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RESUMO

No presente trabalho microparticulas contendo acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) foram obtidas por atomizagdo em Spray Dryier. Dez
formulagBes contendo diferentes propor¢des de amido modificado
Capsul®, maltodextrina, goma arabica, L-fosfatidilcolina e Tween
foram caracterizadas através de analises fisico-quimicas (eficiéncia da
microencapsulacdo, teor de umidade, densidade, Espectroscopia de
infravermelho - FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy),
microscopia eletrénica de varredura - MEV, calorimetria exploratéria
diferencial — DSC (Differential Scanning Calorimetry) e andlise
termogravimétrica — TGA (Thermogravimetric analysis). Os AGCC
foram submetidos as analises de concentragdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) a fim de avaliar o potencial
antimicrobiano, antes e apds o processo de atomizacdo. De acordo com
0s resultados obtidos, as microparticulas com surfactantes na
composicdo (fosfatidilcolina e Tween 80) apresentaram melhor
eficiéncia de  microencapsulgdo (80%; 773% e 765%
respectivamente), menor teor de umidade e menor densidade aparente.
Para estas amostras também foram observadas estruturas na forma de
esferas com menor tendéncia a agregagdo. Através dos espectros de
FTIR foi possivel observar que as particulas obtidas apresentaram
diferencas na concentragdo de AGCC retido. Os termogramas de DSC e
TGA revelaram a presenca de um evento endotérmico, com
temperatura onset de fusdo de 137,17°C e com perda de massa (Am) de
54,92% entre 304,79°C e 413,87°C. A determinacdo da concentragéo
minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)
indicaram atividade antimicrobiana para todas as cepas testadas
(Escherichia coli - ATCC 25922; Salmonella enteritidis - ATCC
13076; Staphylococcus aureus - ATCC 25923; Staphylococcus aureus -
ATCC 29213; Listeria monocytogenes - ATCC 19117 e, Listeria
monocytogenes sorotipo 2 - ATCC 19112), antes e apds a obtencdo das
microparticulas carregadas de AGCC. A técnica de spray drying se
mostrou um método eficaz para a obtengdo de um produto com maior
estabilidade e pode tornar mais facil e eficiente a utilizacdo dos ACGC
com atividade antimicrobiana na inddstria.

Palavras-chave: acidos graxos de cadeia curta, microparticulas,
atomizagao por spray drier, atividade antimicrobiana.






ABSTRACT

Microcapsules containing short-chain fatty acids (SCFA) were obtained
by atomization Spray dryier. Ten formulations containing different
proportions of Capsul ® (modified starch) , maltodextrin, gum arabic ,
L- phosphatidylcholine and Tween were characterized by physico-
chemical analysis (efficiency of microencapsulation , moisture content,
density, infrared spectroscopy - FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy), scanning electron microscopy - SEM, differential
scanning calorimetry and thermogravimetric analysis. The SCFA were
analyzed for determinate the minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) to evaluate the
antimicrobial activity before and after the atomization process.
According to the results, it was observed that formulations containing
surfactants in the composition (L-phosphatidylcholine and Tween 80)
showed better efficiency microencapsul¢do (80%; 77,3% and 76,5%
respectively), less moisture content and less bulk density. For these
samples also were observed structures in the form of spheres with fewer
tendencies to aggregation. Through the FTIR spectra was observed that
the particles obtained showed differences in the concentration of AGCC
retained. The DSC and TGA thermograms revealed the presence of an
endothermic event with onset melting temperature of 137.17 ° C and
weight loss (Am) 54.92 % from 304.79 °C and 413.87 °C. The
minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal
concentration showed antimicrobial activity against all tested strains
(Escherichia coli - ATCC 25922 , Salmonella enteritidis - ATCC 13076
, Staphylococcus aureus - ATCC 25923 , Staphylococcus aureus -
ATCC 29213, Listeria monocytogenes - ATCC 19117 and Listeria
monocytogenes serotype 2 - ATCC 19112) before and after the
atomization process of SCFA. The Spray Drying technique proved to be
an effective method for obtaining a product with greater stability and
can make use of ACGC with antimicrobial activity in the industry easier
and more efficient.

Keywords: Short-chain fatty acids, microcapsules, atomization,
antimicrobial activity, spray drier.
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INTRODUCAO

Os lipidios correspondem a um amplo grupo de compostos
guimicamente diversos, que apresentam como caracteristica em comum
a solubilidade em solventes organicos. Nesta classe estdo incluidos os
6leos, gorduras, ceras, horménios esteroidais, colesterol, fosfolipidios,
carotenoides e tocoferdis, entre outros. . Também, sdo classificados
como polares e apolares, o que indica diferencas em sua solubilidade e
propriedades funcionais (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA,
2010).

Os mais amplamente distribuidos na natureza (99%) sdo os
acilglicerois, compostos constituidos de acidos graxos esterificados a
uma molécula de glicerol, podendo apresentar-se como mono, di, e
triésteres ou mais comumente chamados de monoacilglicerdis,
diacilglicerois e triacilglicerdis. Em alimentos os lipidios mais
encontrados sdo os triacilglicerois, ou 6leos e gorduras, que sdo
compostos de 3 acidos graxos esterificados a uma molécula de glicerol.
Os acidos graxos livres ndo sdo comuns em tecidos vivos, pois
apresentam citotoxidade devido a capacidade de romper as membranas
celulares. A maioria dos acidos graxos de ocorréncia natural possui
numero par de a&tomos carbono, sendo que a grande maioria possui entre
14 e 24. Acidos graxos de cadeia curta (com menos de 14 atomos de
carbono na molecula) sdo encontrados em algumas gorduras vegetais
(coco, babacu e palmiste) e na gordura do leite (DAMODARAN,
PARKIN, FENNEMA, 2010).

Os acidos graxos que compdem os trigliceridis apresentam
fungdes metabolicas e fisiologicas importantes para 0 organismo
humano. Os &cidos graxos poli-insaturados linolénico (omega-3) e
linoléico (omega-6) encontrados em 6leos vegetais e em 6leos de peixe
sdo conhecidos como &cidos graxos essenciais (AGES) uma vez que o
corpo humano necessita dos mesmos mas ndo e capaz de sintetiza-los.
Conforme Damoran, Parkin e Fennema (2010), os &cidos graxos
essenciais desempenham papel vital na fluidez de membranas, na
sinalizacdo celular, na expressdo de genes e no metabolismo de
eicosandides. Os acidos graxos de cadeia curta e média tém sido
estudados por suas propriedades antimicrobianas (KABARA, 2008).

A introdugdo de antimicrobianos no uso terapéutico foi
revolucionaria no combate as doencas causadas por bactérias no meio
do século passado. O seu uso na alimentacdo animal a partir de 1950
aumentou consideravelmente a producdo de carnes no cenario mundial
(SEMJEN, 2000). Porém, esta pratica tem sido associada ao
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aparecimento de bactérias resistentes. Este aumento da resisténcia
trouxe sérias preocupacdes em especial apds o surgimento de bactérias
super-resistentes em hospitais. As bactérias resistentes aos antibiéticos
podem ser transmitidas ao ser humano a partir do consumo de produtos
de origem animal, entretanto, ndo se podem determinar ainda o0s riscos
dessa transmissdo para a salde publica. Entre os microrganismos
potencialmente letais que podem ser transmitidos a0 homem estdo a
Salmonella e a Escherichia coli. (Consejo Nacional de Investigacion,
1999).

Diante disso, atualmente ha uma pressao para a reducdo na
utilizac8o desses produtos na alimentacéo animal, tornando necessario o
estudo de alternativas (SCHWARZ, KEHRENBERG, WALSH, 2001;
SCHWARTZ, CHASLUS-DANCLA, 2001).

A Portaria nlimero 159 de 13/06/92 do Ministério da
Agricultura proibe o uso de determinadas drogas como aditivos
alimentares nas ragGes animais. Dentre estes, estdo as tetraciclinas,
terramicinas, clortetraciclina e penicilina. Na Unido Européia, 0s
antimicrobianos  sdo proibidos para uso como aditivo alimentar
(RAMOS, 2009).

A necessidade por substancias alternativas aos antibioticos
sintéticos na alimentagéo animal levou ao desenvolvimento de pesquisas
utilizando compostos com atividade antimicrobiana como os &cidos
graxos de cadeia curta, acidos organicos, prebioticos (carboidratos,
peptideos, lipideos, fibras, alcoodis e oligossacarideos de cadeia curta),
probidticos (Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus,
Streptococcus, Bacillus e leveduras) e, extratos naturais contendo 6leos
essenciais (carvacrol, eugenol, timol, entre outros). Os (ROSTAGNO et
al., 2000; ANADON, MARTINEZ-LARRANAGA, ARANZAZU
MARTINEZ, 2006; MOUNTZOURIS et al., 2006; BRENESA,
ROURAB, 2010; MARTIN-PELAEZ, et al., 2010; ROSSI et al., 2010).

Neste cendrio os acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como
os acidos capréico (hexandico 6:0), caprilico (octandico 8:0), caprico
(decandico 10:0) e laurico (dodecandico 12:0), vém sendo alvo de
pesquisas. Os &cidos graxos de cadeia curta sdo geralmente toxicos as
bactérias em concentrages relativamente elevadas e, apresentam efeitos
adversos no metabolismo de uma ampla variedade de micro-organismos
(KABARA, 2008).

A forma ndo dissociada dos acidos graxos € a responsavel pela
atividade antimicrobiana, portanto o pH determina a extensdo da
dissociacdo (KABARA, 2008; HINTON, 2011).
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Porém, a alta capacidade de volatilizagdo e o estado fisico
liquido dificultam a utilizago nas férmulas alimentares.

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento tecnoldgico, varios
sistemas veiculadores de compostos ativos tém sido estudados, entre
eles a microencapsulacdo por atomizagdo em spray Drying. . Trata-se de
uma técnica que teve inicio na década de 50 e apresenta um grande
potencial em diferentes &reas, como por exemplo, as industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética. Neste processo, goticulas de
liquido, particulas solidas, ou compostos gasosos sdo aprisionados em
filmes de um agente encapsulante (GHARSALLAOUI et al., 2007).

A selecdo do material de parede ou encapsulante compreende
uma das etapas mais importantes neste processo. O tipo de material ird
influenciar na estabilidade da suspensdo antes da secagem e na
capacidade de protecdo do produto obtido. Dentre as propriedades
necessarias para um agente encapsulante estdo as  propriedades
emulsificantes; ser bom formador de filme na interface; ter baixa
viscosidade em altas concentracBes de solidos; exibir baixa
higrospicidade, disponibilidade e baixo custo. Na prética, se utiliza uma
associacdo de materiais que apresentam as caracteristicas acima
(CARNEIRO, 2011).

