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RESUMO

Os 6leos essenciais sdo substancias complexas que possuem em sua Composi¢ao
diversos constituintes que conferem a esses 6leos atividades bioldgicas.O cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) € uma planta arborea da familia Myrtaceae que vem
sendo utilizada na medicina desde os tempos antigos, possuindo uma atividade
antioxidante, anestésica, inseticida e antimicrobiana.As técnicas de encapsulacdo sao
muito utilizada para a producédo de farmacos, dando a esses produtos uma maior
estabilidade protegendo os principios ativos contra fatores extrinsecos e intrinsecos.
A técnica de encapsulacdo por gelificacdo idnica consiste numa na producdo de
esferas por interagdes eletroestaticas entre polimeros ibnicos e ions com cargas
diferentes, afim de formar uma rede tridimensional, para o aprisionamento do
composto ativo. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver glébulos de
alginato carreados com Oleo essencial de cravo-da-india através da técnica de
gelificacdo ibnica, identificar e quantificar o principal marcador do 6leo essencial de
cravo, quantificar os fendis totais e avaliar o potencial antioxidante e caracterizar
termicamente os glébulos de alginato carreados com o Oleo essencial de cravo-da-
india. Os glébulos foram obtidos pela técnica de gelificacéo ibnica. O Oleo essencial e
glébulos foram avaliados quanto a atividade antioxidante pelos métodos de DPPH. A
guantificacdo dos fenois totais foi feita pelo método de Folin-Ciocalteau. A
identificacdo e a quantificacdo do principal marcador do 6leo foram feitas por CG-EM.
As estabilidades termogravimétricas dos glébulos foram avaliadas pelo TGA e DSC.
Foram encontrados respectivamente no 6leo essencial e glébulos de alginato a 1%
umido e liofilizados e 2% umido e liofilizado teores de 997,66, 714,84, 770,58, 433,43
e 534,03 mg EAG g de compostos fendlicos totais. O método antioxidante DPPH
foram observadas atividades elevadas onde no OE o percentual foi de 28,16% a
80,27% e nos globulos de alginato a 1% 12,90%a 59,36%, glébulos de alginato a 2%
11,19% a 31,79% ja nos globulos liofilizados 22,19% a 71,35% para os de alginato a
1% e 17,79% a 61,24% para os globulos alginato 2%. O eugenol foi 0 composto
majoritario do 6leo essencial com um teor de 83,73. A eficiéncia de encapsulacéo foi
de 14% na formulagao de alginato 1% e de 9,78% na formulag&o de alginato 2%. Para
as amostras liofilizadas a eficiéncia de encapsulacéo foi de 23,46% para alginato a
1% e 16,87 para alginato a 2%. Os gldébulos apresentaram com aparéncia translicida,
enguanto aquelas com o 6leo apresentaram-se com colora¢do opaca, mais proxima
ao branco. A analise térmica demostrou uma boa estabilidade para os glébulos. O
processo de gelificacao ibnica obteve éxito dando uma maior estabilidade térmica ao
Oleo essencial de cravo, mantendo suas propriedades biolégicas.

PALAVRAS CHAVES: Syzygium aromaticum, atividade antioxidante, gelificacao

idnica, liofilizacdo, alginato de sédio



ABSTRACT

Essential oils are complex substances that have in their composition several
constituents that give these oils biological activities. The clove (Syzygium aromaticum)
is an arboreal plant of the Myrtaceae family that has been used in medicine since
ancient times, possessing an antioxidant, anesthetic, insecticidal and antimicrobial
activity. The encapsulation technique by ionic gelation consists of producing spheres
by electrostatic interactions between ionic polymers and ions with different charges, in
order to form a three-dimensional network, for the entrapment of the active compound.
In this context, the objective of this work was to develop alginate globules loaded with
clove essential oil through the ionic gelation technique, identify and quantify the main
marker of clove essential oil, quantify the total phenols and evaluate the antioxidant
potential and thermally characterize the alginate globules carried with clove essential
oil. The blood cells were obtained by the ionic gelation technique. Essential oil and
globules were evaluated for antioxidant activity by DPPH methods. Quantification of
total phenols was performed using the Folin-Ciocalteau method. Identification and
quantification of the main oil marker were performed by GC-MS. The
thermogravimetric stabilities of the globules were evaluated by TGA and DSC.
Contents of 997.66, 714.84, 770.58, 433.43 and 534.03 mg EAG g-1 of total phenolics
compounds were found in the essential oil and alginate globules at 1% wet and
lyophilized and 2% wet and lyophilized, respectively. The DPPH antioxidant method
showed high activities where in the EO the percentage was from 28.16% to 80.27%
and in the 1% alginate globules 12.90% to 59.36%, 2% alginate globules 11, 19% to
31.79% already in the lyophilized globules 22.19% to 71.35% for the 1% alginate
globules and 17.79% to 61.24% for the 2% alginate globules. Eugenol was the major
compound in the essential oil with a content of 83.73. The encapsulation efficiency was
14% in the 1% alginate formulation and 9.78% in the 2% alginate formulation. For the
lyophilized samples, the encapsulation efficiency was 23.46% for 1% alginate and
16.87 for 2% alginate. The globules presented a translucent appearance, while those
with the oil presented an opaque color, closer to white. Thermal analysis showed good
stability for the globules. The ionic gelling process was successful giving greater
thermal stability to the clove essential oil, maintaining its biological properties.

KEY WORDS: Syzygium aromaticum, antioxidant activity, ionic gelation, lyophilization,
sodium alginate
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1 INTRODUCAO

Oleos essenciais, sdo misturas complexas volateis de origem animal ou vegetal
gue possuem um aroma intenso e agradavel. Eles sédo constituidos por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides que conferem a esses 0leos as caracteristicas
organolépticas e diversas atividades bioldgicas. Por conta dessas propriedades, 0s
OEs sédo amplamente utilizados nas industrias de perfumaria, farmacéuticas, de
cosméticos e de alimentos (LUPE, 2007; BIZZO et al., 2009; TEODORO, 2016).

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é uma planta arbérea da familia
Myrtaceae originaria da Indonésia. Os botdes florais secos séo utilizados como
condimento no mundo todo, porém as propriedades anestésicas do cravo vém sendo
usada na medicina desde os tempos antigos (SANTOS, 2014; MBAVENG, KUETE,
2017).

O Syzygium aromaticum € uma das plantas que mais possui compostos
fendlicos em sua composicéao, como flavonoides, acidos hidroxibenzoicos, hidroxifenil
propeno e terpenoides. O principal constituinte do 6leo essencial de cravo-da india é
0 eugenol, porém outros compostos também estdo presentes incluindo acetato de
eugenol, B-cariofileno, salicilato de metilo, pineno, vanilina, e a-humulene (CORTES-
ROJAS et al. 2014; MBAVENG, KUETE, 2017).

Por conta dessa rica composicdo 0 cravo-da-india possui diversas
propriedades entre elas: controle de nauseas, vomitos, dispneias, tosse, espasmos
gastrointestinais, diarreias, e contragfes uterinas. Ademais é utilizado na medicina
popular como: diurético, anestésico, tonicardico, condimento com efeitos
carminativos, estimulantes e inseticidas (MBAVENG, KUETE, 2017).

Por se tratar de um composto volatil, os 6leos essenciais, necessitam de uma
protecdo, para que assim suas atividades e composi¢cao sejam protegidas, para isso
as técnicas de encapsulacado servem para evitar que haja essa perda de atividade do
material encapsulado por degradacdo enzimatica ou por oxidacdo, aumentando a
estabilidade dos produtos, além de promover uma liberagdo controlada do principio
ativo, em caso de medicamentos. O envoltorio formado tem como fungdo também,
mascarar sabores e odores desagradaveis (SHAHIDI et al. 2003; SANSONE et al.
2011).

A técnica de encapsulacao por gelificag&o i6nica consiste numa na producao de

esferas por interacdes eletroestaticas entre polimeros ibnicos e ions com cargas
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diferentes, afim de formar uma rede tridimensional, para o aprisionamento do
composto ativo. E uma técnica simples comparado a outras técnicas, pois ndo ha uso
de solventes organicos e as particulas podem ser formadas em temperatura ambiente
(ROCHA, 2017).

Entre os polimeros utilizados na técnica de gelificacdo ibnica, o alginato € um
dos mais utilizados como material encapsulante. O alginato e um polissacarideo
aniénico, e um polimero de ocorréncia natural, e sua producao é proveniente de algas
marrons de diversos géneros. (HAY et al., 2013). Esse biopolimero € um excelente
material para encapsulacdo, pois apresenta compatibilidade com quase todos os
procedimentos de encapsulacdo, além de ser biocompativel, hidrofilico,
biodegradavel, ser inerte com a matriz encapsulada, e apresentar grande
disponibilidade no mercado (ARRIOLA, 2017).

