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RESUMO

O o6leo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (OECC) por apresentar propriedades
antimicrobianas e antioxidantes, ¢ uma matéria prima promissora para o desenvolvimento de
farmacos e aditivos alimentares. No entanto, sua alta volatilidade e susceptibilidade a
degradacdes oxidativas, sdo as principais desvantagens que limitam o seu uso. A
microencapsulacdo por secagem por atomizagdo ¢ uma técnica que promove protecdo das
propriedades bioldgicas, funcionais e quimicas dos materiais encapsulados. Assim, o objetivo
deste estudo foi encapsular o OECC por meio da secagem por atomizagao, avaliar o efeito das
condicdes de secagem (temperatura de entrada: 130 a 160°C, concentracdo de OECC: 5 a 15%,
e concentragao de maltodextrina: 10 a 20%) em relagdo a umidade, rendimento, atividade de
agua, cor, morfologia, tamanho das particulas, eficiéncia da encapsulagdo, conteudo fendlico,
atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e analise térmica das microesferas de OECC,
bem como realizar a otimizacdo do processo. Ao avaliar o impacto das condi¢des de secagem
sobre o material encapsulado, foi observado que os parametros analisados foram afetados
significativamente (p < 0,05) pela temperatura de entrada (o aumento da temperatura
influenciou significativamente na reducao da atividade antioxidante), concentracdo de OECC
(a elevagdo da concentracdo do OECC influenciou significativamente para o aumento dos
valores de umidade, atividade de 4dgua e conteido fenolico total), e concentracdo de
maltodextrina (maiores concentragdes de maltodextrina elevaram a eficiéncia de encapsulacao
do processo). A observacao dos aspectos ultra estruturais das microesferas revelou morfologia
externa esférica, sem rachaduras e poros aparentes. O OECC puro e 0 OECC microencapsulado
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas de E. coli e S. aureus. Com a otimizagao
do processo de secagem por atomizac¢ao foi determinado como condi¢des ideais do processo de
microencapsulagao do OECC os seguintes valores: temperatura de entrada do processo de
148°C, concentracdo de maltodextrina de 15% e concentracdo de 6leo de 10%. Sob essas
condi¢des, serd obtido um processo com 41,63% de eficiéncia de encapsulagdo, 3189,189%ug/g
de conteudo de fendlicos totais e 40,37mg/100g de atividade antioxidante, tais condi¢des podem
ser aplicadas como um guia util para a produgdo industrial em larga escala de microesferas de

OECC com potencial antimicrobiano e antioxidante.

Palavras-chave: Cymbopogon citratus, 6leo essencial, secagem por atomizagao, otimizacao do

Processo.



ABSTRACT

The essential oil of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (OECC) for presenting antimicrobial and
antioxidant properties, is a promising raw material for the development of drugs and food
additives. However, its high volatility and susceptibility to oxidative degradation are the main
disadvantages that limit its use. Spray drying microencapsulation is a technique that promotes
protection of the biological, functional and chemical properties of encapsulated materials. Thus,
the objective of this study was to encapsulate the OECC by spray drying, to evaluate the effect
of drying conditions (inlet temperature: 130 to 160 ° C, OECC concentration: 5 to 15%, and
maltodextrin concentration: 10 to 20%) in relation to humidity, yield, water activity, color,
morphology, particle size, encapsulation efficiency, phenolic content, antioxidant activity,
antimicrobial activity and thermal analysis of the OECC microspheres, as well as optimize the
process . When evaluating the impact of drying conditions on the encapsulated material, it was
observed that the analyzed parameters were significantly affected (p <0.05) by the inlet
temperature (the increase in temperature significantly influenced the reduction of antioxidant
activity), OECC concentration (the elevation of the OECC concentration significantly
influenced the increase in the values of humidity, water activity and total phenolic content), and
the concentration of maltodextrin (higher concentrations of maltodextrin increased the process
encapsulation efficiency). The observation of the ultrastructural aspects of the microspheres
revealed spherical external morphology, without cracks and apparent pores. The pure OECC
and the microencapsulated OECC showed antimicrobial activity against E. coli and S. aureus
strains. With the optimization of the spray drying process, the following values were determined
as ideal conditions for the OECC microencapsulation process: inlet temperature of the 148°C
process, 15% maltodextrin concentration and 10% oil concentration. Under these conditions, a
process with 41.63% encapsulation efficiency, 3189.189ug/g of total phenolic content and
40.37mg/100g of antioxidant activity will be obtained, such conditions can be applied as a
useful guide for production large-scale industrialization of OECC microspheres with

antimicrobial and antioxidant potential.

Keywords: Cymbopogon citratus, essential oil, spray drying, optimization of the process.
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1 INTRODUCAO

O aumento da busca do consumidor por produtos naturais como alternativa ao uso dos
sintéticos ¢ evidente. Assim, pelo seu potencial antimicrobiano e antioxidante, o uso de
derivados de produtos vegetais, em particular, alguns 6leos essenciais, tém crescido. Estes sdo
substitutos atraentes aos produtos quimicos e drogas sintéticas em uso ou mesmo aqueles sob
restrigdo por 6rgaos reguladores (KFOURY, 2018).

