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RESUMO

Considerando a necessidade de aperfeicoamento de produtos, o melhoramento da estabilidade térmica
de compostos volateis e o desenvolvimento de terapias farmacoldgicas complementares, este trabalho
objetivou desenvolver encapsulados de alginato de sodio carregados com 6leo essencial de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum) através das técnicas de gelificagao idnica e liofilizagao. Foram preparados
encapsulados em diferentes concentracdes de 6leo essencial: F1 (1,0%, v/v); F2 (0,5%, v/v); e F3
(0,1%, v/v). A solucdo de CaClz a 3,0% (p/v) foi utilizada para a reticulagdo quimica com o alginato
(1,0% p/v). Os encapsulados F1, F2 e F3 foram submetidos a secagem por liofilizagdo para a obtencéo
dos encapsulados LF1, LF2 e LF3, respectivamente. As seguintes técnicas foram utilizadas para
caracterizar as formulacfes: liberacdo de eugenol, grau de intumescimento, GC/MS, MEV, FTIR,
TGA/DSC, além de analise do poder antioxidante (DPPH e FRAP). Os encapsulados F1, F2 e F3
apresentaram-se arredondados, rigidos ao toque, com coloracdo variando de translicido (menor
concentragcdo de OEC) a esbranquicado (maior concentracdo de OEC). A liofilizacéo foi empregada
com a finalidade de remover o conteddo aquoso presente nos encapsulados e proporcionar maior
estabilidade térmica ao produto final. Os liofilizados encapsulados apresentaram-se rigidos, com
aspecto ressecado, rugoso e murcho. A Eficiéncia de Encapsulagéo (EE%) mostrou-se alta (LF1: 39,3%
+0,79; LF2: 50,4% + 0,63; LF3: 76,9% + 0,51). O eugenol foi 0 componente majoritario identificado por
GC/MS. O alto conteudo fendlico presente no 6leo essencial (449,9 mg E.AG g-1) foi preservado nos
encapsulados liofilizados, resultando em importante atividade antioxidante. O encapsulado LF1
apresentou o menor ICso 18,1 pg/mL, chegando a 80,3% de inibicao do radical DPPH. No teste de
FRAP, apresentou poder de redugéo de 1,824.6 + 3.5 umol Fe?*/g, valor préximo ao do dleo essencial
puro. Os trés encapsulados liofilizados apresentaram diferengcas estatisticas em todas as
concentrac6es analisadas por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). As bandas de FTIR correspondentes
ao OEC presente nos encapsulados foram identificados sem alteragcdes moleculares. As microscopias
por MEV apresentaram baixa tendéncia para formacao de aglomerados e particulas rigidas, com
aspecto enrugado, poroso e com formas irregulares. Na andlise térmica, o encapsulado LF3 foi,
aparentemente, mais estavel seguido pelo encapsulado LF2 e LF1. O grau de intumescimento foi de
19,2% (solucéo PBS). A liberacéo de eugenol (92,5%) em solu¢éo de PBS foi mais rapida que em meio
acido. De forma geral, conclui-se que os resultados sdo promissores e oferecem uma base para ampliar
0 escopo da pesquisa de encapsulados liofilizados com 6leos essenciais. A tecnologia de baixo custo
utilizada permite a manutencdo do contelddo e das caracteristicas do CEO nas trés concentracdes

testadas, oferecendo base para futuras pesquisas com encapsulados de 6leos essenciais.

Palavras-chave: encapsulacao; gelificacao idnica; liofilizacéo; éleo essencial; Syzygium.



ABSTRACT

Considering the need to improve products, improve the thermal stability of volatile compounds and
develop complementary pharmacological therapies, this work aimed to develop sodium alginate
encapsulates loaded with clove essential oil (Syzygium aromaticum) using techniques ionic gelation and
freeze drying. They were prepared encapsulated in different concentrations of essential oil: F1 (1.0%,
vIV); F2 (0.5%, v/v); and F3 (0.1%, v/v). A 3.0% (w/v) CaCl: solution was used for chemical crosslinking
with the alginate (1.0% w/v). Encapsulated F1, F2 and F3 were subjected to freeze-drying to obtain
encapsulated LF1, LF2 and LF3, respectively. The following techniques were used to characterize the
formulations: eugenol release, degree of swelling, GC/MS, SEM, FTIR, TGA/DSC, in addition to analysis
of antioxidant power (DPPH and FRAP). Encapsulated F1, F2 and F3 were rounded, rigid to the touch,
with color varying from translucent (lower concentration of CEO) to whitish (higher concentration of
CEO). Freeze-drying was used in order to remove the agueous content present in the encapsulates and
provide greater thermal stability to the final product. The encapsulated lyophilized products appeared
rigid, with a dry, rough and shriveled appearance. The Encapsulation Efficiency (EE%) was high (LF1:
39.3% + 0.79; LF2: 50.4% + 0.63; LF3: 76.9% + 0.51). Eugenol was the majority component identified
by GC/MS. The high phenolic content present in the essential oil (449.9 mg E.AG g-1) was preserved
in the freeze-dried encapsulates, resulting in important antioxidant activity. The encapsulated LF1
showed the lowest ICsp of 18.1 pg/mL, reaching 80.3% inhibition of the DPPH radical. In the FRAP test,
it presented a reducing power of 1,824.6 + 3.5 umol Fe2+/g, a value close to that of pure essential oil.
The three lyophilized encapsulates showed statistical differences in all concentrations analyzed by
ANOVA and Tukey's test (p<0.05). The FTIR peaks corresponding to the CEO present in the
encapsulates were identified without molecular changes. SEM microscopies showed a low tendency for
the formation of agglomerates and rigid particles, with a wrinkled, porous appearance and irregular
shapes. In thermal analysis, the LF3 encapsulated was apparently more stable followed by the LF2 and
LF1 encapsulated. The degree of swelling was 19.2% (PBS solution). The release of eugenol (92.5%)
in PBS solution was faster than in acidic medium. In general, it is concluded that the results are
promising and offer a basis for expanding the scope of research into freeze-dried encapsulated essential
oils. The low-cost technology used allows the content and characteristics of CEO to be maintained in

the three concentrations tested, offering a basis for future research with essential oil encapsulates.

Keywords: encapsulation; ionic gelation; freeze drying; essential oil; Syzygium.
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1. INTRODUCAO

Sistemas de encapsulacdo surgem como alternativas tecnologicas de
preservacdo das caracteristicas do produto aprisionado na matriz. Por definicdo, sdo
técnicas de revestimento polimérico uniforme ou a incorporacdo do material ativo,
proporcionando aumento da estabilidade fisico-quimica, facilidade de padronizacéo
de dosagem, transporte e concentracdo de compostos ativos (Gharsallaoui et al.,
2007; Xu et al., 2022). A partir da encapsulacdo de um produto, h& a possibilidade de
elaboracdo de diferentes formas farmacéuticas que facilitam a administragdo, com
precisdo de dosagem e boa aceitacdo pelo paciente (Zhang et al., 2019).

As interferéncias ambientais na estabilidade fisico-quimica dos compostos
volateis sao fator limitante de sua conservacao. Um exemplo de baixa estabilidade
quimica €& o eugenol, componente majoritario do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), que é suscetivel a oxidacdo e a muitas interacdes bioquimicas (Zari;
Zari; Hakeem, 2021). As publicacdes cientificas relatando as atividades bioldgicas dos
Oleos essenciais, em especial o 6leo essencial de cravo-da-india, sdo extensas e
relevantes para o setor farmacéutico: atividade antibacteriana (Kacaniova et al., 2021),
atividade antifangica (Biernasiuk; Baj; Malm, 2023), atividade antiparasitaria
(Moemenbellah-Fard et al., 2020), atividade antioxidante (Johari; Khan, 2022),
atividade anti-inflamatoria (Nikoui et al., 2017) e atividade anestésica (Kheawfu et al.,
2017). Portanto, é pertinente a intensificacdo de pesquisas que envolvam a
encapsulacao de Oleos essenciais, mantendo suas caracteristicas naturais e o teor de
seus constituintes (Vahedikia et al., 2019).

A adicéo de Oleos essenciais em formulacfes alimentares tem sido estudada
para diversos fins, a maioria delas relacionadas com o seu efeito antimicrobiano e
antioxidante. Sabe-se que a incorporacdo desses 0leos de forma pura gera altas
perdas de seus constituintes quimicos por volatilizacdo, com consequente diminuicdo
da sua atividade bioldgica, além das interferéncias ambientais, a falta de controle na
taxa de liberacdo do 6leo essencial, proporcionando efeito instantaneo e de curta
duracdo (Benavides et al., 2016). Portanto, em outras palavras, a encapsulacao de
Oleos essenciais é Util para prevenir a oxidacdo, a perda de substancias volateis e
para controlar a liberagdo dos ativos. A encapsulacdo pode ajudar a melhorar a

gualidade nutricional, aumentar a vida de prateleira ou controlar propriedades dos
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alimentos processados, além de mascarar sabores (Maes; Bouquillon; Fauconnier,
2019; Pina-Barrera et al., 2019).

Na agropecuaria, pode ser empregada na producéo de pesticidas, reduzindo a
toxicidade ao homem durante o manuseio bem como ao ambiente, pois controla a
liberacéo do ativo, reduzindo concentracdes elevadas na lavoura e a contaminagao
ambiental (Maes; Bouquillon; Fauconnier, 2019; Pina-Barrera et al., 2019). Na
industria farmacéutica, a encapsulacdo de ativos ajuda na protecdo contra a
degradacdo dos componentes encapsulados por fatores ambientais, garantindo
eficicia e seguranca aos pacientes (Zari; Zari; Hakeem, 2021). A encapsulacao é util,
inclusive, em aumentar a biodisponibilidade dos ativos (Marchese et al., 2017).

A gelificacao ibnica ou ionotropica € um dos métodos de encapsulacdo mais
mais utilizados para o encapsulamento de substancias sensiveis. Trata-se de um
método de baixo custo e de facil reproducdo. Nao requer a utilizacdo de solventes
organicos e altas temperaturas, tornando seu uso crescente e promissor (Moura et al.,
2019; Naranjo-Durén et al., 2021).

Estudos tém mostrado os efeitos protetores da encapsulacao por gelificacao
ibnica sobre a estabilidade de compostos sensiveis a degradacdo quimica, como
antioxidantes naturais (Deladino et al.,, 2008; Cdérdoba; Deladino; Martino, 2013),
antimicrobianos (Martin-Villena et al., 2013; Radinz et al., 2018), probioticos
(Etchepare et al., 2015; Menezes et al., 2015; Poletto et al., 2019), dleo essencial de
tolmilho (Benavides et al., 2016), 6leo de linhaca (Wissam; Samer, 2019), células,
enzimas e lipidios (Dias et al., 2017), microalgas como a espirulina (Rajmohan;
Bellmer, 2019), dentre outros.

A encapsulacédo de Oleos essenciais com a finalidade de aperfeicoamento de
produtos, protecao e manutencao do teor dos ativos é sempre de grande interesse
para as industrias alimenticia e farmacéutica. A gelificacdo idnica pode proporcionar
uma forma estavel de encapsular e entregar 6leos essenciais, mas a estabilidade a
longo prazo pode variar com base nas condicfes de armazenamento e na formulacéao
especifica utilizada. Esse fato pode estar relacionado ao contéudo aquoso resultante
desse tipo de encapsulacao. Mais estudos nesta area tem alta relevancia cientifica.

Diante da limitacdo na técnica de encapsulagéo de Oleos essenciais, 0 presente
estudo teve como objetivo o desenvolvimento de encapsulados com baixa
concentracdo de alginato de sodio carregados com diferentes concentracdes de Oleo

essencial de cravo-da-india através da técnica de gelificacdo ibnica com posterior
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secagem por liofilizacdo. A finalidade do estudo foi identificar a concentracéo ideal de
O0leo essencial a ser empregada na formulacdo, garantindo alta eficiéncia de
encapsulacdo, além de proporcionar maior estabilidade térmica ao encapsulado,

podendo emprega-lo como agente antioxidante.
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2. JUSTIFICATIVA

Durante a elaboracdo do projeto de pesquisa, 0 quadro de patentes
depositadas no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) foi consultado.
Foram utilizados os descritores “gelificacdo ibnica”, “encapsulagdo gelatinosa”,

“‘encapsulagao idnica”, “encapsulagao eletrostatica”, “encapsulacédo and alginato”,

“esferas de alginato”, “esferas de quitosana”, “ alginato and extrusédo

” “

, “encapsulagao

”

gelificacdo and cravo”, “encapsulagao and cravo”, “encapsulagao

I” “*
)

and éleo essencia
and Syzygium”, “alginato and Syzygium”, “liofilizagdo and cravo”, “liofilizagdo and
Syzygium”, e “liofilizagdo and gelificagdo”. A busca foi realizada individualmente com
cada descritor, estando este presente pelo menos no resumo. As patentes que nao se
relacionam com a metodologia de gelificacao ibnica foram excluidas. Um total de 13

patentes foram identificadas entre os anos de 2011 e 2021 (Quadro 1).

Quadro 1: Depdsito de patente no Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
PATENTES DEPOSITADAS NO INPI

Data de
deposito
FORMULACAO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA DE | 12/04/2011
LIOFILIZADO DE EXTRATO E/OU FRACOES ATIVAS DE
PARTES AEREAS DE Syzygium cumini, E SEU USO NA
REDUCAO DA PRESSAO ARTERIAL

NANO-ESFERAS POLIMERICAS RECOBERTAS COM 25/11/2011
FOLATO DE QUITOSANA E USO DAS MESMAS
FORMULACAO DA MISTURA DOS EXTRATOS 01/03/2012
HIDROALCOOLICOS LIOFILIZADOS DAS FOLHAS DE
AVERRHOA CARAMBOLA E DE SYZYGIUM CUMINI,
SUAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS E SEU USO
NA PREVENCAO E NO TRATAMENTO DO DIABETES
TIPO ii E SUAS COMPLICACOES

FORMULACOES DE COMPOSICAO FARMACEUTICA DE | 12/03/2014
LIOFILIZADO DE EXTRATO DE PARTES AEREAS DE
SYZYGIUM CUMINI, E SEU USO NA PREVENCAO DE
INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

FILMES ANTIMICROBIANOS A BASE DE ALGINATO DE
SODIO UTILIZANDO OLEO ESSENCIAL BIOATIVO DE 09/12/2016
SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS E MELALEUCA
ALTERNIFOLIA

FLUIDO COLOIDAL AGNPS-S.AROMATICUM ALGINATO | 21/09/2018
6 | POSSUINDO ATIVIDADE FRENTE A CANDIDA
ALBICANS

N° Titulo
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PROCESSO DE IMOBILIZACAO DE UMA PEROXIDASE 26/06/2019
OBTIDA DAS RAIZES DE MORINGA OLEIFERA EM
ESFERAS DE QUITOSANA MODIFICADAS COM
GLUTARALDEIDO

NANOPARTICULAS BIMETALICAS A BASE DE FE/NI 30/01/2019
8 | SUPORTADAS EM ESFERAS DE QUITOSANA,
PROCESSOS DE SINTESE E USO
PROCESSO PARA REMOCAO DE CORANTES DE 30/01/2019
EFLUENTES INDUSTRIAIS UTILIZANDO REATOR DE
9 | LEITO FLUIDIZADO COMPOSTO POR
NANOPARTICULAS BIMETALICAS DE FE/NI
SUPORTADAS EM ESFERAS DE QUITOSANA E USO
ESFERAS DE ALGINATO E METODOS DE FABRICACAO | 16/04/2019
E USO DAS MESMAS
PROCESSO DE ENCAPSULACAO DE OLEOS E 06/05/2010
11 | PRODUTOS COSMETICOS EM ESFERAS DE ALGINATO
SUSPENSAS EM SOLUCAO DE POLISSACARIDEO
MILICAPSULAS DE HIDROGEL COM EXTRATO DA FLOR | 16/12/2021
12 | CLITORIA TERNATEA L. AZUL PELO PROCESSO DE
GELIFICACAO IONICA

MILICAPSULAS DE HIDROGEL DE COLAGENO 27/12/2021
EXTRAIDO DA MEMBRANA DA CASCA DO OVO DE
AVES, PRODUZIDAS PELO PROCESSO DE
GELIFICACAO IONICA

Fonte: Autora, 2023.

10

13

Apos a leitura dos resumos, observa-se que as patentes ndo coincidem com o
objeto de estudo no presente trabalho, sendo os titulos 10 e 11 os que mais
assemelham. A patente 10 descreve “esferas de alginato e métodos de produgéo das
ditas esferas, as esferas sendo capazes de conter hidratac&o, aditivos nutricionais,
medicamentos, corantes, adocantes e/ou aromatizantes, e que séo particularmente
vantajosos para uso como cobertura para ragéo de aves domesticas”. A patente 11
refere-se ao “desenvolvimento de um processo de encapsulagao de dleos e produtos
cosmeéticos em esferas de alginato suspensas em solucao de polissacarideo”.

Em seguida, a busca na literatura seguiu em plataformas cientificas
importantes como o PUBMED, onde apds a pesquisa por descritores como “alginate
and oil and encapsulation and ionic gelation”, foi possivel rastrear 22 artigos
publicados entre os anos de 2004 a 2023, apenas um deles (n°13) relacionado ao
cravo-da-india (Quadro 2). Nenhum dos artigos utiliza a liofilizacdo como etapa
subsequente a gelificacdo idnica. Essa revisdo da literatura serviu de base para a

discusséo e estruturacdo da referida tese.



Quadro 2: Artigos publicados na plataforma PUBMED

encapsulacdo de 6leos por gelificacdo ibnica.
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relacionados a

ARTIGOS PUBLICADOS NO PUBMED

N° Titulo Autor(es) Ano
1 Controlled release of protein from hydrocolloid | Mukai-Correa et al. 2004

gel microbeads before and after drying.
> Alginate microparticles as novel carrier for oral | Reis et al. 2007

insulin delivery.