A volatilizacdo dos &cidos graxos, a adicdo em matrizes
alimenticias complexas e as reagches com outros componentes das
férmulas alimenticias para animais, estdo entre os principais problemas
enfrentados pela indUstria tornando necessarias as pesquisas que visem
facilitar o uso destes compostos.






OBJETIVO GERAL

Obter, caracterizar e avaliar a atividade antimicrobiana de
microparticulas carregadas de uma mistura de AGCC composta pelos
acidos caprdico, caprilico, caprico e laurico, utilizando a tecnologia
“spray drying”,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar diferentes formulacGes de material encapsulante,
utilizando amido modificado, maltodextrina, goma arabica, L-
fosfatidilcolina e Tween para obtencdo das microparticulas por “spray

drying”,

Caracterizar as microparticulas obtidas através da determinacéo
da densidade, umidade, retencdo de 6leo e 6leo superficial, analise por
calorimetria exploratéria diferencial - DSC, analise termogravimétrica -
TGA e espectroscopia em infravermelho - FTIR;

Determinar a microestrutura e o tamanho das microparticulas
obtidas através da microscopia eletronica de varredura (MEV).

Avaliar a atividade antimicrobiana da mistura dos acidos graxos
de cadeia curta, através da técnica de concentragdo minima inibitdria -
CMI e concentracdo minima bactericida - CMB.

Avaliar a influéncia do processo de microencapsulagdo sobre a
atividade antimicrobiana da mistura de acidos graxos em estudo.






CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA






1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3 ACIDOS GRAXO0S

Os lipidios desempenham um importante papel na qualidade de
produtos alimentares, tanto em relacdo as propriedades organolépticas
(flavor, cor e textura), como nutricionais, uma vez que sdo fontes de
energia, de acidos graxos essenciais e de vitaminas lipossolUveis. Na
fracdo lipidica de um alimento e nos 6leos e gorduras os triacilglicerois
sd0 0s compostos predominantes, seguidos pelos di e monoacilglicerdis,
fosfolipidios, ceras, acidos graxos, e uma gama de substancias que nao
apresentam &cidos graxos em sua composi¢do, mas que se enquadram na
classe dos lipidios (como os esterdis, alcodis graxos, terpenos,
hidrocarbonetos, pigmentos carotenodides entre outros) (FAHY et al.,
2005; OETTERER et al, 2006; DAMODARAN, PARKIN,
FENNEMA, 2010).

Os éacidos graxos sdo formados por uma cadeia carbdnica
alifatica com &cido carboxilico terminal. A maioria dos acidos graxos
na natureza possui de 4 a 22 atomos de carbono, predominando cidos
graxos com 18 atomos de carbono. Os &cidos graxos presentes nos
triglicerideos podem ser saturados (sem a presenca de duplas ligacdes)
ou insaturados (com uma ou mais insaturacbes na molécula)
(SCRIMGEOUR, 2005). A Tabela 1 apresenta os acidos graxos que sao
de ocorréncia mais comum em éleos e gorduras comestiveis.
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Teores elevados de acidos graxos de cadeia curta (menos de 14
adtomos de carbono) sdo encontrados somente em algumas gorduras
vegetais (coco, babagu, palmiste e dleos de améndoas) e na gordura do
leite (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

1.4 ANTIMICROBIANOS

Agentes antimicrobianos sdo substancias quimicas com acéo
bactericida e/ou bacteriostatica, ou ainda fungicidas e/ou fungistaticos
gue atuam no crescimento de microrganismos deteriorantes e/ou
patogénicos sem causar danos aos seus hospedeiros. Essas substancias
podem diferir em suas propriedades fisicas, quimicas e farmacoldgicas,
espectro antimicrobiano e mecanismo de agdo. Muitos foram
identificados quimicamente e obtidos de substancias naturais, enquanto
outros foram obtidos por sintese quimica (BLACK, 2002; GILMAN,
GOODMAN e GILMAN, 1983, apud PRADO 2013).

O ndmero de compostos quimicos utilizados como
conservadores de alimentos é relativamente pequeno, pois, como serdo
ingeridos com o alimento, medidas de seguranca visando impedir riscos
a salde publica sdo necessérias. A eficiéncia de um agente
antimicrobiano esta relacionada a trés fatores: efeito do pH, efeito do
grau de dissociacdo do acido (pKa) e acdo especifica do agente
antimicrobiano (FRANCO E LANDGRAF, 2005).

Na ciéncia de alimentos, agente antimicrobiano é qualquer
substancia capaz de prevenir ou retardar a deterioracdo causada por
microrganismos, podendo possuir a propriedade de agir no controle de
microrganismos patogénicos, quando utilizados num produto alimentar.
Conforme Prado, (2013), Este tipo de aditivo tem caracterizado a
indUstria de alimentos moderna e sdo utilizados para o controle natural
de deterioracdo e para controle do crescimento de microrganismos.

Nos ultimos anos, apesar da necessidade da aplicacdo desses
aditivos na producdo de alimentos, questdes relacionadas a seguranca
dos consumidores tém colocado vérios aditivos sob suspeita. Além
disso, deve-se considerar a preferéncia por alimentos livres de aditivos
guimicos em geral, realidade que vem estimulando a realizacdo de
estudos em busca de alternativas para atender o cendrio atual no que diz
respeito as restricbes alimentares (PRADO, 2013).
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1.4.1 Classificacdo quanto a origem

De acordo com a origem, agentes antimicrobianos podem ser
classificados em sintéticos ou de ocorréncia natural. Conforme Franco e
Landgraf (2008), um agente antimicrobiano de origem sintética em
alimentos é qualquer substancia adicionada a um alimento para prevenir
ou retardar a deterioragdo causada por microrganismos, excluindo sais
comuns, aclcares, vinagres, condimentos ou O6leos extraidos de
condimentos, ou mesmo substancias provenientes de defumacao.

Entre os compostos permitidos pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso em alimentos, sdo exemplos o metilparabeno
(p-hidroxibenzoato de metila), propilparabeno (p-hidroxibenzoato de
propila) e heptilparabeno (p-hidroxibenzoato de heptila) (JAY, 2008).

O modo de agdo de agentes antimicrobianos naturais de origem
vegetal é estabelecido considerando-se um entre os trés a seguir (1)
reacdo com a membrana celular causando aumento da permeabilidade e
perda dos constituintes celulares; (2) inativacdo de sistemas enzimaticos
ou enzimas essenciais, incluindo as envolvidas no processo de producdo
de energia e sintese de componentes estruturais; ou (3) destruicdo ou
inativacdo funcional do material genético (KIM et al, 1995 apud
PRADO, 2013). A membrana citoplasmatica da bactéria e a membrana
mitocondrial das leveduras constituem uma barreira permeavel a
passagem de pequenos ions como H+, K+, Na+ e Ca++, além de serem
responsaveis pela entrada e saida de diferentes compostos.

1.5 ACIDOS GRAXOS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os acidos graxos livres (ndo esterificados ao glicerol) tém uma
longa histéria de utilizacdo como agentes antimicrobianos. Assim,
acidos graxos de sais de sodio ou potassio tém sido utilizados como
agentes de limpeza e desinfeccdo durante séculos. Antes de 1930, todas
as pesquisas com agentes antimicrobianos ativos eram com &cidos
graxos, no entanto, duas descobertas importantes mudaram o curso do
pensamento sobre o assunto. A primeira foi a penicilina pelo
pesquisador britdnico Alexander Fleming e a segunda foi grupo de
antimicrobianos sintéticos chamado de sulfonamidas no laboratério
Fourneau’s no Instituto Pasteur na Franga em 1935. No entanto,
complicacdes como toxicidade, reacdes alérgicas, irritacdes e o possivel
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, acompanharam o uso desses
farmacos (KABARA, 2008).
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Uma das maneiras mais faceis de controlar o desenvolvimento
de microrganismos é pelo controle do pH. Microrganismos requerem
valores especificos de pH para crescerem. Como agentes
antimicrobianos, os &cidos graxos tém acdo otimizada em valores baixos
de pH. Em valores de pH neutro e alcalino, sdo menos efetivos.
Pequenas concentragdes de certos &cidos graxos podem inibir varias
atividades enzimaticas das bactérias, por dois possiveis mecanismos. O
primeiro por inibi¢do indireta pela mudanca estrutural da membrana
celular. O segundo envolve reacdo direta com as enzimas (KABARA,
2008; DESCHEPPER, BRUGGEMAN, 2010).

Acidos graxos saturados de cadeia curta como o acido capréico
(C6), caprilico (C8), caprilco (C10) e laurico (C12), exercem efeito
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e fungos (KABARA,
2008). As estruturas quimicas destes acidos graxos pode ser observada
na Figura 1.

O

Figura 1 Estruturas Quimicas dos Acidos: Caprdico (A), Caprilico (B), Caprico
(C) e Léaurico (D) (SILVA RAMOS, 2006).

O comprimento da cadeia carbbnica, o tipo de estrutura
geométrica e 0 grau de insaturacdo sdo importantes para a atividade
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antimicrobiana dos &cidos graxos. Em relacdo a configuragdo da cadeia
carbbnica, certasgeneralizacdespodem ser feitas sobre o efeitodesses
acidos graxosem qualquermicrorganismo. Enquanto a configuracéo
“cis” exerce atividade biocida, a forma “trans” do mesmo acido graxo ¢
inativa.

Boyen et al., (2008), estudaram a utilizagdo de acidos graxos de
cadeia curta e média na alteracdo das propriedades de viruléncia da
Salmonella typhimurium e a diminui¢do da colonizacdo intestinal em
suinos. Segundo o estudo, quando utilizado como suplemento alimentar
em suinos infectados, o &cido butirico revestido diminuiu os niveis
fecais e a colonizacdo intestinal. A expressdo da viruléncia do gene
bacteriano foi significativamente mais baixo quando a bactéria se
desenvolveu em caldo Mueller-Hinton suplementado com a
concentracdo minima inibitoria de acido caprilico e acido caproico. Os
acidos butirico e caprdico foram rapidamente absorvidos pelas células
do epitélio ao longo do trato gastrointestinal, influenciando a excrecédo
de Salmonella.

Messens et al. (2010) relataram o efeito do &cido caprilico
contra a Salmonella em um estudo “in vitro”, sendo o mais eficaz entre
15 acidos graxos testados. Em testes “in vivo”, o acido caprilico impediu
a colonizacdo de enterobactérias como Escherichia coli e Salmonella
spp.) e estimulou o desenvolvimento de bactérias benéficas tais como
Lactobacillus.