Tendo isto em vista, o presente estudo prop8e-se desenvolver e caracterizar
globulos de alginato carregados com 0Oleo essencial de Syzygium aromaticum para

possivel utilizagdo como agente antioxidante.
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2 OBJETIVOS

Objetivos Geral

Desenvolver e caracterizar glébulos poliméricos carregadas com 6leo essencial de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum) para avaliacdo in vitro da atividade

antioxidante
Especificos

1. Obter e caracterizar o 6leo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india)

2. ldentificar os compostos presentes no 0leo essencial de S.aromaticum pela
técnica de cromatografia gasosa (GC-MS)

3. Desenvolver formulagdes poliméricas estaveis para a incorporacdo do 6leo
essencial de S.aromaticum e estabelecer as condicbes e agentes
encapsulantes ideais;

4. Realizar caracterizacdo fisico-quimica dos microglébulos por Analise térmica
Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC);

5. Avaliar a atividade antioxidante do 6leo essencial e dos glébulos, pela técnica
de DPPH
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3 REVISAO

3.1 Oleo essencial

Os Oleos essenciais sdo importantes matérias-primas, por possuirem aroma
intenso e agradavel, na sua maioria, sdo utilizados em grandes aplicacbes nas
industrias de perfumaria, farmacéuticas, de cosméticos e de alimentos. S&o utilizados
principalmente como fragrancias, fixadores ou coadjuvantes de preparacdes orais
(LUPE, 2007; BIZZO et al. 2009).

Esses 6leos, sdo compostos produzidos através de uma extracao por arraste
de vapor, por solventes organicos, fluido supercritico ou enfloracdo, onde flores,
folhas, rizomas sdo usados como insumos para essa extragao, ou sao produzidos por
prensagem de pericarpo, utilizando-se de frutos (B1ZZO et al. 2009).

Os dleos essenciais sao produtos volateis, diferente dos 6leos fixos, que séo
misturas lipidicas obtidas através da extracdo de sementes (TRANCOSO, 2013). Eles
sao soluveis em solventes organicos apolares, e em contato com a agua ha formacéo
de hidrolatos, por conta da sua solubilidade limitada em solventes polares, séo
incolores ou amarelados, e ndo possuem boa estabilidade, sdo sensiveis a luz, calor,
ar e umidade, havendo uma degradacdo dos mesmos, quando expostos a essas
variaveis (SIMOES, SPITIZER, 2004; SANTOS, 2014).

Os OEs podem ter varios constituintes, de 20 a 60, em diversas concentracfes
dependentes de varios fatores. Porém apenas 2 ou 3 constituintes estdo presentes
em concentracfes mais elevadas, eles sdo chamados de compostos majoritarios
(TEODORO, 2016).

Esses Oleos volateis possuem diversas atividades, especialmente como
inibidores de germinacgdes, protecao contra predadores e parasitos, protecao contra
perda de agua e aumento de temperatura. Os principais constituintes sao
monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides, que conferem a esses 0leos as
caracteristicas organolépticas. Porém a composi¢cdo quimica pode ser afetada pelas
condicbes ambientais como: época de colheita, regido de cultivo, a parte utilizada da
planta, e 0 método de extracao (LUPE, 2007).

3.2 Cravo-da-india (Syzygium aromaticum)
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Syzygium aromaticum é uma arvore nativa da Indonésia, que pode medir em
média 8 ou 10 metros de altura, € uma planta tropical tem um porte arbéreo e pertence
a familia Myrtaceae. Os botBes secos aromaticos que conhecemos sao chamados de
cravos, e séo utilizados como tempero em todo o mundo (SANTOS, 2014; MBAVENG,
KUETE, 2017).

As arvores de cravo-da-india sdo cultivadas geralmente em areas costeiras em
pelo menos 200 m acima do nivel do mar, as producdes dos botdes florais comecam
com 4 anos apos o plantio, onde a coleta pode ser feita manualmente ou através da
adicdo de um produto quimico como o gas etileno, para agilizar a maturagéo. No Brasil
ha grandes plantacdes dessa arvore na regido nordeste do pais (CORTES- ROJAS et
al. 2014).

Os botbes florais geralmente possuem a coloracdo palida, porém perto da
colheita sua cor muda para um marrom brilhante. Os cravos- da- india sdo coletados
quando atingem de 1 a 2 cm de comprimento, eles lembram um calice longo e
possuem 4 estruturas que lembram pétalas. A composicado quimica do 6leo essencial
depende da regido onde ele foi colhido e cultivado e do método de extracdo. No
entanto alguns componentes, 0os chamados majoritarios, estdo presentes em todos 0s
botdes de cravo-da-india, s&o eles: eugenol, (B-cariofileno e acetato de eugenol
(SHIVA-RAMAYONI, 2007; PREEDY, 2016).

O cravo-da-india possui um forte aroma e € picante ao paladar, dando uma
peguena anestesia, e seu home em portugués provem do latim clavus, que significa
“prego”, ele recebe esse nome devido a sua aparéncia (AFFONSO et al, 2012;
SANTOS, 2014).

O cravo vem sendo usado como medicamento desde os tempos antigos, nos
paises orientais, principalmente contra problemas orais e dentarios. Além disso, o
Syzygium aromaticum possui diversas propriedades entre elas: controle de nauseas,
vomitos, dispneias, tosse, espasmos gastrointestinais, diarreias, contracdes uterinas.
Ademais € utilizado na medicina popular como: diurético, anestésico, tonicardico,
condimento com efeitos carminativos, estimulantes e inseticidas (MBAVENG, KUETE,
2017).

O oleo essencial derivado dessa planta ndo é s6 usado como agente aromatico
e fragrancias, ele possui uma excelente atividade antioxidante, prevenindo diversas

doengcas causadas por radicais livres, assim como possui uma atividade
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antimicrobiana e antifiingica contra diversas cepas de microrganismos (RADUNZ et
al. 2018).

3.2.1 Composicdo quimica do cravo-da-india

Syzygium aromaticum é uma das plantas que mais possui compostos fendlicos
em sua composicao, como flavonoides, &cidos hidroxibenzoicos, hidroxifenil propeno
e terpenoides. O principal constituinte do 6leo essencial de cravo-da india € o eugenol,
porém outros compostos também estdo presentes incluindo acetato de eugenol, B-
cariofileno, salicilato de metilo, pineno, vanilina, e a-humulene (CORTES- ROJAS et
al. 2014; MBAVENG, KUETE, 2017). Na figura 1 estdo demostrados os principais
constituintes do 6leo essencial de cravo-da-india.

Figura 1 -Principais constituintes do éleo essencial de S. aromaticum. Eugenol (1), acetato de
eugenol (2), B-cariofileno (3), salicilato de metilo (4), pineno (5), vanilina (6), a-humulene (7).

7
Fonte: Adaptado de MBAVENG e KUETE (2017).
Jirovez et al. (2002) analisaram a composi¢cao quimica do OE de cravo-da-india

e encontraram 3 substancias principais os chamados componentes majoritarios que
foram: o eugenol, B-cariofileno e a-humulene.

O eugenol cujo a nomenclatura quimica é 4-Alil-2-Metoxifenol, € o principal
constituinte no 6leo de cravo-da-india, € um polifenol liquido de cor amarelada ou
incolor, soluvel em cloroférmio, éter, alcool etilico e 6leo e pouco solivel em agua, é
responsavel pelo forte odor das plantas (SANTOS, 2014).

O principal uso do eugenol € como fragrancia e sabor, porém ele também é
usado como pesticida. Esse composto é advindo de varios 6leos essenciais, todavia
o 6leo de cravo é a principal fonte contendo cerca de 80-90% desse polifenol (BAKER,
GRANT, 2017).

O eugenol pode ser sintetizado de varias formas, isso justifica sua presenca

nas esséncias, esse composto pode ser obtido também pelo processo de
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hidrodestilacéo das folhas ou botdes de cravo-da-india ou pode ser extraido utilizando
um solvente sintético como o diclorometano. (BAKER, GRANT, 2017).

Esse composto dispde de varias propriedades terapéuticas, apresenta efeitos
anti-inflamatorios, anestésico, antioxidante, cicatrizante, antibacteriano e antifingico,
principalmente no combate a frieiras e micoses (SANTOS, 2014).

O B-cariofileno é um sesquiterperno biciclico encontrado em 6leos essenciais,
esse composto tem atividades anti-inflamatérias, antiespasmaodicas, melhora na
asma, e alem disso exibe uma atividade antimicrobiana contra bactérias gram
positivas e gram negativas (YOO, JWA, 2019).