Incorporation of Hosseini et al. 2013
3 | essential oil in alginate microparticles by

multiple emulsion/ionic gelation process.

Alginate-based emulsion template containing | Ong et al. 2015
4 | high oil loading stabilized by nonionic

surfactants.

Prosopis alba exudate gum as excipient for Vasile et al. 2016
5 | improving fish oil stability in alginate-chitosan

beads.

Development of alginate microspheres Benavides et al. 2016
6 | containing thyme

essential oil using ionic gelation.

Calcium-alginate micropatrticles for sustained | Kim; Lee; Lee 2016
7 | release of catechin prepared via an

emulsion gelation technique.

Improving oxidative stability of Comunian et al. 2017
3 echium oil emulsions fabricated by

Microfluidics: Effect of ionic gelation and

phenolic compounds.

Microcapsules biologically prepared using Li et al. 2018
9 | Perilla frutescens (L.) Britt. essential oil and

their use for extension of fruit shelf life.

Impact of Prosopis alba exudate gum on Vasile; Judis; 2018
10 sorption properties and physical stability of Mazzobre

fish oil alginate beads prepared

by ionic gelation.
11 Lipid Oxidation in Emulsions Fortified with Cengiz et al. 2019

Iron-Loaded Alginate Beads.

Effect of Process Parameters on the Initial Yasmin; Chen; 2019
12 | Burst Release of Protein- Eames

Loaded Alginate Nanospheres.

Antimicrobial and antioxidant activity of Radunz et al. 2019
13 | unencapsulated and encapsulated clove

(Syzygium aromaticum, L.) essential oil
14 Microencapsulated Bio-Based Rejuvenators Norambuena- 2020

for the Self-Healing of Bituminous Materials. Contreras et al.
15 Encapsulation of wheat germ oil in alginate- Feltre et al. 2020

gelatinized corn starch beads:
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Physicochemical properties and tocopherols'
stability.

A novel capsule-based smell test fabricated Ismail et al. 2021
via coaxial dripping.
Sodium alginate microencapsulation improves | Majimbi et al. 2021
the short-term oral bioavailability of
cannabidiol when administered with
deoxycholic acid.

Effects of UV-C and Edible Nano-Coating as a | Zambrano-Zaragoza | 2021
18 | Combined Strategy to Preserve Fresh-Cut et al.
Cucumber.
Influence of the particle size Alvarez et al. 2022
of encapsulated chia oil on the oil release and
bioaccessibility during in vitro gastrointestinal
digestion.

Microencapsulation of marjoram Mazza et al. 2023
20 | essential oil as a food additive using
sodium alginate and whey protein isolate.
Encapsulation of Ruta essential oil in chitosan | Castillo et al. 2023
21 | and alginate matrices as an ecological
alternative for the control of nematodes.
Vitexin-loaded poly(ethylene glycol) methyl Yoksan; Towong- 2023
ether-grafted chitosan/alginate nanoparticles: | Phaichayonte
preparation, physicochemical properties and in
vitro release behaviors.

Fonte: Autora, 2023.
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Na plataforma SCIELO foram identificados 5 artigos utilizando os descritores
“alginate and oil and encapsulation” entre os anos de 2007 e 2020 (Quadro 3).

Nenhum dos artigos citados relaciona-se ao cravo-da-india.

Quadro 3 - Artigos publicados na plataforma SCIELO relacionados a
encapsulacédo de 6leos.
ARTIGOS PUBLICADOS NO SCIELO

N° Titulo Autor(es) Ano
Caracteristicas fisicas e nutricionais da matriz | Guedes et al. 2007
1 de encapsulamento na producao de sementes

sintéticas de pimenta-longa (Piper
hispidinervum C. DC.)

Esferas (beads) de alginato como agente Paula et al. 2010
2 | encapsulante de 6leo de croton zehntneri Pax

et Hoffm

Production and characterization of alginate- Fujiwara et al. 2013

starch-chitosan microparticles containing
stigmasterol through the external ionic gelation
technique



http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622007000600004&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622007000600004&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622007000600004&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-67622007000600004&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282010000200007&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282010000200007&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282010000200007&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502013000300015&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502013000300015&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502013000300015&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502013000300015&lang=en
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Encapsulation of flaxseed oil extract in Wissam; Samer 2019
alginate-salep system by ionic gelation
Chitosan-Sodium Alginate Polyelectrolyte
Complex Coating Pluronic® F127
Nanoparticles Loaded with Citronella Essential
Oll

Fonte: Autora, 2023.

Sanches et al. 2020

Na plataforma SCIENCE DIRECT foram identificados 196 artigos originais
utilizando os descritores “onic gelation” and “essential oil clove” entre os anos de 2002
e 2023. Um total de 63 artigos originais foram publicados nos ultimos 10 anos. Destes,
apenas 4 artigos falam sobre a encapsulacdo do 6leo essencial de cravo-da-india de

forma especifica (Quadro 4).

Quadro 4 - Artigos publicados na plataforma SCIENCE DIRECT relacionados a
encapsulacdo de 6leo essencial de cravo-da-india.

ARTIGOS PUBLICADOS NO SCIENCE DIRECT
N° Titulo Observacéao Autor(es) | Ano
Clove essential oil encapsulated on | N&o utiliza Campelo 2020
nanocarrier based on gelificacdo idnica. et al.
1 | polysaccharide: A strategy for the | Apenas a emulsao
treatment of vaginal candidiasis para tratamento da
candidiase.
Wound-aided semi-solid poly(vinyl | Material de parede: | Buntumet | 2021
alcohol) hydrogels quitosa,; al.
2 | incorporating essential oil-loaded Utilizagdo como
chitosan nanoparticles tratamento de
feridas
Nano-encapsulation of a Associacao de Oleo | Lim; Lee; 2023
combination of clove oil and thymol | de cravo e timol Gyu Lee
3 | and their application in fresh-cut para a utilizagéo
apples and raw minced beef como conservante
de alimentos
Clove essential oil loaded chitosan | Material de parede: | Xu et al. 2023
4 nanocapsules on quality and shelf- | quitosa;
life of blueberries Utilizacdo como
conservante natural

Fonte: Autora, 2023.

Trabalhos académicos publicados na Biblioteca Digital Brasileira de Teses e

Dissertagcdes (BDTD) também foram investigados através do descritor “gelificacao
ibnica” and “6leo essencial’. Um total de 9 trabalhos foram identificados entre os anos

de 2017 e 2022. Destes, apenas 1 trabalho relacionado ao cravo-da-india (Quadro 5).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502019000100578&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-82502019000100578&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532020000400803&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532020000400803&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532020000400803&lang=en
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-50532020000400803&lang=en
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092777572031325X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092777572031325X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092777572031325X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S092777572031325X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813021017426
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813021017426
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813021017426
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813021017426
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352300083X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352300083X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352300083X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671352300083X
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813023029860
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813023029860
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813023029860
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Quadro 5: Dissertacédo publicada no BDTD sobre a encapsulagcao de eugenol.

DISSERTACAO
N° Titulo Observacéao Autor(es) | Ano
Microparticulas de eugenol Dissertacdo de mestrado. | Santana, 2020
1 | Por gelificag&o idnica: agao Material de parede: Merielly
antimicrobiana alginato e proteina do Saeli de
soro do leite.

Fonte: Autora, 2023.

Outros trabalhos de pesquisas laboratoriais puderam ser encontrados

acessando a pagina do Google (Quadro 6).

Quadro 6: Pesquisas de acesso livre no Google.

PESQUISAS
N° Titulo Observacéo Autor(es) | Ano
Encapsulacdo de ativos | Dissertacao de mestrado. | Silva, 2019
naturais com  atividade | Encapsulacéo de varios Laiane
1 antimicrobiana em materiais | 6leos essenciais juntos Souza da
de parede protéicos e | para utilizagdo como
lipidicos antimicrobiano
Microencapsulation of clove | Trabalho apresentado no | Kopp et al. | 2019
essential oil with gelatin and | XXXV IULTCS Congress.
2 | alginate Né&o foi feito DPPH,
FRAP, Fenois,
liofilizacdo. Trabalho
comparativo com gelatina

Fonte: Autora, 2023.

Diante do exposto, a encapsulacdo do Oleo essencial de cravo-da-india
representa uma abordagem inovadora na preservacao e utilizacdo desse valioso
extrato botanico. Ao encapsular esse 0leo essencial, ndo apenas se amplia sua
estabilidade (devido a protecdo contra possiveis degradacfes pela luz, oxigénio e
outros fatores ambientais), mas também se abre caminho para aplicacdes mais
eficazes em setores como a medicina, cosmética e aromaterapia. A encapsulacéo do
O0leo de cravo-da-india oferece uma perspectiva promissora para explorar suas
propriedades terapéuticas de maneira mais controlada e duradoura, sendo possivel,
inclusive, a incorporacao desse 0leo essencial em outros produtos como cosméticos,

produtos de cuidados pessoais, suplementos alimentares, medicamentos e alimentos.
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Esses beneficios podem tornar a encapsulagcéo por gelificacdo ibnica uma escolha

valiosa para a comercializacdo do 6leo essencial de cravo-da-india.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1Encapsulacao: aspectos gerais

A encapsulacdo pode ser definida como uma técnica que consiste no
revestimento de materiais sélidos, liquidos ou gasosos por uma camada polimérica
semipermeavel, originando uma particula (Shahidi; Han, 1993).

A industria farmacéutica utiliza essa tecnologia visando a protecdo do material
encapsulado das condi¢cOes adversas do meio externo, estabilizando e aumentando
sua vida util, e permitindo sua liberacéo de forma controlada, a partir de determinado
estimulo, em local e quantidade adequada para atender as necessidades
farmacoterapéuticas. Além disso, muitos compostos bioativos tém varias limitages e
podem sofrer inativacdo no ambiente acido do estémago (Budindic et al., 2021; Sousa
et al., 2022).

O composto encapsulado € referido como nucleo, fase interna ou
preenchimento e pode conter um ou vVarios compostos, enquanto a parede é, as vezes,
chamada de casca, revestimento ou membrana e pode ser classificada como simples
ou dupla (Arshady, 1993; Gharsallaoui et al., 2007; Xu et al., 2022). O ndcleo pode ser
um material cristalino, uma particula adsorvente irregular, uma emulsdo, uma
suspensdo de soélidos, uma suspensdo de particulas menores ou até mesmo
dendrimeros, ou seja, macromoléculas com estruturas altamente ramificadas
(Gharsallaoui et al., 2007). Portanto, 0 encapsulamento € um processo que pode
envolver varias formas de estruturas encapsuladas com o intuito de melhorar as
propriedades de diferentes substancias.

As particulas formadas no processo de encapsulacao podem ser classificadas
em diferentes escalas de tamanho: nanoparticulas, microparticulas e macroparticulas.
As nanoparticulas sdo estruturas diminutas, com dimensdes na faixa de nanémetros,
variando de 1 a 100 nm. As microparticulas que podem apresentar diametros de 1 a
1.000 um e formas variadveis a depender dos materiais e dos métodos usados para
preparé-las (Silva et al., 2003).
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Na Figura 1 é demonstrado os dois subgrupos que as microparticulas podem
ser divididas: microcapsula, que compreende um sistema do tipo reservatério onde o
material ativo € envolto pelo encapsulante; e microesfera, que € um sistema monolitico
onde o material ativo se encontra disperso em uma matriz continua, podendo ser
encontrado também por toda a superficie (Nazzaro et al., 2012; Silva et al., 2014).

Esse revestimento que envolve o ativo se dissolve por meio de um estimulo
especifico, podendo liberar o nucleo no lugar e momento ideais (Suave et al., 2006).
As técnicas de encapsulacdo oferecem varias vantagens, como maior estabilidade,
controle das reagfes de oxidacao e da forma de liberagdo, mascaramento do sabor,
odor ou cor indesejavel e prolongamento da vida util do material encapsulado (Favaro-
Trindade; Pinho; Rocha, 2008). Para desenvolver um sistema de encapsulacéo para
um determinado produto, é importante compreender as propriedades fisico-quimicas
deste (estabilidade, viscosidade e tamanho das goticulas), além de analisar quais 0s
melhores agentes encapsulantes e a melhor metodologia de encapsulamento a serem
utilizadas para esta formulacao especifica, pois ndo ha um método ideal que possa
ser aplicado universalmente a uma variedade de produtos distintos (Gupta; Dey,
2012).

Figura 1 - Morfologia da microcapsula e microesfera.

Microcdpsula: sistema reservatério Microesfera: sistema monolitico

Fonte: adaptado de Pereira et al. (2019).

3.2Técnicas de encapsulacado

A escolha do método para a encapsulacdo depende de fatores econdémicos,
das condicGes de processamento as quais o material encapsulado deve resistir sem
liberar seu conteudo, da funcionalidade que o material ativo deve fornecer ao produto

final, do mecanismo de liberagdo, do tamanho de particula desejado, das



22

propriedades do agente encapsulado e do material de parede, e da aplicabilidade
como ingrediente em alimentos e mecanismos de liberacdo. As principais técnicas
utilizadas para encapsulacdo sao: gelificacdo idnica, coacervacdo simples e
complexa, spray drying, spray cooling, liofilizacao, leito fluidizado, co-cristalizagéo e a

producao de lipossomas (Jones; Mcclements, 2010). Observe o Quadro 7.

Quadro 7: Técnicas de encapsulacéo e seus processos envolvidos.

TECNICA DE
ENCAPSULACAO

Spray-drying

PRINCIPAIS ETAPAS

. Preparacéo da disperséao

. Homogeneizacao da dispersao

. Atomizacéo da disperséo

. Desidratacdo das particulas atomizadas

. Preparacéo da disperséo

. Homogeneizacéo da dispersao

Atomizacao da dispersao de alimentacéo

. Preparacao da solucéo de revestimento

. Fluidizag&o de particulas centrais

Revestimento de particulas centrais

. Mistura do nucleo em uma solucéo de revestimento
. Liofilizag&o da mistura

. Formacéao de trés fases imisciveis

. Deposicao do revestimento

. Solidificagao do revestimento

. Preparacéo solucéo supersaturada de sacarose
. Adicdo de nucleo a solugéo

. Emissao de calor substancial apés a solucéo atingir
a temperatura de cristalizacdo da sacarose
Lipossomas a. Microfluidizagéo

b. Ultrassonicacéao

c. Evaporacéo de fase reversa

Gelificag&o idnica a. Preparacéo da solugao de revestimento

b. Homogeneizacdo do material a ser revestido

c. Gotejamento em cloreto de célcio

Spray-cooling

Leito fluidizado

Liofilizacao

Coacervacao

Co-cristalizacao

OTROTY TRV OTYOTOOTY

Fonte: adaptado de Desai e Park (2005), com alteragoes.

A técnica de encapsulacdo por gelificagdo ibnica destaca-se pela sua
simplicidade, baixo custo, facil execucdo, além de n&o necessitar de altas
temperaturas e solvetes organicos. Além disso, € capaz de formar, com eficiéncia,
uma matriz impermeavel ao oxigénio, mas permeavel ao principio ativo encapsulado,

possibilitando sua liberag&o gradual (Naranjo-Duran et al., 2021).



23

O processo de liofilizagdo também é de grande importancia por promover maior
estabilidade microbiolégica evitando degradacfes quimicas ou biologicas e
diminuicdo de custos de armazenamento e transporte (Gharsallaoui et al., 2007).

Portanto, essas técnicas foram descritas mais detalhadamente nos tépicos abaixo.

3.2.1 Gelificagéo ibnica

A técnica de gelificacdo idnica baseia-se na capacidade de polissacarideos
anibnicos, como o alginato, a pectina, a goma carragena e a goma gelana em
complexar-se, formando géis insolliveis na presenca de ions divalentes como o célcio
(Burey et al., 2008).

Esse método de encapsulacdo pode ser classificado em dois tipos, externo e
interno. A gelificacdo ibnica externa (Figura 2) é a mais conhecida; a solucéo
biopolimérica é gotejada com uma pipeta de calibre reduzido (3 a 5 mm), processo de
extrusdo, ou atomizada sobre uma solucéo de ions divalentes (geralmente, solucao
de CaClz). O endurecimento das particulas ocorre instantaneamente, comec¢ando na
superficie na qual os ions divalentes reagem com as cadeias biopoliméricas
carregadas negativamente, formando uma estrutura tridimensional rigida, com alto
teor de agua, através da qual os ions difundem para o interior da particula,
favorecendo a reticulagéo do exterior para o interior (Schoubben et al., 2010).

Figura 2 - Mecanismo de gelificacdo idnica externa: (a) goticula de alginato em
contato com a solucdo de calcio; (b) difusdo interna de ions de calcio; (c)
gelificacdo para dentro da goticula; e (d) gelificagcdo completa.

a) Solugdo Catidnica | b) - Solugdo Catidnica |
S ~ -

o . o . o o
o o © o9 I e o © o o

o -
° 2 ions Ca2+

_ Solugdo de alginato m Matriz de hidrogel

Fonte: Adaptado de Leong et al. (2016).
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Na gelificacdo idnica interna (Figura 3), a solucdo polimérica contendo o
material a ser encapsulado e sais insollveis de calcio sofrem emulsificacdo em fase
oleosa contendo agente surfactante. Apés isso, 0 meio acido é adicionado a fim de
reduzir o pH para que haja a liberagédo dos ions calcio e possibilitando a complexagéo

dos grupos carboxilicos com o célcio.

Figura 3 - Mecanismo de gelificagcdo ibnica interna: (a) disperséo de goticula de
alginato em contato com a solucdo de calcio; (b) difusdo interna de ions de
célcio; (c) gelificacdo para dentro da goticula; e (d) gelificagcdo completa.

i

- Solugdo de alginato - Sal de calcio insoltvel - ions Ca+
- Ativo - ion de hidrogénio m Matriz de hidrogel

Fonte: Adaptado de Leong et al. (2016).