Bergssonetal.(2002), apud Rossi et al. (2009), sugeriram gueem
pH baixo, a membrana exterior de lipopolissacarideos das bactérias
Gram negativas torna-se menos densa, permitindo a entrada de AGCC,
uma vez que se dissociam em anions no pH neutro do citoplasma,
provocam deplecdo da energia celular.

Em uma revisao sobre o tema, Rossi et al. (2010) discute sobre
a importancia da suplementacdo com AGCC de leitdes na fase de pos-
desmame, visto tratar-se de um evento estressante para 0s animais, que
contribui para a incidéncia elevada de problemas entéricos. No
desmame, a alimentacdo muda de forma abrupta, passando do leite
materno para ragdo peletizada, porém, a capacidade de digestdo do
intestino delgado ainda é limitada , ocorrendo reducdo acentuada na
ingestdo de alimentos nos primeiros dias. Esta reducdo provoca uma
diminuicdo da massa do intestino, com reducdo das vilosidades
intestinais, que contribui para um aumento na taxa de mortalidade.

Tawan et al., (2009), avaliaram com sucesso o efeito da
suplementacdo de ragdes para frangos com uma mistura de &cidos
graxos de cadeia curta (C8-C12) na susceptibilidade de colonizagéo por
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Campylobacter jejuni. No estudo, 0s autores observaram que a que a
guantidde de C. Jejuni necessaria para colonizar 50% das aves
inoculadas foi 200 vezes maior para 0 grupo que consumiu ragdo
suplementada com AGCC, além de influenciar no ganho de peso em 49
gramas por ave.

O uso do suplemento alimentar contendo AGCC é proposto
como uma alternativa viavel para a alimentagdo livre de antibidticos e
podem ser utilizados para promover o crescimento, bem como, servir
como um tratamento preventivo e curativo para problemas
gastrointestinais (Decuypere e Dierick, 2000; Mroz, 2005, apud Rossi et
al., 2010).

1.6 DOENCAS CAUSADAS POR ALIMENTOS - DTA

Todos os anos, milhdes de pessoas sofrem de alguma doenca de
origem aliemntar causada pelos mais diversos agentes. A contaminacéo
do alimento pode causar desde uma leve indisposicdo até uma doenca
crbnica e a morte. Os microrganismos patogénicos causam enfermidades
a partir de 3 tipos de mecanismos: infec¢do, toxinose e toxiinfeccdo. A
infeccdo ocorre quando h& ingestdo de celulas viaveis seguida de
colonizacdo e multiplicacdo dentro do trato gastrointestinal, como por
exemplo a salmonelose e a listeriose. A toxinose decorre da ingestdo de
toxinas pré formadas nos alimentos, ndo havendo a necessidade de
ingestdo de células vidveis. A toxinfecgdo ocorre quando ha colonizagdo
dos microrganismos patogénicos e a formacdo das toxinas dentro do
trato gastrointestinal, como nas doengas causadas por Clostridium
perfringens (KRASZCUZUK, 2010).

Em 2007, a salmonelose foi a segunda doenca zoonética mais
comum na Unido Europeia (EFSA, 2009). A avaliacdo quantitativa de
risco microbiano a partir do produtor ao consumidor, que foi
desenvolvida para avaliar o risco de salmonelose humana através do
consumo de produtos frescos de carne suina na Bélgica, estimou que o
nimero médio de casos anuais foi de 20.513 (BOLLAERTS et al. 2009,
apud MESSENS, 2010) Na Bélgica, Salmonella typhimurium foi
responsavel por 56,2% dos casos de salmonelose humana em 2007 e foi
0 sorotipo predominante (63%) isolado de carcacas de abate de suinos

No Brasil, em 2011, forma registro mais de 700 surtos
envolvendo alimentos contaminados, com aproxidamente 12.000 casos
registrados conforme a Figura 2.
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Figura 2 Série historica de surtos e casos no Brasil, 20000-2011. SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2013.

Dos 3.487 alimentos envolvidos em surtos entre o perido
de 2.000 e 2.011, 358 foram referentes a carne bovina in natura,
processados e miudos, 225 carne de frango e mitdos e 189 carne suina,
processados e mildos, totalizando mais 20% do tatal dos alimentos
conforme a Figura 3 (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,

2013).
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Figura 3 Classe de alimentos envolvidos nos surtos. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2013.

Os agentes frequentemente envolvidos nos surtos
identificados entre 2.000 e 2.011 foram Salmonella spp, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Echerichia coli, Clostridium perfringes,
Rotavirus e Hepatite A, conforme a Figura 4.
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Figura 4 Agentes etiologicos identificados por surto. SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2013.
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1.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Uma grande variedade de metodologias utilizadas em
laboratério pode ser empregada para mensurar a susceptibilidade in vitro
de bacterias a agentes com atividade antimicrobiana. Os principais
métodos microbioldgicos utilizados na deteccdo de atividade
antimicrobiana podem ser classificados em ensaiso bioautograficos,
ensaiso de difusdo e ensaios de diluicdo (NCCLS, 2003ab).

Os ensaios bioautograficos sdo métodos em que 0s compostos a
serem pesquisados sdo separados por cromatografia de camada delgada
e colocados por contato ou imersao em agar previamente inoculados
com o microrganismo ‘“teste”, sendo que zonas de inibi¢do de
crescimento indicam a presenca de atividade antimicrobiana (PRADO,
2013).

Os ensaios por difusdo fundamentam-se na difusdo da
substancia a ser testada em um meio de cultura sélido e inoculado com
um micro-organismo. A partir da difusdo ocorre o aparecimento de um
halo, onde ndo ha crescimento do microrganismo. Podem ser
empregados diferentes tipos de reservatérios, incluindo disco de papel,
cilindros de porcelana ou aco inox e orifificos feitos no meio de cultura.
A substincia “teste” é colacada em contato com o meio de cultura
inoculado e a maneira como se processa esse contato define os
diferentes métodos de difusdo. Apds a incubacdo, os diametros dos
halos de inibi¢do sdo medidos com régua, paquimetro ou leitor de halos
(VANDEN BERGHE e VLIETINCK, 1991 apud PRADO, 2013).

Os métodos de diluicdo, por sua vez, sdo aqueles nos quais 0s
extratos ou substancias a serem testados sdo adicionados a meios de
culturas liquidos ou solidos adequados, previamente inoculados com o
microrganismo “teste”. Pode ser realizado de varias formas, dentre elas,
a diluicdo em placa de microtitulo. O método de diluicdo em liquido é o
gue apresenta a metodologia mais complexa, entretanto, alguns
pesquisadores o consideram como o mais preciso. E recomendado para a
determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI), que constitui a
menor concentragdo do agente microbiano capaz de inibir
completamente o crescimento do microrganismo num determinado
tempo (NCCLS, 2003).

1.8 MICROENCAPSULAGAO EM ALIMENTOS

A tendéncia mundial aponta para que os alimentos ndo sejam
mais somente vistos como uma fonte de nutrientes com apelo sensorial,
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mas também como fonte de bem-estar e salde para os individuos
(GOMES, 2011). Desta forma, a inovacdo na inddstria necessita de
mudanca no foco para observagdes e controle das estruturas hierarquicas
no alimento e sua funcionalidade. A liberacdo controlada de certos
ingredientes de alimentos no lugar certo e na hora certa é uma
funcionalidade-chave que pode ser alcancada pela microencapsulagdo
(GOUIN, 2004).

Na industria de alimentos a microencapsulacéo tém sido muito
utilizada para o recobrimento de aromas e corantes, visando
principalmente a retencdo dos componentes volateis (CHUMPITAZ,
1995).

Trata-se de uma técnica pela qual goticulas de liquido,
particulas solidas, ou compostos gasosos sdo aprisionados em filmes de
um agente de grau alimenticio microencapsulante. O nucleo pode ser
composto de um ou varios ingredientes e a parede pode ser Gnica ou ter
duas camadas. A retencdo desses nlcleos é controlada por sua
funcionalidade quimica, solubilidade, polaridade e volatilidade
(GHARSALLAOUI et al, 2007). Gragas aos ingredientes
microencapsulados, muitos produtos que foram considerados
tecnicamente invidveis tornaram-se agora possiveis de serem utilizados.
Os ingredientes que compde o0 nlcleo sdo totalmente envoltos em uma
matriz encapsulante, conferindo assim estabilidade e diminuicdo de
propriedades originais que dificultam a utilizagéo.

Shahidi e Han (1993) propuseram seis razBes para aplicagéo de
microencapsulagdo na inddstria de alimentos: reduzir a reatividade do
nicleo com fatores ambientais; diminuir a taxa de transferéncia do
material do ndcleo para o exterior; promover um manuseio mais facil;
controlar a liberacdo do material do nucleo; mascarar o sabor; diluir o
material do ndcleo, quando este deve ser utilizado em apenas pequenas
guantidades.

Sao mais de 200 métodos para microencpasulacdo patenteados.
Entre o0os métodos quimicos, estdo: coacervacdo complexa,
polimerizacdo interfacial, gelificacdo ibnica, incompatibilidade
polimérica e formacdo de lipossomas (GIBBS et al., 1999) e entre os
métodos fisicos destacam-se: secagem por atomizagdo ou “‘Spray
Drying”, liofilizacdo, extrusdo e encapsulacdo por leito fluidificado. Os
processos mais utilizados pela industria de alimentos podem ser
divididos em métodos fisicos (extrusdo, atomizagdo, “pan coating”,
liofilizagdo, “spray cooling” e “spray chilling”, por exemplo), métodos
guimicos (polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular, por exemplo) e
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métodos fisico-quimicos (coacervacdo simples, coaservacdo complexa,
lipossomas, particulas lipidicas solidas, por exemplo) (GOMES, 2011).

As microparticulas podem possuir diferentes formas que variam desde
um recobrimento de membrana simples, uma parede ou membrana, uma
forma esférica ou irregular, uma estrutura de multiparedes de mesma
composicdo, ou ainda diversos nicleos com uma mesma estrutura de
parede (GIBBS et al., 1999). Gomes (2011) classifica as particulas
formadas através da encapsulacdo em trés classes: macro (>5.000 um);
micro (1,0-5.000 um); e nanoparticulas (<1,0 um), sendo que as mesmas
podem apresentar diferentes formas, dependendo do processo utilizado.