O a-humulene é um sesquiterpeno monociclico, esse constituinte exibe varias
atividades bioldgicas, como anti-inflamatério e efeitos antitumorais. Assim sendo um
importante constituinte anticancerigeno, que contribui para a eficacia farmacoldgica
do éleo de cravo (WEI, XIAO, YANG, 2016).

3.3 Métodos para a determinacdo da atividade antioxidante e fendis totais

3.3.1 Atividade antioxidante

A oxidacéo é um processo onde h& a perda de um os mais elétrons para outra
substancia. Essa transferéncia de elétrons é essencial para a sobrevivéncia celular,
porém nesse processo ha a formacéao de radicais livres, que sdo moléculas instaveis
que se associam rapidamente com moléculas de carga positiva, também ha formacao
de outras espécies reativas de oxigénio (ERO), que da mesma forma podem causar
danos oxidativos (ALVES et al. 2010).

O excesso de radicais livres pode causar varios danos, principalmente ao DNA,
além de serem altamente carcinogénicos causam doencas cardiovasculares,
neuroldgicas e doencas degenerativas (ALVES et al. 2010).

O método de captacédo de radicais livres por DPPH (1,1- O difenil-2-picrilidrazil),
vem sendo bastante utilizado, pois € um método analitico bastante versatil, de simples
manejo e de baixo custo (CHEDEA, POP, 2019).

O DPPH um po cristalino de cor escura, composto de moléculas de radicais
livres, € soluvel em solventes organicos. Geralmente hd uma diminuicdo na
absorbancia na presenca de agentes antioxidantes num periodo fixo de 30 min
(CHEDEA, POP, 2019).
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O DPPH é caracterizado como um radical estavel a medida que ha um
deslocamento do elétron sobre a molécula, esse elétron ndo permite que as moléculas
facam uma dimerizacdo, como acontece com os radicais livres. Esse deslocamento
também da a cor escura a solucdo de DPPH em etanol, quando a solu¢cdo de DPPH
€ misturada com substancias que podem doar hidrogénio, essas substancias
sequestram o DPPH e reduzem o mesmo a hidrazina, assim a solugédo perde a cor
violeta e assume uma cor amarelada. (MARTINEZ et al. 2006; ALVES et al. 2010;
CHEDEA, POP, 2019).

Figura 2 -Formacao de radical (1) e ndo ha formagéo de radical (2) do DPPH.
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Fonte: ALVES et al. (2010)
A porcentagem de atividade antioxidante corresponde a quantidade de DPPH

consumida pela substancia antioxidante, quanto menor o consumo de DPPH por uma

amostra, maior serd sua atividade antioxidante (BORGES et al. 2011).

3.3.2 Quantificacdo de fendis totais

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios que podem ser
classificados como: acidos  hidroxicindmicos, acidos  hidroxibenzoicos,
estilbendides,xantonodides, di-hidrocalos, flavondides, fendis ou aldeidos fendlicos.
Eles sdo bastante importantes por conta das suas propriedades biolégicas anti-
inflamatdrias, antioxidantes, antivirais e anticancerigenas. (LOPEZ et al., 2018)

Em meio a varios métodos para a quantificacdo de fendis totais, 0 método que
utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) € o mais empregado. Esse reagente tem
a capacidade de mensurar a quantidade de fendis totais numa amostra através de
reacoes de oxi-reducao (REZENDE, 2010)
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O RFC € uma mistura dos &cidos fosfomolibdico e fosfotungstico, o molibdénio
esta em estado de oxidacdo apresentando uma cor amarelada (complexo
Na2Mo04.2H20). Porém na presenca de agentes redutores, compostos fendlicos ou
de natureza néo fendlica, formam complexos molibdénio-tungsténio azul. A reacao
ocorre com a reducdo dos acidos fosfomolibdico-fosfotungstico pelas hidroxilas
fendlicas, originando 6xidos azuis de tungsténio (W8023) e de molibdénio (M08023).
A reacao ocorre em meio alcalino e a solugcdo de Na2CO3 é a base mais indicada
(REZENDE, 2010; SILVA 2019).

O método baseia-se no principio de que, em meio alcalino, a mistura dos acidos
que constituem o reagente se reduz ao oxidar os compostos fenolicos, produzindo
oxidos tungstico (W8023) e molibdeno (Mo8023) de cor azul, que absorvem no
comprimento de onda de 760 nm (MONTEIRO et al., 2006).

Figura 3- Reacao do &cido gélico com molibdénio, componente do reagente de Folin-Ciocalteu
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Fonte: BERNAL et al., (2017)

3.4 Técnicade encapsulacédo

O encapsulamento consiste num processo de empacotamento de particulas em
capsulas, onde o material encapsulado é chamado de nucleo e o material que cobre
a capsula é chamado de material de parede ou cobertura. A estrutura da capsula
consiste em uma esfera cercada por uma parede, onde pode estar presente varios

nucleos distintos dentro da parede ou embebido na mesma (TEODORO, 2016).
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Figura 4: Diagrama esquematico microcapsulas.
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Fonte: TEODORO (2016).
As capsulas, servem para evitar que haja uma perda de atividade do material

encapsulado por degradacdo enzimatica ou por oxidacédo, reduz o teor de umidade,
aumentando a estabilidade dos produtos, além de promover uma liberacéo controlada
do principio ativo, em caso de medicamentos. O envoltorio formado tem como fungéo
também, mascarar sabores e odores desagradaveis (SHAHIDI et al. 2003; SANSONE
et al. 2011).

3.5 Técnicade gelificacdo ibnica

A técnica de encapsulacao por gelificacdo ibnica consiste numa na producédo de
esferas por interacdes eletroestaticas entre polimeros ibnicos e ions com cargas
diferentes, afim de formar uma rede tridimensional, para o aprisionamento do
composto ativo. E uma técnica simples comparado a outras técnicas, pois ndo ha uso
de solventes organicos e as particulas podem ser formadas em temperatura ambiente
(ROCHA, 2017).

A gelificacdo ionica pode ser feita de duas maneiras, por extrusdo/externa ou
emulsificacao/interna. A extrusdo € o método mais comum para produzir particulas
em gel, por meio de gotejamento de uma solucdo aquosa contendo um polimero

através de um bico em um banho contendo CaClz (OZKAN, et al. 2018).

Neste processo o calcio se encontra difundido no interior da gota do polimero
formada. As particulas formadas pela técnica de extrusdo possuem o nucleo disperso
na matriz encapsulante, podendo uma parte do material encapsulado ser encontrado
na superficie da matriz. As microparticulas formadas por essa técnica apresentam

uma textura suave, e uma boa biocompatibilidade com as membranas, uma vez que
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possui uma natureza hidrofilica devido ao seu material e seu contetdo de 4gua (DE
VOZ, et al.2010).

A técnica de gelificacdo ibnica externa possui algumas limitacées como o tamanho
consideravel das particulas formadas que podem variar de 500um a 3mm dependo do
bico/agulha que vai ser utilizado para a formacéo das particulas. Outros fatores que
interferem nessa técnica é a viscosidade da solucdo, a concentracdo do material
encapsulante, e a distancia entre o gotejamento da solucéo polimérica e a solucao de
cloreto de calcio (BUREY et al. 2008). Na figura 5, esta representada a formacéo de

microcépsulas pelo método de extrusao.

Figura 5: Formacao de microcipsulas pelo método de gelificacdo por extruséo.
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Fonte: Adaptado de Burey et al. (2008)

Ja o método por emulsificacdo, pode ser feito de duas maneiras, a primeira
envolve a producdo de uma emulsdo incluindo o componente ativo hidrofébico em
uma solucao polimérica, em seguida fazendo o gotejamento dessa emulsdo em uma
solucéo de célcio (OZKAN, et al. 2018). A segunda envolve a utilizacdo de um acido,
ele é adicionado ao meio se propagando pela fase continua para as goticulas, com
isso ha uma reducéo do pH e os ions de célcio séo liberados aprisionando o composto
ativo (HOLKEM, et al. 2017).

Alguns fatores que influenciam no método de gelificacdo interna, é a velocidade

de rotagdo na emulsdo, a concentracdo de polimero, e a concentracdo de
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emulsificante. Além disso fatores como volume da emulséo, indice de difusdo dos
solutos para dentro e fora da matriz, cinética de formacgéo de gel, sdo importantes no
processo de formacdo de particulas (MARTIN et al., 2013). Na figura 6 esta
representada os diferentes estagios de preparacdo de particulas pelo método de

gelificacéo interna.

