restante dos compostos 0s sesquiterpenos, que variam de 15% a 20% da composicdo desses
6leos. Tendo em vista que 0s monoterpenos apresentam pontos de ebulicdo menores (de 136,23

a 170,25 °C) quando comparados com os sesquiterpenos (valores proximos a 200°C) (EL
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ASBAHANI et al., 2015), é possivel que os dois primeiros picos identificados no termograma
representem a vaporizagdo dos monoterpenos, enquanto que o pico menor seja referente a

fracdo de sesquiterpenos presentes no 6leo essencial de pimenta rosa.

Figura 4 - Picos de a-pineno (1), sabineno (2), B-pineno (3), p-mirceno (4), a-felandreno (5) 6-
3-careno (6), p-cimeno (7), D-limoneno (8), &-elemeno (9), cariofileno (10), germacreno D
(11), a-muuroleno (12), 6-cadineno (13), elemol (14) e germacreno B (15) no cromatograma de
6leo essencial de pimenta rosa (a); Termograma tipico obtido em DSC da vaporizacdo dos
volateis do dleo essencial (b).
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A evaporacao de terpenos também foi investigada por outros pesquisadores para 0s
6leos essenciais de laranja, capim-limdo, manjericdo e alecrim (MARTINS et al., 2011;
GARCIA-SOLETO et al., 2019) com resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho.
O uso de uma temperatura do ar de secagem abaixo da regido de volatilizacdo (140 °C)
determinada na analise em DSC pode ter contribuido para uma melhor preservacdo da
propor¢do dos componentes do 6leo essencial apds a microencapsulagdo por processo spray
drying, como mostra a Tabela 3.
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5.2 Propriedades fisico-quimicas das microcapsulas

Vérias propriedades fisico-quimicas — que sdo relevantes para prever vida de
prateleira, requisitos de embalagens e funcionalidade das microcapsulas de 6leo essencial de
pimenta rosa — foram afetadas pela formulacdo das emulsdes utilizadas no spray dryer (Tabela
4).

O rendimento de secagem foi semelhante, situando-se em torno de 45% para ambas
formulacbes, isto é, as emulsbes de camada Unica (SMO) e de dupla camada (SPMO). Apesar
deste valor ser pequeno, € consistente com rendimentos em torno de 50% normalmente
observados para spray dryer de pequena escala, principalmente para a secagem de emulsdes
O/W. Isso ocorre devido o pequeno didametro da camara de secagem que leva a maiores perdas
de material aderido & parede. Rendimentos de secagem da mesma magnitude (de 38,7% a
50,4%) foram obtidos para secagem de emulsdes de 6leo de chia utilizando isolado de proteina
de soja e maltodextrina (GONZALEZ et al., 2016) e para secagem de emulsdes de 6leo
essencial de alecrim com maltodextrina e amido modificado (39,5%) (TEODORO et al., 2014).
A temperatura de secagem relativamente baixa adotada no presente trabalho (140 °C) tambem
pode ter contribuido para menores rendimentos de secagem (TONON et al., 2008), embora a
utilizacdo de uma menor temperatura de secagem seja justificada para impedir maior perda de
compostos volateis e melhor preservar as propriedades bioativas do 6leo essencial. E importante
ressaltar que, apesar da pectina ser um polissacarideo que aumenta a viscosidade da emulséo, e
que a alimentacdo de materiais altamente viscosos tende a diminuir o rendimento da secagem
por aspersio (RAMAKRISHNAN et al., 2018) ndo houve diferenca significativa entre os
rendimentos de secagem da emulsao de camada unica e da emulsdo de camada dupla (p < 0,05).
Este fato indica que a baixa concentracdo de pectina usada ndo afetou o rendimento do processo.

A retencdo de 6leo de pimenta rosa nas microcapsulas SMO e SPMO foi superior a 40%
(Tabela 4), aproximando-se dos valores encontrados por outros pesquisadores na
microencapsulacao de 6leos essenciais por secagem em spray dryer (FERNANDES et al., 2014;
TEODORO et al., 2014). Os complexos coloidais formados entre as proteinas de soja e a pectina
na emulsdo de camada dupla mostrou capacidade de melhorar a microencapsulacdo do 6leo
quando comparada a emulsdo de camada Unica, uma vez que a retencdo de éleo na formulacédo
SPMO foi maior do que nas microcapsulas SMO (p < 0,05). Este resultado mostra que a
presenca de pectina é importante para auxiliar as proteinas na emulsificagéo e estabilizagéo do
6leo durante a secagem por spray drying, evitando perdas de 6leo durante a microencapsulacao.

Resultados semelhantes foram observados por Moser et al. (2018) estudando a encapsulagao de
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carotendides usando complexos proteina de grdo-de-bico/pectina, e por Serfert et al. (2013),

utilizando misturas de B-lactoglobulina/pectina na secagem por spray drying de 6leo de peixe.

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas das microcépsulas de 6leo essencial de pimenta
rosa sem pectina (SMO) e com pectina (SPMO)

Propriedades fisico-quimicas SMO SPMO
Rendimento de secagem (%) 45,81 + 2,492 45,75 + 2,112
Retencéo de 6leo (%) 42,1 +0,2° 49,4 + 0,12
Umidade (%) 3,16 £ 0,122 3,41 £ 0,072
Atividade de Agua 0,176 +0,0122 0,280 + 0,006"
Higroscopicidade (%) 9,3 +0,4° 8,5+ 0,3
Tempo de Molhamento (s) 342 + 16° 460 + 9°
Tempo de dissolucdo em agua () 329 + 277 351 + 128
Tempo de dissolucdo em o6leo de soja (s) 240 + 9P 219 £ 6°
Solubilidade (%) 70,60 + 0,12° 68,03 £ 0,19?
Angulo de contato (°) 84,4 + 0,32 89,3 +£0,4°
Densidade aparente (g.mL™?) 0,303 +£0.015* 0,283 +0,008%
Densidade compactada (g.mL™?) 0,445+0,013* 0,375+ 0,0112
Densidade real (g.mL™?) 1,009 +£0,006° 0,951 + 0,002?
Porosidade aparente (%) 55,9+ 1,32 60,6 +1,1°
Hausner ratio 1,47 +0,07° 1,33 £ 0,03%
Carr Index (%) 31,9+33° 24,5+ 1,52
Angulo de repouso (°) 37,4+1,3° 22,6 +£0,3?
D[3,2] (um) 4,19 +0,30? 5,92 +0,21°
Area superficial especifica (m?/kg) 1,44 +0,10° 1,01 £ 0,042
D1o (um) 2,14 3,86

Dso (um) 10,09 14,85

Dgo (Hm) 153,64 45,38
Span 2,418 — 43,202 2,323 - 4,127

Dados expressos em Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma linha tém diferencga significativa

(p <0.05).
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5.2.1 Propriedades de vida de prateleira: umidade, atividade de &gua e higroscopicidade das

microcapsulas.

O processo de secagem em spray dryer foi efetivo para a producdo de pds de éleo
essencial de pimenta rosa de baixa umidade, pois, como mostra a Tabela 4, as microparticulas
de SMO e SPMO apresentaram umidades pouco superiores a 3%. Isto esta abaixo do valor
recomendado de menos de 5%, adequado para garantir uma boa estabilidade fisico-quimica do
produto (RAMAKRISHNAN et al., 2018). Além do teor de umidade, a atividade de &gua é
outro parametro importante no armazenamento de pés, assim como a higroscopicidade, que
indica o grau de adsorcdo de dgua pelo material quando exposto a um ambiente de umidade
relativa determinada. Adsorcdo de agua por alimentos em pé pode promover reacdes de
degradacéo e afetar suas propriedades de fluxo (KOC; DIRIM, 2018). De acordo com a Tabela
4, 0s pés de SPMO e SMO apresentaram Ay abaixo de 0,6, que é considerado o limite superior
da atividade de agua para garantir a estabilidade microbiologica (ROCHA et al., 2019). No
entanto, observou-se que, no mesmo teor de agua, as microcapsulas de SPMO apresentaram
significativamente (p < 0,05) maior Aw e menor higroscopicidade (0,280; 8,5%) em relacéo as
microcapsulas de SMO (0,176; 9,3%). Souza et al. (2017) observaram resultados semelhantes:
microcapsulas de extrato de bagaco de jabuticaba formuladas com SPI, pectina e maltodextrina
como materiais de parede apresentaram aumento de Aw e discreta reducédo da higroscopicidade
em relacdo as microcapsulas produzidas sem adicdo de pectina.