As vantagens da gelificacdo ibnica estdo relacionadas com sua simplicidade,
baixo custo e com a ndo necessidade de utilizacdo de solventes organicos e/ou pH
extremos. E possivel encapsular substancias hidrofilicas e hidrofobicas, tornando-a
uma técnica cada vez mais estudada pelas industrias farmacéutica e alimenticia
(Mcclements, 2017). Segundo Arriola et al. 2019, os Oleos sao eficientemente
encapsulados pois forma-se uma camada de gel insolavel em agua.

A concentracdo dos agentes encapsulantes deve ser cuidadosamente
analisada e determinada para evitar perdas expressivas do ativo, que pode atravessar
a porosa barreira protetora e se perder ao longo do processo ou do armazenamento
(Frascareli et al., 2012).



25

3.2.2 Liofilizagao

A liofilizacdo, também chamada criodesidratacéo, criossecagem e freeze-
drying, € uma técnica simples, usada para desidratar materiais sensiveis ao calor e
aromas como Oleos através do vacuo. Esse processo de secagem utiliza a
sublimacao, onde a agua passa diretamente do estado solido para o estado de vapor
sem passar pelo estado liquido (Sousa et al., 2022). A baixa temperatura e presséo
requerida, a torna adequada para a secagem de produtos termolébeis ou instaveis em
solucdo aquosa durante o periodo de armazenamento prolongado, mas que possui
estabilidade na sua forma seca (Hazarika; Gosztola, 2020).

Apés sublimacéo, a agua que ainda permanece ligada fortemente aos solutos,
denominada agua adsorvida, € convertida em vapor e removida do produto por

dessorcao (Jales, 1999).

Quadro 8 - Caracteristicas dos principais métodos de secagem de materiais
vegetais.

METODO CARACTERISTICAS VANTAGENS DESVANTAGENS
Ambiente Conduzido na sombra Baixo custo Processo lento;
e em local ventilado varidvel com o
clima; baixa eficacia
Liofilizacdo | Congelamento e | Conservagdo das | Processo lento e
sublimacéo da agua | propriedades dispendioso
bioquimicas
Estufa Transferéncia de Simplicidade Alteragéo da
calor por conducao/ composicao
conveccao; quimica; possiveis
As condicbes de perdas de volateis
temperatura, umidade
e corrente de ar sdo
variaveis
Micro-ondas | Geragdo de calor no | Rapidez Distribuicéo
interior do material | Eliminacao de | desigual do calor; a
vegetal microorganismos secagem pode nao
Preservacao da cor | ser uniforme

Fonte: Adaptado de Pastorini, Bacarin e Abreu (2002).

Substancias como peptideos, proteinas e moléculas organicas sintéticas
complexas, estdo sujeitas a uma variedade de reacdes quimicas (como hidrolise,

reticulacdo, oxidacdo, agregacao e rearranjos dissulfureto) em solu¢gdes aquosas,
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muitas das quais sdo bastante inaceitaveis em termos de desempenho ou seguranga

do produto. A secagem retarda esses processos de degradacao (Franks, 1998).

3.3Materiais encapsulantes

A escolha dos agentes encapsulantes é a etapa crucial para a obtencédo do
produto final desejado. Dessa forma, fatores como néo reatividade com o agente ativo,
baixa viscosidade em concentracdes elevadas, facil manipulacdo, baixa
higroscopicidade, baixo custo, sabor agradavel, capacidade de revestimento,
mecanismo de liberacao ideal e facilidade de solubilizacdo séo alguns exemplos das
condicGes que devem ser levados em consideracdo (Favaro-Trindade; Pinho; Rocha,
2008; Reis et al.,, 2021). Com relacdo a gelificacdo idnica propriamente dita, 0s
agentes encapsulantes devem apresentar propriedades emulsificantes, com
facilidade para a formacéao de pelicula.

Ha uma extensa variedade de materiais de revestimento que podem ser
utilizados sozinhos ou combinados (Quadro 3), porém a combinacdo ideal ira
depender da técnica aplicada. Com a finalidade de se obter melhores resultados de
eficiéncia de encapsulacédo, podem ser empregadas diferentes combinacdes desses
materiais (Pereira et al., 2019). De todo modo, o sistema de encapsulamento é

selecionado de acordo com a finalidade pretendida para a formulagéo final.

Quadro 9 - Principais materiais de parede usados na encapsulagéo.

CATEGORIA PRINCIPAIS MATERIAIS
: Amido, maltodextrina, quitosana, dextrina,
Carboidratos . . : -
ciclodextrina, amido modificado

Celulose Carboximetilcelulose, metilcelulose

Gomas Goma arabica, agar, carragena, alginato de sodio

Lipidios Cera, parafina, cera de abelha, diacilglicerol, 6leos

Proteinas Gluten, gelatina, albumina, caseina, peptideos

Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2019).

Dentre os biopolimeros, os polissacarideos certamente se revelaram os mais
versateis para dar origem a géis quimicos e fisicos. No primeiro caso, a riqueza de

grupos funcionais (principalmente o grupo hidroxila, mas também o grupo amino) se
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presta a uma seérie de reacdes quimicas de reticulacdo, criando ligagdes covalentes
(Paoletti; Donati, 2022). Segundo Shahidi e Han (1993), a capacidade dos
carboidratos de proteger os componentes do nucleo durante o processo de

encapsulacao é evidente, tornando-os materiais de revestimento muito utilizados.

3.3.1 Alginato de sdédio

Em 1883, o quimico inglés E. C. C. Stanford, ao fazer uma maceragdo em algas
marrons, descobriu uma nova substancia que ele entdo nomeou de algin (Stanford,
1883). O alginato € um polissacarideo aniénico natural, solivel em agua, originario de
algas da familia Phaeophyceae, onde esta presente como os sais de calcio, magnésio
e sodio do acido alginico formando parte da parede celular com fungdes estruturais
semelhantes a carragenina e agar. Estas algas sdo encontradas em ambientes
marinhos e costeiros ao redor do mundo e sdo uma fonte valiosa de alginato (Yang;
Xie; He, 2011; Senturk Parreidt; Mduller; Schmid, 2018). Os alginatos séo
preferencialmente extraidos na forma de sédio devido a sua maior solubilidade em
agua fria (Fertah et al., 2017).

Além das algas, o alginato pode ser obtido também a partir de bactérias dos
géneros Pseudomonas e Azotobacter presentes no solo. A sua producédo por
microorganismos permite uma exploracdo controlada de suas fontes naturais, além
de ser possivel obter materiais especificos com caracteristicas uniformes (Garcia-
Cruz; Foggetti; Silva, 2008; Food Ingredients Brasil, 2013; Gao; Pollet; Avérous, 2017).
A extracdo do alginato € realizada através de uma série de etapas envolvendo a
dissolucdo do &cido alginico na biomassa de algas marinhas com uma solugéo
alcalina, precipitagdo de alginato de sodio com cloreto de calcio, filtracdo e
subsequentes operacdes de purificacdo e secagem (Qin et al., 2018).

A estrutura do alginato é formada por acido a-L-gulurénico (G) e o acido B-D-
manurénico (M), unidos por ligages glicosidicas 1-4 (Figura 4) que se agrupam em
blocos sequenciais MM, MG e GG. Estas ligagdes variam com a proporcgao,
distribuicdo e numero de ligacGes cruzadas entre as cadeias poliméricas destes
blocos, que irdo definir as configuracGes espaciais dos blocos M e G, determinando
as propriedades quimicas e fisicas da molécula de alginato. As unidades M e G nos
alginatos podem ser aleatoriamente ou ndo aleatoriamente organizadas como

sequéncias heterogénea ou homogénea (Fu et al., 2011).
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Variagbes também podem ocorrer de acordo com a forma de obtencéo, as
espécies de algas marinhas, as diferentes partes da mesma planta (caule ou folha),
as mudancas sazonais e as condicdbes do mar (Yang; Xie; He, 2011). Esse
polissacarideo € praticamente atoxico, ndo apresenta risco a saude humana, e
possibilita a incorporagcdo de diversas substancias, sendo considerado um dos
materiais de parede mais utilizados na encapsulacdo. Devido as suas propriedades
Unicas, para gelificar e espessar solucdes, e para atuar como suporte de imobilizagao,

0 material tornou-se um produto de importancia comercial (Guo et al., 2020).

Figura 4 — Caracteristicas estruturais dos alginatos. A. Unidades monoméricas,
manuronato (M) e guluronato (G). B. Conformacéo da cadeia. C. Distribuigdo em bloco.
(Bloco G: 4cido gulurbnico; Bloco M: acido manurdnico; Bloco MG: alternanciade acido
gulurdnico e acido manurdnico).

A
B-D-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
-00C OH coo - B
e LT 0"\ ~—x 5 \ HO 7 0
B i { [ coo-
%, \\-"’-O h“‘--u’r /
OH -00¢
G G M M G
MMMMMMGMGGGGGGMGMGGGGGGGGGMMGMGMGMGMGMG
I | I | [ [ | |
C M block G block G block MG block

Fonte: Adatado de Hu et al. (2021).

As primeiras particulas de alginato para fins de encapsulamento foram
desenvolvidas em 1980. Desde entdo, muitas pesquisas foram realizadas sobre o
desenvolvimento e aplicacao de particulas de alginato, tornando-o um dos materiais
mais comumente aplicados para a formacao de particulas de hidrogel (Paques et al.,
2014).

Dois diferentes tipos de géis podem ser formados a partir do alginato, o gel
ibnico e o gel acido, cada qual com diferentes especificidades, caracteristicas e

aplicacoes (De Celis Alonso et al.,, 2010). Ou seja, na presenca de cations
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multivalentes, como ions de calcio, ou ainda quando o pH do meio é inferior a 3,5, ha
a formacao de gel. O seu volume pode aumentar em 10 vezes apos absor¢cado de agua
do meio (Guo et al., 2020).

A afinidade por cétions e as propriedades de formacao de gel do alginato estédo
principalmente relacionadas ao conteddo de residuos gulurénicos (G), pois quando
dois residuos gulurénicos sédo adjacentes no polimero eles formam um sitio de ligacao
para cations polivalentes (Smidsrod; Draget, 1996). Em outras palavras, esses
residuos (G) séo responsaveis pela for¢a do gel, além da sua maior solubilidade. Por
outro lado, os residuos manurbnicos (M) sao responsaveis por sua flexibilidade,
maciez e elasticidade, além de conferir menor solubilidade a formulacéo. O teor de G
e M do alginato pode afetar significativamente suas propriedades gelificantes e,
portanto, é importante para fins industriais e académicos. E importante salientar que
o alginato € incapaz de formar géis se a fracdo molar dos blocos G for menor que 20-
25% (Petrova et al. 2019).

Para explicar as propriedades gelificantes do alginato, um modelo foi proposto
por Grant et al. (1973), conhecido como o modelo “caixa de ovo” (Figura 5). Esse
modelo exemplifica como os catios (como o célcio) interagem com os monémeros de
acidos gulurénicos gerando um emparelhamento de blocos G, sendo que o alginato
modifica a sua forma linear gerando uma rede tridimensional, ampliando a
possibilidade de mais ions calcio reagirem com o alginato, formando entéo estruturas
cada vez mais complexas (Fu et al., 2011).

Nas industrias alimenticias e téxteis os alginatos sdo amplamente utilizados
como espessantes, estabilizadores e formadores de filme. Por ser um polissacarideo
nao digerivel, também pode ser classificado como fibra alimentar, sendo inclusive
utilizado para reduzir a absorcao intestinal de nutrientes, promover saciedade e
interferir no indice glicémico. Sua ampla gama de usos corresponde a natureza
heterogénea desse polimero de ocorréncia natural. Por ser biocompativel,
biodegradavel, atdéxico e ndo imunogénico, o alginato é usado na industria
farmacéutica, odontolégica e biomédica para controlar/sustentar a liberacdo de
farmacos a partir de formas farmacéuticas diversas (Onsoyen, 1996; Brownlee et al.,
2005). Normalmente, utiliza-se uma concentracao dentro da faixa de 1 a 10% (p/p) de

alginato em determinado produto.
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Figura5—- A. Modelo “caixa de ovo” para a estruturado gel de alginato de célcio.
B. Formacdao de juncdes intercadeias.

AAFR
goivaniva

O peso molecular do alginato (32-400 kDa) pode influenciar significativamente

Fonte: Rehm (20009).

suas propriedades de gelificacdo, incluindo intumescimento, encolhimento, rigidez
mecanica e capacidade de resistir a interferéncia de cations monovalentes. Com a
reducdo do seu peso molecular, a atividade biolégica do alginato pode ser perdida,
afetando o desempenho de suas caracteristicas funcionais. Por outro lado, com o
aumento do peso molecular, sua taxa de gelificacdo torna-se mais rapida e o gel
formado é mais resistente a ruptura (Farrés; Norton, 2014; Cao et al., 2020). Esse
aumento de resisténcia acontece até o limite de 240 kDa (viscosidade intrinseca < 4,8
dL/g); se o peso molecular for superior a 240 kDa, o efeito de forca do gel é
insignificante (Martinsen; Skjak-Braek; Smidsred, 1989; Hu et al., 2021).

O alginato tem sido utilizado para encapsular varios materiais, tais como 6leo
essencial de tomilho (Benavides et al., 2016), células, enzimas e lipidios (Dias et al.,
2017), microalgas como a espirulina (Rajmohan; Bellmer, 2019). S&o inUmeros 0s
artigos publicados associando o alginato com a gelificacédo ibnica, desde o ano de
1989. A matriz de alginato sofre hidratacdo quando entra em contato com o fluido
gastrico. A superficie polimérica torna-se tumefeita, de maneira previsivel, formando
uma camada gelatinosa que atua como um limitador da velocidade de liberagdo dos

ativos encapsulados (Barrocas et al., 2007).
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3.4 Oleo essencial de cravo-da-india

A espécie Syzygium aromaticum (L.) também conhecida como Eugenia
caryophyllata L. pertence a familia Myrtaceae, cresce em climas tropicais e tem sido
amplamente utilizada na medicina tradicional chinesa ha mais de 2000 anos (Bhowmik
et al., 2012). E espécie nativa da Indonésia, mas hoje em dia é cultivada em varias
partes do mundo, inclusive no Brasil devido ao clima favoravel, quente e imido. Esta
planta € uma das mais ricas fontes de compostos fendlicos, hidrocarbonetos,
monoterpenos e sesquiterpenos, fato que explica seu grande potencial para produtos
farmacéuticos, cosmeéticos, alimenticios e aplicagdes agricolas (Cortés-Rojas; Souza;
Oliveira, 2014). Segundo Batiha et al. (2020), € a especiaria mais importante e a
segunda mais valiosa no comércio mundial.

O craveiro-da-india € uma arvore de ciclo perene (Figura 6), que cresce a uma
altura que varia de 10 a 20 metros, possui folhas ovais grandes e flores de cor
vermelha brilhante em formato de sino que se apresentam em numerosos grupos de
cachos terminais. Os botdes florais aparecem quatro anos apés o plantio e séo

colhidos quando chegam a 1,5-2 cm de comprimento (Alma et al., 2007).

Figura 6 — Espécie Syzygium aromaticum. A - Botdes florais do craveiro-da-india
prontos para serem coletados. B - Botdes florais secos (cravo-da-india).

Fonte: Google imagens.

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (2019), o botédo floral seco desta
planta possui odor forte, aromatico e caracteristico. Ao ser pressionado exsuda 6leo
e é indicado pelo nome inglés “cravo”, derivado da palavra latina “clavus” (prego), pois
a forma se assemelha a de um prego de tamanho pequeno. Atualmente, o cravo-da-
india € usado em trés formas diferentes, como botdes secos inteiros (comumente

chamados de “cravinho”), tempero moido e dleo essencial. Embora todas as formas
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compartilhem propriedades biomédicas relevantes, elas diferem no grau de poténcia,
sendo o Oleo essencial o mais potente e sua forma moida a menos potente ja que
parte dos seus volateis € perdida durante o processo de moagem.

Apesar de o cravo-da-india ser utilizado, desde a antiguidade, como tempero
para diversos alimentos e conservante natural, suas atividades farmacoldgicas séo
evidentes e sdo relatadas amplamente na literatura: anestésica, estimulante,
antioxidante (Gulgin, 2012; Bakour et al., 2018; Hassine et al., 2021), antibacteriana
(Abdullah et al., 2015), antifungica (Rana; Rana; Rajak, 2011; Ascencao; Mouchrek
Filho, 2013; Puskarova et al., 2017), anti-tripanosoma (Zanusso Junior et al., 2018),
anti-inflamatéria (Han; Parker, 2017; Marmouazi et al., 2019), inseticida (Hassine et al.,
2021), larvicida (Gohary et al., 2021) e anti-sépticas. O 6leo essencial encontra
aplicacbes, ainda, na assisténcia odontolégica, incluindo tratamento de infeccBes
gengivais, queimaduras e disturbios respiratorios e digestivos (Kim et al., 1998;
Chaieb et al., 2007). Segundo Cértes-Rojas et al. (2014), devido ao poder antioxidante
e antimicrobiano do cravo-da-india, este pode ser considerado um importante
conservante em inimeros alimentos principalmente no processamento de carnes, em
substituicdo aos conservantes quimicos.

Segundo Vicidomini, Roviello e N. Roviello (2021), o cravo-da-india é dotado
de propriedades medicinais consideradas relevantes na prevencdo de infeccdes
bacterianas secundarias durante a terapia da COVID-19. Seu 06leo essencial ja havia
mostrado efeitos antibacterianos notaveis contra as infeccbes de pacientes
hospitalizados imunossuprimidos (Chaieb et al., 2007). As composi¢des quimicas dos
extratos aquosos e etanolicos de cravo-da-india foram investigadas sobre seus
potenciais na supresséo da ligacédo da proteina SARS-CoV-2 spike-ACEZ2, reduzindo
a disponibilidade de ACE2 e eliminando os radicais livres (Yanfang et al. 2022).