1.8.1 Microencapsulacgédo por atomizagio

A tecnologia “spray Drying” € uma operagdo unitaria em que
um produto liquido é atomizado em uma corrente de gas quente
instantaneamente a fim de obter um p6. O gas usado geralmente é o ar
OuU mais raramente um gas inerte como o nitrogénio. A alimentacdo
liquida inicial do pulverizador pode ser uma solucdo, uma emulséo ou
suspensdao (GHARSALLAOUI et al., 2007). Pode-se observar na Figura
7 a representacdo esquematica do atomizador. Durante 0 processo, a
rapida evaporacdo da agua permite manter uma baixa temperatura das
particulas. Desta forma, esta técnica permite a secagem sem afetar
demasiadamente a qualidade do material encapsulado (RE, 1998).
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entrada na cdmara de secagem
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Figura 5 Representacdo esquematica do funcionamento de um atomizador.
PRADO 2013.
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A atomizacdo do liquido em pequenas goticulas pode ser
realizada por pressdo ou energia centrifuga. Os atomizadores utilizados
incluem: atomizador pneumatico, bico de pressdo, configuracbes de
disco giratério, bico do fluido e bocal sbnico. O objetivo é criar a
méaxima superficie de transferéncia de calor entre o ar e o liquido. A
escolha da configuracdo do atomizador depende da natureza e
viscosidade da matéria-prima e das caracteristicas desejadas para o
produto final. Quanto maior a energia fornecida, mais finas sdo as
goticulas formadas, sendo que o tamanho das mesmas aumenta com a
taxa de alimentacdo do atomizador e com 0 aumento da viscosidade e
tensdo superficial inicial da suspensdo (GHARSALLAOUI et al., 2007).

O processo de secagem inicia com o contato das goticulas
suspensas com o ar aquecido. De acordo com o tipo de atomizador, o
processo de secagem pode ocorrer de duas maneiras distintas. O
processo “em corrente” ocorre quando a suspensdo € pulverizada na
mesma direcdo do fluxo de ar de entrada (150-220°C) e a evaporagdo
ocorre instantaneamente, na qual o produto seco sai com temperaturas
entre 50-80°C, limitando a degradacdo térmica, e 0 processo
“contracorrente” a suspensdo ¢ pulverizada frente ao fluxo de ar e o
produto é exposto a temperaturas mais elevadas, limitando a aplicacéo
deste processo em produtos que ndo sdo degradados termicamente
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

Com base na teoria fundamental de secagem, trés passos
sucessivos podem ser distinguidos: logo apds as goticulas entrarem em
contato com o ar aquecido, a transferéncia de calor causa a elevagdo da
temperatura até a um valor constante. Apds, a evaporacdo de agua das
goticulas é feito em temperatura e pressdo constantes. Finalmente,
guando o teor de agua da goticula atinge um limite critico, uma crosta é
formada na superficie da goticula e a taxa de secagem diminui
rapidamente. A secagem teoricamente terminou quando a temperatura
da particula se iguala com a do ar. Usualmente, o tempo de secagem
pode ser na ordem de 5-100s. No entanto, em um sistema bem
projetado, 15-30s sdo suficientes para a secagem (GHARSALLAOUI et
al., 2007).

A temperatura do ar de entrada é diretamente proporcional a
taxa de secagem das microparticulas e ao conteldo final de agua.
Quando a temperatura de entrada do ar é baixa, a baixa taxa de
evaporagdo causa a formacdo de microparticulas com membranas de alta
densidade, alto teor de umidade, baixa fluidez, o que pode facilitar a
aglomeragdo. Contudo, uma alta temperatura do ar de entrada causa uma
evaporagdo excessiva e resulta em fissuras na membrana, induzindo a
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liberagdo prematura, degradagdo do ingrediente microencapsulado e
também perdas de volateis. A temperatura do ar de entrada é
normalmente condicionada por dois fatores: custo e faixa de temperatura
gue pode ser seguramente empregada, sem causar danos ao produto ou
perigos operacionais (GHARSALLAOQOUI et al., 2007).

A primeira aplicacdo da secagem por Spray Dryer foi relatada
para a fabricacdo de leite em p6 em 1950 (CARNEIRO, 2011). A
técnica tem sido utilizada por décadas para encapsular ingredientes
alimenticios como: aromatizantes, lipidios e  carotenoides
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

E o processo mais econdmico e flexivel e, portanto, 0 mais
utilizado. Consiste na preparacdo de uma suspensdo. Sua escolha
depende de uma série de fatores, dentre eles o tamanho de particula
requerido, as propriedades fisicas e quimicas do material encapsulante e
do bioativo, mecanismos desejados de liberacéo, escala de producéo e
custo (GOMES, 2011).

A técnica envolve trés passos basicos: preparacao da dispersao;
homogeneizacdo e atomizacdo. Na Ultima etapa, ocorre a desidratacdo
das particulas atomizadas. Pode-se observar na Figura 8 a representacdo
esquematica do processo de microencapsulacdo em “Spray-Drying”.

-~

Solvente + Polimero +
Agente ativo

-~

Pulverizaciao em camara
(150 a 200°C)

Evaporacio do solvente

Microesferas
acabadas

Figura 6 Representagdo esquematica do processo de encapsulagdo por "spray
Drying". SUAVE et al., 2006.
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De acordo com Jafari et al., (2008) a eficiéncia da
microencapsulacdo de dleos é influenciada pela estabilidade inicial da
suspensdo. Uma suspensdo estavel é aquela que ndo tem mudancas
perceptiveis na distribuicdo do tamanho das gotas, em seu estado de
agregacdo ou em seu arranjo espacial em uma escala de tempo de
observacdo. Para a obtencdo de uma suspensdo cineticamente estavel,
deve-se prevenir a coalescéncia das gotas apds sua formagdo. Isso é
normalmente conseguido fazendo uso de surfactantes durante o processo
de homogeneizagdo

Conforme Dias, (2009), alguns paradmetros irdo interferir
diretamente na eficiéncia do processo, como a temperatura de entrada e
saida do ar, o fluxo de ar, a presséo de ar, a distribuicdo da temperatura e
umidade, entre outros.

Uma observagdo de grande importancia é a relagdo entre a
massa do nucleo e a massa do material de suporte. Na maioria dos
estudos publicados, uma relacao tipica é de 1:4 (20% de nlcleo no p6
encapsulado), sendo adotado e reportado para varios materiais, incluindo
a goma arabica e amidos modificados (JAFARI et al., 2008).

Ahn et al. (2008) em um estudo de otimizacdo da
microencapsulacdo de 6leo de girassol, constatou que em relagdo a
eficiéncia de microencapsulacdo, as condi¢Bes otimizadas foram: 23,6%
de 6leo de girassol, 19% de proteina isolada de leite, 2,5% de lecitina de
soja e 54,8% de dextrina, sendo que, nessas condicOes, a eficiéncia de
encapsulacéo foi 96,6%. Além disso, concluiu que o efeito da pressao de
homogeneizacao ndo foi significativo.

Diversos estudos verificaram o efeito da temperatura de entrada
e saida na eficiéncia de microencapsulagio de 6leos e “flavors ”. Sabe-se
gue temperaturas de entrada do ar suficientemente altas (160-220°C)
permitem a formacdo rapida de uma membrana semipermeavel na
superficie da particula, resultando em uma reten¢do otima de “flavor”
(JAFARI et al., 2008).

Rodrigues (2004) estudou a producdo de microparticulas de
extrato de café por atomizacdo, usando como agente encapsulante a
maltodextrina, a goma ardbica e a goma de cajueiro. Para a
determinacdo das melhores condi¢Bes de temperatura de secagem e da
relacdo nicleo/concentracdo de material de parede, foram avaliadas as
temperaturas 150, 180 e 200°C e a relagdo nucleo/material de parede de
10%, 20 % e 30%, usando maltodextrina. Os melhores resultados foram
obtidos para a temperatura de 180° C com 20% de material de nucleo
em relacdo a concentracdo de material de parede.
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Dependendo das propriedades fisico-quimicas do ndcleo, a
composicdo da parede, e a técnica de microencapsulacdo usada,
diferentes tipos de particulas podem ser obtidos. Entre as estruturas que
sdo frequentemente reportadas estdo esferas simples cercadas por uma
camada de espessura uniforme; particulas contendo um nucleo de forma
irregular; particulas de varios nicleos numa matriz continua; varios
nucleos distintos dentro da mesma capsula e multi-microparticulas
multicamadas, conforme podem ser observadas na Figura 9
(GHARSALLAOUI et al., 2007).

SIMPLES IRREGULAR

MULTI-MICROCAPSULAS MULTI-PAREDES

MATRIZ

Figura 7 Morfologia dos diferentes tipos de microparticulas. GIBBS et al. 1999.

1.8.2 Matrizes Encapsulantes

Atualmente, diferentes materiais tém sido utilizados como
suporte ou matrizes para a microencapsulacdo de compostos ativos,
entre eles a goma arabica, a maltodextrina e o0 amido modificado. Entre
as caracteristicas que sdo consideradas estdo o custo, a viscosidade, e
estabilidade, protecdo contra a oxidacdo e retencdo de compostos
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volateis (KENYON; ANDERSON, 1988; REINECCIUS et al., 1991;
BHANDARI et al., 1992; SHAHIDI; HAN, 1993).

As propriedades ideais da matriz incluem a facilidade de
manipulacdo durante o processo, capacidade de dispersar o 6leo e
estabilizar a emulsdo produzida, reatividade nula com o agente
encapsulado, capacidade de proporcionar maxima protecdo frente as
condicdes ambientais, solubilidade nos solventes utilizados na indUstria
alimenticia e custo compativel a uma substancia de uso alimenticio. E
praticamente impossivel que uma substancia retna todas as
propriedades desejadas (CHUMPITAZ, 1995; CARNEIRO, 2011).

1.8.2.1 Goma Arabica

A goma arabica ou goma acécia, e um exudado da seiva da
arvore do género Acécia. E a mais antiga das gomas (2650 a. C.). Tem
sua origem principal na Africa. Os principais paises produtores de goma
sdo Senegal, Mali, Mauritania, Nigéria e Suddo. O p6 tem coloracdo
branca ligeiramente amarelada, inodoro e insipido. As especificagdes
sdo: total de cinzas menor que 4%; acidos insollveis menor que 0,5%);
agua e residuos insollveis menor que 1%; e, 12% de umidade.
Quimicamente é considerada um sal de pouca acidez, formado por um
polissacarideo complexo contendo calcio, magnésio e ions de potassio
(NUSSINOVITCH, 1997, apud DIAS, 2009).