As moléculas de pectina possuem grupos carboxila que podem sofrer metoxilagéo,
serem neutralizados por cations ou permanecer em sua forma livre. O grau de metoxilacdo da
molécula de pectina influencia a maneira pela qual as cadeias moleculares ligam a agua. Os
grupos carboxila tém uma elevada afinidade pela agua, enquanto os grupos metoxilicos sdo
hidrofobicos. No entanto, a afinidade desses grupos pela d&gua ndo é o unico fator importante
para a compreensdo do mecanismo que envolve a sor¢do de agua por essas moléculas. A
disponibilidade de grupos polares na molécula do polissacarideo, a distribuicdo e disposicao
destes grupos, o grau de cristalinidade e a presenca de estruturas secundarias (ligacdes inter-
cadeias) sdo fatores adicionais que influenciam a ligacdo da agua pelo biopolimero (CHEN et
al., 1984). Em Aw < 0,8, a pectina de alta metoxilacdo tende a absorver mais agua do que as
pectinas de menor grau de metoxilagdo, pois para um maior grau de metoxilagdo o nimero de
ligaghes inter-cadeias torna-se menor e 0s grupos carboxilicos restantes permanecem

disponiveis para sor¢do de &gua. Além disso, a presenga de grupos metoxilicos aumenta a
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distancia intermolecular e leva a uma maior perda do empacotamento dos biopolimeros, o que
permite a penetracdo de moléculas de 4gua (TSAMI; VAGENAS, 1992).

As proteinas possuem varios grupos que podem se ligar a moléculas de 4gua, como
0s grupos peptidicos da cadeia principal, grupos carregados (interacdes ion-dipolo), grupos
hidroxila dos residuos serina, treonina e tirosina (interacdes dipolo-dipolo), dentre outros. Por
outro lado, as proteinas de soja contém muitos residuos de aminoéacidos hidrofébicos que em
meios aquosos tém seus grupos ndo-polares expostos, tendendo a se ligar a moléculas vizinhas
(FENNEMA,; PARKIN, 2007). Assim, a interacdo promovida entre o isolado proteico de soja
e a pectina em emulsdes de dupla camada pode explicar os resultados obtidos neste trabalho,
uma vez que as interacdes eletrostaticas entre estas moléculas podem deixar menos locais
disponiveis para ligacdo de agua, aumentando a Aw e reduzindo a capacidade de retengédo de
agua dos pos de SPMO. No caso dos pos de SMO, na auséncia de pectina, os sitios de proteina
permanecem disponiveis para se ligarem a agua, levando a uma Aw mais baixa e uma
higroscopicidade mais elevada.

A adicdo de pectina causou uma reducdo na absorcdo de agua pelos pés SPMO
(menores valores de higroscopicidade), o que pode ajudar a manter sua qualidade durante o
armazenamento. Outra variavel que influencia a adsorcdo de agua pelos pds é o tamanho da
particula, com particulas maiores apresentando menor area superficial exposta e, portanto,
apresentando menores taxas de adsorcdo de agua (KUCK; NORENA, 2016). No presente
trabalho, maior tamanho de particula e menor area superficial especifica (Tabela 4) foram
observados para 0s pos de SPMO, o que pode ter influenciado também a menor taxa de adsorc¢éo

de &gua observada para esta formulacéo.

5.2.2 Propriedades de reconstituicao e fluxo dos pds

A reconstituicdo de pos é considerada uma operacdo unitaria que envolve disperséo,
umedecimento, imersdo e dissolucdo de particulas, etapas que podem ocorrer simultaneamente
e afetar umas as outras. E desejavel p6s com boa dispersédo e propriedades de dissolucdo para
assegurar uma reconstituicdo que forneca as mesmas caracteristicas quimicas, sensoriais e
nutricionais do produto original. Uma dissolucdo pobre pode resultar na formacao de grumos,
influenciando diretamente a aceitagio do consumidor (BORJESSON et al., 2013).

O tempo de molhamento refere-se ao tempo necessario para as particulas
submergirem, ultrapassando a tensao interfacial entre a superficie da particula e 0 meio liquido.

O tempo de dissolucdo do pd é definido pelo tempo necessédrio para o po se dissolver
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homogeneamente no solvente sob agitacdo, enquanto a solubilidade refere-se a quantidade de
material efetivamente dissolvido no meio, sendo de suma importancia para a qualidade final do
produto reconstituido (JAYASUNDERA et al., 2011).

Com excecdo do tempo de dissolucdo em agua, as propriedades de reconstituicdo
avaliadas apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre as microcapsulas de camada
unica e dupla (Tabela 4). Os p6s de SPMO apresentaram maior tempo de molhamento, menor
solubilidade em &gua e menor tempo de dissolucdo em 6leo de soja do que os pds de SMO, o
que pode ser uma indicacdo de que a microestrutura de dupla camada confere menor caréater
hidrofilico as microcapsulas de SPMO. Os valores encontrados para os angulos de contato das
duas formulacBes corroboram com essa diferenca de carater hidrofilico observada para as
amostras, uma vez que o angulo encontrado para os pos de SPMO foi de 89,3° e para 0s pos de
SMO foi 84,4° (p < 0.05). Um angulo de contato menor do que 90° é caracteristico de um
comportamento hidrofilico das particulas, sendo o liquido capaz de molhar a superficie do
solido (LAZGHAB et al., 2005). Porém, como o valor do angulo de contato dos pos de 6leo de
pimenta rosa foi proximo de 90°, pode-se assumir um fraco comportamento hidrofilico dessas
particulas. Resultado similar foi observado por Galet et al. (2004), que obteve angulo de contato
de 89° para cacau em pd, utilizando o método de Washburn. Estes resultados estdo de acordo
com os resultados de higroscopicidade e Aw discutidos anteriormente. Além da composicédo do
material de parede, as diferencas observadas nos tempos de molhamento e dissolucdo dos dois
pos podem ser parcialmente explicadas por diferencas no tamanho de particula e area de
superficie, uma vez que a area de superficie maior favorece a dissolugcdo (KUCK; NORENA,
2016).

Em geral, devido a natureza lipofilica do nucleo da microcapsula, ambas as
formulacdes em pd ndo mostraram dissolucdo instantanea nem na dgua nem no 6leo de soja,
embora ambas as amostras apresentam tempos de dissolucdo mais baixos no 6leo de soja.
Favaro-Trindade et al. (2010) também encontraram menores tempos de dissolucdo em 6leo do
gue em &gua, variando de 158 sa 177 s para microcapsulas de hidrolisado de caseina produzidas
com gelatina e SPI como materiais de parede. Segundo esses autores, o resultado reflete a
exposicdo de grupos hidrofobicos, capazes de promover interacdes proteina-éleo, o que facilita
a dissolucdo nesse meio.

A solubilidade em &gua das microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa foi de cerca
de 70% (Tabela 4). Em trabalhos anteriores sobre microencapsulacdo de 6leos essenciais, foi
determinada uma solubilidade de 84,6% para microcapsulas de dleo essencial de gengibre

produzidas com goma arabica e maltodextrina, enquanto microcapsulas de éleo essencial de
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alecrim produzidas com maltodextrina e amido modificado apresentaram solubilidade variando
de 43,6% a 48,9% (SOUZA et al., 2016; FERNANDES et al., 2014). A solubilidade
relativamente alta das microcapsulas de SMO e SPMO ¢é importante porque amplia as
possibilidades de aplicacdo de 6leo essencial de pimenta rosa em produtos alimenticios, uma
vez que em sua forma pura o éleo ndo é solivel em agua.