A Food and Drug Administration (FDA) confirmou a seguranca de botbes de
cravo, Oleo de cravo, eugenol e oleorresinas como suplemento alimentar
(Vijayasteltar et al., 2016) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) demonstrou que
a quantidade diaria aceitavel de cravo em humanos € de 2,5 mg/kg de peso corporal
(Ogunwande et al., 2005). Embora toda substancia pode ser considerada téxica a
depender da dose administrada ou absorvida, do tempo e frequéncia de exposi¢ao e
da via de administracdo, em um estudo toxicoldgico pré-clinico do extrato do cravo-
da-india em roedores foi observado boa tolerabilidade em contato com a pele, bem

como baixo indice de alergia quando adicionado a produtos de higiene pessoal, a
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produtos odontolégicos e a perfumes, desde que as quantidades ministradas sejam
feitas de maneira correta e em concentracdes seguras (Valente et al., 2009; Affonso
et al., 2012).

Cerca de 30 compostos j& foram identificados no 6leo essencial de cravo
(OEC), sendo os principais os fenilpropandides, como eugenol (70-85%) e seus
derivados. Além destes, niveis menores de compostos organicos [B-cariofileno (5-
12%) e a-humuleno (ElI Asbahani et al., 2015; Haro-Gonzalez et al., 2021). A
concentracdo de cada componente no 6leo pode variar de acordo com a parte da
planta utilizada para a extracdo (Oliveira et al., 2009). Seus compostos instaveis e
volateis sdo capazes de se decompor ou evaporar facilmente sob condicdes de
processamento, durante a utilizacdo e armazenamento, ou quando incorporados em
alimentos ou embalagens como resultado de altas temperaturas, baixas pressoes,
presenca de ar e luz.

O eugenol, composto majoritario, foi isolado pela primeira vez em 1929 e, em
seguida, comecou a ser produzido em larga escala por um processo que envolve a
destilacao fracionada. Esse composto bioativo € amplamente disponivel em varias
outras ervas, como canela e pimenta (Taleuzzaman et al., 2021). O uso do eugenol
na odontologia é bastante conhecido em alguns tipos de restauragfes dentérias, pois
apresenta eficacia contra dores de dente, ja que consegue atravessar o tecido da
polpa dentaria e chegar a corrente sanguinea. Além disso, detém capacidade de
formar uma espécie de cimento provisorio ou intermediario quando misturado ao 6xido
de zinco. A producédo desse produto libera um odor caracteristico do eugenol, fazendo
com que esse cheiro seja comumente associado aos consultérios odontolégicos
(Martinez-Herrera et al., 2016; Batiha et al., 2020).

O efeito sinérgico do eugenol com varios antibidticos, por exemplo,
vancomicina, penicilina e eritromicina, tem sido relatado na literatura. Ao potencializar
acdo do farmaco, reduz sua concentracao inibitéria minima (CIM), o que tem o efeito

de reduzir a resisténcia aos antibidticos entre os patégenos (Ulanowska; Olas, 2021).
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Atividades biologicas

Autor(es), ano

Antibacteriana

Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Listeria monocytogenes
Salmonella sp.

Mytle et al., 2006
Beraldo et al., 2013
Gupta et al., 2013
Mishra; Sharma, 2014
Radinz et al., 2018
Thielmann; Muranyi; Kazman, 2019

Serraya SP- Selles et al., 2020
Klebsiella sp. Kacaniova et al., 2021
Kluyvera sp.- Ginting; Retnaningrum; Widiasih, 2021
e Enterobacteriacea sp.
Antifungica

e Fusarium moniliforme
e Fusarium oxysporum

e Fusarium
chlamydosporum
Aspergillus sp.

Mucor sp.
Trichophyton rubrum
Microsporum gypseum
Alternaria alternata
Helminthosporum oryzae
Rhizoctonia bataticola
Candida albicans
Candida krusei
Candida parapsilosis

e Candida glabrata

Beg; Ahmad, 2002
Pina-Véaz et al., 2004
Rana; Rana; Rajak, 2011
Ascencéo; Mouchrek Filho, 2013
Puskarova et al., 2017
Kaur; Kaushal; Rani, 2019
Shahbazi, 2019
Santos Junior et al., 2021
Hekmatpanah et al., 2022
Biernasiuk; Baj; Malm, 2023

Antiparasitaria

e Leishmania tropica

e Leishmania major

e Trichinella spiralis

¢ Dermatophagoides
farinae

e Dermatophagoides
pteronyssinus

e Rhipicephalus microplus

e Dermatophagoides farina

Kim; Kim; Ahn, 2003
Kim; Sharma, 2011
Ferreira et al., 2018
Fahmy; Zalat; Rabei, 2020
Moemenbellah-Fard et al., 2020

Larvicida
e Aedes aegypti
e Aedes albopictus

Rodrigues et al., 2019
Santos et al., 2020
Budiman et al., 2021
Budiman et al., 2022
Mohd-Nawi et al., 2022
Santos et al., 2022

Anti-inflamatéria

Oztirk; Ozbek, 2005
Bachiega et al., 2012
Han; Parker, 2017
Nikoui et al., 2017
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Antioxidante

Viuda-Martos et al., 2010
Silvestri et al., 2010
Gulgin, 2012
Pérez-Rosés et al., 2016
Bakour et al., 2018
Radinz et al., 2018
Farias et al., 2019
Kaur; Kaushal; Rani, 2019
Selles et al., 2020
Hassine et al., 2021
Al-Zereini et al., 2022
Johari; Khan, 2022

Anestésico

Fujimoto et al., 2017
Kheawfu et al., 2017
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4. OBJETIVOS

4.10bjetivo Geral

Desenvolver encapsulados estaveis termicamente, formados por alginato de
sodio e Oleo essencial de Syzygium aromaticum (L.) através da técnica de gelificacdo
ibnica externa com posterior liofilizagcdo, para empregabilidade como agente

antioxidante.

4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o 6leo essencial de cravo-da-india quanto sua densidade, pH e
composic¢do quimica (GC/MS);

2. Desenvolver formulacfes poliméricas de alginato de sodio para a incorporacao
de diferentes concentracdes (0,1%, 0,5% e 1,0%) de Oleo essencial de cravo-
da-india pela técnica de gelificacéo ibnca externa,

3. Realizar desidratacao dos encapsulados por liofilizagcao;

4. Quantificar o teor de ativos retidos pela parede polimérica de alginato e
identificar o percentual de 6éleo essencial perdido no processo;

5. Identificar a concentracéo de 6leo essencial que proporciona maior eficiéncia
de encapsulacéo;

6. Realizar caracterizagdo dos encapsulados liofilizados por Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Analise térmica por TGA e DSC;

7. Determinar o grau de intumescimento dos encapsulados liofilizados em meios
acido e tampéo PBS;

8. Determinar a liberagdo do eugenol aprisionado nos encapsulados liofilizados
em diferentes tempos;

9. Avaliar a atividade antioxidante do Oleo essencial e dos encapsulados

liofilizados pelas técnicas de DPPH e FRAP.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1Materiais

O alginato de sodio e o cloreto de calcio grau farmacéutico para uso alimenticio
e farmacéutico foram obtidos da farméacia de manipulacéo Alquimia (Indaiatuba/SP —
Centro). Reagente Folin-Ciocalteau (Lote: 126613 — Céd. P.01.0132.000.00.78). O
Oleo essencial de cravo-da-india foi obtido a partir da empresa Quinari (responsavel
técnico José Reinaldo de Souza — Jandira/SP) e é proveniente da Indonésia (Registro
na ANVISA: 25351.183090/2017-50; numero CAS: 8000-34-8; 84961-50-2 / Chemical

Abstracts Service). Mais detalhes estéo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Especificacdes do OEC obtido comercialmente.

Analises Especificagbes Resultados
Aparéncia Liquido amarelo claro a amarelo dourado De acordo
Aroma Quente, doce e picante De acordo
Nota do perfume Média De acordo
indice de refracdo (20 °C) 1,520 — 1,540 1,535
Rotacao éptica (20 °C) [-2°; 0°] -0,7°
Solubilidade Soluvel em éalcoois e 6leos vegetais (fixo); De acordo

insolavel em agua.

Dados disponibilizados pelo fornecedor.

5.2Métodos

Para a realizacéo dos experimentos e producdo dos encapsulados, foi tracado
um planejamento de desenvolvimento de duas formulagdes contendo diferentes
concentragdes de alginato de sédio (1,0% e 2,0%) e 6leo essencial (1,0% e 2,0%). A
escolha da concentracdo de 1,0% (p/v) de alginato de sédio e 1,0% (v/v) de Oleo
essencial foi baseada na eficiéncia de encapsulacéao obtida por GC/MS. Houve baixa
encapsulacdo quando utilizadas as concentracOes de alginato de sédio e de 0leo

essencial mais altas, de acordo com a Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2. Formulagcbes desenvolvidas inicialmente.
Algl% + OEC1% Algl% + OEC2% Alg2% + OEC1% Alg2% + OEC2%
EE% 39,3 23,0 21,0 16,0

EE%: eficiéncia de encapsulacdo (%) baseada no eugenol.

Em seguida, optou-se por observar a variacao de eficiéncia de encapsulacdo a
partir de trés concentracdes de Oleo essencial, tomando como base os estudos
anteriores. Portanto, as concentracdes de 1,0% (v/v), 0,5%(v/v) e 0,1%(v/v) de 6leo
essencial foram utilizadas para a producédo de novos encapsulados com alginato de

sédio a 1,0% (p/v). Observe a tabela a seguir.

Tabela 3. Formulagbes desenvolvidas com alginato 1,0% (p/v).
OEC 1,0%, v/iv OEC 0,5%, v/iv OEC 0,1%, v/v
EE% 39,3 50,4 76,9

EE%: eficiéncia de encapsulacgédo (%) baseada no eugenol.

A partir desses dados, foi dada continuidade aos experimentos com 0s
encapsulados de alginato de sodio 1,0% com variagBes de Oleo essencial de 1,0%,
0,5% e 0,1%. Mais adiante, esta disposto o fluxograma do planejamento experimental
(Figura 7).

Figura 7 - Fluxograma do planejamento experimental.

Alginato 1,0% + | Alginato 1,0% + Alginato 2,0% + i Alginato 2,0% +
OEC 1,0% OEC 2,0% OEC 1,0% OEC 2,0%
|

Liofilizagﬁo
i
Eficiéncia de
Encapsulagdo
[

| | | | | |
Alginato 1,0% + | Alginato 1,0% + [ Alginato 1,0% +
OEC 1,0% OEC 0,5% OEC 0,1%
1 |

Liofilizagao

e s
umidade | encapsulacéo Antioxidante | intumescimento eugenol

Fonte: Autora (2024).
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5.2.1 Densidade e pH do 6leo essencial (OE)

A densidade do o0leo essencial de cravo-da-india (OEC) foi determinada através
de um picnémetro de volume nominal de 10 mL (20° C), previamente calibrado com
agua destilada. A andlise do pH foi realizada em pHmetro digital (Quimis® Q400MT),
utilizando-se um eletrodo de vidro previamente calibrado em soluc¢des tampéo de pH

7,0 e 4,0, tomando cuidado para que a ponte salina estivesse mergulhada no liquido.

5.2.2 Identificacdo quimica (GC/MS)

A separacdo e identificacdo dos componentes presentes no OEC foram
realizadas por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC/MS)
modelo Shimadzu GCMS-QP 2010 Plus. A solucéo estoque foi preparada dissolvendo
o OEC em hexano para a obtengao das concentragdes de 10, 25, 50, 75 e 100 ug/mL,
a fim de se obter a curva de calibracdo. A coluna capilar cromatografica de silica apolar
teve como gas de arraste o hélio (1,0 mL/min.). A corrida cromatogréfica iniciou em
60 °C com aumento de 3 °C/min. até 90 °C; a temperatura se elevou 30 °C/min. até
210 °C. O modo de injecao foi sem divisdo de fluxo (Splitless) no volume de 1 pL. A
curva de linearidade foi obtida por regressdo linear dos minimos quadrados e
expressa pela equagéo y = ax + b. A faixa linear foi calculada usando o coeficiente de
determinacao (R?), com o critério minimo aceitavel de 0,99.

5.2.3 Determinacéo do teor de fendis totais

A determinagdo do contetdo total de fenodis foi realizada em triplicata, de
acordo com o método de Folin-Ciocaulteu descrito por Woisky (1998). A curva padréo
de calibracdo foi construida utilizando o acido galico (Sigma Aldrich) em diferentes
concentracdes (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 yg/mL). Em cada baldo volumétrico de 5 mL,
adicionou-se 3,5 mL de agua destilada, 400 uL do reagente de Folin-Ciocaulteu e uma
aliquota da solucéo estoque de acido galico correspondente a concentracao 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 baldo e o volume foi completado com agua destilada. A rea¢do ocorreu com 0

auxilio de banho-maria a 50 °C por 20 minutos, em seguida, foi realizada a leitura em
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espectrofotdmetro UV-Vis, modelo 1240 Shimadzu, no comprimento de onda de 760
nm. Calculou-se a equacédo da reta pelo método dos minimos quadrados. Para a
determinacao do teor de fendis totais do 0leo essencial e dos encapsulados liofilizados
foi utilizada a concentracédo de 25 pg/mL. O resultado foi expresso em Equivalentes
de Acido Gélico (EAG).

5.2.4 Desenvolvimento dos encapsulados

O dleo essencial de cravo-da-india foi encapsulado pela técnica de gelificacédo
idnica utilizando o método dripping, que se trata do gotejamento de uma solugcdo em
uma outra, gerando assim granulos esféricos por meio de gelificacdo quimica. O
agente encapsulante utilizado foi o alginato de sodio a 1,0% (p/v), solucdo em agua
destilada a 35 °C. Outros autores utilizaram o biopolimero na concentragéo de 1,0%,
p/v (Benavides et al., 2016). Concentracdes elevadas de alginato de sédio tém sido
relatadas (Zam et al., 2014; Medeiros et al., 2022). A escolha da concentracdo de
1,0% (p/v) de alginato se deu através de estudos prévios, onde a eficiéncia de
encapsulacdo foi mais baixa em concentracbes de alginato superiores, conforme
relatado anteriormente. A Tabela 4 apresenta os componentes da formugao e suas

respectivas concentracées.

Table 4: Componentes quimicos dos encapsulados LF1, LF2 e LF3.

F1 F2 F3
OEC 1,0%, viv 0,5%, viv 0,1%, viv
Alginato de sédio 1,0%, p/v 1,0%, p/v 1,0%, p/v
Cloreto de célcio 3,0%, p/v 3,0%, p/v 3,0%, p/v

OEC: 6leo essencial de cravo.

As solucbes de alginato de sédio foram deixadas sob agitacdo constante em
agitador mecanico de hélice IKA RW 20 digital, durante 30 minutos a 1200 rpm. O 6leo
essencial de cravo (0,1%, 0,5% e 1,0%, v/v em relacdo a solucdo de alginato) foi
adicionado as solugbes de alginato e emulsionados por 3 minutos. A emulsdo foi

gotejada com pipeta de Pasteur sobre a solucdo de cloreto de célcio (3,0%, p/v), sob
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agitacdo constante em agitador magnético (200 rpm) por mais 15 minutos. Os
encapsulados formados foram lavados em agua destilada com o auxilio de um tamis
redondo de aco inoxidavel (1 mesh, 25,4 mm) para a remoc¢ao do cloreto de calcio
remanescente e denominados F1 (1,0% de 6leo essencial), F2 (0,5% de dleo
essencial) e F3 (0,1% de 6leo essencial). A Figura 8 demonstra o passo a passo do

desenvolvimento dos encapsulados.

Figura 8 - Processo de obtencéo dos encapsulados de 6leo essencial OEC.

Agitador -ﬂ]

mecanico de v
hélice IKA RW
20 digital |®

<

Emulsio de

alginato de sédio

(1,0%) + élco
__essencial de cravo

Encapsulado
liofilizado
Solugao de
cloreto de
calcio (3,0%)

F1: 1,0%, viv
F2: 0,5%, viv
F3:0,1%, viv

1 _/« Reticulagio idnica

,"ﬂ(‘lt‘tfﬂﬁléﬁ(‘ﬂ)

Encapsulados de¢ cravo

Agitagio por 3 Agitagiio por 15
minutos a 1200 rpm minutos a 200 rpm

Fonte: Autora (2024).

5.2.5 Processo de secagem

Os encapsulados foram congelados em freezer -20 °C por 24 horas, e levados
a liofilizador Terroni LS 3000, nas condicfes de pressdo 5 mmHg e uma temperatura
de -50 °C por mais 24 horas. Os encasulados desidratados foram armazenados em
dessecador e denominados encapsulados LF1 (1,0% de oleo essencial), LF2 (0,5%

de Oleo essencial) e LF3 (0,1% de 6leo essencial).

5.2.6 Eficiéncia de encapsulacao

Para determinar a quantidade de OEC aprisionado na matriz polimérica, + 0,1

g dos encapsulados foram submetidos a ultrassom (15 min.) com 2,0 mL de agua
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destilada. Em seguida, aproximadamente 8,0 mL de hexano foram adicionados. A
porcdo apolar (1 pL) foi filtrada e injetada em GC/MS para analise nas condi¢des
descritas anteriormente (topico 4.2.2). Para determinacao da quantidade de OEC né&o
encapsulado, o cloreto de calcio também foi injetado para analise, ap0s extracdo com
hexano. A eficiéncia de encapsulacgéo foi calculada a partir da diferenca do OEC total

detectado no encapsulado e a sua concentracao teorica.

EE
0 —_— —
EE% 70 X 100 Q)
Onde, EE = Eficiéncia de Encapsulacédo; EM = teor de eugenol no encapsulado; EO =

teor de eugenol no 6leo essencial.