Figura 6- Diferentes estagios de preparacao de capsulas de alginato pelo método de gelificacao
ibnica por emulsificagéo
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Fonte: Holkem, Codevilla,Menezes (2015)

A gelificacdo ibnica € uma técnica que permite a encapsulacdo de materiais
hidrofilicos ou hidrofébicos, protegendo o material ativo de possiveis alteracdes
quimicas e fisicas, além de ter como vantagens, ser um processo simples e de baixo
custo em relacdo as outras técnicas, nao utiliza solventes organicos nem temperaturas
ou pH extremos o que favorece a microencapsulacao de farmacos, alimentos, células

e compostos que serdo empregados em aplicacdes biologicas (PATIL et al., 2010)

Por se tratar de compostos volateis e passiveis de alteracdo por oxidacdo ou
interacdes quimicas, a encapsulacdo de Oleos essenciais pode trazer muitas
vantagens para industrias alimenticias, cosméticas, farmacologicas e

quimicas.principalmente no processamento e armazenagem (BEIRAO DA COSTA et
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al., 2013). Além disso, a técnica de gelificacdo i6bnica é muito utilizada por ser uma
excelente estratégia para mascarar aromas e sabores desagradaveis (RATHOD &
KAIRAM, 2018).

3.6 Alginato de sdédio

Alginato é a denominacdo dada a um a familia de polissacarideo aniénico que
sédo considerados fibras alimentares, pois ndo s&o metabolizados pelo intestino
humano (LEEAND E MOONEY, 2012). Esses polissacarideos sdo de ocorréncia
natural, e sua producédo é proveniente de algas marrons de diversos géneros como
por exemplo, Laminaria hyperborean, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum;
menor extensdo Laminaria digitate, Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia

negrescens, Sargassum sp. (HAY et al., 2013).

Quimicamente, o alginato de sodio € um sal de sodio de acido alginico. O acido
alginico é um polimero natural que formado de residuos de acido 3-D-manurdnico (M)
e acido a-Lgulurénico (G) unidos por ligagao (a-1—4) (Figura 7), que se distribuem
em secdes, constituindo homopolimeros tipo blocos G (- GGG), blocos M (-MMM-) ou
heteropolimeros onde os blocos M e G se alternam (-MGMG) (LEEAND E MOONEY,
2012).

Figura 7- Unidades monoméricas de alginato de sédio
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Os blocos GG, séo os mais rigidos quando comparados com o blocos MM, pois
possuem impedimento estérico maior em torno das ligagdes glicosidicas, eles sédo
insollveis em agua, e sdo os responsaveis por acontecer o fendémeno de gelificacao
(LARSEN, 2003).

Esses blocos GG tém ligagfes preferenciais com ions, que pode através de uma
ligacdo cruzada, trocar ion de sua estrutura por um ion divalente, formando
reticulacdes, formando uma rede tridimensional, denominada modelo “caixa de ovos”
(CORONA HERNANDEZ et al., 2013). Cations bivalentes de Pb, Cu, Cd, Ba, Sr, Cae
Zn sao altamente propensos a formar tais ligagdes (LIU, 2016), na figura 8 a

representacdo é com ions de Ca.

Figura 8- Modelo “caixa de ovo”

Fonte: Adaptada de Corona Hernandez et al (2013)

Para aplicacdes em industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos, 0s
ions de célcio geralmente sdo empregados, pois sdo seguros a saude, e junto com o
alginato auxiliam para a formacao de géis, ions metalicos, como o cloreto de célcio,
que é facilmente soluvel em agua, originam cadeias lineares, onde é formada uma

gelatina soltuvel em forma de esfera. (SIMPSON, 2003).

Quando o alginato de sodio entra em contato com uma solucéo de calcio, ocorre

a polimerizacdo instantaneamente da interface, precipitando alginato de calcio, que
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vai gelificando gradualmente a medida que os ios de calcio difundem no alginato. O
tamanho dos globulos depende da viscosidade da solugcéo polimérica (RACOVITA et
al., 2009).

Varios tipos de sais de célcio podem ser usados para gelifcar particulas de
alginato, eles se dividem em trés tipos principais: facilmente sollveis,parcialmente
soluveis e insoluveis. Onde o cloreto de célcio, sal facilmente solUvel, pode causar
gelificacdo espontanea, dessa forma sdo mais utilizados em mecanismos externos
para preparar particulas de alginato. J& o uso de sais parcialmente soliveis como o
sulfato de célcio (CaS0Oa4), permite a dissociagéo lenta do ion de calcio. Sais de calcio
insoltveis, por exemplo, carbonato de calcio (CaCO3s), também podem ser usados

guando é desejavel a reticulacéo gradual ou controlada (LEONG et al, 2016)

O alginato sodico é um excelente material para encapsulagéo, pois apresenta
compatibilidade com gquase todos os procedimentos de encapsulacao, além de ser
biocompativel, hidrofilico, biodegradavel, ser inerte com a matriz encapsulada, e

apresentar grande disponibilidade no mercado (ARRIOLA, 2017).

Esse biopolimero € amplamente utilizado em varias industrias, além de
alimentos, bebidas, medicamentos, como agente espessante, estabilizador, agente de
encapsulacdo, agente de suspensdo, emulsificante e formador de géis, filmes e
membranas (HAY et al., 2013).



29

4 METODOLOGIA
4.1 Caracterizacao fisico-quimica e identificagcdo do OE
4.1.1 Obtencéo do OE de cravo-da-india
O oleo essencial de cravo-da-india foi obtido a partir da empresa Quinari

(responsavel técnico José Reinaldo de Souza — Jandira/SP).

4.1.2 Determinacédo da densidade relativa do OE

A densidade do OE foi determinada através de um picnémetro e expressa pela
média de trés determinacgdes.

4.1.3 Identificacdo quimica dos componentes

A separacédo e identificagdo dos componentes presentes no OEE foram
realizadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)
modelo Shimadzu GCMS-QP 2010 Plus. A solucéo estoque foi preparada dissolvendo
o OEE em hexano para a obtenc¢do das concentragdes de 10, 25, 50, 75 e 100 pg/mL.
A coluna capilar cromatogréfica foi de silica apolar, tendo o Hélio como gas de arraste
(1,5 mL/min.). A corrida cromatografica iniciou em 60 °C com aumento de 10 °C/min.
até 200 °C; a temperatura se elevara 20 °C/min. até 280 °C. O modo de injec¢éo foi

sem divisao de fluxo no volume de 1 pL.

4.2 Desenvolvimento de formulagfes poliméricas e incorporacédo do OE

O dleo essencial de cravo-da-india foi encapsulado pela técnica de gelificacéo ibnica.
Para determinacéo da concentracdo de agente encapsulante ideal, foram preparadas
diferentes solucdes de alginato de sodio (1,0%, e 2,0%, p/v) em agua destilada. As
solucBes foram deixadas sob agitacdo constante a 200 rpm em agitador magnético.
O 6leo essencial de cravo (5%, v/v em relacdo ao alginato) foi adicionados a solucéo
de alginato e emulsionados por 3 minutos a 1200 rpm em agitador mecanico de hélice
IKA RW 20 digital. A emulséo foi gotejada com seringa de 10 mL e agulha 30x7mm
sobre uma solucéo de cloreto de calcio a 3% (p/v) sob agitacdo constante por mais 15
minutos. Em seguida, as capsulas formadas foram armazenadas em solucédo de
cloreto de calcio. Na sequéncia 2g das amostras serdo congeladas em freezer -20 -C

por 24 horas, e levados a liofilizador Terroni LS 3000, nas condi¢des de pressdo 5mm-
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Hg e uma temperatura de -50 °C por 24horas. Apés a liofilizagdo do material, sera

armazenado em dessecador.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica das microglébulos de S.aromaticum

4.3.1 Eficiéncia de encapsulacao

As eficiéncias de encapsulacao foram identificadas e quantificados por CG/MS
(SHIMADZU-QP2010). Para tanto, foram preparadas solu¢cdes da esséncia de cravo-
da-india em diferentes concentracdes: 10 pug/mL, 25 yg/mL, 50 yg/mL e 75 yg/mL e
100 pg/mL. Através da diluicdo da esséncia de cravo em hexano. A partir dessas
concentracdes foi considerado o teor quantitativo de eugenol presente nas amostras.

Através da quantificacdo do eugenol pela area, foi possivel obter uma equacéo linear.

Equacéao linear

EE (%)= (QEG/QET) *100

EE= Eficiéncia de encapsulacdo; QEM= quantidade de eugenol no globulo;

QET= quantidade de eugenol tedrica

4.3.2 Teor de umidade

Para esta analise, 1 g dos glébulos foram submetidos ao infravermelho em
analisador de umidade modelo MOC63u da Shimadzu, com ajuste da intensidade da
radiacdo emitida de modo que a amostra atingisse 105°C. O teste foi realizado em

triplicata.