As propriedades de fluxo dos pds sdo extremamente importantes na eficacia dos
processos industriais, como armazenamento, compactacdo e transporte de produtos em pé
(MASSARO SOUSA et al., 2019), e podem ser descritas pela densidade do p6 (aparente,
compactada e real), porosidade aparente, angulo de repouso e indicadores como Carr Index
(CI) e razdo de Hausner (RH). O indice de Carr classifica a fluidez do p6 como 'muito boa' (IC
< 15%), 'boa’ (15 < IC < 20%), 'regular' (20 < IC < 35%), 'ruim’ (35 < IC < 45%) e 'muito ruim'
(IC > 45%). A coesdo pode ser classificada de acordo com o indice de Hausner em 'baixa’ (IH
<1,2), 'intermediaria’ (1,2 < IH <1,4) e ‘alta’ (IH > 1,4) (JINAPONG et al., 2008). O &ngulo de
repouso (0O) indica 'excelente fluxo' (6 < 30 °), 'bom' (31 < © < 35 °), razoavel' (36 <O <40
°), 'aceitavel' (41 < © < 45 °), 'ruim' (46 < © < 55°) e ‘péssimo’ (O > 56°) (SHAH; KHAN,
2008).

As microcapsulas de SMO e SPMO apresentaram densidade aparente em torno de 0,3
g.mL?, sendo semelhante aos valores observados para microcapsulas de outros 6leos essenciais
produzidos por spray drying (FERNANDES et al., 2014; FERNANDES et al., 2013). Uma alta
densidade aparente é desejavel no transporte e armazenamento de pos porque quanto maior a
densidade aparente, menor o volume necessario para armazenamento. Além disso, havera
menos espacgos vazios entre as particulas para passagem de ar que possa levar a degradacao
oxidativa. As densidades compactada e real das particulas de microcapsulas de 6leo essencial
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) para as microcapsulas de camada unica e
dupla. A densidade de particulas depende de varios fatores, desde o processamento e manuseio
de pds até sua composicdo quimica e tamanho de particula. Valores de densidade de particulas
entre 0,742 e 0,917 g.mL"* foram encontrados para microcapsulas de 6leo essencial de orégano
com maltodextrina, goma arabica e amido modificado (BOTREL et al., 2012), e estas foram
inferiores as observadas no presente trabalho.

A porosidade aparente das microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa, calculada
a partir dos valores de densidade compactada e real (Equacéo 4) foi menor para SMO (55,9%)
do que para os pds de SPMO (60,6%), o que pode ser atribuido em parte ao maior tamanho de
particula, mas também a menor densidade de particulas de microcapsulas de dupla camada,

indicando que a presenca de pectina afetou a microestrutura das particulas. Valores similares
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para porosidade foram encontrados na literatura para outros pos alimenticios (SZULC;
LENART, 2016). A porosidade desempenha um papel importante na reidratacdo de pos secos
(FERNANDES et al., 2013) e também na sua estabilidade durante o armazenamento, afetando
reacOes oxidativas causadas pela presenca de ar entre seus poros (SANTANA et al., 2013).
Assim, porcentagens menores de porosidade sdo desejaveis para boa qualidade de pds
alimenticios.

Os pbs de SPMO e SMO também apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
para 0 angulo de repouso, fluidez e coesividade. Os p6s SPMO apresentaram coesividade
intermediéaria (1,33), fluidez regular (24,5%) e angulo de repouso de excelente vazao (22,6°),
enquanto os pds de SMO apresentaram alta coesividade (1,47) e razoavel fluidez (31,9%) e
angulo de repouso (37,4°). A composicdo das particulas desempenha um papel importante na
capacidade de fluidez dos pos, que envolve a superagdo da atracdo superficial entre as
particulas. Se a massa da particula é muito pequena em relacdo as forcas de atracdo inter-
particulas, uma maior coesdo é esperada. Essa coesdo entre as particulas pode ocorrer em pés
finos e secos devido a acdo das forcas de Van der Waals. Forcas de ligacdo tornam-se
importantes quando ha aumento de umidade nos po6s. A diminuicdo da fluidez dos pos
geralmente estd associada ao aumento do teor de umidade, 0 que aumenta a espessura da
camada liquida adsorvida e a resisténcia das pontes liquidas que se formam entre as particulas
(MASSARO SOUSA et al., 2019). Para os pos de 6leo essencial de pimenta rosa, no entanto,
ndo houve diferenca na umidade. Assim, a diferenca encontrada nas propriedades de fluxo pode
ser explicada pela diferenca em suas atividades de &gua. Juarez-Enriquez et al. (2019)
observaram que a Aw apresentou uma correlacdo mais forte com as propriedades de fluidez dos
p0Os que o contetdo de umidade. Esses autores encontraram valores de Aw diferentes para um
conteddo similar de umidade de pds de pectina e observaram que a fluidez diminuiu conforme
0 aumento de Aw, 0 que estd de acordo com os resultados do presente trabalho. Segundo
Fitzpatrick et al. (2004), pequenas mudancas nas condicdes de armazenamento e propriedades
das particulas podem ser suficientes para afetar significativamente a fluidez dos pos. Eles
afirmaram que o tamanho de particula € um dos fatores mais influentes na fluidez dos pos, e
particulas muito pequenas (menos de 200 um) tém reduzida fluidez devido ao aumento da area
de superficie por unidade de massa de po. Isso se deve a acdo de forgas coesivas que exercem

maior atrito e, consequentemente, maior resisténcia ao fluxo de particulas
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5.2.3 Distribui¢ao do tamanho de particulas e propriedades morfoldgicas

A distribuicdo do tamanho de particulas das microcapsulas secas em spray dryer de
6leo de pimenta rosa foi bimodal (Figura 5), com um grande pico abaixo de 100 um e um pico
menor variando entre 200 um e 800 um. O didmetro Sauter (D [3,2]) foi maior para o p6 de
SPMO (5,92 um) do que para 0 p6 de SMO (4,19 um). Outra medida importante na analise do
tamanho de particulas é a moda, ou seja, 0 tamanho de particula de maior frequéncia na

distribuicdo - referente ao pico mais alto do grafico - que foi 20,00 um e 12,62 um,
respectivamente, para os pés de SPMO e SMO. Foi relatado que maior eficiéncia de
encapsulacdo é observada para particulas com maior didmetro (JAFARI et al., 2008). O maior
diametro significativo para particulas com adi¢do de pectina (p < 0,05) corrobora com 0s

resultados observados quanto as propriedades de fluxo desses pos, como discutido em topico
anterior deste trabalho.

Figura 5 - Distribuicdo do tamanho de particulas para as microcapsulas de SPMO e SMO
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Fonte: AUTOR, 2020.

Durante a analise, observou-se maior aglomeracdo do pé de SMO. Este comportamento
é evidenciado pelos valores Span e Dio, Dso € Dgo (Tabela 4). A faixa de Span inferior para
particulas de SPMO indicou uma polidispersividade menor quando comparada ao pé de SMO.

Uma diferenca expressiva foi observada no valor de Dgo, para 0 qual a amostra de SMO teve

um valor superior ao triplo de SPMO, que sugere a presenga de particulas superdimensionadas
e aglomerados.

O uso de proteinas na estabilizagdo de emulsbes tras vantagens em relagdo a
prevencdo de coalescéncia e agregacgdo entre goticulas. No entanto, no pl destas proteinas, onde
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as suas cargas liquidas sdo zero, a agregagdo entre goticulas pode ocorrer se a espessura da
camada adsorvida for pequena (ALBANO et al., 2019). Estudos com complexos formados pela
interacdo proteina/pectina concluiram que a adi¢do de pectina em emulsées com pH préximo
ao pl melhora a estabilidade e evita a agregacao entre goticulas devido a maior espessura da
camada de biopolimero adsorvido (EVANS et al., 2013; JARAMILLO et al., 2011).
Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, é possivel supor que a adicdo de
pectina, formando emulsdes de dupla camada, permitiu uma menor agregacao entre as
particulas mesmo ap6s a secagem por spray dryer, como indicado pela menor distribuicdo de
tamanho de particula apresentada pelo p6 de SPMO. Além disso, a maior higroscopicidade dos
p6s de SMO pode promover maior adesdo e facilitar a agregacdo de particulas durante o
armazenamento.