ES
0 — =2
0S% 7 x 100 2
Onde, OS = Oleo essencial no sobrenadante; ES = teor de eugenol no sobrenadante;

EO = teor de eugenol no 6leo essencial.

5.2.7 Caracterizacdo dos encapsulados liofilizados

5.2.7.1 Avaliagéo do peso médio

Para a determinacdo do peso meédio, foi utilizada balanca digital analitica da
marca Shimadzu AUY220, de capacidade 0,001g-200g, onde foram pesadas 20
unidades de cada amostra e o peso médio foi definido pela média dos pesos obtidos.
Esse ensaio seguiu as normas da Farmacopeia Brasileira 62 edi¢édo (Brasil, 2019). O
teste possibilita verificar se as unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade

de peso.

5.2.7.2 Teor de umidade

Para esta andlise, 1,0 g dos encapsulados foram submetidos ao infravermelho
em analisador de umidade modelo MOC63u da Shimadzu, com ajuste da intensidade

da radiacao emitida até 105 °C. O teste foi realizado em triplicata.
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5.2.7.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O estudo da morfologia das amostras foi realizado em microscopio TESCAN
VEGA3 com aceleracdo de voltagem de até 15 kV. Os encapsulados foram fixados
com fita metalica adesiva de carbono de dupla face em um stub circular de aco, e, em
seguida, metalizados em alvo de ouro por 200 segundos (corrente de 45 mA) para a
obtencéo das imagens. A varredura foi realizada em diferentes pontos com ampliacao
de foco variavel, com o objetivo de observar a forma, a porosidade e a presenca de
fissuras e de deformagBes. O tamanho das particulas foram analisadas pelos
softwares VEGATC® e ImageJ®.

5.2.7.4 Espectroscopia FTIR/ATR

Os espectros de infravermelho foram obtidos em Espectrémetro Thermo
Scientific (Nicolet™ iS™ 10 FT-IR Spectrometer), na faixa de 4000-650 cm™, com 64
varreduras, utilizando pastilhas de brometo de potassio. Os materiais puros (alginato
e OEC), os encapsulados LF1, LF2 e LF3 e os encapsulados sem OEC (placebo)
foram analisados. Foi aplicada pressdo de 100 psi. Os dados obtidos foram
compilados através do software Origin® verséo 8.0.

5.2.7.5 Andlise térmica (TGA/DSC)

As analises termogravimétricas e calorimétricas foram obtidas em aparelho
Shimadzu modelo TGA-50H e DSC-60, respectivamente. A temperatura foi de 25 a
800 °C (10 °C/minuto), sob atmosfera de nitrogénio e fluxo de 20 mL/min. ou 50
mL/min, respectivamente. Os dados termogravimétricos, inclusive a termogravimetria

derivada, foram analisados utilizando o software Tasys da Shimadzu.

5.2.8 Atividade antioxidante
5.2.8.1 DPPH

O ensaio foi realizado de acordo com Gulcin e Alwasel (2023). Foi preparada
uma solugéo de 0,1 mM do radical DPPH em etanol absoluto e armazenada em vidro

ambar. Em balbes de 5,0 mL adicionou-se 2,0 mL da solucdo de DPPH e, em
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intervalos de 1 minuto para cada baldo, uma aliquota das amostras, contendo 5, 10,
25, 30 e 40 ug/mL e completou-se o volume com etanol absoluto. Aguardaram-se 30
minutos para ocorréncia da reacdo em ambiente escuro. A leitura das amostras foi
realizada em espectrofotometro UV-Vis modelo Shimadzu 1240, com comprimento de
onda de 517 nm. O percentual de atividade antioxidante foi calculado baseando-se na

seguinte equacao:

(Abs amostra - Abs branco)

%DPPH » remanescente = x 100 (1)

(Abs controle - Abs branco)

Onde: Abs amostra = absorbéancia da reacéo entre a solugcéo do radical DPPH e a
amostra antioxidante; Abs branco = absorbancia da solu¢cdo do solvente utilizado
para preparar a amostra antioxidante; Abs controle = absorbancia do radical DPPH
com uma aliquota do solvente correspondente ao volume da maior concentracdo da
amostra.

Apés a determinacdo do radical DPPH remanescente, determinou-se a

porcentagem de inibicdo do radical DPPH através da seguinte formula:

%Inibicdo do radical DPPH = 100 — %DPPH « remanescente (2

5.28.2 FRAP

O ensaio de FRAP foi realizado conforme descrito por Benzie e Strain (1996).
Em balbes de 5,0 mL, adicionaram-se aliquotas de 90 pL contendo 25 pg/mL da
amostra (OEC ou encapsulados), 270 uL de agua destilada e 2,7 mL do reagente
FRAP (preparado a partir de 25 mL da solugdo tampéo acetato a 0,3 M, 2,5 mL da
solucéo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) a 10mM, e 2,5 mL da solu¢do aquosa
de cloreto férrico a 20 mM). As solugBes foram homogeneizadas em agitador de tubos
e mantidas em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apds o tempo de reacao, a leitura
foi realizada em espectrofotometro UV-Vis modelo Shimadzu 1240, comprimento de

onda de 595 nm.

O Solucdo de éacido cloridrico 40 mM (MM = 36,46 g.mL'): em baldo

volumétrico, adicionar 50 mL de agua ultrapura e 122 uL de HCI concentrado.
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Completar o volume para 100 mL com agua ultrapura. A validade da solugéo é
indefinida. Armazenar em temperatura ambiente.

o Solugéao de TPTZ 10 mM (2,4,6-tri(2- piridil)-s-triazina; MM = 312,33 g/mol):
dissolver 15,61 mg de TPTZ em 1 mL de HCI 40 mM e completar o volume para

5 mL com HCI 40 mM. Preparar e usar no dia da analise.

O Solucdo de cloreto férrico 20 mM (MM = 270,30 g/mol): dissolver 27,03 mg
de cloreto férrico hexahidratado em 5 mL de agua ultrapura. Preparar e usar no
dia da analise.

O Tampéao acetato de sodio 0,3 M com pH 3,6 (MM = 82,03 g/mol): dissolver
0,775 g de acetato de sd6dio em 230 mL de agua ultrapura em baldo
volumétrico. Ajustar o pH para 3,6 com acido acético glacial, adicionando aos
poucos, aproximadamente 3 mL do acido. Ajustar o volume para 250 mL com
agua ultrapura e verificar o pH da solucdo. A validade da solucéo é indefinida.

Armazenar em temperatura ambiente.

5.2.9 Grau de intumescimento e liberacdo de eugenol

A capacidade de intumescimento e erosao dos encapsulados foi avaliada pelo
percentual de variacdo do peso quando estes foram incubados em meio acido (0,01
mol/L de &cido cloridrico com 2mg/mL de NaCl, pH 1,2) e em solugcé&o tampao fosfato
salina (10 mM, pH 7,4) para investigar o comportamento dos encapsulados. O método
baseou-se nos experimentos de Zheng et al. (2022). Cerca de 0,1g dos encapsulados
liofilizados (LF1) foi submetido, separadamente, aos meios (10 mL) e mantidos sob
temperatura ambiente (25 °C) sob baixa agitacdo de 1.200 rpm. Em intervados de
tempo de 10, 25, 30 e 60 minutos, os encapsulados foram retirados, secos e pesados.
Para calcular o grau de intumescimento, foi considerado a variacdo de peso das

amostras antes e apos a imersao nos meios. Observe a equacéo 3.

Grau de intumescimento = %_il;i) x 100 3)

Onde, Pf = peso final dos encapsulados; Pi = peso inicial dos encapsulados.

Para a analise do percentual de liberacdo do 6leo essencial aprisionado nos
encapsulados LF1, o meio acido nos diferentes tempos (10, 25, 30, 60, 120, 180, 240 e
300 minutos) foi recolhido, submetido a extragdo em hexano (proporgdo 1:1) e

analisado em GC/MS nas mesmas condi¢des descritas no item 5.3.2.



46

5.2.10 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos no programa Microsoft Excel 2010 na forma
de média + coeficiente de variacao (n = 3). Os dados de fendis e atividade antioxidante
por DPPH e FRAP foram analisados estatisticamente por ANOVA e teste de Tukey.
O valor de corte para rejeitar a hipotese nula foi de p<0,05. As curvas de linearidade
foram obtidas pelo método de regresséo linear dos minimos quadrados e expressa
pela equagéo de primeira ordem y = ax + b. A faixa linear foi calculada usando o
coeficiente de determinacédo (R?), com o critério minimo aceitavel de 0,99. Para a
elaboracdo dos elementos gréficos, foi utilizado o Programa Excel (Pacote Office
2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracteristicas, densidade e pH do OEC

O OEC se apresenta como um liquido transparente, homogéneo, amarelo
palido, com odor caracteristico de eugenol, e pH 5,2 (n=3; + 0,34). O valor de
densidade encontrado no presente estudo, d = 1,11 g/mL, foi superior ao relatado por
outros autores, 0,973 g mL? (Gomes et al., 2018) e 0,989 g/mL (Teles et al., 2021).
As condicdes de origem e crescimento da planta, o processamento pos-colheita e o
método de extracdo do 6leo essencial podem contribuir com diferencas sutis de
densidade. Portanto, € comum observar variacdes na densidade de um mesmo 6leo
essencial, principalmente se eles forem obtidos de fontes diferentes ou em momentos
distintos. E importante destacar também que a frac&o rica em eugenol possui maior
densidade. O eugenol isolado tem densidade em torno de 1,06 g/mL, de acordo com
o Programa Nacional de Toxicologia, Instituto de Ciéncias da Saude Ambiental,
Institutos Nacionais de Saude (NTP). Pequenas variacbes de densidade ndo séo
significativas a ponto de afetar o uso dos 6leos essenciais.

6.2ldentificagcdo dos principais constituintes

Os principais componentes quimicos presentes no OEC foram identificados
através de GC/MS. A Tabela 5 demonstra o tempo de retencéo de cada componente,
bem como a estrutura quimica e a composi¢ao percentual relativa.

O eugenol foi 0 componente majoritario, mas outras substancias como o B-
cariofleno e o humuleno apresentaram-se relevantes na composicdo do Oleo
essencial. Esses dados sdo importantes, pois o eugenol demonstra importantes
atividades farmacoldgicas, como as citadas pela revisao de literatura de Ulanowska e
Olas (2021): antibacteriana, antiviral, antifangica, anticancerigena, anti-inflamatéria e
antioxidante. Esses dados torna o eugenol um potencial componente de produtos com
importancia terapéutica. Em estudos recentes, o eugenol demonstrou ser uma
alternativa no manejo clinico de varias apresentacfes de candidiase, especialmente
apresentacdes mucocutaneas, como infeccdes orais e vulvovaginais (Didehdar;
Chegini; Shariati, 2022).
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O B-cariofileno, por sua vez, pode reduzir a concentracdo de mediadores pro-
inflamatérios, como TNF- a, IL-1, IL-6 e NF- kB, e auxiliar no tratamento de patologias
cronicas caracterizadas por inflamacéo e estresse oxidativo (Scandiffio et al., 2020).
Em um estudo in vitro, demonstrou efeitos antibacterianos e antifungicos importantes
(Dahham et al., 2015).

Tabela 5 - Identificacédo dos principais componentes quimicos do 6leo essencial
de cravo-da-india (OEC).

Tempo de
Pico retencdo Componente Estrutura quimica Teor (%)*
(min.)
1 10.28 Eugenol CH30:©/\¢ 81,5
2 10.87 B-cariofileno 13,9
3 11.17 Humuleno 3,3

*Correspondente a 1 pL (100 pug/mL) do éleo essencial de cravo-da-india injetado.

Em um estudo realizado por Kacaniovd et al. (2021), os constituintes
majoritarios no OEC também foram o eugenol (variando de 82,4% a 88,8%) e 0 [3-
cariofileno (variando de 0,91% a 14,0%). Outros constituintes foram identificados em
guantidades inferiores a 0,1%. Resultados semelhantes foram encontrados por outros
autores (Cortés-Rojas; Souza; Oliveira, 2014; Baker; Grant, 2017; Gomes et. al., 2018;
Zanusso Junior et al., 2018; Kunicka-Styczynska et al., 2020; Hadidi et al., 2020; Teles
et al.,, 2021; Hekmatpanah et al., 2022). De modo geral, pelo menos 50% da
concentracgéo total do 6leo essencial de cravo deve ser composta por eugenol (Haro-
Gonzélez et al., 2021).

Sabe-se que a concentragdo dos componentes dos 6leos essenciais de plantas
de uma mesma espécie pode variar devido a fatores ecoldgicos e as condicdes do
meio ambiente, interferindo inclusive nas propriedades farmacologicas do produto
(Djouahri et al., 2015). Aqui estd a importancia da andlise cromatografica como

controle de qualidade no desenvolvimento de novas formulagoes.
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Figura 9 - Perfil cromatogréafico do 6leo essencial de cravo-da-india obtido por
GC/MS.
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Fonte: Autora (2023).

6.3Desenvolvimento dos encapsulados

Os encapsulados de alginato carregadas com 6leo essencial de cravo-da-india
(F1, F2 e F3) foram obtidos um a um pela técnica de gotejamento em cloreto de célcio.
De wuma forma geral, o0s encapsulados produzidos apresentaram-se
macroscopicamente arredondados, rigidos ao toque, porém facilmente perfuraveis.
Isso indica que as condi¢cbes adotadas no processo de desenvolvimento foram
adequadas para obtencdo da morfologia desejada. A rigidez instantanea dos
encapsulados € explicada por Reis et al. (2006), onde descreve que as interacdes
ibnicas entre os blocos G (acido a-L-gulurénico) e os ions célcio causam a formacgéo
de um gel resistente e termoestavel. A estrutura tridimensional formada tem alto teor
de agua. Segundo Tonnesen e Karlsen (2002), durante a gelificacdo com alginato, os
cations divalentes se ligam preferencialmente aos blocos G de uma maneira altamente
cooperativa, pois os residuos G exibem uma afinidade mais forte por ions divalentes
do que os residuos M. Através desse processo, 0s ions difundem-se na particula,
favorecendo a reticulacao de fora para dentro.

Devido ao processo de emulsificacdo O/A, os materiais encapsulados
produzidos com menor percentual do OEC ficaram com aparéncia translucida,

engquanto aqueles mais concentrados apresentaram-se com coloracdo mais opaca
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(Figura 10). O tamanho da particula foi de, aproximadamente, 4,36 + 0.30 mm (F1),
4,30 + 0.29 mm (F2), 4,27 + 0.30 mm (F3).

A morfologia dos encapsulados formados pode variar de acordo com as
condi¢cdes externas como o angulo de gotejamento, didmetro do orificio gotejador,
viscosidade dos polimeros utilizados e a for¢ga da gravidade. Estudos realizados por
Rajmohan e Bellmer (2019) mostram encapsulados de espirulina-alginato em forma
de lagrima. Os formatos de gota, ou arredondado com bordas irregulares séo comuns.
No presente estudo, utilizou-se gotejamento por pipeta de Pasteur, mas é possivel
realizar a técnica utilizando outros aparatos como bicos atomizadores, que
proporcionam maior precisdo de disperséo e padroniza¢ado da formulacao.

A espessura e diametro dos encapsulados estdo relacionados com a
concentragdo de alginato na formulagéo, e ndo com a concentracdo de cloreto de
célcio (Rajmohan; Bellmer, 2019). Mas o tempo de permanéncia dos encapsulados
na solucdo de cloreto de calcio também é capaz de interferir nas caracteristicas do
produto final, tornando-o mais rigido e resistente. Segundo Racovita et al. (2009), a
resisténcia dos encapsulados permanece constante apdés aproximadamente 20
minutos de reticulacdo. No entanto, apds estudos prévios, sugere-se que 0S
encapsulados devem ser mantidos em solucao de cloreto de calcio por 24 horas antes
da lavagem para inicio dos ensaios, esse tempo garante a reticulacdo quimica de

forma eficiente.

Figura 10 — Fotografia dos encapsulados produzidos por gelificacao i6nica. F1
— Alginato 1,0% + CaClz a 3,0% + OE a 1,0%; F2 — Alginato 1,0% + CaCl, a 3,0% +
OE a 0,5%; F3 — Alginato a 1,0% + CaCl, a 3,0% + OE a 0,1%. Tamanho de
particula: 4,36 + 0,30 mm (LF1), 4,30 + 0,29 mm (LF2), 4,27 + 0,30 mm (LF3).
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Fonte: Autora (2023).

A liofilizacdo foi empregada com a finalidade de remover o conteddo aquoso

presente nos encapsulados e proporcionar maior estabilidade térmica ao produto final.
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Os liofilizados encapsulados apresentaram-se rigidos, com aspecto ressecado,
rugoso e murcho (Figura 11). Os encapsulados ndo se aglomeraram. Segundo Chan,
Lee e Heng (2002), a deformacgéo pode ser atribuida a formacéo de cristais de gelo
durante o congelamento e a sublimacéo desses cristais sob a pressao proporcionada
pelo vacuo no liofilizador, o que provoca um estresse mecéanico na particula. Os
liofilizados apresentaram-se com tamanho de, aproximadamente 2,7 mm + 0,25 mm
(LF1); 2,5 mm + 0,21 mm (LF2); 2,5 mm + 0,20 mm (LF3).

Essa técnica de encapsulacdo costuma formar particulas que variam o
tamanho entre 0,5 e 3,0 mm (Reis et al., 2021). O tamanho dos encapsulados
formados € dependente do didmetro do aparato utilizado, da viscosidade e da
concentracao da solucéo biopolimérica, e da distancia entre o gotejamento e a solucao
ibnica (Burey et al., 2008). Os encapsulados sao classificados na escala de
macroparticulas. Segundo Silva et al. (2003), as microparticulas apresentam

diametros na faixa de 1 a 1.000 pum.