Os 6leos essenciais sao produtos do metabolismo secundario das plantas, constituidos
por misturas complexas de compostos volateis, que apresentam baixa toxicidade, degradam-se
rapidamente na dgua e no solo, possuindo também propriedades aromaticas, antibacterianas,
antifungicas e antioxidantes (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; SHARMEEN et al.
2020). Com isso, seu uso foi intensificado nos ultimos anos, principalmente na indudstria
alimenticia, farmacéutica e cosmética, podendo ser ressaltado sua aplica¢dao na fabricagdo de
agentes antimicrobianos, medicamentos e aditivos alimentares (NHAN et al., 2020).

Dentre os diversos tipos de 60leos essenciais existentes, o 6leo essencial de capim-limao
(Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (OECC), destaca-se quanto a sua atividade antimicrobiana,
pois possui uma ampla capacidade de inibicdo contra microrganismos patogénicos e
deteriorantes (BOUKHATEM et al., 2014; REYES-JURADO et al., 2019), apresentando
também notavel atividade antioxidante (STOICA et al., 2019), antiinflamatoria e potencial
terapéutico (OLADEJI et al., 2019).

Apesar de representar um grande potencial de aplicagdo em diversos setores da
indtstria, o desenvolvimento de produtos contendo OECC tem sido um desafio. A alta
volatilidade, pouca solubilidade em sistemas aquosos e sensibilidade a agentes externos, como
luz, umidade, temperatura e oxigénio, sdo fatores limitantes para o uso do OECC pelas
industrias de cosméticos, alimentos e fArmacos (EKPENYONG, AKPAN, 2015; SUMIGA et
al., 2019). Uma alternativa viavel para minimizar esses problemas seria a microencapsulacio
do OECC (DROSOU et al., 2017). A microencapsulagdo ¢ uma técnica que possibilita a
formagcdo de uma camada protetora que envolve o material por meio de uma matriz
encapsulante, podendo ser formada por um ou mais compostos, geralmente chamados de
agentes encapsulantes, tais como goma arabica, gelatina, amido, proteina de soja, proteina de
soro de leite, quitosana e maltodextrina, que podem ser usados em conjunto ou de forma isolada

(ENCISO-SAENZ et al., 2018).
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Dentre os métodos de microencapsulagdo existentes o processo de secagem por
atomizagao (spray drying) ¢ um dos mais empregados. Trata-se de uma técnica que transforma
solucdes ou emulsdes em produtos na forma de po, envolvendo o material em uma capsula que
permite o isolamento e protecdo dos compostos, o que garante estabilidade e promove a
manutencdo dos principios ativos durante o armazenamento, evitando alteragdes indesejaveis
(SUN et al., 2019). Vantagens como producdo em diferentes escalas de forma continua, baixos
custos de producao, boa retencdo de volateis, estabilidade do encapsulado e uso de uma
diversidade de matrizes encapsulantes que permitem mascarar sabores ¢ aromas indesejaveis,
sdo caracteristicas que tem aumentado o interesse de aplicacdo do processo de
microencapsulacao de 6leos essenciais (VEIGA et al., 2019).

Diante do exposto, a microencapsulacdo através do processo de secagem por
atomizac¢do ¢ uma alternativa que pode contribuir para potencializar o uso do OECC, tendo em
vista o potencial da referida técnica, o presente trabalho foi desenvolvido com o intuito de
microencapsular o OECC a fim de assegurar a estabilidade dos compostos volateis presentes
no OECC, perante os efeitos adversos de fatores externos, reduzindo as perdas por volatilizacao
e degrada¢do dos compostos bioativos durante o armazenamento, bem como melhorar a

solubilidade do material encapsulado em sistemas aquosos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Microencapsular o OECC por atomizagdo, utilizando o método de secagem por
atomizagdo, bem como avaliar os efeitos das condi¢cdes de secagem sobre as propriedades

fisicas, quimicas e bioldgicas do material obtido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a eficiéncia do processo de microencapsulacao;

e Verificar a influéncia da temperatura do ar de secagem, concentragdo de 6leo essencial
e concentracdo de agente carreador sobre o rendimento, umidade, atividade de agua,
cor, morfologia, tamanho das particulas, eficiéncia da encapsulagao, contetido fendlico
e atividade antioxidante;

e Avaliar a atividade antimicrobiana do material microencapsulado;

e Otimizar o processo de secagem por atomizacdo do OECC, determinando a melhor
condicdo de secagem com base na eficiéncia da encapsulagdo, conteido de fenodlicos

totais e atividade antioxidante.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais (OES) sdo liquidos hidrofobicos, considerados como fitoquimicos,
produzidos naturalmente como metabolitos secunddrios por espécies vegetais como
mecanismos de defesa contra agentes externos (BAPTISTA-SILVA et al., 2020). Estas
substancias estdo entre os metabolitos secundarios de importancia fisiologica isolaveis dos
tecidos vegetais, biossintetizados em diferentes componentes das plantas, como flores, brotos,
folhas, frutas, galhos, casca, sementes e raizes (ASBAHANI, 2015), podendo ser armazenadas
em células secretoras de tricomas glandulares, cavidades e células epidérmicas (DHIFI et al.,
2016). A extragdo dos OEs pode ser feita por meio de diversas técnicas, tendo como principais
metodologias de extragdo os processos de hidrodestilagdo, destilacdo a vapor, extragdo por
solvente e prensagem a frio (técnica especifica para extracdo de cascas de frutas citricas)
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

A composicao quimica varia de acordo com diversos fatores como o método de
extragdo, época de colheita, parte da planta usada na extracdo, regido geografica, diferencas
genéticas, estagio de maturacao e condigdes experimentais (DHIFI et al., 2016). Quimicamente,
sdo constituidos por dois ou trés componentes majoritarios, formados por uma mistura de
componentes relacionados, sendo os principais constituintes os compostos de terpeno
(monoterpenos - CioHis, sesquiterpenos - Ci1sHz4, € 1sopreno) e seus derivados, que incluem
compostos ciclicos e aciclicos de diferentes classes, como élcoois, ésteres, fendis, cetonas,
lactonas, aldeidos e o6xidos. Outros componentes substanciais sdo os fenilpropandides
derivados do esqueleto de carbono da fenilalanina (KFOURY, 2018).