As microscopias eletrénicas de varredura (MEV) dos pds de 6leo essencial de pimenta
rosa foram adquiridas em dois equipamentos diferentes - Magellan e FEG (Figuras 6 e 7),
mostrando diferentes aspectos da microestrutura do pd. Em geral, é possivel observar que as
particulas apresentaram uma forma esférica, com ligeiras depressoes, tipicas de materiais secos
por pulverizagdo, em que ocorre encolhimento do material devido a rdpida perda de agua
durante os estagios iniciais de secagem (RE, 1998). N&o foram observados rachaduras e poros
aparentes na superficie das particulas, 0 que é uma caracteristica positiva para melhor
preservacdo de compostos volateis no 6leo essencial, uma vez que hd menor permeabilidade a
gases que podem causar oxidacdo, além de garantir maior eficiéncia de encapsulacdo. As
particulas de SPMO apresentaram maior esfericidade quando comparadas as particulas de SMO
(Fig. 6¢ e 7d). A partir das imagens 6a e 7a é possivel observar uma maior aglomeracéo de
particulas sem a adicdo de pectina, em contraste com as imagens 6b e 7b, que tiveram adicédo
de pectina e apresentaram particulas menos aglomeradas. A alta aglomeracdo de pds contendo
combinacdes de maltodextrina e SPI também foi relatada na literatura (MOSER et al., 2017). E
também possivel observar nas Figuras 6f e 7d que as particulas de SPMO parecem ter uma
parede mais espessa e uma aparéncia mais lisa do que as particulas de SMO, que podem estar

associadas a camada de revestimento da pectina.
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Figura 6 - Micrografias MEV capturadas em FEI Magellan 400 L das microcapsulas de 6leo
essencial de pimenta rosa produzidas por spray drying de emulsdes de camada Unica (a, c, €) e
dupla camada (SPMO) (b, d, 1)
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Fonte: AUTOR, 2020.
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Figura 7 - Micrografias MEV capturadas por Philips XL-30 FEG das microcapsulas de 6leo
essencial de pimenta rosa produzidas por spray drying de emulsdes de camada unica (SMO) (a,
c) e dupla camada (SPMO) (b, d)
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Fonte: AUTOR, 2020.
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5.3 Estabilidade no armazenamento das microcépsulas
5.3.1 Isotermas de sor¢do

A Figura 8 apresenta o aspecto fisico dos pos ap06s o periodo de armazenamento e 0s
valores das umidades de equilibrio das amostras de microcapsulas de SMO e SPMO nas
diferentes umidades relativas avaliadas.

As amostras de pos armazenadas em umidades relativas mais elevadas (Aw > 0,75)
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), com as amostras de SMO absorvendo mais
agua que as amostras de SPMO. O modelo de GAB apresentou ajuste satisfatério para as
isotermas de sor¢do dos pos, com elevado valor de R? e um menor erro RQEM (Figura 9 e
Tabela 5). As isotermas de sor¢ao das microcapsulas podem ser classificadas como isotermas
sigmoides tipo Il. Essa classificagdo esta de acordo com outros trabalhos que determinaram
isotermas de sorcdo de microcadpsulas produzidas por spray drying de diferentes 6leos
essenciais (FERNANDES et al., 2017; CAMPELO et al., 2017; HIJO et al., 2015) e é relatada
na literatura como comum para alimentos porosos (BRUNAUER et al., 1940; ASCHERI;
CARVALHO, 2006).

Uma isoterma pode ser dividida em trés zonas (I, Il e I11), que dependem diretamente
do estado em que a agua adsorvida se encontra na matriz (FENNEMA; PARKIN, 2007). Nas
isotermas das microcapsulas de dleo de pimenta rosa, é possivel observar que na faixa que
compreende a zona | (Aw < 0,3) 0s pds analisados permanecem no estado vitreo, preservando
suas caracteristicas originais. Na zona Il (0,3 < Aw < 0,8), ja é possivel observar um pouco
melhor o ganho de agua dos pds, que a partir da amostra de Aw = 0,75 comecou a apresentar-
se no estado gomoso, causado pelo amolecimento da matriz s6lida. Na zona Il (Aw > 0,8) é
possivel observar ganho mais expressivo de agua pelas amostras, com presenca de agua com
maior mobilidade e menos ligada. A amostra sem adicdo de pectina apresentou maior perda de
sua estrutura solida para as umidades relativas mais elevadas, como pode ser observado pela
Figura 8.

O pardmetro Xm do modelo de GAB representa a umidade da monocamada
correspondente a estabilidade fisico-quimica da matriz dos sélidos, enquanto o parametro C é
uma constante relacionada ao calor de sor¢éo da camada monomolecular e o parametro k é uma
medida das interagdes entre as moléculas em multicamadas com o adsorvente. Foi observada
diferenca significativa entre todos os parametros determinados para as duas amostras de pos (p
<0,05).
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Figura 8 - Umidade de equilibrio e aspecto fisico das amostras de p6 armazenadas em

diferentes umidades relativas (25 °C).
Aw =0,11 Aw = 0,32
SMO SPMO SMO SPMO

0,0305 + 0,0010? 0,0296 + 0,00052 0,0542 + 0,00262 0,0524 + 0,00062
Aw = 0,43 Aw = 0,52
SPMO SMO SPMO
0,0682 + 0,0024* 0,0651 + 0,0030° 0,0848 + 0,00122 0,0802 + 0,00332
Aw =0,75 Aw = 0,80
SPMO SMO SPMO
0,1466 + 0,0021° 0,1390 + 0,0016° 0,1623 + 0,00242 0,1563 + 0,0025°
Aw =0,90
SPMO
0,2674 +0,0018° 0,2540 + 0,0026°
Dados expressos em Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma linha tém diferenca significativa (p <
0,05).

Fonte: AUTOR, 2020.
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Figura 9 - Isotermas de adsorcao das microcapsulas de 6leo de pimenta rosa a 25 °C e curvas
indicando o ajuste do modelo de GAB.

i A SMO
=2 m SPMO
—~, 0.3 4

E

[18}

[&]

[<5]

»

@

s 0.2_

O

&

[<B]

2

=

= 014

>

o

[<B]

[<5]

©

[<5]

3

o 00 T T T T T T T T |
S 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
o

Atividade de agua (A )

Fonte: AUTOR, 2020.

Tabela 5 - Parametros do modelo de GAB ajustado para as amostras de microcapsulas
GAB
Xm C k R? RQEM
SMO 0,045 + 0,000 14,583 £0,030* 0,928 £ 0,000® 0,99691 0,00345
SPMO 0,043 £0,001° 15,975+0,187° 0,924 +0,002° 0,99819 0,00251

Dados expressos em Media + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma coluna tém diferencga

significativa (p < 0,05).

A amostra com adicao de pectina apresentou valores de Xm e k ligeiramente menores e
um valor de C maior do que os valores encontrados para a amostra sem pectina. Fernandes et
al. (2017) encontraram valores de 0,024, 0,961 e 146,26 para Xm, k e C, respectivamente para
microcapsulas de 6leo essencial de gengibre, usando isolado proteico do soro de leite e a inulina
como materiais de parede. Hijo et al. (2015) encontraram valores de 0,049, 0,904 e 128,97 para

Xm, k e C, respectivamente para microcapsulas de 6leo essencial de orégano com amido
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modificado e goma ardbica. Ambos os autores encontraram valores de C superiores aos
encontrados neste estudo.

O valor mais elevado de C indica que uma maior quantidade de calor estd envolvida na
adsorcdo de &gua dos pds com adi¢cdo de pectina. Um valor alto de k (maior que 0,9), como
observado para as duas amostras, indica que as moléculas da monocamada e das multicamadas
ndo apresentam grandes diferencas e que as moléculas das multicamadas tém comportamento
de moléculas em estado liquido (QUIRIJINS et al, 2005).

5.3.2 Liberacéo dos volateis

A perda de compostos volateis durante o armazenamento da microcapsula pode estar
relacionada a diferentes aspectos, como difusdo do material encapsulado por porosidade nas
capsulas, heterogeneidade da matriz encapsulante e envelhecimento vitreo dos materiais de
parede (CAMPELO et al., 2018). Dada a mistura complexa que caracteriza a composi¢ao
quimica dos 6leos essenciais e que cada combinagdo de biopolimeros promove uma estrutura
protetora diferente de compostos, o conhecimento dos mecanismos de liberacdo desses agentes
bioativos é de extrema importancia.