Figura 11 — Fotografia dos encapsulados liofilizados. LF1 — Alginato de sédio a
1,0% + CaCl,; a 3,0% + OE a 1,0%; LF2 — Alginato de sddio a 1,0% + CaCl, a 3,0%
+ OE a 0,5%; LF3 - Alginato de sédio a 1,0% + CaCl; a 3,0% + OE a 0,1%.

Fonte: Autora (2023).

6.4Eficiéncia de encapsulacao

A capacidade de encapsulacdo de um ativo é dependente da concentracdo da
parede protetora formada pelo alginato (Letocha; Miastkowska; Sikora, 2022). As trés
formulacdes apresentaram boa capacidade de encapsulacdo do OEC, sendo a
formulacdo LF1 (1,0%, v/v) a que menos gerou perdas de 6leo essencial na solucéo

de cloreto de calcio (Tabela 6).
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De forma semelhante, em um estudo realizado por Hosseini e colaboradores
(2013) com 6leo essencial de Satureja hortensis, a eficiéncia de encapsulacéo variou
de 52,4% £ 0,65 a 66,4% * 1,00, diminuindo com o aumento do teor de Oleo essencial.
Altas concentrag@es de Oleo essencial tém se mostrado mal mantidas no encapsulado
de alginato. Esse achado pode implicar que o polimero alginato atinge seu ponto de
saturacdo em baixas concentracdes de o6leo essencial. Em estudos prévios ao
presente estudo, observou-se que teores altos de 6leo essencial sdo pouco retidos no
encapsulamento por alginato (+ 23%). Ao aumentar a concentracao de alginato para
2%, a eficiéncia de encapsulacéo pode ser ainda menor (+ 16%).

Recentemente foi publicado um artigo por Xu et al. (2023) onde a eficiéncia de
encapsulacdo do 6leo essencial de cravo-da-india encapsulado por quitosana foi de
39%. As nanocéapsulas formadas foram utilizadas como conservantes e apresentaram
alta eficiéncia. Como observado, os valores apresentados aqui para encapsulados
liofilizados se assemelha ao estudo citado, apresentando ainda melhor encapsulacao
a depender da variacdo da concentracdo do Oleo essencial, sendo assim, mostram-

Se promissores nessa area.

Tabela 6 — Eficiéncia de encapsulacdo do OE de cravo-da-india.

LF1 LF2 LF3
% incorporada (+d.p.) 39,3 (+ 0,79) 50,4 (+ 0,63) 76,9 (+ 0,51)
% né&o incorporada (+d.p) 2,4 (+0,23) 4,0 (+0,42) 9,3 (+ 0,36)

*LF1: 1,0% (v/v) de éleo essencial; LF2: 0,5% (v/v) de 6leo essencial; LF3: 0,1% (v/v) de éleo essencial.
+d.p: desvio padréo.

Os perfis cromatogréaficos das formulagbes LF1 (1,0%), LF2 (0,5%) e LF3
(0,1%) estdo dispostos na Figura 12. Como € esperado, os picos de eugenol,
cariofileno e humuleno apresentaram-se com variagdes de intensidade e tempos de

corrida semelhantes.
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Figura 12 — Perfis cromatogréaficos dos encapsulados LF1, LF2 e LF3 obtidos
por GC/MS.
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6.5Determinacéo do teor de fendis totais

Os fendis sdo uma classe de compostos quimicos que tém pelo menos um
grupo hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico. Sado conhecidos por suas
propriedades antioxidantes, portanto, a determinacdo da quantidade de fendis totais
em produtos naturais pode indicar o potencial antioxidante do produto.

Uma das metodologias mais comuns para realizar o teste de fendis totais € o
método de Folin-Ciocalteu, onde a solucdo colorida formada pela reacdo desse
reagente € composta por solutos que se comportam como cromoforos. Quando a luz

monocromatica € incidida sobre essa solucdo que contém o croméforo, parte da
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reacdo luminosa sera absorvida; sendo assim, quanto maior a concentracdo de soluto
na solucdo, maior sera a absorcao. O espectrofotbmetro mede a intensidade dessa
absorcédo e revela um valor denominado absorbancia. A solucdo padrdo de acido

galico foi utilizada (Singleton; Rossi, 1965; Prior et al., 2005).

Figura 13 - Curva padréo de acido gélico para fendis totais.
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Fonte: Autora (2023).

Segundo o banco de dados do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
0 cravo é a especiaria que apresenta o maior teor de polifen6is e compostos
antioxidantes (Cortés-Rojas; Souza; Oliveira, 2014). A Tabela 7 a seguir demonstra o

teor de fendis identificado nas amostras.

Tabela 7 - Contetdo de fendis totais em amostras de 6leo essencial de cravo-
da-india e encapsulados LF1, LF2 e LF3.

FENOIS TOTAIS (mg E.AG g*?)

Oleo essencial 449,9 + 0,082
Encapsulado LF1 172,2 + 3,85
Encapsulado LF2 147,6 + 2,86°
Encapsulado LF3 146,5 + 5,54¢

*média dos valores obtidos + coeficiente de variacdo. E.AG = equivalente de &cido galico (m/m).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05)

Foi possivel determinar a concentracdo de compostos fendlicos em todas as
formulacées. Como € possivel observar na Figura 14, a variacdo de coloracdo foi
discreta, indicando a baixa concentracdo dos fendis nas solugdes testadas. Esse fato

pode ser justificado pela dificuldade de dissolucado dos encapsulados liofilizados para
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arealizacdo do teste. As amostras ndo se dissolvem com facilidade em agua ou élcool
etilico, as particulas permanecem rigidas e com limitada liberacdo na solucéo do 6leo
essencial encapsulado no alginato. De todo modo, a formulagéo LF1 apresentou 172,2
mg E.AG g?, concentracdo considerada suficiente para obtencédo de atividades
farmacoldgicas importantes. E importante ressaltar, ainda, que o teste foi realizado
em concentracfes baixas, e a concentracdo de ativos da formulacdo pode ser
ajustada conforme a necessidade. Os encapsulados LF2 e LF3 ndo apresentaram
diferencas entre si, mas foram estatisticamente diferentes do encapsulado LF1
(p<0,05).

Figura 14 — Variacfes nas coloragfes formadas pela reacédo de Folin-Ciocalteu

nos encapsulados liofilizados.

Fonte: Autora (2023).

6.6 Caracterizacao dos encapsulados liofilizados

6.6.1 Avaliacdo do peso médio

Os pesos médios dos encapsulados umidos e liofilizados estdo expressos na
Tabela 8. O peso médio dos encapsulados foram aproximados, variando de 0,012 a
0,014 g para os encapsulados F1, F2 e F3, e de 0,0015 a 0,0016 apos a liofilizacéo.
A remocéo do teor aquoso reduziu significativamente o peso dos encapsulados,
tornando-os leves e faceis de manusear. Devido a sua menor necessidade de
refrigeracdo, os encapsulados liofilizados s&o considerados mais convenientes para
transporte e armazenamento em comparacao aos produtos nao liofilizados.

A variacéo discreta de peso médio entre os encapsulados do grupo umido e os
encapsulados do grupo seco pode estar relacionada a quantidade de 6leo essencial
em cada encapsulado. O peso médio pode ajudar a garantir a consisténcia do produto
final, trazendo aparéncia e desempenho uniformes. Além disso, do ponto de vista

farmacéutico a dose correta é fundamental para a eficacia e seguranca do produto.
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Um peso médio consistente garante que cada dose contenha a quantidade correta de

ativos.

Tabela 8: Peso médio dos encapsulados umidos e liofilizados.

F1 F2 F3 LF1 LF2 LF3
Média (g) 0,014 0,012 0,012 0,0016 0,0015 0,0015
DP (%) 2,6 1,9 2,1 1,9 1,8 2,6
CV (%) 6,5 6,1 6,9 6,0 7,1 7,2

F1, F2 e F3 = encapsulados com 1,0%, 0,5% e 0,1% de 6leo essencial, respectivamente. LF1, LF2 e LF3 =
encapsulados liofilizados com 1,0%, 0,5% e 0,1% de 6leo essencial, respectivamente. DP: desvio padrdo. CV:
coeficiente de variagéo.

6.6.2 Teor de umidade

O teor de umidade dos encapsulados obtidos por gelificacao ibnica 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). Esses valores séo
esperados, visto o alto teor de 4gua retido na matriz. A umidade elevada pode afetar
a estabilidade do encapsulado ao longo do tempo, potencialmente levando a
degradacéo ou instabilidade da substancia encapsulada, além de requerer condicdes
especificas de armazenamento para preservar a qualidade e a vida util.

Apos a liofilizagdo, o teor de umidade reduziu chegando a 4,7 + 0,05% nos
encapsulados LF1, 4,1 + 0,09% nos encapsulados LF2 e 3,9 + 0,05% nos
encapsulados LF3. Essa baixa umidade ajuda a prevenir o crescimento de
microorganismos contaminantes no produto, reduzindo sua deterioracdo. Para a
legislacado brasileira de alimentos liofilizados, o0 maximo de umidade permitida € de 5%
(Brasil, 2023).

6.6.3 MEV

O congelamento em que os encapsulados foram submetidos para o processo
de liofilizagdo provocou rigidez a estrutura, tornando-a porosa e com formas

irregulares (Kuck; Norefia, 2016; Ballesteros et al., 2017; Poletto et al.,, 2019), no
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entanto, os ativos permaneceram protegidos pelo alginato (conforme descrito no item
5.4). Provavelmente, a rede de gel tridimensional formada pelas interacdes da carga
aniénica do polissacarideo (COO.) com o0s ions catidnicos é responsavel pela
porosidade das estruturas observadas. Os cristais de gelo formados podem ter
ajudado no estresse mecanico da particula.

De forma geral, as particulas ndo aglomeraram. Os encapsulados liofilizados
com oOleo essencial a 1,0 e 0,5% (Figura 15D-I) tornaram-se mais pregueados e com
rachaduras mais discretas em comparacao ao liofilizado sem 6leo essencial (Fig. 15A-
C), o que pode sugerir que o 6leo essencial interferiu no grau de homogeneidade dos
componentes da formulac&o. O liofilizado com 0,1% de 6leo essencial se apresentou
mais arredondado e com a superficie mais lisa em comparacao aos liofilizados mais
concentrados em Oleo essencial. Nas microscopias do liofilizado sem o 6leo
observam-se aberturas importantes na parede, caracteristicas do processo de
secagem. A adicdo de um agente tensoativo a formulagdo, como o Tween 80, talvez
proporcione maior uniformidade a particula, diminuindo as aberturas na parede e,

consequentemente, a perda dos ativos durante o armazenamento.

Figura 15 — Microscopia eletrénica de varredura das amostras liofilizadas em
diferentes pontos com ampliac&o de foco variavel. A-C: encapsulado liofilizado
placebo; D-F: encapsulado LF1 (1,0%); G-l: encapsulado LF2 (0,5%); e J-L:
encapsulado LF3 (0,1%).
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A Figura 16 apresenta o espectro de FTIR do alginato de sodio, a fim de

identificar as vibragcdes moleculares presentes no material. As regides mais

importantes para andlises estdo compreendidas na faixa entre 4000 e 700 cm™, onde
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ocorrem as absorg¢des dos grupos O-H, C=0, C=C e C-O. A regiao entre 1300 e 900
cm?, conhecida como regido de “impressdo digital”, € mais complexa onde,
geralmente, os modos vibracionais sdo acoplados, porém pode ser muito importante
para determinacéo estrutural.

A confirmacéo da presenca do 6leo essencial de Syzygium aromaticum (L.) nos
encapsulados também foi confirmada por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A caracterizacdo por esta técnica se baseou na
andlise das ligacBes quimicas e grupos funcionais presentes nos componentes
constituintes dos encapsulados, incluindo o 6leo e o alginato. Através dos sinais
espectroscopicos provenientes das vibracdes dessas ligacdes foi possivel determinar
propriedades estruturais importantes de tais componentes.

De acordo com seu espectro de infravermelho médio (Figura 16), o alginato
apresentou uma banda larga com absorcédo em torno de 3300 cm™, proveniente de
vibracdes de estiramentos do grupo —OH (Capar, 2023). As absor¢cdes em 1596 e
1410 cm sdo geradas de vibracdes da carbonila do grupo carboxilato do alginato,
correspondendo, respectivamente, aos estiramentos simétrico e assimétrico da
ligacdo C=O carbonilica (Voo et al., 2015). Sinais espectrais caracteristicos do
alginato também ficaram evidentes em todos o0s espectros dos encapsulados
contendo as correspondentes formulacdes LF1, LF2 e LF3, conforme mostra a Figura
16. Segundo Xiao; Gu e Tan (2014), a presenca de agua na estrutura do alginato
resulta na saturagdo do sinal com maior alargamento da banda de O-H (Figuras 16).
Outros sinais provenientes do alginato também se destacaram em seus espectros,
como os sinais que aparecem em 1125, 1085 e 1025 cm™, os quais foram gerados
das absorcdes das ligacbes C-O presentes em sua cadeia polimérica. Bandas fracas
provenientes do alginato que correspondem aos blocos dos &cidos manurénico e
gulurdnico aparecem no intervalo entre 780 e 1100 cm™ (Pereira et al., 2003; Leal et
al., 2008; Kondaveeti et al., 2018).

Considerando que o O6leo de cravo utilizado nas formulacbes para o0s
encapsulados tinha aproximadamente 95% de sua composicédo determinada por dois
compostos, o eugenol e o B-cariofileno, de acordo com a analise cromatogréfica, era
esperado que seu espectro de infravermelho fosse resultante desses compostos,
majoritariamente, com seus sinais vibracionais determinando o perfil espectral. O 6leo
de cravo produziu sinais de baixa intensidade gerados das vibracdes de estiramentos

da ligagédo O-H de grupos hidroxilas (3520-3433 cm™) (Figura 16). Picos gerados das
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absorcées de CHz e CH2 apareceram com baixa intensidade (2975-2844 cm™).
Estiramentos da ligacdo C-H também sao identificados pelas absor¢coes em 3071 e
3004 cm, as quais sugerem a presenca de alceno terminal (H-C=) e anel aromatico
em sua composicdo, caracteristicas de alcenos como o eugenol e outros terpenos,
como o [-cariofileno (Tarhan, 2021). A baixa intensidade destes sinais néo
condicionou visualizagdo nos espectros obtidos com as formulacfes LF1, LF2 e LF3,
devido as sobreposicdes com a banda de estiramentos de OH do alginato, com
excecdo do pico em 2844 cm™ que aparece fraco em LF1. No entanto, outros sinais
provenientes do 6leo foram observados em seus espectros, conforme mostrado na
Figura 16.

Sinal de estiramento de duplas ligagées (C=C) em 1639 cm, seguido da
absorcdo em 1512 cm?, caracteristica de anel aromatico, estdo presentes nos
espectros de LF1, LF2 e LF3. Estes grupos também séo confirmados pelas vibracdes
gue aparecem em 1462, 1452 e 1432 cm e pelos picos compreendidos na faixa entre
995 e 818 cm%, gerados de dobramentos envolvendo ligacdes C-H de duplas ligacdes,
incluindo as adjacentes a grupos metinicos e metilénicos. Os sinais em 1266 e 1034
cm?, absorcGes de estiramento de C-O de grupos hidroxilas e éteres e outras
absorcdes de dobramentos de ligagbes C-H, também estdo presentes em todos
encapsulados (Tarhan, 2021).

Algumas variagdes relativamente pequenas nos espectros dos encapsulados
podem ser devido a sobreposi¢cdes, como diferencas de intensidades e visualizagao
de bandas. De um modo geral, os picos caracteristicos do OEC se repetiram nos
encapsulados sem grandes alteracdes aparentes, comprovando a incorporagcao do
O0leo nas esferas e confirmando propriedades estruturais de seus dois principais
componentes (eugenol e B-cariofileno), indicando excelente dispersdo destes na

matriz polimérica.
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Figura 16 — Espectros de infravermelho do 6leo essencial de cravo, do alginato
e dos encapsulados liofilizados LF1, LF2 e LF3.
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6.6.5 Analise Térmica (TGA/DSC)

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. Para estas analises, as curvas DTG foram utilizadas a

fim de visualizar com mais clareza as temperaturas correspondentes ao inicio e final

do evento térmico.

Tabela 9 — Principais dados termogravimétricos e calorimétricos das amostras.

Termogravimetria Calorimetria de Varredura
Amostras ET Intervalo de p Perda ET Intervalo de PM AH
temperatura (°C)? massa temperatura (°C)? (2/g)
(°C) (%) (°C) g
I 25,0-44,9 26,9 -38,3
OEC | 161,3-2011 1792 990 | 1641-1800 1769 -852

i 261,3-281,1 2729 -54,5
IV 397,8-427,6 3659 +188,3
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I 71,7 -95,2 71,6 +2,8
I 984-1159 103,8 -9,9
193,3-2159 258,2 -1,7
IV 386,6-420,2 3195 -35,6

I 63,0-120,9 86,8 68,4
LF1 I 207,0-240,9 2188 121
- 299,7-336,5 3144 9,2

I 63,2-106,4 83,1 45,1 | 122,6 -134,3 123,2 -224,4

LF2 I 211,4-239,7 224,0 6,6 I 297,7-315,2 3055 +1,24
I 316,1 -346,1 327,4 6,6 I 400,6 -413,8 429,0 +1,75

LE3 I 82,4-106,3 824 34,5 I 28,0-50,4 51,6 +1,43
I 309,9-348,9 327,7 6,3 I 97,1-114,2 104,2 -27,7

I 94,8 -143,8 1104 32,6 I 82,7-101,4 999 +24,6

P I 221,2-282,6 231,2 14,7 I 291,3-315,5 334,1 +15,2
I 426,6 —436,1 412,3 9,6 Il 401,5-455,4 4535 +11,2

ET: evento térmico; OEC: 6leo essencial de cravo; A: alginato em p6; LF1: formulacdo 1,0%; LF2:
formulacdo 0,5%; LF3: formulacdo 0,1%; P: placebo ‘ponto médio de temperatura; ?variagdo de
entalpia.

e TGATG

Na curva termogravimétrica do placebo (Figura 18) € observado trés eventos
térmicos associados ao alginato de sodio gelificado/liofilizado. O primeiro evento
térmico pode estar relacionado com o inicio das movimentacdes moleculares
coordenadas da cadeia polimérica e a perda de umidade residual ligada ao
polissacarideo. Nessa fase, o ponto médio de temperatura foi identificado 110,4 °C,
com perda de massa de 32,6%. A estrutura do alginato de sodio € formada por muitos
grupos —OH, o que favorece a ligacdo com a agua. Portanto, embora trate-se de um
material liofilizado, a depender da forma de acondicionamento, pode haver adsor¢cao
de agua do ambiente.