4.3.3 Peso meédio
Para a mensuracdo do peso, foi utilizada balanca digital analitica da marca
Shimadzu AUY?220, de capacidade 0,001g-200g, foram pesadas 5 unidades de cada

amostra e o peso médio foi definido pela média dos pesos obtidos.
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4.3.4 Analise térmica

As andlises termogravimétricas e calorimétricas foram obtidas em aparelho
Shimadzu modelo TGA-50H e DSC-60, respectivamente. A temperatura foi de 25 a
600 °C (10 °C/minuto), sob atmosfera de nitrogénio e fluxo de 20 mL/min. ou 50
mL/min. A massa das amostras foram de 5,0 £ 0,5 mg e os dados foram analisados

utilizando o software Tasys da Shimadzu.

4.4 Determinacao do teor de fendis totais

A determinac&o do conteudo total de fenais foi realizada em triplicata, de acordo
com o método de Folin-Ciocaulteau descrito por Woisky (1996), com algumas
modificacdes. A curva padrdo de calibracdo foi construida utilizando o acido galico
(Sigma Aldrich) em diferentes concentracdes (2, 3, 4,5, 6, 7, 8 e 9 ug/mL).

Em cada baldo volumétrico de 5 mL, adicionou-se 3,5 mL de &gua destilada,
400 pL do reagente de Folin-Ciocaulteau e uma aliquota da solucdo estoque de &cido
galico correspondente a concentracdo desejada, agitando-se levemente por alguns
segundos. Em seguida, foram adicionados 600 pL da solucéo saturada de carbonato
de sédio a 20% em intervalos de um minuto para cada balé@o e o volume foi completado
com agua deionizada. A reagdo ocorreu com o auxilio de banho-maria a 50 °C por 20
minutos, em seguida, foi realizada a leitura em espectrofotobmetro UV-Vis, modelo
1240 Shimadzu, no comprimento de onda de 760 nm. Calculou-se a equacao da reta
pelo método dos minimos quadrados.

Para a determinacdo do teor de fendis totais do 6leo essencial de cravo-da-
india e dos globulos de alginato incorporados com cravo, foram preparadas solucdes
estoques diluidos em &gua destilada a 10%, foram utilizadas aliquotas com
concentracbes de 2 ug/mL obtidas por diluicdo do 6leo essencial, seguindo-se a
metodologia ja descrita. O resultado foi expresso em Equivalentes de Acido Galico
(EAG)

4.5 Atividade antioxidante
4.5.1 DPPH

O ensaio foi realizado de acordo com Sales (2012), com modificagbes. Em
baldes volumétricos serdo acrescentadas 2 mL da solucdo de DPPH e aliquotas

correspondentes a cada concentragao das amostras: 5, 10, 25, 30,40 ug/mL. A reagéo
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permanecera no escuro por 30 min. As leituras das amostras foram realizadas em

espectrofotometro UV-Vis em um comprimento de onda de 517 nm.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagéo fisico-quimica e identificacdo do OE

5.1.1 Determinacado da densidade relativa do OE

A densidade relativa do 6leo essencial de cravo-da-india foi de 1,11 mg/mL,
valor superior ao relatado por Gomes et al., 2018 e Teles et al., 2021. Levando em
consideracdo que o volume sofre variacdo a depender da temperatura, e que,
consequentemente, esses dados podem interferir na densidade, pequenas variacoes

na densidade relativa é justificavel.

5.1.2 Identificacdo quimica dos componentes
Na figura 9,10, 11, 12 e 13 estdo ilustrados os perfis cromatografico (CG-EM)
do dleo essencial de cravo-da-india e dos glébulos de 1% e 2% Umidos e liofilizados

respectivamente.

Figura 9- Perfil cromatografico do 6leo essencial de cravo-da-india obtido por CG-EM.
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Figura 10-Perfil cromatografico do glébulos de alginato de sédio a 1% com OE de cravo-da-india
obtido por CG-EM.
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Figura 11-Perfil cromatogréfico dos glébulos de alginato de sédio a 1% com OE de cravo-da-india
lioflizado obtido por CG-EM.
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Figura 12- Perfil cromatografico do glébulos de alginato de sédio a 2% com OE de cravo-da-india
obtido por CG-EM.
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Figura 13-Perfil cromatogréafico dos glébulos de alginato de sédio a 2% com OE de cravo-da-india
lioflizado obtido por CG-EM.
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Os principais componentes quimicos presentes no OE de cravo-da-india foram

identificados através de CG/EM. A Tabela 1 demonstra o tempo de retencao de cada

componente, bem como a porcentagem na composicao.

Tabela 1- componentes presentes no 6leo essencial de cravo-da-india

Picos | Compostos | Tempo Teor | Estrutura quimica
retencéo (%)*
(min)
OH
1 Eugenol 10.28 83,73
CH,
4ai o
HsC H
B- / CHs
2 cariofileno 10.87 13,76 | H3C
5
H>C
3 Humuleno | 11.176 2,51 /

*Correspondente a 1 pL (0,36pug/mL) do dleo essencial de cravo-da-india injetado.
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Fonte: Autor (2022).

O eugenol foi 0 componente majoritario, mas outras substancias como o -
cariofileno e humuleno apresentaram-se relevantes na composicao do 6leo essencial.

O percentual de eugenol encontrado nas amostras, corresponde a 83,73% da
composicdo do 6leo essencial de cravo-da-india, ja o percentual de de B-cariofileno e
humuleno foram de 13,76% e 2,51% respectivamente.

A quantidade de B-cariofileno e eugenol atendeu aos requisitos de 6leos de
cravo aceitaveis pela Farmacopéia Européia, 5 a 14% e 75 a 88%, respectivamente
(MARTINS et al.,2011). Em um estudo recente realizado por Kacaniova et al. (2021),
0s constituintes majoritarios no OEC também foram o eugenol (82,4%) e o (E)-
cariofileno (14,0%).

Baker e Grant (2017), em seus estudos afirmam que o 6leo de cravo é a principal
fonte de eugenol, contendo cerca de 80-90% desse polifenol, e como o eugenol pode
ser sintetizado de varias formas isso explica seu percentual exorbitante no 6leo
essencial de cravo-da-india.

Sabe-se que a concentracdo dos componentes dos 6leos essenciais de plantas
de uma mesma espécie pode variar devido a fatores ecolédgicos e as condicdes do
meio ambiente, interferindo inclusive nas propriedades farmacoldgicas do produto.
Aqui esta a importancia da andlise cromatografica como controle de qualidade no

desenvolvimento de novas formulacoes.

5.2 Desenvolvimento de formulacdes poliméricas e incorporacéo do OE

No presente estudo, as esferas produzidas estdo representadas na figura 14
abaixo. Os globulos produzidos sem o Oleo essencial ficaram com aparéncia
translicida, enquanto aquelas com o 6leo apresentaram-se com colora¢do opaca,
mais proxima ao branco. Além disso, a maior concentracdo de alginato de soédio
presente nas formulacbes (Figura 14 B e D) proporcionou uma caracteristica mais
rigida ao toque. Além disso as esferas que possuiam o OE em sua composi¢ao

demostraram um aroma caracteristico do cravo-da-india.

Figura 14— Fotografia das microcdpsulas em placas de petri produzidas por gelificacdo idnica. A —
Glébulos de alginato de sédio a 1% sem 6leo essencial; B — Globulos de alginato de s6dio a 2% sem
Oleo essencial; C — Glébulos de alginato de sddio a 1% com 6leo essencial a 5%; e D — Gl6bulos de

alginato de sédio a 2% com 6leo essencial a 5%.
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Fonte: Autor (2022).

Santos (2012) estudou os fatores que influenciam a producédo e as
caracteristicas de esferas de alginato e concluiu que concentracfes elevadas de
alginato originaram esferas superiores em massa e firmeza e inferiores em
adesividade do que menores concentragdes deste composto. Ao observar o cloreto
de calcio, concentracBes maiores deram origem a esferas mais firmes e com maior
adesividade. Por outro lado, um aumento na concentracdo de cloreto de calcio,
mantendo a concentragdo de alginato constante, ndo afetou significativamente a
espessura ou o comprimento das esferas produzidas por Rajmohan e Bellmer (2019).