A Figura 10 apresenta os resultados da liberacdo de compostos volateis das
microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa durante 20 dias de armazenamento a 25 °C e
uma umidade relativa de 52,3%, mostrando o impacto desses parametros na liberacdo dos
volateis das microcapsulas produzidas. Um controle contendo 6leo essencial puro (OEP)
também foi armazenado para verificar a influéncia dos materiais da parede utilizados na
preservacao dos compostos.

Em geral, o perfil de liberacdo de formulacdes de microcapsula de camada Unica e
dupla foi semelhante para as condicGes analisadas. Esse resultado esta de acordo com o
observado por Gharsallaoui et al. (2012) em um estudo que avaliou a estabilidade de compostos
volateis odoriferos microencapsulados por spray dryer usando isolado de proteina de ervilha,
pectina e maltodextrina. Os autores avaliaram a estabilidade de armazenamento de
microcapsulas de camada Unica (somente estabilizada por proteinas) e de camada dupla
(estabilizada por proteina/pectina) a 20 °C e a varias umidades relativas (UR: 0 - 94%),
observando que para umidades relativas de 33 e 52% os perfis de liberacdo foram muito

semelhantes para ambas as formulagdes.
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Figura 10 - Liberacédo de a-pineno (a), B-pineno (b), B-mirceno (c), 6-3-careno (d), D-limoneno
(e) e germacreno D (f) do dleo essencial de pimenta rosa puro (OEP) e do 6leo extraido das
microcapsulas de camada Unica (SMO) e de camada dupla (SPMO) durante 20 dias de
armazenamento (25°C / UR = 52.3%).
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OEP: dleo essencial puro; SMO: dleo extraido das microcapsulas de camada Unica; SPMO: 6leo extraido das
microcépsulas de camada dupla. Diferentes letras em um mesmo ponto significam amostras diferentes (p < 0,05).
Fonte: AUTOR, 2020.
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Durante 0 armazenamento, a massa de 6leo extraido diminuiu em 13% para SPMO e
17% para SMO, enquanto que a massa de 6leo essencial puro (OEP) armazenada reduziu seu
volume em 41,4% (desvio padrdo entre 0,5 a 1,4%). Ja a liberacdo dos compostos volateis
variou de 50 a 100% para os seis compostos avaliados no 6leo essencial puro, sendo o
germacreno D o composto com maior taxa de liberagdo, seguido de f-mirceno, 3-3-careno, D-
limoneno, a-pineno, p-pineno. As microcapsulas de camada unica e dupla seguiram essa ordem
de liberacdo dos compostos, mas foram eficientes em possibilitar uma liberacdo de volateis
mais gradativa, reduzindo as taxas de liberacdo para menos da metade dos valores apresentados
pelo 6leo puro, dependendo do composto.

A liberagdo de a-pineno e B-pineno mostrou comportamento semelhante ao longo do
periodo avaliado. Diferentemente dos outros compostos avaliados, nenhuma liberagdo desses
dois compostos foi observada nos primeiros dias de armazenamento, com valores significativos
aparecendo apenas a partir do sexto dia (Figs. 10a e 10b). A partir do 10° dia, no entanto, o 6leo
puro teve uma taxa de liberagdo mais alta, atingindo 57% e 51% de liberagao de a-pineno e [3-
pineno ao final de 20 dias de armazenamento. As microcapsulas mostraram uma protecéao
eficiente desses compostos, com aproximadamente 9% de liberacao de a-pineno e 13% de
liberagdo de B-pineno para as formulagdes SMO e SPMO, respectivamente.

Os compostos f-mirceno e 6-3-careno apresentaram altas taxas de liberacdo de dleo
essencial puro, atingindo 85%, aproximadamente o dobro das taxas de liberacdo de
microcapsulas (Fig. 10c e 10d). As microcapsulas SMO apresentaram retencdo ligeiramente
maior de B-mirceno (45,5%) quando comparadas as microcapsulas SPMO (48,2%). O resultado
oposto foi observado em relagdo ao 8-3-careno, onde a formulagdo de dupla camada apresentou
menor taxa de liberacdo (37,7%) em relacdo as microcapsulas de camada unica (40,8%) (p <
0,05). Este resultado pode ser explicado pela afinidade de cada composto com a matriz
encapsulante e, consequentemente, pela facilidade ou ndo de difusdo através dela. Aspectos
como absorcdo de agua, comprimento das cadeias poliméricas e ponto de plastificacdo dos
materiais da parede influenciam diretamente a liberacdo de compostos volateis, bem como o
tamanho e a morfologia das capsulas (CAMPELO-FELIX et al., 2016).

A liberacdo de D-limoneno foi de 67,4%, 31,3% e 27,6% para o0 0leo puro e para as
microcapsulas SMO e SPMO, respectivamente (Fig. 10e) (p < 0,05). Marquez-Gomez et al.
(2017) avaliaram a estabilidade de armazenamento do composto D-limoneno presente em um
padrdo de 6leo essencial de laranja encapsulado por spray drying usando combinac@es de
diferentes materiais. Uma formulacdo de microcépsula contendo amido de arroz modificado e

maltodextrina (1:1) como materiais de parede mostrou aproximadamente 90% de liberagdo de
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D-limoneno apds 20 dias de armazenamento a 25 °C e UR = 50%. Os resultados obtidos no
presente trabalho sugerem maior protecdo para este composto em sistemas de encapsulamento
que consistem em interacdes proteina-polissacarideo.

O germacreno D apresentou as maiores taxas de liberacéo entre os compostos avaliados.
No final de 20 dias de armazenamento, 100% do composto foi liberado do 6leo essencial puro
(Fig. 10f). As microcépsulas também apresentaram altas taxas de liberagéo, com a formulagéo
de camada dupla retendo mais composto (85,2%) do que a formulacéo de camada Unica (90,5%)
(p <0,05). A alta taxa de liberagdo deste composto pode ser explicada por uma maior tendéncia
do composto a perdas de volatilizagdo, como mostrado na Tabela 3, onde se apresentou como
0 composto com a maior reducdo na area do pico do cromatograma apds o processo de
microencapsulacdo por spray drying. De fato, o germacreno D é reconhecido na literatura como
um composto instavel (KRAKER et al., 1998). Em teoria, 0 germacreno D seria 0 composto
com maior resisténcia a volatilizacdo entre os volateis avaliados, devido ao seu maior peso
molecular e ponto de ebulicdo. No entanto, outros fatores devem influenciar esse resultado,
como a concentracdo de cada composto no 6leo essencial e a maneira como as moléculas
interagem.

Dos seis terpenos avaliados, em trés compostos (8-3-careno, D-limoneno e
germacreno D) foi possivel observar menor liberagdo nas microcapsulas de dupla camada apos
20 dias de armazenamento (p < 0,05). A camada dupla produzida com o revestimento de pectina
pode explicar esses resultados, pois os compostos volateis podem ser mais facilmente retidos
na rede de gel formada pelo polissacarideo. Essa interagdo pode ocorrer através das interacoes
de Van der Waals de um grupo de pectina hidrofébica com o adesivo alquil de uma molécula
volatil (Burgds-Diaz et al., 2018). No entanto, mais estudos devem ser realizados para entender
como a camada de revestimento de pectina atua nas moléculas dos compostos volateis
microencapsulados.

Os resultados encontrados neste trabalho destacam a individualidade do
comportamento de liberacdo de cada volatil presente no 6leo essencial. O conhecimento dessas
particularidades é importante ao projetar sistemas eficientes de liberacdo controlada para esses

compostos, a fim de alcancar a acdo bioativa desejada.
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5.3.3 Atividade antioxidante

A Figura 11 apresenta os resultados obtidos no ensaio ABTS para as amostras OEP,
SMO e SPMO no inicio e ao fim do periodo de armazenamento de 20 dias.