A medida que a temperatura aumenta, a matriz do alginato de sédio comeca a
se decompor. As ligacdes entre as unidades de acucar do polimero comecam a se
desfazer, levando a fragmentacéo da estrutura. A perda de massa na fase Il pode
estar associada ao inicio dessa degradacao do polimero liofilizado. Provavelmente,
h& abertura do anel glicosidico do polissacarideo e a liberacdo de gases. Estudos
mostram o inicio da decomposicdo em temperaturas acima de 200 °C (Ghadiri et al.,
2013; Castellano et al., 2019; Dodero et al., 2019).

Em temperaturas ainda mais elevadas, pode haver a formacédo de residuos
carbonizados como o carbonato de sodio (Na:COs), que se degrada mais

vagarosamente. Ap6s a completa degradacdo do alginato de sodio, podem
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permanecer cinzas residuais compostas pelos sais inorganicos presentes no alginato
resultantes da decomposicdo térmica dos componentes organicos.

E importante salientar que apds os trés eventos térmicos observados, a perda
de massa foi menor que 57% da amostra, o que pode indicar que o processo de
liofilizagdo empregado minimizou perdas, podendo levar a manutencéo da integridade
do produto por mais tempo. Em estudos com alginato liofilizado, a primeira perda de
massa foi identificada a partir dos 50 °C (Balan¢ et al., 2015). Enquanto que no
presente estudo, essa primeira perda se iniciou em 94,8 °C.

Os encapsulados liofilizados LF1 e LF2 apresentaram trés eventos térmicos,
de forma semelhante ao placebo liofilizado. A temperatura onset, ou seja, o ponto de
partida da perda de massa do material, foi semelhante em ambas as amostras. O
encapsulado liofilizado LF3, por sua vez, sofreu dois eventos térmicos. A perda de
massa inicial (evento I) € mais acentuada no encapsulado liofilizado F1 (68,4%) em
comparacao aos liofilizados LF2 (45,1%) e LF3 (34,5%). As perdas mais discretas
podem sugerir maior estabilidade térmica. Essa diferenca de perda de massa inicial é
associada ao maior teor de umidade identificado (relatado no item 5.6.2) no liofilizado
LF1 (4,7 + 0,05%), em comparacéo ao liofilizado LF2 (4,1 + 0,09%) e LF3 (3,9 +
0,05%). Além disso, a concentracdo de 6leo essencial presente no produto pode ter
influenciado na formacdo da emulsdo que deu origem ao encapsulado, afetando a
estabilidade de sua estrutura.

Acredita-se que o segundo evento térmico dos liofilizados estejam relacionados
com o inicio de decomposicdo da estrutura polissacaridica, com consequente
liberacdo do Oleo essencial aprisionado. Essa liberacdo acontece de forma gradativa,
diferentemente do Oleo essencial puro onde a perda é imediata. O liofilizado LF1 é
mais concentrado em Oleo essencial, podendo também justificar a maior perda de
massa. Observe no grafico (Figura 17) que 0s eventos térmicos ndo aparecem de
forma evidente, sendo necessario uma andlise mais cuidadosa. E possivel que os
eventos térmicos acontencam de forma concomitante, ou seja, antes de um evento
finalizar o outro ja se inicia. Nota-se também que o liofilizado LF3 tem inicio de
degradagao mais tardio (82,4 °C).

O ¢dleo essencial de cravo-da-india foi submetido a andlise TGA/dTG a fim de
obter parametros de comparagdo com os encapsulados. A estabilidade térmica foi
identificada a uma temperatura de até 47,8 °C, com posterior perda de seus

componentes. A temperadura de 201 °C houve a perda do 6leo essencial foi total, de
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forma abrupta, ap6s um Unico evento térmico. Esse evento térmico esta relacionado
a volatilizacdo e/ou decomposicado dos constituintes quimicos do 6leo essencial. Em
um estudo realizado por Santos et al. (2009), a degradacao total do eugenol ocorreu
a uma temperatura de, aproximadamente, 274,5 °C. Essa informacdo é importante,
pois 0 eugenol é o componente majoritario do 6leo essencial de cravo-da-india. Em
analises realizadas por outros autores o eugenol foi totalmente degradado a
temperaturas mais baixa, aproximadamente, 195 °C (Shao et al., 2018) e 190 °C
(Silva; Kano; Rosa et al. 2019).

A temperatura média de degradacgéo que pode estar associada a perda de 6leo
essencial foi de 218,8 °C para o encapsulado LF1, 224,0 °C para LF2 e 327,7 °C para
LF3. No dleo essencial sozinho o pico médio de volatilagdo e/ou decomposicao
acontece a uma temperatura mais baixa, 179,2 °C. Sugere-se, portanto, que 0s
encapsulados liofilizados foram Uteis na protecdo, de forma eficiente, do 6leo
essencial de cravo-da-india, levando a perda do 6leo de forma mais tardia em
comparacao ao Oleo essencial sem a protecdo polimérica. Embora o liofilizado F3
tenha apresentado temperatura de degradacdo superior, o liofilizado LF1 pode ser
mais conveniente, jA que contém maior conteddo de 6leo essencial, 0 que seria uma

vantagem comercial.

e DSC

A caracterizacao térmica foi completada por experimentos de DSC, cujos 0s
resultados estdo expressos na Tabela 7. Os resultados obtidos foram discutidos
associando-se com os achados de TGA.

No liofilizado placebo (Figura 17 B), ha transic6es de segunda ordem devido a
variacao de capacidade calorifica do material, porém sem variacdes de entalpia. Estas
transicbes ndo geram picos nas curvas de DSC, apresentando-se como um
deslocamento da linha base em forma de S, como apresentado no grafico. Esse
deslocamento pode estar associado com relaxacdes de tensdes térmicas da cadeia
polimérica. Foram identificados trés importantes eventos endotérmicos de absorcao
de calor. O primeiro evento (AH = +24,6 J/g) pode estar associado a perda de agua
pelo alginato de sédio, conforme descrito anteriormente. Durante a vaporizacdo, as
moléculas de agua ganham energia cinética para superar as forgas intermoleculares

e se transformar em vapor. Esse ganho de energia € resultado da absor¢céo de calor.
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Os demais picos endotérmicos do liofilizado placebo podem estar envolvidos
com as etapas de degradacao polimérica. No evento térmico Il dois picos sobrepostos
foram identificados. A curva derivada dTG facilitou a visualizagdo dessa sobreposicao.
Aparentemente, multiplas transicbes térmicas estdo acontecendo em estreita
sucessao. O material liofilizado esta, possivelmente, recebendo calor enquanto se
decompde. As temperaturas coincidem com 0s eventos termogravimetricos.

O liofilizado F3 (Figura 17 B) demonstrou um discreto evento endotérmico
inicial, & aproximadamente 51,6 °C (AH = +1,43 J/g). Em seguida, o evento exotérmico
de liberacdo de calor pode esta relacionado com a decomposi¢cao do polimero e,
consequentemente, liberacdo do 6leo essencial aprisionado. Esse evento acontece
em temperatura superior no TGA.

O liofilizado F1 (Figura 17 B) também apresentou evento endotérmico inicial,
no entanto, trés eventos exotérmicos se sucederam, sendo o Ultimo deles o mais
intenso em energia de entalpia (319,5 °C / AH = -35,6 J/g). O pico formado é
assimétrico devido, provavelmente, a variacdo da capacidade calorifica da amostra.
No liofilizado F2 (Figura 17 B) os varios eventos térmicos iniciais de decomposi¢ao
resultaram em intensa energia de entalpia exotérmica. Os varios picos podem sugerir
decomposicao polimérica de forma gradativa.

De forma geral, os liofilizados LF1, LF2 e LF3 apresentaram alta estabilidade
térmica, com inicio de evento calorimétrico acontecendo em 71,6 °C (AH = +2,8
J/9),123,2 °C (AH =-224,4 J/g) e 51,6 °C (AH = +1,43 J/g), respectivamente. Perceba
gue no caso dos liofilizados LF1 e LF3 esse primeiro evento é endotérmico e pode
estar associado a perda de agua. O inicio da degradacao polimérica propriamente dita
acontece, provavelmente, em temperatura semelhante a do liofilizado LF2, mas de
forma menos intensa (LF1: 103,8 °C/ AH=-9,9 J/g e LF3: 104,2 °C / AH =-27,7 J/g).

O Oleo essencial puro sofre o primeiro processo exotérmico a 26,9 °C (AH = -
38,3 J/g), indicando o inicio da volatilizacdo e/ou degradagdo de seus constituintes
guimicos. Esses dados reforcam os achados do TGA/dTGA. Sendo assim, a
encapsulacao por gelificacédo ibnica com posterior liofilizagcdo mostrou ser uma técnica
importante para protecao de produtos sensiveis a degradacdo térmica. Ou seja, apos

a encapsulacao o 6leo essencial é perdido de forma mais tardia.
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Figura 17 - As curvas termogravimétrica (A) e calorimétrica (B) mostram,
respectivamente, a perda de massa (%) ou a variacdo de energia de cada
amostra em funcéo da temperatura (°C).
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6.7Grau de intumescimento e liberagcédo de eugenol

O teste do grau de inchamento foi realizado para obter uma compreenséo mais
profunda do comportamento dos encapsulados em meios acidos e PBS. Esses dados
Sao cruciais para otimizar a permeabilidade e a estabilidade do encapsulamento.

O maior grau de intumescimento do encapsulado liofilizado foi de 19,2% e
ocorreu em solugdo PBS (10 mM, pH 7,4) ap6s 30 minutos de imersédo. Apos 60
minutos, esse valor foi mantido e, em seguida, a rede polimérica comecou a se
desfazer, reduzindo a massa do encapsulado. Em solu¢éo acida (HCI 0,01 mol/L com
2 mg/mL de NacCl, pH 1,2), o grau de intumescimento foi de apenas 2,3% apés 30
minutos e 4,7% apds 60 minutos de imersdo. Compreender o inchago em diferentes
meios € crucial para otimizar propriedades como permeabilidade e estabilidade do
encapsulado (Figura 18).

E evidente que em uma solucdo acida o processo de inchamento ocorre,
porém, em um ritmo mais lento em relacdo a solugcdo PBS, onde 0s grupos
carboxilicos tendem a permanecer na forma dissociada, favorecendo a troca idnica
com os ions Ca?* presentes nos encapsulados. Assim, ha uma perda de integridade
das ligacbes cruzadas, aumentando o inchaco. A presenca do ion fosfato e a alta
concentracdo de eletrdlitos na solucédo de PBS favorecem o processo de troca idnica
e, consequentemente, o inchamento das substancias encapsuladas (Berardi et al.,
2021).
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Em outras palavras, quando as substancias encapsuladas séo colocadas em
contato com a solucédo tampédo PBS, os ions sddio presentes na solucao iniciam um
processo de troca ibnica com os ions calcio ligados aos grupos -COO- das unidades
MM (residuos de acido B-D-mannurdnico) do alginato. Assim, a fase inicial é o
inchamento dos encapsulados e a difus&o do calcio para o meio. A medida que o
tempo de imersao aumenta, os encapsulados incham ainda mais e a cadeia polimérica
fica mais relaxada, proporcionando a troca ibnica com os ions calcio mais estaveis,
gue estao ligados mais fortemente com os grupos -COO- das unidades GG (residuos
de acido a-L-gulurbnico). Quando o processo de inchamento atinge seu maximo, a
fase final € atingida e a matriz colapsa devido a perda da estrutura "egg-box" causada
pela ruptura das ligacGes cruzadas do polimero e pela liberagao de ions calcio (Berardi
et al., 2021; Makarova et al., 2023; Condé et al., 2023). No ambiente acido, os grupos
-COO- convertem-se em -COOH devido ao baixo pKa de alginato de sodio, cerca de
3,2. Portanto, ligacdes de hidrogénio sdo facilmente formadas entre os grupos -
COOH, o que dificulta a penetracdo de moléculas de agua na matriz alginato-calcio.
Isso explica o baixo incha¢o dos encapsulados em um ambiente acido (Song et al.,
2018).

Figura 18: Grau de intumescimento dos encapsulados liofilizados LF1 em diferentes

tempos de imersdo em solucéo acida e em tampéo fosfato (PBS).
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A capacidade de intumescimento pode ser atribuida a natureza hidrofilica dos
polimeros (Gupta; Agarwal; Alam, 2014). O processo de intumescimento ocorre

guando a solucdo entra na matriz polimérica e provoca relaxamento das cadeias,
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seguido de abertura das redes poliméricas (Figura 19). Isso promove a penetragédo de
mais solucdo aquosa. Nos ultimos estagios de inchamento, o coeficiente de difusédo é
diminuido porque as cadeias estdo completamente relaxadas e préximas do equilibrio
(Gijpferich, 1996).

Figura 19: Esquema proposto de intumescimento das particulas de alginato obtidas
por gelificacao ibnica.
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N&o foram observadas alteragbes macroscépicas quando os encapsulados
foram embebidos em solug&o acida (Figura 20 A), por outro lado, em solugéo tampéo
PBS os encapsulados pareceram sofrer discreta dissolucdo quase imediata (10
minutos), tornando a solugéo opaca (Figura 20 B). O encapsulado sem o processo de
liofilizacdo se dissolve totalmente apos 1 horas de imersdo, mas apos a liofilizacéo, a
estrutura torna-se enrijecida e dificil de solubilizar. Apenas parte da estrutura se

desfaz.

Figura 20: Imagem dos encapsulados LF1 em solucéo acida (A) e em solucéo tampéo

(B) em diferentes tempos de imersao.
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Para a andlise de liberagéo de ativos, a solugéo &cida e tampéo fosfato foram
injetadas em GC/MS em diferentes tempos de andlise. Embora os encapsulados néao
tenham intumescido em meio acido tanto quanto em meio tampéo fosfato, a liberacéo
do eugenol em ambos os meios foi semelhante. Perceba que até 25 minutos a solu¢ao
tampé&o (10 mM, pH 7,4) foi capaz de liberar maior percentual de eugenol em relagéo
a solucéo acida (HCI 0,01 mol L-1 com 2 mg mL-1 de NaCl, pH 1,2); no entanto, esse
percentual se mantém semelhante nos préoximos tempos analisados, aumentando
apenas apo6s 240 minutos de andlise, com 83,1% de liberacdo aos 300 minutos. Por
outro lado, em meio &cido o maior percentual de liberacdo acontece apds 25 minutos.
No tempo de 30 minutos, cerca de 63,0% do eugenol foi liberado. A analise finaliza no
tempo 240 minutos, liberando um total de 92,5% de eugenol. Apés esse tempo, 0s
valores de eugenol identificados sao decrescentes devido, provavelmente a
volatilizag&do do 6leo essencial da formulagdo em solugdo. Os encapsulados parecem
ser mais estaveis em baixos valores de pH, o que pode fornecer uma caracteristica

promissora de liberacdo responsiva ao pH (Figura 21).

Figura 21: Liberacao do eugenol em solucéo acida e de tampao fosfato em diferentes

tempos.

100 -+

[0}
(=]
1

/}/‘,&X
—4— Solugdo PBS
—~a— Solugdo acida

o
o
1

Liberagao de eugenol (%)
5

M
o
1

1 N 1 N 1 N 1 N 1 v 1 v 1 N 1 v 1 N
0 10 25 30 60 120 180 240 300
Tempo (minutos)

A liberacdo do eugenol dos encapsulados de alginato depende da penetracao

do meio de dissolucdo nas esferas, da expanséao e dissolucdo da matriz de alginato e
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da dissolucdo dos componentes ativos através da matriz ampliada. A hidratacdo e o
inchaco que ocorrem ao entrar em contato com o meio de dissolu¢cdo aquoso levam a
formacdo de uma camada superficial de hidrogel que controla o influxo do meio
agquoso e a dissolucdo dos componentes ativos (Aldawsari et al., 2021). Pressdes
osmaticas ou mecanicas, enzimas e/ou variagées de pH sdo alguns dos estimulos que
provocam alteracdes na fase gel, responsaveis pela liberacdo dos componentes ativos
contidos na matriz alginato (Kurozawa et al., 2017). As caracteristicas de dissolucéo
in vitro de esferas contendo apigenina a base de alginato de céalcio foram examinadas
em trabalho recente (Aldawsari et al., 2021). A liberac&o da droga foi retardada com o
aumento no conteudo de alginato de sodio. Os pontos aparentes de reticulacdo no
interior dos granulos aumentaram quando o conteudo de alginato foi elevado,
resultando em uma matriz rigida e adiando a liberacdo dos componentes ativos. A
liberagdo acontece em 24 horas.

De fato, a carga das particulas que envolvem os 6leos essenciais varia com 0s
niveis de pH (Esmaeli et al., 2015). O grau de ionizacéo dos varios grupos funcionais
dos portadores (Yammine et al., 2024) muda como resultado. Por exemplo, a liberacéo
de produtos quimicos bioativos a partir de nanocépsulas de quitosana carregadas com
hortela-pimenta, cha verde (Shetta; Kegere, Mamdouh, 2019), Carum copticum
(Esmaeli et al., 2015) e carvacrol (Keawchaoon, Yoksan, 2011) foi substancialmente
maior em pH 3,0 do que em valores de pH mais elevados (pH entre 7 e 11) (Yammine
et al., 2024).