Os constituintes, além de possuirem propriedades aromaticas, apresentam também
varias propriedades bioldgicas, como atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana,
antifingica, antioxidante, antidiabética e antienvelhecimento (AJAYI et al., 2016). Por
apresentarem propriedades aromaticas e bioldgicas, existe um crescente interesse em sua
aplicagdo, no qual o aumento da busca do consumidor por produtos naturais como alternativas
para produtos quimicos, aditivos e drogas sintéticas, fortalecem o seu emprego como
bioconservante em matrizes alimentares, farmacos e cosméticos, tornando-os uma alternativa

para substitui¢ao dos produtos quimicos e sintéticos (BURT, 2004; DONSI E FERRARI, 2016).
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3.2 OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus

Cymbopogon citratus (D.C) Stapf, pertencente a familia Poaceae que inclui
aproximadamente 668 géneros e 9.500 espécies distribuidas pelo mundo, ¢ uma erva tropical
com folhas finas e longas, as folhas tém cerca de 1,3-2,5 cm de largura e aproximadamente Im
de comprimento, possui coloragdo verde e aroma citrico quando moidas, este aroma ¢ atribuido
ao citral presente em sua composi¢io quimica (TAJIDIN et al., 2012). E populamente
conhecida como erva-cidreira, erva-limao, capim santo ¢ capim-limdo, sendo amplamente
cultivada em regides tropicais e subtropicais da Asia, América do Sul e Africa (WIFEK et al.,
2016). A representagdo da estrutura fisica da planta do género Cymbopogon da espécie C.

citratus ¢ mostrada na Figura 1.

Figura 1. Cultivo da espécie Cymbopogon citratus.

Fonte: Prochnow (2018).

O oleo essencial obtido das folhas de C. citratus contém uma grande variedade de
compostos que lhe conferem propriedades antibacterianas, antifingicas e analgésicas, tendo
como componente majoritario mais comumente relatado o citral, com porcentagens que oscilam
entre 65 e 73%, conforme reportado por Rocha et al. (2011) e até 75,3% de acordo com
Gautamand & Agrawal (2017).

O citral ¢ uma combinacao de formas isoméricas: geranial (a-citral) e neral (B-citral).
Outros compostos também sdo encontrados no OECC, podendo ser citado o limoneno, acetato

de geranila (acetato de 3,7-dimetil-2,6-octadieno-1-ol), geraniol (algumas espécies mais altas
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neste composto do que citral), beta-mirceno ( MYR, 7-metil-3-metileno-1,6 octadieno),
limonenepiperitona, citronelal, citrat-2, alfa-terpineol e pineno (SAHAL, 2019). As estruturas

quimicas das formas isoméricas que compdem o citral estao representadas na Figura 2.

O N

geranial neral

Figura 2. Estruturas quimicas dos isomeros geranial e neral.

Fonte: Oladeji et al. (2019).

O OECC tem sido alvo de interesse por possuir um amplo espectro de atividade
antimicrobiana e antioxidante, sendo considerado um inibidor eficaz de microrganismos
contaminantes. Estudos realizados mostraram que algumas bactérias sdo sensiveis ao efeito
antibacteriano do OECC. Dentre os organismos estudados foi observado efeito inibitorio frente
cepas de Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis, Listeria
monocytogenes € Pseudomonas fluorescens (NAIK et al., 2010; SINGH et al., 2011; FALCAO
etal., 2012; SOARES et al., 2013). De modo geral, o OECC mostra-se mais efetivo na inibigdo
de bactérias Gram-positivas, podendo ser justificado a maior resisténcia apresentada por
bactérias Gram-negativas pela presenca de lipopolissacarideos hidrofilicos na membrana
externa, o que pode criar uma barreira impermeavel, dificultando a agdo do OECC
(EKPENYONG; AKPAN, 2017).

Devido a variedade de grupos de compostos quimicos presentes em Oleos essenciais €
muito provavel que a sua atividade antibacteriana ndo seja atribuivel a um modo de agdo
especifico, existindo varios alvos na célula, causando alteracdes da membrana citoplasmatica,
no fluxo de elétrons, no transporte ativo e coagulagcdo do conteudo da célula (VAZIRIAN et al.,
2012). A acdo antimicrobiana do OECC esté relacionada com a estrutura quimica dos seus
componentes, a quantidade em que estdo presentes € a as interagdes entre eles, tendo como alvo
a membrana celular bacteriana e o metabolismo citoplasmatico. O efeito antibacteriano causado

pelos compostos quimicos pode resultar em aumento da fluidez e permeabilidade da membrana
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celular, destrui¢do de proteinas da membrana, inibi¢do das atividades da ATPase e inibicao da
respiragdo celular, provocando alteragdes na sua estrutura e fungdes (EKPENYONG &
AKPAN, 2017).