As gomas sdo usadas para modificar a textura de determinados
alimentos e, como efeitos secundarios, encapsulam, estabilizam a
emulsdo e controlam a cristalizacdo. Historicamente, a goma arabica
constitui o agente encapsulante mais utilizado na microencapsulagdo de
o6leos pela sua versatilidade, solubilidade, baixa viscosidade e excelentes
propriedades surfactantes. E composta de aguicares simples em uma
estrutura altamente ramificada e contém cerca de 2% de proteina. Tem
se demonstrado que a goma arabica se adsorve na interface 6leo/agua
formando uma pelicula viscoelastica, onde os lipidios contribuem para
aumentar a coeréncia da estrutura através da formacdo de ligacbes com
as cadeias da goma arabica (MATSUMARA et al., 2000).

O nucleo da goma esta formado principalmente por (1-3)-B-D-
galactano e varias cadeias laterais de galactopiranosido, unidas mediante
ligagdes fB-(1-6) que por sua vez podem conter L-arabinose, conforme a
FIGURA 5.
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HO

CHQOH

R=(D-galactose, L-arabinose, L-ranose)

HO CHQOH

Figura 8 Estrutura da cadeia principal da goma arabica. ROBINSON, 1991.

A goma arabica se dissolve com facilidade com agitacdo em
agua. Essa é uma propriedade impar entre as gomas alimenticias, exceto
para as que foram despolimerizadas para produzir tipos de baixa
viscosidade. Com sua capacidade tensoativa, forma uma camada
macromolecular espessa em torno das goticulas de dleo, de modo a
produzir estabilizacdo espacial.

Suspensfes elaboradas com flavorizantes oleosos e goma
arabica podem ser secas por atomizacdo para produzir p6s ndo
higroscopicos e protegidos da oxidagdo e volatilizacdo
(DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010). No entanto,
Soottitantawat et al., (2005), afirmam que a estrutura da goma €
altamente permedvel ao oxigénio e sugerem a combinacdo de outros
polimeros para a reducéo desta permeabilidade e aumento da protecdo
aos nucleos sensiveis a oxidacao.

1.8.2.2 Maltodextrina

As moléculas de amido, como todas as outras moléculas de
polissacarideos, sdo despolimerizadas por &cidos a quente e enzimas.
Despolimeriza¢cBes mais intensas produzem dextrinas. Essas, por sua
vez, possuem baixa viscosidade e possuem propriedades formadoras de
filmes, podendo ser utilizadas em alimentos revestidos, como agentes de
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encapsulacdo e carreadores de aromas, em especial aromas secos por
atomizacdo. Quando a hidrélise de amido é parcial, ha producdo de
malto-oligossacarideos, 0s quais sdo comercialmente conhecidos como
maltodextrinas ((C¢H1,05)nH,0), polimero sacarideo formado de
unidades D-glicose unidas principalmente por ligagdes a- 1,4 conforme
a FIGURA 6 (DAMODARAN, PARKIN, FENNEMA, 2010).

il CH-0OH I
o
OH
H-{-O --4--OH
OH
" =
z=1_4
2 = = 20

Figura 9 Estrutura Quimica da Maltodextrina. ROBINSON, 1991.

Maltodextrinas ou amidos hidrolisados sdo extensivamente
utilizados na microencapsulacdo por atomizacdo. Estdo disponiveis em
diferentes dextroses equivalentes (DE), que sao relacionadas com o grau
de polimerizacéo do amido (DP) e indicam o grau de hidr6lise do amido
(GHARSALLAOUI et al., 2007). O valor de DE para esses produtos
deve ser menor que 20.

As principais vantagens sdo: custo relativamente baixo, aroma e
sabor neutros e baixa viscosidade em altas concentracGes de solidos.
Além disso, oferecem boa protecdo contra oxidacdo. Porém, nao
apresenta capacidade emulsificante, sendo desejavel a combinagdo com
outros materiais com objetivo de melhorar o processo de
microencapsulacdo. A protecdo das substancias ativas contra a oxidagdo
por parte das maltodextrinas varia bastante, dependendo do valor de DE.
Quanto maior esse valor, maior a protecdo proporcionada devido a
menor permeabilidade ao oxigénio do ar (SHAHIDI & HAN, 1993;
JAFARI et al., 2008).
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1.8.2.3 Amidos Modificados

Amidos nativos tém sido amplamente utilizados na industria de
alimentos, no entanto, os mesmos apresentam algumas desvantagens,
como insolubilidade em &gua fira e perda de viscosidade durante o
processo, 0 que tém limitado sua aplicacdo. Porém, essas deficiéncias
sdo eliminadas pela modificacdo da estrutura das moléculas. Essas
modificacdes podem ser fisicas (tratamento térmico, exposicdo a
radiacfes, entre outros), quimicas (reagentes especificos) ou
biotecnoldgicas (processo enzimético). Os objetivos dessa modificagdo
sdo: diminuicdo da retrogradacdo; aumento da estabilidade ao
resfriamento, ao descongelamento e a adesividade; melhora da textura
das pastas ou géis e da formacdo de filmes; adi¢do de grupamentos
hidrofdbicos e, consequentemente, poder emulsificante (BEMILLER,
1997, apud CARNEIRO, 2011).

As modificagbes podem ser de um sO tipo, porém, com
frequéncia sdo utilizadas combinagBes de até quatro processos. Os
processos quimicos atualmente envolvem: esterificagdo com anidrido
acético, anidrido succinico, uma mistura de anidrido acético e acido
adipico, anidrido 1-octenilsuccinico, cloreto de fosforil, trimetafosfato
de sodio, ortofosfato monossodico; esterificagdo com Oxido de
propileno; modificacdo acida com acido cloridrico e sulflrico;
branqueamento com hidrogénio, acido peracético, permanganato de
potassio e hipoclorito de sédio; oxidacdo com hipoclorito de sédio; e
varias combinacbes dessas reacdes (DAMODARAN, PARKIN,
FENNEMA, 2010).

Os amidos modificados sdo muito utilizados na
microencapsulacdo de ingredientes alimenticios por apresentar excelente
retencdo de volateis, pela estabilizagdo da suspensdo e por apresentar
baixa viscosidade em altas concentracbes de sdlidos (KING;
TRUBIANO; PERRY, 2006, apud CARNEIRO, 2011).

A viscosidade das solugdes de um amido modificado é
substancialmente menor que a da goma e, portanto é possivel usar niveis
elevados de solidos nas suspensdes (até 50%), a qual reduz a perda de
volateis no processo de microencapsulacdo por atomizacdo. Também,
sua utilizacdo possibilita a obtencéo de glébulos com didmetros menores
que 2um, garantindo melhor estabilidade na suspensdo (REINECCIUS,
1991, apud CHUMPITAZ, 1995).

Dentre os amidos modificados utilizados no processo de
microencapsulacdo em Spray Drying, o Capsul® representa uma boa
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alternativa. E modificado com octenilsuccinato, resultado de pesquisas
da National Starch and Chemical Corporation, com capacidade de
formar suspensdes finas e com capacidade de formacdo de pelicula,
sendo eficaz na retencdo de volateis e materiais ativos no nicleo, bem
como, na minimizacdo da retencdo destes na superficie das
microparticulas na secagem por atomizacdo (KING et al., 1976, apud
ABURTO, 1998).

1.9 CARACTERIZAGAO DO PRODUTO FINAL

1.9.1 Retencao superficial e interna do 6leo

Normalmente a amostra com dleo encapsulado é tratada com
hexano ou éter de petr6leo durante 15 minutos em temperatura
ambiente. Para calcular a eficacia da microencapsulacio é necessario
extrair quantitativamente a fracdo do 6leo encapsulado. Dependendo da
matriz encapsulante, podem-se utilizar tratamentos com acidos ou bases
para a hidrolise e posterior liberacdo do 6leo. Na Figura 6 pode ser
observada a representacdo esquematica da extracdo de Oleos
microencapsulados e o calculo para a eficacia da microencapsulagao.

‘ Microcapsulas

Eter de petréleo ouhexano  (Agitagdo, 2-15min)

1

l Oleo Superficial I Oleo Microencapsulado

e —

Solventes orgénicos/Acidos/Bases

l

| i Oleo Retido ou encapsulado

Eficdcia da Microencapsulacio (%) = (Oleo Encapsulado/Oleo Total) 100

Figura

10

Representacdo

esquematica

da extragdo

das

fracOes

microencapsuladas e superficial VELASCO, J.; DOBARGANES et al., 2003.
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1.9.2 Estrutura das microparticulas

A protecdo que o material de parede oferece ao nulcleo das
microparticulas depende das propriedades internas e externas da
estrutura e da distribuicdo do nucleo. Esses fatores podem ser estudados
por diversos métodos de microscopia, particularmente a técnica SEM
(Scanning Electron Microscopy) ou de microscopia eletrdnica de
varredura (MEV) que apresenta boa profundidade de campo e excelente
resolucdo (CHUMPITAZ, 1995).

1.9.3 Propriedades Térmicas

1.9.3.1 Termogravimetria (Thermogravimetric analysis - TGA) e
Calorimetria exploratoria diferencial (Differential Scanning Calorimetry
-DSC)

A TGA nos permite medir a variacdo de uma substancia em
funcdo da temperatura ou do tempo. Sendo assim, é um sistema com
vasto campo de aplicacdo na caracterizacdo do comportamento térmico
de materiais (WENDLANT, 1986). A amostra do material é colocada
em uma plataforma de uma balanga de preciséo acoplada a um forno, de
maneira que a temperatura da amostra pode ser controlada variando-se a
poténcia do forno. Os resultados sdo apresentados sob forma de curva
termogravimétrica (TGA), na qual a variacdo da massa € registrada em
funcédo da temperatura ou do tempo (CIENFUEGOS; VAITMAN, 2000,
apud OZORIO, 2007).

A técnica é atil em determinagdes complexas e qualquer
mudanca na velocidade de perda de peso pode ser prontamente
identificada pelas inflexGes que indicam reacdes consecutivas, sendo
gue mudancas de massa que ocorram em temperaturas proximas podem
ser perfeitamente identificaveis (VOGEL, 2002 apud OZORIO, 2007).
Esse parametro é relevante para estudar o comportamento de
processabilidade em funcdo da temperatura. Por ser uma caracteristica
especifica para cada material, consistem em uma ferramenta para
identificacdo de compostos (MACHADO, 2004).