De acordo com Pasqualim e colaboradores (2011), o aspecto dos glébulos
pode variar a depender de alguns fatores: quantidade de 6éleo encapsulado, tempo de
permanéncia das esferas na solucdo carbonato de célcio, velocidade de agitacao,
homogeneidade e temperatura da mistura e concentracdo dos componentes da
formulacao.
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Em um estudo realizado por Pasqualim e colaboradores (2011), percebeu-se
que a utilizacdo de 0,5% tanto de alginato de sddio quanto de cloreto de célcio para
encapsular 6leo de semente de uva, resultou em glébulos de aparéncia menos
homogénea que as demais. Além disso, elas aparentavam baixa resisténcia
mecanica, estourando mais rapidamente quando pressionadas pelas méos, em
comparacao as formulagbes mais concentradas de agentes encapsulantes. Durante
a formacéo desses globulos pelos referidos autores, observou-se que, ao gotejar a
solucéo de alginato de sodio + 6leo na solucdo de cloreto de calcio, as mesmas ja se
mostravam deformadas, pela baixa concentracdo dos reagentes. Esses dados sao
importantes, pois mostram a importancia de uma boa camada de protecéo.

Ja as esferas liofilizadas apresentaram caracteristica mais enrugada e com
sulcos bem definidos, indicando a perda de agua que é a consequéncia do processo

de secagem como mostra a figura abaixo.

Figura 15— Fotografia das microcapsulas em placas de petri produzidas por gelificacdo i6nica. E —

Globulos de alginato de sédio a 1% liofilizados; F — Glébulos de alginato de sodio a 2% liofilizados.

Fonte: Autor (2023).

Zimmermann (2001) relata que a formacao desses sulcos pode ser originaria
da secagem do alginato.Durante o processo de secagem por liofilizacdo ha a
formacao de cristais de gelo, devido a temperatura baixa que as esferas de géis de
polissacarideos sdo submetidas, a sublimagéo desses cristais sob presséo reduzida
forma um produto seco poroso, semelhante a uma esponja (DOLLY et al., 2011)
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5.2.1 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacao € um teste realizado para averiguar a quantidade
de substancias contida no interior da particula. Para o calculo de eficiéncia de
encapsulacdo uma curva de calibragéo para a quantificacdo do eugenol foi construida
para avaliar o percentual de eficiéncia de encapsulacao dos glébulos.

Figura 16- Curva de calibracdo para quantificacdo de eugenol

Curva de calibracao de Eugenol

12000000

10000000 K

8000000 .

e
6000000 y = 94971x - 20020
. R? = 0,9937
4000000
2000000 e
.
0
0 20 40 60 80 100 120

Fonte: Autor (2022).

Neste estudo, a eficiéncia de encapsulacdo foi de 14% na formulacdo de
alginato 1% e de 9,78% na formulacéo de alginato 2%. Para as amostras liofilizadas
a eficiéncia de encapsulacéao foi de 23,46% para alginato a 1% e 16,87 para alginato
a 2%. Esses valores de encapsulagéo podem ser considerados inferiores aos obtidos
por outras técnicas de encapsulacdo. No entanto, o baixo custo da técnica de
gelificacdo ibnica, além da facilidade e praticidade na producdo dos glébulos, faz
dessa metodologia uma importante ferramenta na encapsulacéo de diversos ativos.

A capacidade de encapsulacédo de um ativo é dependente da concentracédo da
parede protetora formada pelo alginato de sddio. Nas formulacées obtidas por
Pasqualim e colaboradores (2011), quando se utilizava 0,5% de alginato de sédio e
cloreto de calcio, o maximo de encapsulacdo do 6leo de semente de uva era de 12%.
Ao tentar aumentar a concentracado de o6leo retido, os globulos ndo se formavam,
formando uma pelicula oleosa sobre a solucdo de cloreto de calcio. Os autores
sugerem que quanto maior a concentracdo de 6leo essencial encapsulado, menor a

espessura e resisténcia dos glébulos.



40

Por outro lado, quando se compara os glébulos desenvolvidos no presente
estudo percebe-se que aqueles com menor concentracdo de alginato na composi¢cao
(1%), apresentaram maior poder de encapsulacdo. Ja Kim e colaboradores (2016)
obtiveram eficiéncia de encapsulacdo de 22,54% ao encapsular 6leo de girassol.
Logo, esses dados apontam para a interferéncia de outros fatores referentes a
metodologia utilizada. Varios fatores podem alterar essa eficiéncia de encapsulagéo
como: concentracdo dos materiais utilizados, incompatibilidade entre os materiais

encapsulantes e os principios ativos e a viscosidade das emulsées (RE, 2006).

5.3 Teor de umidade

O teor de umidade das microcapsulas obtidas por gelificacdo i6nica foi de 89%
+ 0,02%. Outros autores obtiveram resultados inferiores: 79,37 + 0,06% (CUTRIM,;
ALVIM; CORTEZ, 2019); 77,03 + 0,01% (MOURA et al., 2018). Em estudos com
microcapsulas de oleorresina de paprica a umidade chegou a 96% (SILVERIO et al.,
2018). Esses valores sdo esperados, visto o alto teor de 4gua retido na matriz.

Para as amostras liofilizadas o teor de umidade foram de 4,92 nos gloébulos a
1% e 4,13 nos glébulos a 2%, esses valores corroboram a literatura pois a legislacao
encontrada para produtos liofilizados (Resolucdo CNNPA n° 12) estabelece que os
produtos liofilizados obtenham méaximo de 5% de umidade (BRASIL, 2023).

Tratando-se de material liofilizado, era esperada uma percentagem baixa de

umidade, visto que a maior parte da agua foi removida por sublimacéao.

5.3.1 Peso médio
Os pesos médios dos glébulos umidos e liofilizados estdo expressos na tabela abaixo:

Tabela 2- peso médio dos glébulos de alginato imidos e liofilizados

Amostras Peso (g)
GAl1+O GA2+0 GA1+0 (lio) GA2+0 (lio)
I 0,011 0,021 0,0015 0,0027
Il 0,012 0,018 0,0020 0,0032
1l 0,012 0,020 0,0018 0,0031
v 0,016 0,021 0,0012 0,0033
V 0,014 0,018 0,0015 0,0027
Média (g) 0,013 0,019 0,0016 0,003

Fonte: Autor (2023)
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Os glébulos que possuiam uma maior concentracdo de alginato de sodio,
tiverem o0 maior peso, iSsO se deve a espessura mais rigida da parede protetora
formada através da interacdo alginato+ cloreto de calcio. Estudos realizados por
Ferreira e colaboradores (2021) encontraram valores semelhantes onde o peso médio
encontrado foi de 0,0012g para encapsulados de extrato de beterraba obtidos pelo
processo de gelificagao idnica

5.3.2 Analise térmica

Os principais eventos termogravimétricos e calorimétricos das amostras estao
representados na tabela a seguir, onde foi correlacionada a perda de massa ou o fluxo
de calor com a temperatura.

Tabela 3 - Dados termogravimétricos e calorimétricos das amostras.

Termogravimetria Calorimetria de Varredura
R A Rl
°C)t °C)t (I
°C) (°C) %) C) () (Jg)
176,
9
| 26,7 - 210,4 -623,2
179, 272,
OEC I 25,0 - 292,6 0 99,5 I 233,7-290,2 9 -103,8
Il 392,6 — 433,2 +67,4
400,
7
80,9
248, -573,9
| 27,9 —168,2 253,
| 28,6 — 351,6 9 57,9 +218,
A I 177,2 — 264,8 6
I 351,6 —899,9 585, 32,8 6
1l 417,9-434,9 433,
6 +13,4
7
GA1 | 23,1-191,9 72,1 95,2 | 26,9 — 89,5 57,7 -586,6
GA2 | 22,0 -180,4 72,7 93,6 | 24,3 — 89,6 53,7 -346,2
71,9
! 46.1-908 273 86,5 | 24,3 -76,3 55,0 -534,1
GAL*O | 261.8-2035 ’ 6.7 ’ ’ ’ ’
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83,8
65,8 | 61,9-112,4 118, -1.030
! 49.2-1005 274 90.6 I 116,9 — 126,7 7 5,76
GA2tO ' 5182003 ’ 93 ’ ’ ’
3 i 233,9-244,8 238, -0,74

2

ET: evento térmico; OEC: 6leo essencial de cravo; A: alginato em pé; GAL: glébulo de alginato a
1%; GAZ2: glébulo de alginato a 2%; GA1+O: glébulo de alginato a 1% + 6leo essencial de cravo;
GA2+0: gldbulo de alginato a 2% + 6leo essencial de cravo. 'ponto médio de temperatura; 2variagao
de entalpia

Fonte:Autor (2022).

Um dado importante a ser exaltado nessa andlise € a volatilizagcdo do 6leo
essencial de cravo-da-india. Segundo Gonzales-Rivera et al. (2015), o conhecimento
a respeito deste parametro se da por técnicas termoanaliticas capazes de detectar
eventos de perda de massa, polimerizacéo e degradacao oxidativa. A volatilidade dos
Oleos, de uma forma geral, desempenha um fator critico para a manutencdo das

propriedades biologicas destes produtos até a utilizagdo pelo consumidor final.