A atividade antioxidante trata-se da capacidade de inibir a propagacao das rea¢des dos
radicais livres, retardando ou prevenindo as reacdes oxidativas. O OECC apresenta capacidade
antioxidante semelhante a do antioxidante sintético butil-hidroxi-tolueno (BHT) que atua no
combate da oxidacdo lipidica através do sequestro de radicais livres (EKPENYONG &
AKPAN, 2017). Sua atividade antioxidante ¢ atribuida as acdes sinérgicas de compostos
monoterpenoides como a-citral, B-citral, mirceno (RUBERTO & BARRATA, 2000) e eugenol
(RATHBAI E KANIMOZHI, 2013), devido a sua alta reatividade com radicais peroxil que
provoca a inibicdo dos radicais livres, reduzindo a velocidade do processo de oxidagdo
(AMORATI, 2013).

Com base nos estudos realizados ¢ notavel o potencial de aplicacio do OECC em
diversos segmentos da industria. Entretanto, existem fatores que limitam o seu uso em matrizes
alimentares, cosméticas e farmacéuticas, podendo ser citado a baixa solubilidade aquosa,
instabilidade e susceptibilidade quanto a perda por volatilizacdo e deterioragdo oxidativa
quando expostos a oxigénio, umidade, luz e calor, que comprometem a sua atividade
biologica, o que pode limitar o seu uso e aplicagdo (NHAN et al., 2020). No entanto, estas
desvantagens podem ser superadas pelo processo de encapsulagdo, pois trata-se de um processo
que permite prolongar a estabilidade dos OEs durante a manipulacdo, processamento e

armazenamento (FROIIO, 2019).

3.3 ENCAPSULACAO

O encapsulamento pode ser definido como um processo que permite o aprisionamento
de uma substancia (agente ativo) dentro de outra substincia (material de parede), a fim de
proteger o agente ativo de condigdes ambientais adversas, como umidade, luz, oxigénio e
interacdes com outros componentes. Caracteriza-se como uma tecnologia que possibilita o
recobrimento de materiais solidos, liquidos ou gasosos em pequenas capsulas, viabilizando a
liberagdo do seu conteudo em taxas controladas por periodos prolongados sob condigdes

especificas. (PEREIRA et al., 2018).
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Os materiais encapsulados sdo envolvidos, cobertos e protegidos por uma barreira
fisica, proporcionando a sua preservacdo e estabilidade, como compostos bioativos
(antioxidantes, minerais, vitaminas, fitoesterois, luteina, acidos graxos e licopeno) ou células
vivas (probiodticos) durante o processamento € armazenamento, retardando processos de
degradagdo (por exemplo, oxidagdo ou hidrélise) (RAY, 2016).

A eficiéncia do processo de encapsulagdo depende de alguns fatores, podendo-se
destacar o tipo de agente encapsulante empregado e as condigdes do processo (temperatura,
pressao, umidade, entre outros). Os materiais comumente utilizados como agentes
encapsulantes sdo os polissacarideos, sendo a maltodextrina, amplamente empregada em
matrizes alimentares e farmacos, seja na forma isolada ou em combina¢do com outros materiais
encapsulantes. Fatores como baixa densidade, baixa viscosidade em altas concentragdes, menor
higroscopicidade quando comparada a outros polissacarideos, boa estabilidade oxidativa e
baixo custo tem sido propriedades que tornado o uso da maltodextrina frequente em diferentes
setores industriais (NEDOVIC, 2011). Outro material encapsulante que pode ser empregado no
processo de encapsulamento ¢ a gelatina, que ¢ uma proteina considerada como bom agente
encapsulante devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade e atividade superficial com
variagdo positiva ou negativa dependendo do pH, podendo ser aplicado em conjunto com
encapsulantes tradicionais, como a maltodextrina, para melhor eficiéncia do processo de
encapsulagio (CASTRO-MUNOZ et al., 2015).

As técnicas de encapsulamento de Oleos essenciais podem ser aplicadas com a
finalidade de mascarar sabores ou odores indesejaveis, estabilizar ingredientes alimentares ou
aumentar sua biodisponibilidade e modificar caracteristicas fisicas do material, possibilitando
a separa¢ao de componentes da mistura que, de outra forma, reagiriam entre si, facilitando o
manuseio, e protecao contra degradacdes oxidativas (FROIIO, 2019).

Existem diversas técnicas de encapsulagao, sendo divididas em processos quimicos e
mecanicos. Sao classificados como processos quimicos, os processos de encapsual¢ao por
coacervagdo, polimerizacao interfacial em interfaces liquido-liquido, polimerizagdo in situ,
evaporagdo de solvente, extrusdo com bocal submergido. Por sua vez, sdo classificados como
processos mecanicos de encapsulacdo a atomizacdo, liofilizacdo, leito fluidizado,
polimerizagao interfacial em interfaces solido-gas ou liquido-gas, extrusao com centrifugacao,
extrusdo ou gotejamento em banho de dessolvatacdo, separacdo por suspensao rotacional
(spinning disk), entre outros (RAY, 2016). A encapsulacdo de Oleos essenciais pode ser

realizada por processos variados, sendo as técnicas de microencapsulacdo por secagem por
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atomizagdo, liofilizagdo, coacervagdo, gelatinizagdo i0Onica e nanoprecipitagdo as mais
estudadas para a criagdo de particulas ou cépsulas dessas substancias (MAES et al., 2019).

As particulas produzidas durante o encapsulamento podem ser classificadas de acordo
com o tamanho, onde sdo utilizadas trés categorias: macro (> 5000 um), micro (0,2-5000 pm)
e nanoparticulas (<0,2 um). Dentre essas categorias, o processo de microencapsulagdo, que
produz particulas em escala micrométrica (0,2—5000 pm), tem sido um dos mais utilizados
(BOUGUEON et al., 2018).