Microcapsulas submersas em meio pH 4,8 apresentaram as maiores taxas de
liberacdo de 6leo essencial de orégano. Nessas circunstancias, observaram-se altos
niveis de liberacdo em horarios pré-definidos (78% em 7 horas). Menores taxas de
liberagcdo foram observadas em meios com pH 4,2 (59% em 7 horas). Taxas
intermediarias foram observadas em meios com pH 3,8 (Muneratto, Gallo, Nicoletti,
2021). De acordo com Muneratto, Gallo e Nicoletti, os valores de enfraquecimento e
liberacdo do complexo aumentaram em pH 4,8, onde o potencial zeta apresentou a
menor diferenca de carga. No entanto, as microcapsulas ndo foram destruidas,
podendo-se sugerir que a baixa liberacdo inicial de eugenol em um ambiente &cido

esta relacionada a menor diferenca de carga formada, tornando-o mais estavel.
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6.8 Atividade Antioxidante

A capacidade antioxidante de extratos de plantas é geralmente analisada por
pelo menos dois métodos diferentes devido a composigdo complexa, sendo assim,
optou-se neste estudo por realizar os métodos DPPH (baseado na capacidade de
sequestro de radicais livres) e FRAP (baseado na capacidade de reducdo) para

determinacao das propriedades antioxidantes do 6leo essencial de cravo-do-india.
6.8.1 DPPH

O dleo essencial de cravo-da-india demonstrou forte capacidade de eliminagao
do radical DPPH, com valor de inibicdo chegando a 87,4%, variando conforme a
concentracdo do 6leo utilizada. Essa atividade pode ser atribuida a capacidade de
doacéo de hidrogénio exibida por uma ampla gama de constituintes presentes no 6leo
essencial, sobretudo pelos compostos fendlicos e terpénicos, como eugenol e (-
cariofileno. De forma geral, a acao antioxidante dos compostos fenélicos aumenta com
0 grau de hidroxilagéo, ou seja, com a quantidade de grupos hidroxila presentes na
estrutura quimica. A substituicdo do grupo hidroxila no anel aromético 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
hidrogénio e neutralizam os radicais livres, resultando em um processo oxidativo
bloqueado (Shahbazi, 2019). A atividade antioxidante do Oleo essencial pode ser
preservada caso 0 processo de encapsulacdo seja realizado de forma adequada,

evitando a degradacao pelo oxigénio e temperatura (Hadidi et al., 2020).

Figura 22 — Mudanca de coloracdo de violeta escuro para amarelo palido,
resultante da estabilizac&o do radical livre DPPH originando sua formareduzida.
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DPPH 5 na/mL 10 pg/mL 25 yug/mL 30 pa/mL 40 pa/mL
Fonte: Autora (2023).




Tabela 10 - Atividade antioxidante do 6leo essencial e dos encapsulados de

cravo-da-india (% Inibicdo do radical DPPH).
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Concentracéao (% inibicdo DPPH)
(ng/mL) Oleo essencial? F1b F2¢ F3d
5 31,9+1,01 28,2+0,21 11,2+1,85 5,8+ 0,58
10 50,8 + 0,30 454+130 248+136 14,1+1)59
25 78,5+1,01 69,2+0,83 48,8+0,58 20,2+1,58
30 82,9+0,78 75,9+0,49 542+021 22,3+0,35
40 87,4 + 0,29 80,3+0,57 651+0,70 30,8+0,25
ICs0 (Lg/mL) 11,4 18,1 25,2 86,4

*Média + Coeficiente de variacéo. ICso= capacidade de inibir o radical DPPH em 50%.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticas em todas as concentracdes (p<0,05)

A concentragdo do 6leo essencial capaz de inibir o radical DPPH em 50% (ICso
11,4 pg/mL) foi maior que a relatada por outros autores: 1,1 ug/mL (Silvestri et al.,
2010), 1,6 ug/mL (Al-Zereini et al., 2022), 4,82 ug/mL (Selles et al., 2020) e 5,76 ug/mL
(Farias et al., 2019). Kaur, Kaushal e Rani (2019) relataram ICso para a atividade
antioxidante de 0leos essenciais de cravo-da-india variando de 10,9 a 31,6 yg/mL. Em
estudos de Baghshahi et al. (2023), a atividade antioxidante do extrato de cravo foi
mais de 10 vezes maior do que a da vitamina E no teste de capacidade de sequestro
de radicais livres DPPH. A forte capacidade antioxidante do CEO pode ser atribuida a
capacidade doadora de hidrogénio apresentada por uma ampla gama de constituintes
guimicos presentes no Oleo essencial, especialmente fendis e terpendides, como
eugenol e B-cariofileno.

O B-cariofileno demonstra forte atividade antioxidante, quebrando cadeias e
eliminando radicais livres, como anions hidroxila e superoxido, que sdo altamente
reativos (Vinholes et al., 2014; Alvarez-Gonzalez, Madrigal-Bujaidar, Castro-Garcia,
2014; Sharma et al., 2016). A literatura descreve a capacidade do eugenol de inibir a
producdo de anion superoxido em neutrofilos, induzida por fMLF (fator N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina) ou PMA (forbol miristato acetato), bloqueando a
fosforilacdo da via de sinalizacao celular envolvida na producédo de ROS (espécies
reativas de oxigénio), Raf/MEK/ERK1/2/p47phox. Quando ativada por estimulos como
o fMLF, essa via de sinalizacéo leva a fosforilacao de proteinas-chave como Raf, MEK,
ERK1/2 e p47phox, o que resulta na ativagdo do complexo NADPH oxidase e
consequente producdo de superéxido (Chniguir et al., 2019; Xue et al., 2022). Além
disso, o0 eugenol pode aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, como SOD-3

ou GST-4, reduzindo o acumulo de ERO in vivo e exercendo efeitos antioxidantes
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(Zhang, Gu, Wang, 2021; Johari, Khan, 2022). Além disso, suas propriedades
redutoras de Fe3* e sua capacidade de doacéo de elétrons podem neutralizar radicais
livres, formando produtos estaveis para reforcar seus efeitos antioxidantes (Xue et al.,
2022; Johari, Khan, 2022).

O eugenol exibe um efeito inibitério maior sobre o perdoxido de hidrogénio do
gue outras ROS e também pode bloquear a oxidacdo do DNA e a peroxidacéo lipidica
induzida por radicais hidroxila (Nam, Kim, 2013). Essas propriedades destacam o
eugenol como um agente potencialmente valioso na protecéo contra danos oxidativos
celulares. O eugenol aumenta a atividade transcricional e o nivel de expressédo do
fator nuclear eritréide 2-related factor 2 (Nrf2), um regulador central das respostas
celulares ao estresse oxidativo, de forma dose-dependente. Estudos adicionais
revelaram que o eugenol melhorou a estabilizagdo do Nrf2 e a translocacao nuclear.
O tratamento com eugenol reduz os niveis intracelulares de ERO enquanto aumenta
a resisténcia celular ao H202 de forma dependente de Nrf2 (Ma et al., 2021).

Estudos realizados por Radiinz et al. (2018), mostram que para o 6leo essencial
de cravo-da-india conseguir inibir 94,9% dos radiais DPPH, precisou utilizar uma
concentracdo de 484,7 ug/mL de dleo. Valores elevados de ICso foram relatados:
100,6 pg/mL (Johari; Khan, 2022), 380 ug/mL (Viuda-Martos et al., 2010). Pérez-
Rosés et al. (2016) relatou I1Cso = 13,2 yg/mL para o 6leo essencial de cravo e 11,7
Mg/mL para o eugenol isoladamente.

A maioria dos antioxidantes sintéticos sdo perigosos e cancerigenos em
pequenas quantidades, eles sdo problematicos para serem utilizados como protetores
do corpo contra ataques de radicais livres (Rahaman et al., 2023). O uso de produtos
guimicos antioxidantes naturais pode ajudar na remocao de radicais livres.

Estudos realizados por Alfikri et al. (2020), indicam que o cravo na fase de
floracdo produziu o melhor 6leo essencial, bem como a fonte mais eficiente de
antioxidantes naturais, com ICsp de 15,8 pg/mL, resultado este que se assemelha ao
encontrado no presente estudo. Esses achados implicam que pode haver grandes
variacfes na atividade farmacolégica de produtos contendo Oleos essenciais.

A encapsulacdo do 6leo essencial em um sistema polimérico inerte contendo
alginato de sodio proporciona maior protecdo aos componentes fendlicos das
possiveis reacdes de degradacdo favorecidas pelo contato com o meio externo (ar,
luz e calor). O poder antioxidante do 6leo essencial de cravo-da-india foi conservado

nas trés formulacdes, no entanto, o encapsulado LF1 apresentou, de forma esperada,
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resultados aproximados ao do 6leo essencial, com valor de ICso 18,1 ug/mL, chegando
a 80,3% de inibicdo (Tabela 8). Perceba que os dados dos liofilizados chegaram,
inclusive, a maior eficacia antioxidante em comparacao com 0leos de cravo descritos
na literatura. As trés formulagdes apresentaram diferencas estatisticas em todas as
concentracdes analisadas por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). As descobertas do
estudo indicam que os encapsulados liofilizados exibem um poder redutor notavel,
sugerindo uma capacidade antioxidante promissora com potencial para produzir

beneficios moderados a altos usados como antioxidante natural.
6.8.2 FRAP

Esse método € baseado na transferéncia de elétrons, assim como o método de
DPPH, no entanto, o método de FRAP é mais especifico para compostos fendlicos. O
O0leo essencial de cravo-da-india e seus microencapsulados apresentaram
capacidade redutora do ferro férrico (Fe3') proveniente do complexo férrico
tripiridiltriazina ([Fe3+ (TPTZ)2]3+). Em baixo pH, o excesso de Fe3* na mistura da
reacdo foi reduzido a forma ferrosa (Fe?*), ao qual gerou a formacédo de cor azul

intensa, diretamente proporcional a capacidade de redugcao da amostra (Figura 23).

Figura 23 — Mudanca de coloracdo proveniente da reacdo de reducdo do ferro
férrico (Fe®") pelo método de FRAP.
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5 puag/mL 10 pg/mL 25 pug/mL 30 pg/mL 40 pa/mL
Fonte: Autora (2023).

Os valores de FRAP encontrados no 6leo essencial chegaram a 2.021 pumol de
sulfato ferroso/g, este valor elevado é proporcional ao alto poder antioxidante da

amostra.
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Tabela 11 - Atividade antioxidante FRAP do Oleo essencial e dos
microencapsulados de cravo-da-india (umol Fe?*/g).

Amostras OEC? F1P F2¢ F3d

Atividade antioxidante® 5051 .17 1984+13 1202+16 4411+1,9
(umol Fe<*/q)

*Média (40 pg/mL) + coeficiente de variacéo. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas em
todas as concentragfes (p<0,05).

A atividade antioxidante 6leo essencial de cravo-da-india € afetada pela técnica
de extracdo utilizada, o que explica as variagdes encontradas na literatura. Em
estudos realizados por Olszowy e Dawidowicz (2016), o 6leo essencial de cravo-da-
india apresentou valor inferior, 622,7 umol Fe?*/g (0,5 mg/mL), ao encontrado no
presente estudo. Em estudos mais recentes, a concentragao de sulfato ferroso variou
entre 3.290 a 4.000 umol Fe?*/mL do 6leo essencial (Tung; Koca, 2019). Altos valores
de FRAP sao observados para extratos de folhas de Syzygium cumini, variando de
2.320 + 0,02 a 3.120 + 0,07 ymol Fe?*/g da amostra (Ruan, Zhang e Lin, 2008).
Andlises realizadas com extratos foliares de outras espécies de Syzygium
demonstraram potencial redutor de ions férricos variando de 1.030 + 0,03 a 7.520 +
0,49 umol Fe?*/g para S. griffithii; 1.170 + 0,07 a 7.310 + 1,48 ymol Fe?*/g para S.
pseudoformosum; e 1.090 + 0,18 a 6.540 + 0,24 umol Fe?'/g para S. glaucum
(Abdullah, Jamil, 2020). Emulsbes contendo uma mistura de 6leos essenciais de
cravo, orégano e canela, obtiveram um FRAP de 1.802,0 umol Fe?*/g (Hu et al., 2023)

Nos encapsulados, o poder redutor do Fe3* presente no 6leo essencial
apresenta-se em intensidade proporcional a suas concentragdes. Esses resultados,
assim como os observados em DPPH, podem ser atribuidos ao teor de compostos
fendlicos presentes no produto. A formulacdo F1 se assemelha ao 6leo essencial,
apresentando alta poténcia antioxidante. Esses dados séo inéditos e auxiliam na
validagdo da utilizacdo dos encapsulados como ferramenta de protecdo de Oleos
essenciais, contribuindo com a manutencdo da qualidade e das atividades
farmacologicas. As trés formulacdes apresentaram diferencas estatisticas em todas

as concentragdes analisadas por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Entendendo as dificuldades de conservacdo e armazenamento de Oleos
essenciais, este trabalho propde a técnica de gelificacdo ibnica com posterior
liofilizacdo como um método eficiente para o encapsulamento de substancias volateis,
como agueles presentes nos 0leos essenciais. O baixo custo requerido, a simplicidade
e a rapidez de producédo sao fatores impactantes na escolha desse método de
encapsulacao de ativos.

Observou-se que proporcgdes baixas de alginato de sddio (1,0%) reticulam-se
a estrutura de cloreto de calcio formando imediatamente uma rede tridimensional
capaz de aprisionar o 0leo essencial com eficiéncia. A técnica de liofilizacéo foi util
para remover o0 alto teor aquoso, proporcionando estabilidade térmica aos
encapsulados e alta concentragdo percentual de principios ativos.

A menor concentracdo de 6leo essencial utilizada, 0,1% (LF3), mostrou maior
poder de retencdo sugerindo que o polimero se torna saturado ao aumentar a
concentracdo do 6leo essencial. Esse dado é importante para a reducéo de custos
nas producdes em larga escala. O eugenol apresentou-se altamente concentrado em
todos os encapsulados (LF1, LF2 e LF3), proporcionando possibilidade de utilizacéo
desse produto na inddstria alimenticia como conservante natural, na agropecuaria
como inseticida ou larvicida, e nas éareas meédicas devido suas atividades
farmacoldgicas extensamente evidenciadas na literatura. E importante salientar que
os encapsulados podem ser empregados para a producdo de diversas formas
farmacéuticas como capsulas gastrorresistentes e cremes.

Com relacdo a morfologia microscopica, as formulaces com ou sem 6leo
essencial apresentaram-se com surperficie de aspecto rugoso e com pequenas
rachaduras, morfologia tipica do processo de liofilizacdo, mas sem interferéncia na
capacidade de protecdo dos ativos.

Os resultados das analises de FTIR mostram a presenca de Oleo essencial de
cravo-da-india nos encapsulados. Algumas variagdes relativamente pequenas nos
espectros como diferencas nas formas de bandas ou intencionalidades, podem ser
devido as sobreposi¢cdes e comprovam o0 encapsulamento. De um modo geral, 0s
picos caracteristicos do 6leo essencial e do placebo se repetiram em LF1, LF2 e LF3

sem grandes alteracGes aparentes. Sugere-se, portanto, que ndo houve mudancas
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nas estruturas moleculares, nem tampouco interagdo quimica entre 0s componentes
e 0s materiais de revestimento, o que indica 6tima dispersdo na matriz polimérica.

Os dados de anélise térmica revelaram que a encapsulacdo pode ser util no
aumento da estabilidade dos componentes ativos, e que a perda de massa em funcao
da elevacdo da temperatura pode ser ajustada conforme a mudanca da formulagéo,
visto que os materiais de revestimento sdo primeiramente degradados e, de forma
sistematica, liberam os ativos. A formulacdo LF3, aparentemente, € mais estavel as
variacdes de temperatura, provavelmente devido a menor concentracdo de agua
intrinseca e maior contetdo oleoso. Mas levando-se em consideracdo que os trés
encapsulados apresentaram estabilidade térmica importante, a escolha de LF1 tem
como vantagem a maior concentracao de ativos e a potente atividade antioxidante. O
encapsulado LF3, o menos concentrado, apresentou também menor capacidade
antioxidante. Esses dados séo inéditos e podem ser levados em consideracao para
um inicio de estudos in vivo.

O d6leo encapsulado exibiu a capacidade de liberar o eugenol em uma solucéo
tampéo fosfato, bem como em meio acido. Ao iniciar a pesquisa in vivo, esses fatos
podem ser considerados. Por fim, conclui-se que encapsulados liofilizados de alginato
carregados com OEC podem ser promissores contra o estresse oxidativo. O alginato
funciona como um eficiente sistema de protecdo de ativos e pode ser Gtil no controle
da liberacdo de conteudo encapsulado. A literatura (Spadari et al., 2019; Reig-Vano
et al., 2021) nos mostra que o alginato € um polimero natural atéxico, biocompativel e
biodegradavel, sendo considerado um potencial veiculo para encapsular compostos.
Este trabalho apresenta um produto inovador, rico em eugenol, de facil reproducéo,
seguro para consumo oral em concentracdes pré-estabelecidas (Ulanowska, Olas,
2021), termicamente estavel, que pode aumentar a vida utii dos compostos
aprisionados (Sarma et al., 2023), e com caracteristicas favoraveis ao seu uso.

Levando em consideracdo que o Brasil € um dos principais atores no mercado
global de oOleos essenciais, e entendendo as dificuldades de conservacdo e
armazenamento desses produtos volateis, este trabalho nos mostra a técnica de
encapsulamento por gelificagéo idbnica como um método viavel. Os ensaios realizados
foram favoraveis e abrem espaco para novas pesquisas com esse produto,

analisando-se outras atividades farmacoldgicas.
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