O oleo essencial apresenta baixa estabilidade frente o aumento da
temperatura, sendo degradado quase que completamente a 292 °C com um Uunico
evento térmico. Em um estudo realizado por Santos et al. (2009), houve total
degradacgédo do eugenol a uma temperatura de, aproximadamente, 274,5 °C. Essa
informacé&o € importante, pois o eugenol € o componente majoritario do 6leo essencial
de cravo-da-india. Em analises realizadas por outros autores o eugenol foi totalmente
degradado a uma temperatura bem mais baixa, aproximadamente, 195 °C (SHAO et
al., 2018) e 190 °C (DA SILVA et al. 2019).

Por outro lado, apds a encapsulacéo do 6leo essencial observa-se um aumento
acentuado da estabilidade térmica, sendo os componentes perdidos de forma mais
lenta apds dois eventos térmicos marcantes. A perda de massa mais intensa
aconteceu até 100 °C, chegando até 90,6% de perda de massa, o que é de se esperar
visto que os glébulos possuem um contetdo majoritariamente aquoso (solucdo de
alginato de sddio).

No grafico calorimétrico, ha um declinio abrupto na linha de base com formacgéao
posterior de um pico assimétrico (T: 176,9 °C / AH -632,2 J/g) ocasionado,
provavelmente, pela variacdo da capacidade calorifica da amostra; em seguida, a
272,9 °C ocorre mais um evento endotérmico de absorgéo de calor e total vaporizagéo
do oleo essencial (AH -103,8 J/g).
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As curvas TG/DTG do 6leo essencial e dos globulos de alginato (1% e 2%)
mostraram apenas um evento de perda de massa, sendo que o OEC apresentou um
alto pico de temperatura de degradacao, 179 °C, em comparacdo aos glébulos de
alginato, com pico em aproximadamente 72 °C. Sabendo-se que o0s globulos séo
formados em grande parte por agua, esse resultado € de se esperar. Inicialmente,
ocorre a liberagéo da dgua adsorvida na superficie do gldbulo, em seguida, este perde
a agua internamente ligada a estrutura do alginato de sodio. De forma geral, os
polissacarideos, incluindo o alginato de sédio, possuem grupos hidroxila em sua
estrutura molecular, favorecendo a ligagdo do hidrogénio com a agua e a perdas de
caracteristicas importantes quando essas ligacdes sédo desfeitas. Apos a desitratacao,
acontece a degradacdo do polimero e a carbonizacdo das cadeias poliméricas. Por
outro lado, a matéria-prima alginato de sodio, na sua forma de pé € mais estavel
termicamente do que o OEC.

Paula et al. (2010) obtiveram resultados divergentes em relacéo as esferas de
alginato. Na compreensédo dos autores, podem-se citar cinco eventos térmicos na
analise termogravimétrica, sendo o primeiro deles a 85 °C.

Na analise calorimétrica, os globulos de alginato (1% e 2%) apresentaram
apenas um evento, com caracteristica endotérmica, referente a desumidificacdo e
degradacdo do anel glicosidico presente na estrutura do alginato (pouco mais de 50
°C). Segundo Salisu et al. (2016), a degradacao do alginato de sodio resulta na
liberacdo de agua, gas metano e dioxido de carbono.

A formulacdo GA1+0O pode ser considerada a mais estavel, ja que seu pico de
degradacao (71,9 °C) acontece apds o pico correspondente a formulacdo GA2+0O
(65,8 °C). E importante lembrar que essa formulacéo apresentou maior eficiéncia de
encapsulacdo (14%), em comparacdo a formulacdo GA2+O (9,78%). A maior
concentracéo de 6leo na formulacéo poder ser fator determinante para o aumento da
estabilidade térmica, garantindo uma barreira de calor em funcéo do 6leo presente na
formulacdo. A termodecomposicao se inicia com o aquecimento e, a perda de massa
inicial corresponde ao declinio da dgua adsorvidas e de cristalizacdo presente nos
componentes. Devido a menor higroscopicidade dos globulos contendo o dleo
essencial (GA1+O e GA2+0), o inicio do primeiro evento acontece de forma mais
tardia, sugerindo que a presenca do 6leo essencial foi vantajosa a formulacdo que
adquiriu maior estabilidade as temperaturas mais altas. Em termos de estabilidade

térmica, as formulacdes desenvolvidas sdo semelhantes, aparentando discreta
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reducdo de massa na segunda formulacéo (alginato 2%), em comparagao a primeira

(alginato 1%).

Figura 17-As curvas termogravimétricas (TG/DTG), mostram a perda de massa (%) de cada amostra

em funcdo da temperatura (°C).
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Fonte:Autor (2022).

Figura 18-As curvas calorimétricas mostram o fluxo de calor (mW) de cada amostra em funcao

da temperatura (°C).
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Para as amostras liofilizadas uma nova curva termogravimétrica foi realizada

Tabela 4- dados termogravimétricos dos glébulos Umidos e liofilizados

Termogravimetria
Amostras ET Intervalo de PM Perda de
temperatura (°C) (°C)t massa (%)
| 46,1 - 90,8 65,8 86,5
+
GAL+O Il 261,8 — 293,5 273,3 6,7
GA2+0 | 49,2 — 100,5 71,9 90,6
Il 251,8 — 299,3 274,3 9,3
GA1+0 [ 24,91 — 366,05 258,92 81,83
liofilizado I 366,05 — 899,88 422,47 6,25
GA2+0 | 26,27 — 379,07 234,80 79,49
liofilizado I 379,07-899,88 392,15 8,02

ET: evento térmico; GA1+0: globulo de alginato a 1% + 6leo essencial de cravo; GA2+0: glébulo
de alginato a 2% + 6leo essencial de cravo. 'ponto médio de temperatura

Fonte:Autor (2023).

Figura 19-As curvas termogravimétricas (TG/DTG), mostram a perda de massa (%) de cada
amostra liofilizada em fung¢éo da temperatura (°C).
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As amostras liofilizadas apresentaram dois eventos térmicos principais, o primeiro
evento ocorre de 24,91 — 366,05 °C no glébulo a 1% e 26,27-379,07 no glébulo 2%
evidenciando a perda dos constituintes volateis do 6leo essencial, € possivel observar
gque o0s materiais encapsulantes deram um maior tempo de prateleira ao Oleo
essencial, tendo em vista que o OE se degradava quase que completamente a 292
°C com um unico evento térmico. O segundo evento térmico evidencia a perda dos

compostos solidos restantes nas amostras

5.4 Fendbis totais

Para a determinacdo da quantidade de compostos fendlicos presentes nas
amostras foi utilizada a técnica de espectrofotometria. De forma geral, a solucéo
colorida formada pela reacdo de Folin-Ciocalteu € composta por solutos que se
comportam como cromoéforos. Quando a luz monocromatica € incidida sobre essa
solugdo que contém o cromoforo, parte da reagdo luminosa sera absorvida; sendo
assim, quanto maior a concentracao de soluto na solugéo, maior sera a absor¢édo. O
espectrofotometro mede a intensidade dessa absorgéo e revela um valor denominado

absorbancia. A solucéo padréo de acido galico foi utilizada.
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Figura 20- Curva padréo para fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau acido galico.
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Fonte: Autor (2022).

Tabela 5- Contetudo de fendis totais em amostras do 6leo essencial de cravo-da-india e glébulos de
alginato com cravo-da-india.

FENOIS TOTAIS (mg EAG g-1)

AMOSTRAS
Oleo essencial 997,66+ 2,92
G.Alginato 1% 714,84+0,97
G.Alginato 1% (liofilizado) 770,58+2,36
G.Alginato 2% 433,43+ 1,72
G.Alginato 2%(liofilizado) 534,03+2,12

*Média +, CV = Coeficiente de Variacdo*;
1 - Expressos como equivalente de acido galico (m/m);
Fonte: Autor (2022).

Os valores de compostos fendlicos totais encontrados no presente estudo foram
superiores aos encontrados na literatura para o 6leo essencial de cravo-da-india: 845
mg EAG g (BARAKAT, 2014), 185,9 mg EAG g* (BABAOGLU et al., 2017) e 9,07
mg EAG g (RADUNZ et al., 2019).

Ja para os globulos os valores apresentados foram inferiores ao 0leo essencial,
a formulacdo que apresentava o alginato a 1% apresentou um valor superior a
formulacdo com maior concentragdo de alginato, isso se deve possivelmente pela

maior encapsulacao dessa formulagao evidenciando que a segunda formulacdo que
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deve possui maior interagdo entre o composto ativo e o material encapsulante,
dificultando assim a liberacao.