A DSC é uma técnica de andlise térmica que detecta alteracdes
na temperatura da amostra que séo resultado de transi¢fes entalpicas
exotérmicas ou endotérmica, ou reacdes tais como aquelas causadas por
mudancas de fase, fusdo, inversdo de estruturas cristalinas, sublimagéo e
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vaporizagdo, reacGes de desidratagdo, dissociagdo ou decomposicdo,
reacOes de oxidacdo e reducdo, desnaturacdo proteica e outras reacdes
quimicas (WENDLANT, 1986, apud OZORIO, 2007).

A aplicacdo de métodos térmicos de analise, em especial 0 DSC
e a TG tem sido de fundamental importdncia no estudo de
caracterizacdo, desenvolvimento e controle de qualidade de produtos
farmacéuticos. As principais aplicagdes nessa area tém visado a
caracterizacdo de matérias-primas e produtos acabados a determinacdo
do grau de pureza e a realizacdo de ensaios de estabilidade e cinética de
decomposicéo.

Conforme Ozério, (2007), a técnica DSC € uma grande
ferramenta para a obtencdo da Transi¢do vitrea (Tg), efeito térmico que
pode ser utilizado para a caracterizacdo de plasticos e outros materiais
amorfos ou semicristalinos como alimentos, onde os componentes nos
materiais alimenticios apresentam efeitos similares aos dos polimeros.
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CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
MICROPARTICULAS CARREGADAS DE ACIDOS GRAXOS
DE CADEIA CURTA OBTIDAS POR SPRAY DRYING

RESUMO

No presente trabalho microparticulas contendo acidos graxos de cadeia
curta (AGCC) foram obtidas por atomizacdo em Spray Dryier. Dez
formulagBes contendo diferentes proporcdes de amido modificado
Capsul®, maltodextrina, goma arabica, L-fosfatidilcolina e Tween
foram caracterizadas através de analises fisico-quimicas (eficiéncia da
microencapsulacdo, teor de umidade, densidade, Espectroscopia de
infravermelho - FTIR (Fourier transform infrared spectroscopy),
microscopia eletrnica de varredura - MEV, calorimetria exploratéria
diferencial — DSC (Differential Scanning Calorimetry) e andlise
termogravimétrica — TGA (Thermogravimetric analysis). Os AGCC
foram submetidos as analises de concentracdo minima inibitéria (CMI) e
concentracdo minima bactericida (CMB) a fim de avaliar o potencial
antimicrobiano, antes e apds o processo de atomizagdo. De acordo com
0s resultados obtidos, observou-se que as formulagGes que continham
surfactantes na composicgéo (fosfatidilcolina e Tween 80) apresentaram
melhor eficiéncia de microencapsulacdo  (80%; 77,3% e 76,5%
respectivamente), menor teor de umidade e menor densidade aparente.
Para estas amostras também foram observadas estruturas na forma de
esferas com menor tendéncia a agregacdo. Através dos espectros de
FTIR foi possivel observar que as particulas obtidas apresentaram
diferencgas na concentracdo de AGCC retido. Os termogramas de DSC e
TGA revelaram a presenca de um evento endotérmico, com
temperatura onset de fusao de 137,17°C e com perda de massa (Am) de
54,92% entre 188,40°C e 2951,15°C. A determinacdo da concentracdo
minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)
indicaram atividade antimicrobiana para todas as cepas testadas
(Escherichia coli - ATCC 25922; Salmonella enteritidis - ATCC
13076; Staphylococcus aureus - ATCC 25923; Staphylococcus aureus -
ATCC 29213; Listeria monocytogenes - ATCC 19117 e, Listeria
monocytogenes sorotipo 2 - ATCC 19112), antes e apds a obtengdo das
microparticulas carregadas de AGCC. A técnica de Spray Drying se
mostrou um método eficaz para a obtengdo de um produto com maior
estabilidade e pode tornar mais facil e eficiente a utilizacdo dos ACGC
com atividade antimicrobiana na inddstria. .
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Palavras-chave: acidos graxos de cadeia curta, microparticulas,
atomizacdo, atividade antimicrobiana, spray-drier.
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ABSTRACT

Microcapsules containing short-chain fatty acids (SCFA) were obtained
by atomization Spray dryier. Ten formulations containing different
proportions of Capsul ® (modified starch) , maltodextrin, gum arabic ,
L- phosphatidylcholine and Tween were characterized by physico-
chemical analysis (efficiency of microencapsulation , moisture content,
density, infrared spectroscopy - FTIR (Fourier transform infrared
spectroscopy), scanning electron microscopy - SEM, differential
scanning calorimetry and thermogravimetric analysis. The SCFA were
analyzed for determinate the minimum inhibitory concentration (MIC)
and minimum bactericidal concentration (MBC) to evaluate the
antimicrobial activity before and after the atomization process.
According to the results, it was observed that formulations containing
surfactants in the composition (L-phosphatidylcholine and Tween 80)
showed better efficiency microencapsulation (80%; 77,3% and 76,5%
respectively), less moisture content and less bulk density. For these
samples also were observed structures in the form of spheres with fewer
tendencies to aggregation. Through the FTIR spectra was observed that
the particles obtained showed differences in the concentration of AGCC
retained. The DSC and TGA thermograms revealed the presence of an
endothermic event with onset melting temperature of 137.17 ° C and
weight loss (Am) 54.92 % from 188,40 °C and 295,15 °C. The
minimum  inhibitory concentration and minimum bactericidal
concentration showed antimicrobial activity against all tested strains
(Escherichia coli - ATCC 25922 , Salmonella enteritidis - ATCC 13076
, Staphylococcus aureus - ATCC 25923 , Staphylococcus aureus -
ATCC 29213 , Listeria monocytogenes - ATCC 19117 and Listeria
monocytogenes serotype 2 - ATCC 19112) before and after the
atomization process of SCFA. The Spray Drying technique proved to be
an effective method for obtaining a product with greater stability and
can make use of ACGC with antimicrobial activity in the industry easier
and more efficient.

Keywords: Short-chain fatty acids, microcapsules, atomization,
antimicrobial activity, spray drier.
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1 INTRODUCAO

Acidos graxos de cadeia curta (menos de 14 &tomos de carbono)
sdo encontrados em algumas gorduras vegetais (coco, babacu, palmiste e
Oleos de améndoas) e na gordura do leite (DAMODARAN, PARKIN,
FENNEMA, 2010).

Atualmente, muitas pesquisas tém sido direcionadas para
encontrar alternativas naturais paraos antibioticos sintéticos. Em
alimentos para animais, antibiéticos sdo adicionados para controlar
patologias entéricas e respiratorias e/ou utilizados como melhoradores
de desempenho. Esta préatica vem sendo banida em varios paises,
principalmete em funcdo do desenvolvimento nas Ultimas décadas de
super bactérias resistentes aos antibi6ticosreportadas tanto em animais
como em humanos (DIERICK, N. A. et al., 2002; RAMOS, L. S. N.
2009; ROSSI, R. et al., 2009). As bactérias resistentes aos antibidticos
podem ser transmitidas ao ser humano a partir do consumo de produtos
de origem animal, entretanto, ndo se pode determinar ainda 0s riscos
dessa transmissdo para a saude publica. Entre os microrganismos
potencialmente letais que podem ser transmitidos ao homem estdo a
Salmonella e a Escherichia coli (Consejo Nacional de Investigacion,
1999).

Tem sido reportado que alguns acidos graxos de cadeia curta
apresentam efeitos sobre a mucosa intestinal, atividade antimicrobiana e
anti-inflamatoria (ROSSI, R. et al., 2010).

Os &cidos graxos livres tém uma longa histéria de utilizagco
como agentes antimicrobianos, inibindo determinadas enzimas ou
mudando a estrutura da membrana celular de diferentes bactérias Os
acidos graxos saturados de cadeia curta (AGCC) caproico (C6),
caprilico (C8), caprico (C10) e laurico (C12) exercem efeito contra
bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos (KABARA, 2008;
ROSSI, R. et al., 2010).

Suplementos alimentares contendo AGCC podem ser utilizados para
promover o crescimento, bem como servir como um tratamento
preventivo e curativo para problemas gastrointestinais (Rossi et al.,
2010). Porém, a alta capacidade de volatilizagdo e o estado fisico liquido
dificultam a utilizagdo destes compostos nestes produtos. A
microencapsulagdo por atomizacdo em spray dryer, um processo onde
goticulas de um liquido, particulas sélidas, ou compostos gasosos séo
aprisionados em filmes de um agente encapsulante tem sido estudada
para facilitar a aplicacdo de diferentes compostos em alimentos,
medicamentos e cosméticos. (GHARSALLAOUI et al., 2007).Entre as
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vantagens da aplicacdo da técnica de microencapsulacéo na industria de
alimentos estdo a protecdo do material encapsulado contra o oxigénio e
a luz; diminuicdo da taxa de transferéncia do material do nucleo para o
exterior; manuseio mais facil; liberacdo controlada do material do
nucleo; protecdo contra sabores indesejaveis e liberacdo controlada do
material do nidcleo (SHAHIDI E HAN, 1993).As microparticulas
obtidas podem possuir diferentes formas que variam desde um
recobrimento de membrana simples, uma parede ou membrana, uma
forma esférica ou irregular, uma estrutura de multiparedes de mesma
composicdo, ou ainda diversos nicleos com uma mesma estrutura de
parede (GIBBS et al., 1999).

Diferentes  materiais tém sido utilizados para o
microencapsulacdo de compostos ativos, entre eles a goma arabica, a
maltodextrina e o amido modificado. As caracteristicas que sdo
consideradas em um suporte sdo: custo, viscosidade, estabilidade,
protecdo contra a oxidacdo e retencdo de compostos volateis
(KENYON; ANDERSON, 1988; REINECCIUS et al, 1991;
BHANDARI et al., 1992; SHAHIDI; HAN, 1993).

Este trabalho teve por objetivo utilizar a tecnologia de Spray
Drying para obter microparticulas carregadas de AGCC utilizando
diferentes materiais de parede (maltodextrina, amido modificado
Capsul® e goma ardbica). As microparticulas obtidas foram
determinadas as caracteristicas fisico-quimicas e a atividade microbiana.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIA PRIMA

Acidos Graxos: mistura comercial de AGCC composta pelos
acidos caproico, caprilico, caprico e laurico - “AROMABIOTIC” -
comercializada e gentilmente cedida pela empresa Nutrifarma —
Nutricdo e Satde Animal - Brasil.