A partir dos resultados apresentados, observa-se que ndo houve diferenca (p < 0,05) na
atividade antioxidante das amostras no inicio do armazenamento, uma vez que todas
apresentaram valores em torno de 11 pg de Trolox/mg de oleo. Esse resultado se encontra
dentro da faixa de valores determinados por Asensio et al. (2017) para microcapsulas de 6leo
essencial de orégano produzidas por spray dryer, que variaram de 0,17 a 12,7 ug de Trolox/mg
de éleo. A atividade antioxidante do 6leo essencial de pimenta rosa ainda se mostra proxima a
atividade de legumes e verduras comumente consumidos no Brasil, como a acelga, brécolis,
rabanete e espinafre (TIVERON, 2010). Uma vez que as microcapsulas foram armazenadas
logo apds sua producdo é possivel concluir que o processo de microencapsulacdo por spray

dryer ndo acarretou em perda das propriedades antioxidantes presentes no 6leo essencial puro.

Figura 11 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox (ug Trolox/mg de amostra) do 6leo
essencial puro (PEO) e dos 6leos extraidos de microcapsulas de camada Unica (SMO) e de
camada dupla (SPMO) no tempo t = 0 e t = 20 dias de armazenamento (25 °C / UR: 52,3%)
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Letras diferentes no mesmo periodo indicam diferenca significativa entre as amostras (p < 0,05).
Fonte: AUTOR, 2020.

Ao término do periodo de armazenamento, perdas expressivas foram observadas para o

6leo essencial puro (0,5 pg de Trolox/mg de 6leo). As microcdpsulas SMO e SPMO também
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apresentaram perda de suas propriedades antioxidantes, mas em menor grandeza do que o 6leo
puro, apresentando valores de 6,4 ¢ 5,6 ug de Trolox/mg de 6leo, respectivamente. A redugo
da atividade antioxidante das amostras ao fim do armazenamento se deve a liberacdo dos
compostos volateis do 6leo essencial que, como apresentado anteriormente, foi maior para o
6leo livre do que para as microcapsulas. Embora as duas formulagdes tenham se mostrado
eficazes em preservar as propriedades do 6leo essencial de pimenta rosa, ndo foi observada
diferenca na acdo antioxidante das estruturas com e sem adi¢do de pectina (p < 0,05).
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5.4 Atividade antimicrobiana das microcapsulas

5.4.1 Atividade antimicrobiana in vitro

Seis bactérias foram avaliadas no ensaio in vitro de atividade antimicrobiana das
microcéapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa. Foram observados halos de inibicdo apenas
para as bactérias gram-positivas avaliadas, enquanto que para as bactérias gram-negativas,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli, ndo houve atividade inibitéria. De forma geral, 0s
6leos essenciais tendem a apresentar melhores resultados de inibicdo para bactérias gram-
positivas do que para bactérias gram-negativas. Isso ocorre devido a diferenca encontrada na
parede celular dessas bactérias que, no caso das gram-negativas, apresentam uma membrana
externa composta de duas camadas de lipopolissacarideo, sendo mais resistentes a passagem de
moléculas de agentes antimicrobianos do que as células de bactérias gram-positivas, revestidas
por apenas uma camada de peptidoglicano (DANNENBERG et al., 2019).

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para as quatro bactérias gram-positivas
avaliadas. Nos ensaios, a atividade antimicrobiana das microcapsulas foi avaliada em diferentes
tempos, apos a producdo em spray dryer até 90 dias em armazenamento em dessecador a
temperatura ambiente. Durante o periodo de 90 dias avaliado, os halos de inibicdo para as
microcapsulas SMO variaram de 10,6 a 19,8 mm para S. aureus, de 8,8 a 15,0 mm para B.
subtilis, de 0,0 a 12,0 mm para L. monocytogenes e de 0,0 a 14,0 mm para L. innocua, enquanto
que para as microcapsulas SPMO os halos variaram de de 13,1 a 22,2 mm para S. aureus, de
11,0 a 16,1 mm para B. subtilis, de 0,0 a 14,6 mm para L. monocytogenes e de 0,0 a 15,4 mm
para L. innocua.

Foi observado, nos tempost =0 e t = 15 dias, uma maior inibicdo das microcapsulas de
dupla camada (SPMO) em relacdo as microcapsulas de camada unica (SMO) (p < 0,05). Essa
maior acdo inibitéria das microcapsulas de dupla camada nos primeiros dias de armazenamento
pode ser decorrente da maior retencdo de Oleo dessa formulacdo e da maior protecédo
proporcionada pelo recobrimento de pectina na retencdo dos compostos volateis do 6leo durante
a secagem em spray dryer, conforme apresentado na Tabela 3 deste trabalho. Nota-se ainda
que, apds o dia 15 até o término do periodo avaliado, ndo foram observadas diferencas entre as
amostras. Este fato sugere que houve liberagdo mais expressiva dos volateis das microcapsulas
SPMO nos primeiros dias de armazenamento e, que ap0s certo tempo, as microcapsulas com e

sem a adicdo de pectina passaram a ter taxas de liberagéo semelhantes.
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Tabela 6 - Atividade antimicrobiana de microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa de camada Unica (SMO) e de camada dupla (SPMO) em

diferentes tempos de armazenamento.

Bacteria Zona de inibigdo (mm)
t=0 t =15 dias t =30 dias t =60 dias t =90 dias
SMO SPMO SMO SPMO SMO SPMO SMO SPMO SMO SPMO

S. aureus

10,6 £0,7%° 13,1+0,6%° 128+0,4% 140+0/5% 192+1,2% 19,0+0,0° 19,8+0,6% 22,2+0,6" 13,6+1,08¢2 153+ 2 0B
ATCC 6538
B. subtilis
ATCC 6633 8,8+0,8% 161+12% 1314078 155+0,8% 150+09% 14,8+0,7% 12,3+0,7% 136+0,5°% 98+04%  11,0+0,9%

L. monocytogenes
ATCC 15313

L. innocua
ATCC 33090

12,0£0,9% 141+05% 11,0+0,8" 146+0,6" 11,3+05* 12,1+0/5% 00,0+0,0%%8  000+0,0 00,0+0,0%  00,0+0,0%

10,1+0,7%* 13,6+0,5° 11,2+0,8% 143+04" 140+14% 154+1,0% 000+0,0° 00,0+0,0%  00,0+0,0° 00,0+ 0,08

SPMO = microcépsulas de éleo essencial de pimenta rosa com isolado proteico de soja, pectina de alta metoxilacdo e maltodextrina como materiais de parede. SMO = microcépsulas
de 6leo essencial de pimenta rosa com isolado proteico de soja e maltodextrina como materiais de parede. Dados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferenca significative (p < 0,05). Letras mindsculas: diferenga entre as amostras SMO e SPOMO em cada periodo. Letras maiusculas: diferenca entre uma mesma

amostra em diferentes periodos.
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Em estudo realizado por Wang et al. (2019), também foi observado melhores resultados
de inibi¢do para microcépsulas de dupla camada. Os autores produziram microcapsulas de citral
em spray dryer utilizando apenas caseinato de sddio como estabilizante em uma formulagéo e
caseinato de sodio e pectina em outra formulagdo. Em ensaios realizados com a bactéria gram-
positiva Kocuria rhizophila, foram obtidos halos de inibi¢&o variando de 19,2 a 25,7 mm para
microcéapsulas de citral estabilizadas apenas por caseinato de sodio e halos de inibi¢do variando
de 21,8 a 32,5 mm para microcapsulas de citral estabilizadas por caseinato de sddio e pectina.

A partir do 60° dia as microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa ndo apresentaram
atividade inibitéria para L. monocytogenes e L. inoccua. Uma hipGtese para esse resultado
observado é a perda por volatilizacdo de compostos que agiam diretamente na inibicdo dessas
espécies de microrganismos. Embora a atividade antimicrobiana de 0leos essenciais seja
relacionada aos seus compostos majoritarios, evidencias na literatura apontam que a acéao
inibitoria desses 0leos sobre microrganismo ndo se limita apenas aos compostos em maiores
quantidades, mas também das suas interacdes sinérgicas com 0S compostos minoritarios

presentes (HYLDGAARD et al., 2012) e que podem se perder mais rapidamente.

5.4.2 Efeito inibidor do crescimento bacteriano em leite

A Figura 12 apresenta o crescimento de duas bactérias a 37 °C, S. aureus e L.
monocytogenes, utilizando-se dois sistemas modelo: leite integral e desnatado. Foi incubada
uma amostra controle (sem nenhum tratamento), duas amostras tratadas com as microcapsulas
de 6leo essencial de pimenta rosa, SMO e SPMO, diluidas no leite na propor¢do 1:10 (m/m) e
uma ultima amostra contendo o 6leo essencial puro. Com o intuito de comparar o efeito inibidor
do 6leo essencial puro, a mesma proporcao de 6leo contido nas microcapsulas foi utilizada, com
base em resultados de retencéo total de dleo apresentados anteriormente.