Em termos de estrutura fisica, os compostos microencapsulados podem ser
classificados em dois tipos: microcapsulas ou microesferas. A representagdo estrutural das
particulas microencapsuladas no sistema reservatdrio (microcapsula) e monolitico

(microesfera) esta apresentada abaixo (Figura 3).

Microcdpsula: sistema reservatdrio Microesfera: sistema monolitico

Figura 3. Microparticulas com diferentes tipos de estruturas.
Fonte: Pereira et al., 2018.

No sistema reservatério (microcapsula), o nucleo € nitidamente concentrado na regido
central, circundado por um filme definido e continuo do material de parede, e sdo tipicamente
produzidas por coacervagdo complexa, secagem em leito fluidizado, co-extrusdao e inclusao
molecular. No sistema monolitico (microesfera), o material ativo encontra-se uniformemente
disperso no encapsulante, formando sistemas de dissolucdo, dispersdao ou sistemas porosos,

produzidas principalmente por atomizagao (RAY et al., 2016).
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3.4 SECAGEM POR ATOMIZACAO

A secagem por atomizacao (spray drying) ¢ a técnica de encapsulamento mais antiga,
muito empregada na industria de alimentos e farmacos. E uma operagio econdmica, flexivel,
continua e controlada automaticamente, sendo aplicavel a materiais sensiveis e resistentes ao
calor (KESHANI et al., 2015). Esse método consiste em transformar uma solugdo, suspensao
ou emulsdo de um estado liquido para o estado sélido. Durante a secagem, uma camada de
revestimento protetora sera formada por intermédio do agente encapsulante que ira envolver o
material ativo. A agua contida na solugdo/emulsdo é evaporada, o que confere uma baixa
umidade dos pds, reduzindo a atividade de 4gua, proporcionando estabilidade fisica e quimica
dos produtos que, consequentemente, proporciona estabilidade microbiolégica (VEIGA, 2019).

O encapsulamento por atomizagao envolve uma série de etapas, como: 1) a mistura ou
emulsdo que constitui a solugdo de alimentacdo ¢ bombeada para a cdmara de secagem; 2) o
fluido ¢ disperso como goticulas, produzindo uma grande area superficial; 3) as goticulas
dispersas entram em contato com uma corrente de ar aquecido havendo transferéncia de calor;
4) evaporacao da agua presente na solucdo com formacgao da particula solida; 5) as particulas
de p6 formadas sao arrastadas pelo ar de secagem para o ciclone, podendo ser recolhidas para
o armazenamento (DROSOU et al., 2017).

A Figura 4 ilustra um esquema operacional do processo de secagem por atomizagao,

com as diferentes partes que compdem o equipamento.

Tanque de

bbb - 1
Alirmeniag ¥ Camata de Secagen .‘: ichone

Soprador

Figura 4. Esquema de opera¢do de um spray drying.
Fonte: Autoria propria.
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No método de microencapsulacdo por atomizagdo, determinar as condi¢des de
secagem ideais e o controle de algumas varidveis do processo sdo critérios importantes atingir
de forma satisfatoria a qualidade do processo. Fatores como os parametros de operagdo e
equipamento devem ser considerados e controlados visando a obtengao de um bom rendimento,
teor de umidade adequado, estabilidade quimica, minimizagao de particulas aderidas na cAmara
de secagem (sticking) e obtencdo de caracteristicas especificas desejaveis, garantindo a
qualidade do produto final (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010).

A eficiéncia do processo depende de diversos parametros, a saber: propriedades do
liquido atomizado (concentragdo, temperatura e vazao massica); atomizador (tipo € mecanismo
de funcionamento); condigdes de secagem (vazao de atomiza¢ao, umidade do ar de entrada e
temperatura do ar de entrada) e concentragdo do material encapsulante. O processo de secagem
por atomizacdo encontra alguns desafios para producdo de pds com propriedades desejaveis.
No caso especifico dos 6leos essenciais, os estudos voltados para a microencapsulagdo por meio
desta técnica concentram-se na busca pelas melhores condi¢cdes de secagem e agentes
encapsulantes para melhorar a eficiéncia do encapsulamento, reten¢do de volateis e prolongar
a vida util do produto (VEIGA, 2019).

O emprego de altas temperaturas de trabalho ¢é preferivel, pois facilita o processo de
secagem, diminuindo a tensdo superficial e viscosidade, contribuindo para a formagao de
goticulas (BOTREL, 2015). Apesar do uso de altas temperaturas de entrada (> 120°C), o
processo de microencapsulagdo ocorre em apenas alguns segundos, no qual a rapida evaporagao
do solvente presente nas goticulas pulverizadas mantém a temperatura central interna abaixo de
100°C. Portanto, embora a temperatura de entrada seja alta, os s6lidos em cada particula nao
serdo aquecidos acima da temperatura de saida (GERANPOUR et al., 2020)