Material de parede: maltodextrina Mor-Rex 1920 (DE 20) e
amido modificado Capsul®, ambos comercializados pela empresa Corn
Products do Brasil, e goma aradbica da marca Vetec. Para preparo da
suspensdo, foram utilizados os surfactantes Lecitina (composta de
aproximadamente 60% de L-a-fosfatidilcolinada gema do ovo) da
Sigma-Aldrich (Germany) e TWEEN 80 (Polisorbato 80) Synth (USA).
Todos os demais solventes e reagentes utilizados no experimento foram
de grau analitico (P.A.) adquiridos da Hexis Cientifica.

2.2 METODOS

2.2.1 Formulacao para obtencéo das microparticulas

Foram estudadas 10 formulagBes preparadas com diferentes
proporcBes dos materiais encapsulantes, acidos graxos e surfactantes
(Tabela 2).. A quantidade de agua utilizada para preparo das suspensdes
foi Q.S.P.
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Tabela 02 — Formulagdes utilizadas para a obtencdo das de microparticulas de
AGCC por Spray Drying.

Formulacéo AM/MD/GA® FosfatLiEi(ixI_colina Tween | AGCC®
(9) @ 80 (9) (9)
F1 31/14/0 0 0,45 6,75
F2 31/14/0 0,9 0 6,75
F3 35/0/10 0,9 0,45 15,75
F4 31/14/0 0,9 0,45 15,75
F5 31/14/0 0,9 0,45 6,75
F6 35/0/10 0,9 0,45 6,75
F7 35/0/10 0 0,45 15,75
F8 35/0/10 0 0 15,75
F9 31/14/0 0 0 15,75
F10 35/0/10 0,9 0 6,75

(@) AM: amido modificado, MD: maltodextrina, GA: goma ardbica AGCC:
mistura de acidos graxos de cadeia curta.

2.2.2 Preparo das suspensoes:

Para o preparo das formulagdes, os materiais de suporte foram
hidratados utilizando agitador mecénico (modelo TE-139 da marca
Tecnal®) até a solubilizacdo na fase aquosa. Apds a solubilizacdo do
suporte a mistura de AGCC foi adicionada e a dispersdo obtida foi
homogeneizada em homogeneizador Ultra-Turrax (modelo IKA® T25
digital) durante 8 minutos a 10.000 rpm.

2.2.3 Atomizacéao das suspenstes

As formulagGes foram submetidas ao processo de atomizagéao
em Spray Drying da marca BUCHI (modelo Mini B-290) utilizando 120
°C como temperatura de entrada e 50°C de saida; fluxo de ar de 35m*.h’
! _ 100%; taxa de alimentacdo 10 mL.min™— bomba 25%. Os produtos
obtidos foram entdo armazenados em sacos coletores e mantidos sob
refrigeracdo a -24°C até o momento das anélises (ABURTO, et. al.,
1998).
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2.2.4 Caracterizacao fisico-quimica das microparticulas

As microparticulas obtidas foram caracterizadas através da
determinacdo dos seguintes parametros:

2.2.4.1 Eficiéncia da microencapsulacéo

A eficiéncia da microencapsulacdo (EM) foi calculada de
acordo com o método descrito por Bae e Lee (2008).

EM = (bleo total - 6leo microencapsulado / éleo total)*100

O dleo total foi determinado da seguinte forma: 100 mL de éter
de petroleo foram adicionados em 10 g de amostra em erlenmeyer de
250 mL com rolha de borracha e agitado suavemente em temperatura
ambiente por 15 min. A solucdo foi passada em funil de Bilichner com
papel filtro Whatman N° 4 e coletada um erlenmeyer previamente seco
em estufa a 105°C por 2 horas e o solvente foi evaporado em evaporador
rotatério TECNAL TE — 211 com temperatura de 30°C e levado a estufa
a 80°C +/- 5°C até peso constante. Apos, foi utilizada a mesma amostra
para determinacéo do 6leo retido no interior das microparticulas. Foram
adicionados 100 mL de agua destilada, 15 mL de hidréxido de ambnia
25%, e, levado ao banho de aquecimento em capela de exaustdo por
aproximadamente 15min a 70°C. Apds resfriado, foram adicionados 10
mL de alcool etilico, 25 mL de éter de petréleo e 25 mL de éter etilico, a
mistura entdo foi agitada em funil de separacdo. A fase etérea foi
transferida para um erlenmeyer previamente seco por 2 horas a 105°C,
o0 solvente foi entdo evaporado em evaporador rotativo e o erlenmeyer
seco em estufa a 80°C até peso constante.

2.2.4.2 Umidade

O teor de umidade e compostos volateis foi determinado por
gravimetria até peso constante de acordo com a metodologia 925.10 | da
AOAC (1995).

2.2.4.3 Densidade

A densidade das microparticulas foi determinada através de
Picnometria por gas Hélio em equipamento Micromeritics Accu Pyc 1l
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340 Gas Picnometer® com uso do Software 1340 AccuPyc®. Foram
pesados entre 3 e 4g de amostra previamente seca em estufa a 105°C até
peso constante. A amostra foi entdo transferida para uma capsula de
aluminio onde foi compactada com auxilio de um bastdo de vidro até
preencher 2/3 do volume da mesma.

Microestrutura: A morfologia da superficie das amostras e o
tamanho das microparticulas foram avaliados através de microscdpio
eletronico de varredura (MEV) da marca Philips, modelo XL-30. As
amostras foram previamente recobertas com uma fina camada de ouro
antes da obtengdo das micrografias. A voltagem utilizada variou de 5 a
15 kV.

2.2.4.4 Analise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A analise térmica das amostras foi realizada em equipamento
DSC-60 “Differential Scanning Calorimeter” (Shimadzu®) seguindo o
procedimento utilizado por Hansen et al. (2004). Foram pesados entre 2
— 3 mg de amostra em capsulas de platina e submetidas a uma razéo de
aguecimento de 10°C.min-', no intervalo de temperatura de 25°C até
260°C, com taxa de fluxo de Nitrogénio de 50 mL.min™.

2.2.4.5 Analise Termogravimétrica (TGA)

As andlises de TGA foram realizadas em termobalanca modelo
DTG-60 (Shimadzu - Kyoto, Japan) e equipamento TGA
“Termogravimetric Analyser” (Shimadzu®) utilizando cadinho de
platina contendo aproximadamente 5 mg de amostra, sob atmosfera
dinamica de nitrogénio de 50 mL.min™, com taxa de aquecimento de
10°C.min™ nas faixas de temperatura de 25 a 300°C e 25 a 800°C. A
termobalanga foi previamente calibrada com padrdo de oxalato de
calcio.

2.2.5 Atividade Antimicrobiana dos AGCC: determinacdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracdo minima
bactericida (CMB)

A concentragdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo
minima bactericida (CMB) foram determinadas antes e apds a
microencapsulagdo através do método de microdiluicdo, com base no
documento M7-A6 (CLSI, 2009). Os &cidos graxos encapsulados foram
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extraidos do interior das microparticulas através do método descrito no
item 2.2.4.2.

2.2.5.1 Concentracdo minima inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima
Bactericida (CMB)

Foram testadas as seguintes espécies de bactérias: Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Listeria monocytogenes (ATCC 19117) e Listeria
monocytogenes sorotipo 2 (ATCC 19112).

As culturas em TSA (Trypticase Soy Agar) foram repicadas
para agar sangue e incubadas a 35 °C por 12-18h, para pesquisa da
morfologia das coldnias e pureza da cultura. A partir das placas de TSA
foram transferidas de 3 a 5 colbnias isoladas para o caldo triptose de
soja (TSB — Tryptone Soy Broth), incubado a 35 °C por 2 a 6 horas, a
fim de obter-se uma cultura pura. O in6culo de cada espécie bacteriana,
preparado a partir da cultura pura, foi diluido em solug&o salina 0,9% a
uma concentracdo de aproximadamente 10° UFC/mL, comparavel a
solucdo padrdo de McFarland 0,5, verificada espectrofotometricamente
a 625 nm. A suspenséo foi diluida a aproximadamente 10’ UFC/ml, em
solucdo salina para incubar os pogos das placas de microdiluicéo.

O AGCC foi diluido em dimetilsufoxido (DMSO) a
concentracdo de 100 mg/mL. A seguir, foram preparadas séries de
diluicBes sucessivas, na faixa de 10 mg/mL a 0,075 mg/mL, em caldo
Mueller-Hinton.

Foram adicionados aos pogos das placas de microdilui¢do
100pL de cada solucéo diluida e 5 pL da suspensdo bacteriana. Em cada
placa, foram mantidos controles de esterilidade (sem adi¢do de in6culo)
e controles de crescimento (caldo Mueller-Hinton adicionado de DMSO
e indculo). As placas foram incubadas a 36 °C por 18h e o crescimento
microbiano detectado visualmente e confirmado pela adi¢do de 20 pL de
solugéo aquosa de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) a 0,5% (m/v)
com incubacéo adicional de 1 hora, & mesma temperatura. Todos 0s
ensaios foram realizados em ftriplicata, e 0s resultados expressos em
mg/mL. A CMI foi definida como a menor concentracdo de AGCC que
inibiu totalmente o crescimento microbiano (SMANIA JR. et al., 1995).

A concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada
com base na metodologia proposta por Celiktas et al. (2007), a partir das
microplacas utilizadas para a determinacdo da CMI. De cada poco onde
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ndo ocorreu crescimento microbiano visivel, foram transferidas
aliquotas (10uL) para placas de agar triptona de soja (TSA). As placas
foram incubadas a 36 °C por 24h e o crescimento de col6nias foi
verificado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e 0s
resultados expressos em mg/mL. A CMB foi definida como a menor
concentragdo de AGCC que impediu totalmente o crescimento
microbiano nas placas sem a presenga do agente antimicrobiano.

2.2.6 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do programa
SAS v 6.11. Os dados foram submetidos a analise de variancia de
comparacgdo das médias ANOVA / testes de Tukey (p<0,05). Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
CARACTERIZAGAO DAS MICROPARTICULAS

Na Tabela 03 podem ser observados os resultados obtidos para a
eficiéncia da microencapsulagao para as microparticulas obtidas.

Tabela 03 — Eficiéncia da microencapsulacdo determinada nas particulas
obtidas.