Para os dois tipos de leite, o 6leo essencial livre ndo apresentou resultados de inibi¢ao
para as bactérias avaliadas, mostrando um perfil de crescimento semelhante ao controle. Ja as
microcapsulas apresentaram resultados satisfatérios de inibicdo do crescimento microbiano, em
especial a microcapsula de dupla camada (SPMO) que em poucas horas apds a contaminagéo
(3 - 10 h) conseguiu reduzir aos niveis minimos de detec¢do da técnica o crescimento de S.
aureus (nos dois tipos de leite) e de L. monocytogenes (em leite desnatado), com reducées
variando de 4 a 6 Log UFC/mL da populacdo bacteriana. Para o leite integral contaminado com

L. monocytogenes, houve um efeito inibidor das microcapsulas nas primeiras horas apds a
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contaminacgé@o, com uma reducdo na populacdo bacteriana de 2 Log UFC/mL, seguido por um
crescimento gradual até ficar proximo ao crescimento dos tratamentos OEP e controle ao fim

das 30 horas avaliadas.

Figura 12 - Crescimento de S. aureus ATCC 6538 em leite desnatado (a) ou integral (b) e de
L. monocytogenes ATCC 15313 em leite desnatado (c) ou integral (d) a 37°C.
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Controle (m): leite contaminado com microorganismo; OEP (e): leite contaminado com microorganismo e tratado
com 6leo essencial puro; SMO (o): leite contaminado com microorganismo e tratado com microcapsulas de
camada Unica; SPMO (o): leite contaminado com microorganismo e tratado com microcapsulas de camada dupla.
Cada ponto representa a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.

Fonte: AUTOR, 2020.

Os resultados obtidos para o 6leo essencial puro podem ser explicados pela interacao
com 0s outros componentes presentes nos alimentos (carboidratos, proteinas, lipideos, etc.), o
que torna a sua biodisponibilidade reduzida para atuar como inibidor do crescimento
microbiano. Dessa forma, a microencapsulacdo protege o éleo essencial, uma vez que a barreira
formada pelos materiais de parede evita a interagdo com 0s componentes presentes no alimento,

tornando-o mais disponivel para desempenhar sua fungdo como agente de preservacao
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(CASTRO-ROSAS et al.,, 2017). De forma geral, pode-se observar ainda que melhores
resultados de inibigdo foram obtidos para o leite desnatado, o que sugere que a maior parte das
interagBes que tornam o dleo essencial menos disponivel para atuar como bioconservante sdo
interagBes do 6leo essencial com outros lipidios do modelo.

As microcépsulas de camada dupla, com a interacdo proteina-pectina, se mostraram
ainda mais eficazes em inibir o crescimento microbiano em menor tempo, nos dois tipos de
leite. Este fato pode ser atribuido a aspectos ja discutidos anteriormente, como a maior retencéo
dos compostos volateis apresentada por esta estrutura quando comparada com a formulacédo
estabilizada apenas por SPI. A maior protecdo atribuida a camada de revestimento da pectina
pode ainda servir como uma barreira adicional a interacdo do material encapsulado com os
componentes presentes em matrizes alimenticias, contudo mais estudos devem ser conduzidos

para avaliar o comportamento da parede das microcapsulas quando adicionadas a alimentos.
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6 CONCLUSAO

O 6leo essencial de pimenta rosa apresentou predominancia de a-pineno, B-pineno, 3-
mirceno, 6-3-careno, D-limoneno e germacreno D em sua composicdo quimica. As
microcéapsulas de SPI/pectina apresentaram melhor preservacdo dos compostos volateis ap6s o
processo de microencapsulacdo, enquanto as microcapsulas de camada Unica, estabilizadas
apenas com SPI, apresentaram maior perda de volateis apds a secagem em spray dryer. Isto
sugere que o revestimento de pectina nas particulas durante a secagem por spray drying permite
a formacdo de uma camada semipermeavel nas microcapsulas, influenciando a retencdo mais
eficaz de volateis na matriz encapsulante de proteina-pectina. A adigcdo de pectina afetou ainda
as propriedades dos pos secos em spray dryer relacionadas a vida de prateleira, reconstituicao,
fluxo, tamanho de particula e morfologia. Pos de SPI/pectina absorveram menos dgua e foram
menos coesos. Ambos 0s pds mostraram boa solubilidade e dissolucdo em agua e 0leo. As
microcapsulas se apresentaram esféricas, com ligeiras depressdes e livres de rachaduras. A
adicdo de pectina reduziu a formacdo de particulas e aglomerados superdimensionados,
permitindo uma distribuicdo de tamanho de particula mais homogénea As isotermas de sorcao
dos pos foram classificadas como isotermas sigmoides do tipo I, com as microcapsulas sem
adicao de pectina absorvendo mais dgua quando armazenadas em altas umidades relativas. O
perfil de liberacdo de volateis foi semelhante nas duas formulacBes nas condicGes de
armazenamento avaliadas, sendo que ambas microcapsulas permitiram uma liberacdo mais
gradual de volateis, bem como uma melhor preservacdo de suas propriedades antioxidantes
durante o armazenamento em comparacao ao 6leo livre. No ensaio de atividade antimicrobiana
in vitro, as particulas de SP1/pectina apresentaram maiores halos de inibicdo nos primeiros dias
avaliados. Quando adicionadas ao leite, ambas as formula¢es de microcapsulas reduziram o
crescimento bacteriano para as amostras avaliadas, sendo que uma reducdo mais rapida do
crescimento microbiano foi observada para particulas de SPI/pectina. O 6leo puro apresentou
um comportamento semelhante ao controle, ndo apresentando bons resultados de inibicéo, o
que pode ser explicado pela interacdo do 6leo essencial com os componentes do leite, tornando-
0 menos biodisponivel, enquanto que no caso das microcapsulas, a parede formada pelos
biopolimeros diminuiu a interacdo do 6leo com os demais componentes do leite, aumentando
sua bioatividade. De forma geral, a adi¢do de pectina na producao das microcdpsulas se mostrou
uma estratégia de reforco eficaz, melhorando resultados de propriedades fisico-quimicas, de
estabilidade ao armazenamento e de atividade antimicrobiana do 6leo encapsulado e destacando

o0 potencial de aplicagdo dessas particulas como um bioconservante em alimentos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros a serem desenvolvidos na area de microencapsulacdo de 6leos

essenciais por spray drying, as seguintes sugestdes sdo apresentadas:

Avaliacdo da composicao de volateis presentes em microcépsulas produzidas em spray
drying utilizando-se temperaturas de secagem superiores a temperatura utilizada neste
trabalho (140°C);

Investigar a estabilidade dos volateis presentes no 6leo essencial utilizando diferentes
temperaturas e umidades relativas, aléem de avaliar a estabilidade oxidativa das
microcéapsulas na presenca de luz;

Determinar a concentragdo minima inibitoria de microcapsulas de 6leo essencial para
inibicdo de crescimento dos principais microrganismos patogénicos e deteriorantes em

alimentos.
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APENDICE A - TESTES PRELIMINARES

Para definir os parametros de secagem em spray dryer e as propor¢des dos materiais de
parede a serem utilizadas foram conduzidos alguns testes preliminares a fim de analisar as
melhores condi¢Bes para a producdo das microcapsulas de 6leo essencial de pimenta rosa.
Devido a alta volatilidade dos 6leos essenciais, temperaturas mais baixas de ar de secagem
foram testadas, a fim de melhor preservar os compostos ativos presentes no 6leo. Temperaturas
de 120°C, 140°C, 160°C e 180°C foram avaliadas. Nesses testes, utilizou-se apenas a formulacao
com adicdo de pectina, a fim de avaliar a propor¢do de proteina:polissacarideo adequada para

ser utilizada no preparo das emulsdes, visando boas condic¢des de secagem.