A secagem por atomizacdo € um processo que apresenta vantagens para o
encapsulamento de ingredientes bioativos. Trata-se de um método simples e de facil operagao
que possui baixo custo operacional, permite o controle de caracteristicas especificas como
tamanho e morfologia das particulas, possibilita o processamento de substancias sensiveis ao
calor com baixo risco de degradagdo, viabiliza o projeto de particulas com propriedades de
liberagdo controlada, alta eficiéncia de encapsulamento e vida util estendida para os p6s obtidos
(ASSADPOUR; JAFARI, 2019). Portanto, o uso da técnica de microencapsulagdo por
atomizacao por produzir microcapsulas que melhoram a estabilizacdo de 6leos essenciais e
permitir o controle da liberagcdo dos ingredientes ativos, ¢ uma técnica que pode viabilizar a

aplicagdo dessas substancias em matrizes alimentares e farmacos (BAN et al., 2019)
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Agroindustria/Departamento de Engenharia
de Alimentos/Centro de Tecnologia e Recursos Naturais da Universidade Federal de Campina
Grande, Campus de Campina Grande-PB, Laboratério de Tecnologia de Grdos e
Cereais/Departamento de Engenharia de Alimentos/Centro de Ciéncias e Tecnologia
Agroalimentar da Universidade Federal de Campina Grande, campus de Pombal-PB ¢ no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos/Departamento de Nutricdo/Centro de Ciéncias da

Satde da Universidade Federal da Paraiba, Campus I (Jodo Pessoa — PB).

4.1 MATERIAL

Como material de nucleo foi utilizado o 6leo essencial de C. citratus (OECC) extraido
das folhas da espécie vegetal por meio de destilagdao a vapor. O OECC foi obtido da empresa
Quinari Ind. Com. Ltda. (Ponta Grossa, Parana, Brasil). Maltodextrina DE20 (Tate & Lyle,
Indianopolis, Parand, Brasil) e gelatina (Bretzke, Jaragua do Sul, Santa Catarina, Brasil) foram
utilizados como materiais encapsulantes, enquanto Tween 80 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MA,
USA) foi utilizado como agente emulsificante. A identificagdo dos constituintes do OECC
realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, de acordo com
procedimentos analiticos previamente descritos (de Sousa Guedes et al., 2016), identificou
geranial (21,85%) como componente majoritario, seguido por neral (17,33%), acetato de

geranil (4,91%) e linalol (2,08%).

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacao da emulsido

Para o preparo da emulsdo foi tomado como base a metodologia descrita por Martins
et al. (2021), com algumas modificagdes. Inicialmente, os materiais de parede foram pesados,
sendo utilizadas maltodextrina e gelatina (rate 9:1, w/w) para compor a matriz encapsulante. A
mistura foi dissolvida em dgua destilada a 25 °C e mantida sob agitacdo até completa dissolugao,
seguindo-se pela adicdo de Tween 80 como agente tensoativo em uma quantidade
correspondente a 5% da massa dos encapsulantes. O OECC foi adicionado de forma direta na

mistura, seguido por agitacdo em Vortex durante 5 min. As concentragdes de maltodextrina e
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OECC variaram de acordo com o planejamento experimental utilizado, mas a propor¢ao de

maltodextrina:gelatina foi fixada em 9:1.

4.2.2 Processo de secagem

A secagem foi realizada em um spray dryer (Labmaq, modelo SD-10, Ribeirao Preto,
SP, Brasil), com bico atomizador de 1,5 mm de didmetro. A alimentacdo do secador foi
realizada através de uma bomba peristaltica, com velocidade de rotacao ajustada em fungao da

velocidade maxima.

4.2.3 Delineamento experimental

Um delineamento fatorial fracionado 33! foi utilizado totalizando nove ensaios. O
delineamento experimental foi realizado para otimizagdo do processo e avaliagdo dos efeitos
das variaveis independentes, dentro dos seguintes intervalos: temperatura de entrada (130 - 160
°C), concentragdo de OECC (5 - 15%) e concentragdao de maltodextrina (10 - 20%). Os niveis
e valores das variaveis independentes utilizadas no planejamento experimental e a matriz gerada

estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Niveis das varidveis independentes utilizadas no planejamento experimental

Variaveis -1 0 1

Concentragao de
maltodextrina 10 15 20
(%)

Concentragao de
OECC (%)

Temperatura do
gas de secagem 130 145 160
°C)
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Tabela 2- Matriz do planejamento experimental

Ensaios Temperatura do Concentracdo de Concentragdo de
Gas de Secagem Maltodextrina (%) OECC (%)
E.1 13(0C(-)1) 10 (-1) 5(-1)
E.2 130 (-1) 15 (0) 15 (1)
E3 145 (0) 10 (-1) 15 (1)
E.4 145 (0) 15 (0) 10 (0)
E.5 145 (0) 20 (1) 5(-1)
E.6 160 (1) 10 (-1) 10 (0)
E.7 160 (1) 15(0) 5(-1)
E.8 160 (1) 20 (1) 10 (0)
E.9 160 (1) 20 (1) 15 (1)

4.2.4 Caracterizacao dos microencapsulados
4.2.4.1 Rendimento da microencapsulagao

O rendimento da microencapsulagado foi baseado nas massas dos encapsulantes, OECC
e tensoativo utilizados no preparo das emulsdes e na massa final apos secagem, sendo calculado

com a equacao (Sun-Waterhouse, 2015):

final

M
RM = —x100

inicial
Onde,
RM = Rendimento da microencapsulagao;
Miinai: Massa do produto microencapsulado apos secagem;

Minicial: Massa seca de encapsulantes, 6leo essencial e tensoativo.
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4.2.4.2 Eficiéncia de microencapsulagdo

A eficiéncia de microencapsulacdo, a qual indica a capacidade de retengdao do oleo
essencial pela matriz encapsulante, foi determinada com base no teor do OECC inserido € no
teor retido apos o processo. O percentual de OECC retido nas microcapsulas foi determinado
de acordo com metodologia previamente descrita (Benavides et al., 2016). A eficiéncia de

encapsulacdo foi calculada com a equagao:

OE
EM = —= £100
OEteérica

Onde,
EM = Eficiéncia da microencapsulagio;
OEreal = Teor de 0leo essencial retido;

OEteorica = Teor de 6leo essencial inserido.