Para os globulos liofilizados o valor encontrado foi superior ao glébulo Umido,
uma vez que as amostras foram liofilizadas, o teor de fendis totais superior é esperado
tendo em vista que a quantidade de agua é reduzida drasticamente favorecendo uma
maior concentracao do éleo nas amostras liofilizadas.

Quando comparados a literatura os globulos obtiveram um valor superior aos
achados do estudo de Chatterjee e Bhattacharjee, (2013), onde o valor encontrado foi
de 37,06 mg EAG g-1 para microencapsulados de cravo obtidos pela técnica de spray
dryer.

E importante ressaltar que o teor de polifendis totais do 6leo essencial pode
variar devido a parte da planta utilizada para a extracdo, o método utilizado e as
caracteristicas da amostra (OLIVEIRA et al., 2009).

5.5 Atividade antioxidante
5.5.1 DPPH

Por ser uma metodologia rapida, simples e eficiente, as andlises antioxidantes
utilizando o radical de DPPH vem sendo muito empregada para verificar a capacidade
sequestradora de radicais de muitos produtos naturais (RABELO et al., 2014).

No presente trabalho, a tabela 6 demonstra os resultados obtidos da avaliagao
da atividade antioxidante para o 6leo essencial e para os glébulos de cravo-da-india.
O percentual de inibicdo do radical DPPH no OE foram de (28,16% e 80,27)
analisando as concentracées minimas e maximas respectivamente. Nos glébulos de
alginato a 1% os percentuais foram de (12,90% e 59,36) e nos globulos de alginato a
2% os percentuais foram de (11,19 e 31,79). Para os glébulos secos por liofilizacao
0s percentuais foram de (22,19 e 71,35) 1% e (17,79 e 61,24) para os glébulos 2%.

Tabela 6- Atividade antioxidante do 6leo essencial e dos glébulos de alginato e de cravo-da-india (%
Inibicdo do radical DPPH).

(% IR DPPH)

Concentragéo Alginato Alginato
(ng/mL) Oleo essencial Alginato 1% Alginato 2% 1% 2%

(liofilizado)  (liofilizado)
5 28,16 0,21 12,90+0,52 11,19+0,65 22,19+0,31 17,79+0,17
10 45,35 +1,30 19,89+0,37 13,63+0,50 38,67+0,59 30,81+0,87
25 69,21 +0,83 42,22+0,92 24,41+0,59 58,90+0,81 51,31+1,63
30 75,89 +0,49 47,64+1,37 27,49+0,29 64,51+1,24 56,84+1,06
40 80,27+0,57 59,36+1,89 31,79+0,82 71,35+0,69 61,24+1,67
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ICs0 (Hg/mL) 18,07 32,26 77,36 20 22,02

*Média +, CV= Coeficiente de variacdo*
ICs0= capacidade de inibir o radical DPPH em 50%- (ug/mL)
Fonte:Autor (2022).

O IC50, correspondente a concentracdo da amostra necessaria para inibir 50
% da atividade do radical livre. Na figura 21 é possivel observar as curvas feitas para
a determinacdo do IC50, onde a concentracdo do IC50 é calculada por meio da

equacdo onde y representa a %A.A. e X a concentracdo da amostra.

Figura 21- Curvas para a determinagéo do ICso para o Oe de cravo-da-india
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Fonte:Autor (2022).

A 1Cso obtida para o 6leo essencial foi 18,07 pg/mL, j& os glébulos de alginato
carreados com o 0Oleo essencial de cravo apresentaram um valor de 1Cso superior de
32,26 pg/mL para a formulacao de 1% de alginato umido e 20 ug/mL para a amostra
liofilizada e 77,36 pg/mL para a formulagcéo de 2% de alginato umido e 22,02 pg/mL
2% liofilizado

A concentracdo do 6leo essencial capaz de inibir o radical DPPH em 50% (ICso)
foi maior que a relatada por outros autores: 5,76 ug/mL (FARIAS et al., 2019),e
estudos realizados por Alfikri et al. (2020), indicam que o cravo na fase de floracao
produziu o melhor 6leo essencial, bem como a fonte mais eficiente de antioxidantes
naturais, com ICso de 15,8 pg/mL, resultado semelhante ao encontrado neste estudo.
Esse dado é importante, pois sugere que a eficacia farmacologica do Oleo essencial é

bastante variavel.
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Estudos realizados por Alawiyah et al. (2019) relataram que o 6leo essencial
das folhas de cravo-da-india demonstrou um ICso de 8,22 pg/mL um valor superior de
inibicdo para os radicais livres em comparacao ao presente estudo. Por outro lado,
Babaoglu et al. (2017) observou poder de inibicdo de DPPH de 25,2% a uma
concentracédo de 50 pg/mL. Raduz et al., 2019 relataram que as altas inibicées de
radicais livres (94,9%) aconteciam apenas em concentragdes superiores (484,7
ug/mL) a do presente estudo. E importante ressaltar que a atividade antioxidante do
0leo essencial pode variar devido a parte da planta utilizada para a extracdo, o método
utilizado e as caracteristicas da amostra (OLIVEIRA et al., 2009).

Para os glébulos os valores obtidos para atividade antioxidante foram
menores do que os achados na literatura para os encapsulados de cravo. Foi
observado nos estudos realizados por Sebaaly et al., (2016) atividades antioxidantes
de 89,3 a 92,31 em Oleos essenciais de cravo encapsulados com ciclodextrina.
Meneses et al., (2017) observaram um atividade antioxidante de 80% para 6leos de
cravo encapsulados com lipidios. Estes resultados foram provavelmente devido as
poucas interacfes dos materiais de parede com 0s principios ativos, resultando em
uma maior liberagdo do Oleo. Porém neste trabalho os materiais utilizados para as
encapsulagcdes provavelmente possuem uma interagdo mais forte entre as
substancias de parede e o 6leo provocando uma maior retengdo do principio ativo.

Segundo Hadidi et al. (2020), o processo de encapsulamento por gelificacdo
ibnica protege o0 Oleo essencial da degradacdo pelo oxigénio e temperatura,
preservando sua atividade antioxidante. No presente estudo, o 6leo essencial de
cravo-da-india demonstrou forte capacidade de eliminacdo do radical DPPH, com
valor de inibicdo chegando a 80%, variando conforme a concentracdo do Oleo
utilizada. Essa atividade pode ser atribuida a capacidade de doacdo de hidrogénio
exibida por uma ampla gama de constituintes presentes no 6leo essencial, sobretudo
pelos compostos fendlicos e terpénicos, como eugenol e B-cariofileno.De forma geral,
a acao antioxidante dos compostos fendlicos aumenta com o grau de hidroxilacao, ou
seja, com a quantidade de grupos hidroxila presentes na estrutura quimica. A
substituicdo do grupo hidroxila no anel aromatico por um grupo metoxil, por exemplo,
reduz a atividade antioxidante do composto.

O grupo hidroxila disponivel no anel aromatico do eugenol é responsavel pela

atividade antioxidante. Os compostos fendlicos transferem elétrons ou atomos de
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hidrogénio e neutralizam os radicais livres, resultando em um processo oxidativo
bloqueado (SHAHBAZI, 2019).

A encapsulacéo do Oleo essencial em um sistema polimérico inerte contendo
alginato de sodio proporcionou maior protecdo aos componentes fendlicos das
possiveis reacdes de degradacdo favorecidas pelo contato com o meio externo (ar,
luz e calor).

Diante dos resultados expostos, observa-se o 6leo essencial do cravo-da-india
apresenta propriedades medicinais que podem atuar como fonte alternativa de
antioxidantes naturais. O 6leo essencial pode ser utilizado como uma fonte acessivel
de antioxidantes naturais e como um possivel suplemento alimenticio ou em
aplicacoes farmacéuticas. Além disso, pode ser utilizado como um aditivo contra a

deterioracdo oxidativa
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CONCLUSAO

O desenvolvimento dos glébulos de alginato carreados com OE de cravo-da-
india se mostrou promissor, uma vez que os principais marcadores do OE Foram

identificados nos globulos.

Apesar da baixa eficiéncia de encapsulagéo os glébulos apresentaram boa
atividade antioxidante sendo, portanto, um produto alternativo para esses fins.

Os globulos apresentaram boa esfericidade e auséncia de cavidades,
demostrando a formacao de um filme continuo sobre o éleo essencial
Os glébulos liofilizados favoreceram uma estabilidade térmica ao 6leo essencial
de cravo-da-india atribuindo um maior tempo de prateleira para o produto.
A formulacdo GA1+O foi a que apresentou melhor atividade antioxidante e um
teor maior de polifendis quando comparada com a formulacdo GA2+0O. Sendo,

portanto, a melhor formulagéo.
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