1.1 MATERIAIS E METODOS

1.1.1 Materiais

Oleo essencial de frutos maduros de pimenta rosa foi extraido e fornecido pela empresa
LINAX - Oleos Essenciais e Destiladores (Votuporanga, SP, Brasil). Isolados de Proteina de
Soja (SPI) (Ingredientes de Tovani Benzaquen, S&o Paulo, SP, Brasil), Pectina de Alta
Metoxilacdo (HMP) (CP Kelco, Sao Paulo, SP, Brasil) e Maltodextrina DE 10 (Get do Brasil,

S&o Jodo da Boa Vista, SP, Brasil) foram usados como materiais de parede.

1.1.2 Métodos

1.1.2.1 Determinacdo da umidade dos materiais de parede

Foram determinadas as umidades dos materiais de parede utilizados (isolado proteico
de soja, pectina de alta metoxilacdo e maltodextrina), a fim de se descontar o peso da agua
presente nesses materiais no momento do preparo das emulsdes. A umidade foi determinada,
em triplicata, pelo método gravimétrico (AOAC, 1990) em estufa a vacuo (Marconi modelo
MA 030) a 70°C. A umidade dos materiais de parede foi calculada pela relacdo entre a massa

de 4gua evaporada e a massa de po seca e expressa em porcentagem.
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1.1.2.2 Testes iniciais de secagem em spray dryer e determinagdo das proporc¢des dos

materiais de parede

Nos testes iniciais, foram produzidas duas emulsdes com concentragdes diferentes de
proteina e pectina. Na primeira emulséo utilizou-se 2% de isolado proteico de soja (SPI) e 1%
de pectina de alta metoxilagdo (HMP) e a segunda emuls&o foi produzida com 0,9% de SPI e
0,5% de HMP (em relagéo ao peso total da emulséo). As emulsées foram preparadas conforme
descrito no item 4.2.1.1.

Apo6s preparadas, as emulsdes foram secas em spray dryer (modelo B-290, Buchi,
Suica) com bico atomizador de 0,7 mm de diametro. A pressdo do compressor foi mantida em
6 bar. A taxa de alimentagdo da emulsdo foi mantida a 2 mL/min e o fluxo do ar de secagem
utilizado foi de 819 L/h e 500 L/h. A temperatura do ar de secagem foi de 180 °C.

Uma andlise qualitativa foi feita das secagens realizadas, observando-se o

comportamento das emulsfes dentro da cAmara de secagem e as caracteristicas dos pos obtidos.

1.1.2.3 Testes de secagem utilizando diferentes temperaturas

Apos a definicdo das concentracdes de SPI e HMP na emulsdo e do fluxo do ar de
secagem, novas secagens foram realizadas visando avaliar a influéncia da temperatura do ar de
secagem no rendimento e na umidade dos pds. As emulsdes foram preparadas conforme
descrito no item 2.1.2.2 e foram secas em spray dryer com taxa de alimentacdo de 2 mL/min,
fluxo do ar de secagem de 819 L/h e com temperaturas do ar de secagem de 120 °C, 140 °C,
160 °C e 180 °C.

Foram aproveitados apenas pos obtidos no pote coletor apds a passagem pelo ciclone
do equipamento. As amostras de pds foram armazenadas em potes plasticos revestidos com
aluminio e colocadas em dessecador com silica gel para ndo absorverem umidade do ambiente.

O rendimento de secagem foi calculado pela razdo entre a quantidade de pé obtida no
pote coletor e a massa de solidos presentes na emulséo inicial. Foi conduzida uma secagem para
cada temperatura testada. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para determinacdo da umidade utilizou-se 0 método gravimétrico (AOAC, 1990). As
amostras de p6 foram pesadas em triplicata e mantidas em estufa a vacuo (Marconi modelo MA
030) a 70 °C até peso constante. A umidade foi determinada pela relagdo entre a massa de 4gua

evaporada e a massa de pé seca e expressa em porcentagem.
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1.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE SECAGEM

1.2.1 Umidade dos materiais de parede

A Tabela 1A apresenta as umidades determinadas para os trés materiais de parede
utilizados na producdo das microcapsulas. Pode-se observar que os materiais apresentaram
umidade consideravel, com a pectina de alta metoxilacdo possuindo uma umidade de quase
10%.

Tabela 1A - Umidade dos materiais de parede utilizados na producdo das microcapsulas.

Material de parede Umidade (b.s) (%0)
Isolado proteico de soja 7,00 £0,12
Pectina de alta metoxilacéo 9,82 £ 0,09
Maltodextrina 6,28 £ 0,19

O conhecimento da umidade dos materiais de parede € importante em processos que
envolvem secagem, como o spray dryer, para a conversdo de dados em base seca e possibilitar
descontar a agua ja existente nesses materiais no momento do preparo das emulsdes, garantindo

as proporcdes adequadas de cada componente.

1.2.2 Testes iniciais de secagem em spray dryer e proporc¢des dos materiais de parede

O uso de 2% de SPI e 1% de HMP resultou uma emulsdo muito viscosa e de dificil
secagem no spray dryer. Houve maiores perdas nas paredes da caAmara de secagem, formacao
de filmes no bico atomizador e gotejamento da amostra nos testes utilizando fluxos de ar de
secagem de 500 L/h e 819 L/h (Figura 1A). Para reduzir a viscosidade da amostra e facilitar o
seu bombeamento até o bico atomizador, a proporcédo proteina:polissacarideo foi ajustada para
0,9% de SPI e 0,5% de HMP. A nova formulacdo possibilitou uma melhor secagem no
equipamento, sem muitas perdas de amostra, sobretudo para um uso mais alto de fluxo de ar
(819 L/h). A tabela 2A apresenta as proporcOes definidas para cada material utilizado no

preparo das emulsdes no restante do presente trabalho.



Figura 1A - Camara de secagem com gotejamento da amostra.

Fonte: AUTOR, 2020.

Tabela 2A - Proporc¢des dos materiais utilizados no preparo das emulsées testadas.

Materiais % com relacdo a massa total da emulséo
Oleo Essencial de Pimenta Rosa 10

Isolado Proteico de Soja 0,9

Pectina de Alta Metoxilagéo 0,5

Maltodextrina 34,5

Agua 54,1
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1.2.3 Influéncia de diferentes temperaturas no rendimento de secagem e umidade dos p6s

Ap0s ajuste das proporcGes dos materiais de parede na emulsdo efetuaram-se novas

secagens em spray dryer a fim de avaliar a influéncia da temperatura na secagem. A Tabela 3A

apresenta os resultados de rendimento de secagem e umidade para amostras secas a 120, 140,

160 e 180 °C com taxa de alimentacdo da emulsdo e fluxo do ar de secagem de 2 mL/min e 819

L/h, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos, observou-se que as temperaturas de 140 °C, 160 °C e

180 °C apresentaram bons rendimentos de secagem e de umidade dos pds. A emulsdo seca a

120 °C, no entanto, apresentou rendimento inferior (aproximadamente a metade dos demais

tratamentos) e umidade superior a 5%. Segundo Peng et al. (2013), a umidade é um importante
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indicador de eficiéncia do processo de secagem de pds alimenticios, sendo recomendado um
valor inferior a 5% para a garantia de boa estabilidade fisico-quimica do produto. Dessa forma,
a secagem a 120 °C ndo se mostrou satisfatoria.

Tabela 3A - Rendimento e umidade dos pds secos a 120, 140, 160 e 180°C.

Temperatura do ar de Rendimento de secagem Umidade (b.s)
secagem (°C) (%) (%)
120 22,40 5,84 £ 0,07
140 42,28 2,78 £0,13
160 40,10 2,48 + 0,06
180 48,42 2,64 £0,11

Dentre os compostos quimicos majoritarios reportados na literatura para o 6leo essencial
de pimenta rosa estdao o mirceno, a-pineno e limoneno, que possuem pontos de ebulicdo de 167
°C, 157,9 °C e 175,4 °C, respectivamente (EL ASHBAHANI et al., 2015). Como os demais
tratamentos apresentaram resultados semelhantes para rendimento e umidade, optou-se pelo
uso da temperatura mais baixa dentre as trés (140 °C), de modo a melhor preservar as

propriedades do 0leo essencial durante a secagem.