4.2.4.3 Umidade

Foram pesados cerca de 3 g de amostra em cadinho de aluminio previamente pesado, tarado e
resfriado em dessecador, para evitar a absor¢ao de umidade e, consequentemente, a indugdo a
erros nos resultados. As amostras permaneceram em estufa por 24 h a 105 °C, sendo
posteriormente colocadas em dessecador e, por fim, pesadas em balanga analitica. Os calculos

de umidade foram obtidos com a equacdao (AOAC, 2006):

M, — M) — M
U(%)=( EM _‘?V[) £ %100
C i

Onde,

M. = massa do cadinho sem amostra (g);
M; = massa do cadinho com amostra, inicial (g);

M= massa do cadinho com amostra, final (g).
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4.2.4.4 Atividade de dgua

A atividade de 4agua foi determinada em analisador de atividade de 4gua (Aqua Lab,
Modelo 4TE, Meter Group, Inc, EUA) sob temperatura constante (25 °C) (GOLOWCZYC et
al., 2011).

4.2.4.5 Cor

Os parametros de cor instrumental foram determinados utilizando colorimetro
MiniScan XE Plus (Hunter Associates Laboratory Inc., Reston, VA, USA) na fun¢do adequada
para p6 (Color Plot D65/10°), seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante para
determinagdo dos valores de L* (luminosidade), a* (coordenada vermelho/verde, onde +a
indica vermelho e —a indica verde) e b* (coordenada amarelo/azul, onde +b indica amarelo e —

b indica azul).

4.2.4.6 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

As amostras foram caracterizadas por varredura diferencial de calorimetria de acordo
com a metodologia descrita por Cortés-Camargo et al. (2017), com modificacdes. Foi utilizado
o equipamento LINSEIS DSC-PT10, adicionando aproximadamente 5Smg de amostra em
cadinhos de aluminio, posteriormente fechados. A varredura foi feita entre a temperatura de 25

e 300 °C com taxa de aquecimento de 5 °C/min.

4.2.4.7 Morfologia e distribui¢ao das particulas dos microencapsulados

A morfologia das particulas foi avaliada por microscopia eletronica de varredura
(MEV) com equipamento Tescan Vegan 3 (Tescan Orsay, Kohoutovice, Czech Republic)
operado a 5kV, com alto vacuo e aumentos variando de 50x a 2000x. Nao foi usado nenhum
revestimento dos encapsulados para andlise. Para determinagdo da distribui¢ao do tamanho
médio das particulas, as imagens das microesferas de OECC obtidas por MEV foram
analisadas utilizando software imageJ (National Institute of Helath, Bethesda, MD, USA).
O parametro Dn50, o qual representa o tamanho médio das microesferas, e indica que 50%
do tamanho das particulas possuem tamanho menor que o valor apresentado, foi calculado

segundo metodologia previamente descrita (Wang et al., 2016).
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4.2.4.8 Identificagdo dos constituintes do OECC

Os constituintes do OECC foram identificados com uso de cromatdgrafo gasoso
acoplado a espectrometro de massas (CGMS-QP2010 Ultra Shimadzu, Kyoto, Japao),
utilizando as seguintes condigdes analiticas: coluna capilar RTX-5MS (proporgdes de 30 m x
0,25 mm x 0,25 pm); temperatura do programa: 60 a 240 °C (3 °C/min); temperatura do injetor:
250 °C; temperatura do detector: 220 °C; gas de transporte: hélio ajustado com taxa de fluxo
de 0,99 mL/min; impacto de elétrons: 70 eV; e faixa de massa (m/z): 40 a 500. A quantificacao
dos constituintes das amostras avaliadas foi obtida apos a normalizacao das areas de cada
constituinte detectado, sendo expressos como porcentagem da area (%) (DE SOUSA GUEDES
et al., 2016).

4.2.4.9 Determinacdo do conteudo fenolico total ¢ atividade antioxidante das microesferas

O conteudo de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-
Ciocalteu (Waterhouse, 2006), utilizando espectrofotdmetro UV-visivel (Modelo SP-220,
Biospectro, Curitiba, Parana, Brasil) com absorbancia medida a 765 nm. Foi tragada uma
curva padrdo elaborada com solucdo de acido galico (0,1 g/L), sendo os resultados
expressos em equivalentes de acido gélico (ng de acido gélico/ 100 g de extrato).

A atividade antioxidante foi avaliada com base na medida de atividade sequestrante
do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picri-hidrazil) (Fernandes et al., 2016). A curva de
calibracao foi realizada com solugdes de DPPH a 75 uM, Trolox a 500 uM e 4dgua destilada,
com concentragdes finais de 17,5, 35, 70, 105, 140 e 175 mg/ mL. O extrato foi preparado
com aproximadamente 2 g para o microencapsulado e 0,2 g para o OECC diluidos em 10
mL de metanol, sendo o controle preparado com solugdo de 3150 uLL de DPPH, 200 pL de
agua destilada e 150 pL do extrato. A redugdo do radical DPPH foi medida com leitura da
absorbancia a 515 nm, no tempo zero e ap6s 30 minutos de reagdo, fazendo uso da equagao

y =2,8821x + 7,732. Os resultados foram expressos em equivalente Trolox mg/100g.

4.2.4.10 Avaliagdo da atividade antibacteriana das microesferas

A atividade antimicrobiana das microesferas do OECC, bem como do OECC puro, foi
avaliagdo por meio da determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) sobre E. coli
(ATCC 11775) e S. aureus (ATCC 13565) utilizando microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008).
Aliquotas de 100 pL das solucdes estoque de OECC e das microesferas do OECC (15 pg/mL),
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preparadas de acordo com procedimento previamente descrito (Tomazelli Junior et al., 2018),
foram distribuidas e homogeneizadas nos pogos (primeira linha) de uma microplaca de 96 pogos
contendo 100 puL. de caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI, Himedia, Mumbai, India).
Subsequentemente, aliquotas de 100 uL contidas nos pogos da primeira linha foram transferidas
para os pocos seguintes (segunda linha) por meio de diluigdes geométricas de razdo dois. Em
seguida, aliquotas de 100 uL da suspensdo do in6culo testado foram adicionadas a cada pogo
(contagens finais de células viaveis de aproximadamente 2 x 102 UFC/mL), de modo a obter
oito concentracoes finais diferentes para o OECC e microencapsulados, a citar: 7,5; 3,75; 1,875;
0,937; 0,468; 0,234; 0,117; e 0,058 pg/mL. Em cada microplaca foi utilizado um controle
positivo (BHI inoculado) e um controle de esterilidade (BHI ndo inoculado) para cada cepa
testada. A microplaca foi incubada a 30 °C durante 24 h. A resazurina, um indicador de oxi-
reducdo, foi utilizada para a realizagdo da leitura dos resultados, no qual 40 puL de solucdo de
resazurina (100 pg/mL) foram adicionados aos pocos. A presenca da cor azul e cor rosa foram
consideradas indicativas de auséncia e presenga de crescimento microbiano, respectivamente.
A CIM foi considerada como a menor concentragdo de OECC e dos microencapsulados capaz

de inibir o crescimento visivel da cepa bacteriana testada ao final do periodo de incubagao.

4.2.4.11 Otimizag¢ao do processo de microencapsulagao do OECC

Para realizar a combinagdo entre os niveis dos parametros operacionais (temperatura de
entrada, concentracdo de maltodextrina e concentragdo de OECC) e encontrar as melhores
condigdes para produzir as respostas mais desejaveis para os parametros eficiéncia de
encapsulacdo, atividade antioxidante e conteido de fenodlicos totais, foi utilizada a fun¢do de
desejabilidade global. Esta fungdo permite a normalizagdo dos valores obtidos a partir dos
valores individuais de desejabilidade (di) e possibilita a obtencdo do valor global de
desejabilidade (D) para cada experimento, calculando a média geométrica dos valores. Os
valores de desejabilidade sdo apresentados em escala de 0 a 1, onde valores proximos a 1 sdo

considerados desejaveis (Aguiar et al., 2020).
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4.3 ANALISE DOS DADOS EXPERIMENTAIS

Os resultados de todas as analises de caracterizagdes foram modelados com base nos
valores das variaveis independentes de acordo com o delineamento experimental. Foi utilizada
uma equac¢ao polinomial de segundo grau, onde os resultados experimentais de cada variavel
dependente foram ajustados por regressao nao-linear. Os modelos obtidos foram avaliados com
uso de ANOVA a 5% de probabilidade (p <0,05). Todos os célculos foram realizados usando-
se o software STATISTICA 12.0 (Tibco Software Inc., Palo Alto, CA, USA). Todos os ensaios

foram realizados em triplicata em trés ocasides distintas (repetiti¢des).
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Os resultados obtidos neste trabalho foram utilizados para elaboracao de artigo
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“Microencapsulation of Cymbopogon citratus D.C. Stapf essential oil by spray drying using
maltodextrin and gelatin: characterization, antioxidant and antibacterial potential and process

optimization”.
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Abstract

The objective of the study was to encapsulate the essential oil of Cymbopogon citratus (OECC)
using the spray drying technique and to determine the best processing conditions to carry out
process optimization. The effects of drying conditions were investigated: inlet temperature (130
to 160 ° C), OECC concentration (5 to 15%) and maltodextrin concentration (10 to 20%), on
the parameters of humidity, yield, water activity, color, morphology, particle size,
encapsulation efficiency, phenolic content, antioxidant activity and antimicrobial activity of
OECC microspheres. In general, microspheres showed better chemical stability when produced
at lower inlet temperatures. The morphology of the microspheres showed a spherical external
structure, with no cracks and apparent pores. The encapsulated OECC showed antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria. The ideal conditions of
the OECC microencapsulation process planned to provide maximum encapsulation efficiency,
antioxidant activity and a higher content of total phenolics simultaneously were: process inlet
temperature of 148°C, 15% maltodextrin concentration and oil concentration of 10%. Under
these conditions, a process with 41.63% encapsulation efficiency, 3189.189ug / g of total
phenolic content and 40.37mg / 100g of antioxidant activity will be obtained. Under these
conditions, the OECC can be microencapsulated by atomization without a high rate of
degradation of its active components during the process and, consequently, antioxidant and

antimicrobial properties in the microspheres are maintained.

Keywords: encapsulation, lemongrass, characterization, biological activities, optimization.