Formulagio | (20 MOCC | reroCs |Gy | Percd
F1 10,2°+0.03 | 48,7°+0.10 58,9 41,1
F2 10,0°40.14 | 47,7°+0.29 57,8 42,3
F3 8,8°40.01 | 77,37+0.15 86,1 13,9
F4 14,8°+0.01 | 46,9%+0.74 61,7 38,3
F5 51°40.03 | g0,0%+1.41 85,1 14,9
F6 53°40.04 | 765°+1.35 81,8 18,2
F7 15,3%+0.07 | 46,2°+0.80 61,4 38,6
F8 149°+0.01 | 45,6°+0.67 60,5 39,6
F9 150%+0.06 | 47,5%1.21 62,5 37,5
F10 10,3°40.08 | 48,4%+0.77 58,8 412

(a) Média + Desvio Padréo para % de AGCC na superficie. (b) Média + Desvio
Padrdo para % de AGCC microencapsulado. (c) Total (%) de AGCC na
superficie (S) e interior (I) da microparticula. (d) % de perda de AGCC no
processo de microencapsulacéo. Letras na mesma coluna diferentes indicam
diferenca significativa ao nivel de 5% (p < 0,05%)

De acordo com os resultados obtidos as formulagdes F5, F6 e
F3 apresentaram as menores concentracdes de acidos graxos retidos na
parede do material encapsulante (5,1%; 5,3% e, 8,8% de AGCC,
respectivamente). As maiores concentra¢fes de AGCC no interior das
microparticulas foram observadas para as formulacbes F5, F3 e F6
(80%; 77,3% e, 76,5%, respectivamente). De acordo com a andlise
estatistica as mostras F3 e F5 ndo apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05) para a eficiéncia de encapsulacdo. Porém, a formulacao F3 foi
realizada com 15,75 g (25,36%) de AGCC, o dobro da concentragdo se
comparada a formulagdo F3 com 6,75 g (12,71%) de AGCC,
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considerando a formulacdo F3 a que apresentou maior eficiéncia no
processo de microencapsulacdo. Nota-se que as formulacGes F5, F3 e F6
apresentam em sua composicdo os surfactantes L-a-fosfatidilcolina e
Tween 80, o que favoreceu a formagao da suspensao, indispensavel para
a eficiéncia no processo de microencapsulacdo por Spray Dryer
(HORWITZ, KRUT e Kaminsky, 1971).

Nas formulagdes F3 e F6 (com a mesma concentragdo de amido
modificado e goma arabica, e concentracdes de 6leo diferentes (25,36%
e 12,71%, respectivamente) a presenca destes surfactantes foi suficiente
para estabilizar as particulas. Quando as particulas foram formuladas
com AM e MD o efeito de estabilizacdo dos surfactantes aconteceu
apenas para as microparticulas com concentracdo menor de AGCC
(formulagdo F5 com 12,71%, quando comparada com a formulagdo F4
com 25,36% de AGCC). Aburto et al. (1998), em um estudo para
microencapsulacdo de 6leo essencial de laranja, reportaram eficiéncia de
encapsulacdo de 90% utilizando como materiais de parede AM (10%) e
MD (36%) com 10% de dleo na formulacdo, sem a utilizacdo de
surfactantes.

As amostras que apresentaram os melhores resultados para
eficiéncia de encapsulacdo (F3, F5 e F6) foram caracterizadas e 0s
resultados obtidos para umidade e densidade podem ser observados na
Tabela 04.

Tabela 04- Teor de umidade e densidade das microparticulas F3, F5 e F6
obtidas por Spray Drying.

Formulacao Umidade (%) Densidade (g/cm®)
F3 3,88°+0.04 1,13775+0.0003
F5 3,73°+0.06 1,17395+0.0003
F6 6,16"+0.08 1,2322"+0.0013

F3 =35g de AM + 10g de GA + 0,99 de L-a-Fosfatidilcolina + 0,459 de Tween
80 +15,75g de AGCC; F5 = 31g de AM + 14g de MD + 0,9g de L-o-
Fosfatidilcolina + 0,45g Tween 80 + 6,759 de AGCC; F6 = 35g de AM + 10g
de GA + 0,459 de Tween 80 + 6,75g de AGCC;

De acordo com os resultados obtidos, as microparticulas F5 e
F3 apresentaram valores significativamente inferiores para teor de
umidade quando comparadas com as microparticulas F6. As
microparticulas F3. Prado (2013) observou resultados semelhantes nos
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estudos realizados com uso destes surfactantes, obtendo suspenstes
mais estaveis para 0 processo de microencapsulacdo de extrato de noz
pecd, refletindo em uma reducdo de umidade dréstica no teor de
umidade e densidade das microparticulas.

A formulagcdo F3 apresentou o menor valor de densidade
aparente, enquanto a formulacdo F6 a maior. Este fato pode ser
explicado pela maior quantidade de AGCC na formulacdo F3 e
consequentemente maior nimero de particulas com AGCC retido,
contribuindo para a diminuicdo da densidade aparente e pelo maior teor
de umidade presente na formulacdo F6. No entanto, Frascareli (2010)
reportou valores de densidade maiores para formulagbes preparadas com
MD, relacionando ao fato das microparticulas contendo MD
apresentarem menor tamanho. Prado (2013) encontrou valores de
densidade reduzidos para microparticulas carregadas com extrato de
noz-pecd contendo GA e L-Fosfatidilcolina, atribuindo & melhora da
suspensao e consequentemente maior teor de material encapsulado.

Na Figura 11 podem ser observados os espectros de FTIR para
as microparticulas estudadas.
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Figura 11 - Espectro FTIR. F3 = 35g de AM + 10g de GA + 0,9g de L-a-
Fosfatidilcolina + 0,45g de Tween 80 +15,75g de AGCC; F5 = 31g de AM +
14g de MD + 0,99 de L-o-Fosfatidilcolina + 0,45g Tween 80 + 6,759 de
AGCC; F6 = 35g de AM + 10g de GA + 0,459 de Tween 80 + 6,759 de
AGCC; F7 = 359 de AM + 10g de GA + 0,459 de Tween 80 + 15,759 de
AGCC; F8 = 35g de AM + 10g de GA + 15,75g de AGCC.
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Os espectros de FTIR mostraram diferengas sutis entre as
amostras na regi&o espectral de 2.800-3.000 cm™. Estas diferencas estio
relacionadas ao ao estiramento C-H, relacionado ao contetido de AGCC
das microparticulas. Os menores picos foram observados para as
amostras que apresentaram menor eficiéncia de encapsulacéo (F7 e F8).
Também foram observadas diferencas na regido espectral de 3000-3600
cm’, atribuidas ao estiramento OH que frequentemente esta relacionada
a moléculas de H,O ligadas as amostras. Quanto as bandas na regiao
1.200-1.000 cm™, usualmente indicativos da presenca de ligagdes C-O,
estdo provavelmente relacionados a presenca dos polimeros utilizados
como material de parede (GA, MD e AM) (PEREIRA, L. H. G. 2008;
PRADO et al., 2013)

Na Figura 12 podem ser observados os resultados para as
analises de microscopia de varredura eletronica das microparticulas F3,
F5e F6..
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Figura 12 - Microscopia eletronica de varredura (MEV). F3 = 35g de AM + 10g
de GA +0 0,99 de L-o-Fosfatidilcolina + 0,45g de Tween 80 +15,75g de
AGCC; F5 = 31g de AM + 14g de MD + 0,9g de L-a-Fosfatidilcolina + 0,45¢g
Tween 80 + 6,759 de AGCC; F6 = 35g de AM + 10g de GA + 0,459 de Tween
80 + 6,759 de AGCC; F7 = 35g de AM + 10g de GA + 0,45g de Tween 80 +
15,75¢g de AGCC; F8 = 35g de AM + 10g de GA + 15,759 de AGCC.
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De acordo com a andlise morfoldgica observou-se que as
microparticulas de AGCC apresentaram formato de esferas irregulares e
tamanhos variados, apresentando superficie rugosa. A presenca de
agentes surfactantes pode ter contribuido para a obtencdo de esferas
uniformes e agregadas. Segundo Rosenberg, Talmon e Kopelaman
(1990), essa caracteristica € comum em processos de secagem
heterogéneos e incompletos quando ocorre a concentragdo das particulas
pela perda de umidade em funcédo da rapida secagem e o resfriamento no
secador. Conforme Thies (2001), a superficie rugosa é caracteristica de
materiais como polissacarideos, que foram utilizados como material de
parede.

Foi observada uma tendéncia & aglomeragdo maior nas
microparticulas F6, com GA como material de parede, quando
comparadas com as microparticulas F3 e F5. De acordo com Bhandari
(1993) a presenca de GA favorece a ocorréncia de pequenas particulas
posicionadas na superficie das particulas maiores. Resultado semelhante
foi encontrado por Aburto et al (1998) em um estudo sobre a
microencapsulagdo de Oleo essencial de laranja utilizando amido
modificado (capsul®), maltodextrina e goma arabica. Estes autores
obtiveram microparticulas agregadas eletrostaticamente e atribuiram a
presenca dos polimeros utilizados como material de suporte. Segundo
Ré (1998), as imperfei¢des superficiais (fissuras, rugosidade, colapsos)
sdo formadas quando had um lento processo de formacdo de filme
durante a secagem das goticulas atomizadas, associando a presenca de
depressbes superficiais ao colapso sofrido pelas gotas durante os
estagios iniciais da secagem. A superficie rugosa das particulas é uma
caracteristica indesejavel ja que afeta as condigdes de escoamento do
material.

Em um estudo para obtencdo de microparticulas de 6leo de café
utilizando como material suporte maltodextrina, goma ardbica e
proteinas do soro de leite, Frascareli (2010) obteve microparticulas com
morfologia altamente rugosa e microparticulas agregadas e atribuiu esse
efeito as propriedades da suspensdo e método de homogeneizacdo,
sendo que suspensdes homogeneizadas em Ultra-Turrax apresentaram
piores resultados quando comparadas as homogeneizadas em alta
pressdo.

Os diametros médios das microparticulas nas amostras
analisadas variaram de 6,63 um (F5) a 9,48 um (F3), e 7,65um (F6). Em
geral, os tamanhos das microparticulas variaram de 2,0 um a 30 pm em
todas as amostras. Resultado semelhante foi reportado por Aburto, et al
(1998) que obtiveram microparticulas de tamanhos variados (2 pm até
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40 pum), com diametro médio de 20 um e Prado (2013) que obteve
microparticulas que variaram entre 3 e 50 um utilizando 0s mesmos
materiais de suporte do presente estudo, atribuindo esta caracteristicas a
estes materiais.

Na Figura 13 pode ser observada a distribuicdo dos tamanhos
das microparticulas para as formulacdes estudas. A formulacdo F5
apresentou distribuicdo das microparticulas com maior frequéncia na
faixa de 2,45 pm a 10,63 um, o que resultou no menor didmetro médio
discutido anteriormente. A formulagdo F3, com maior didmetro médio
apresentou microparticulas em maior frequéncia na faixa de 3,14um a
14,57um, enquanto a formulagGes F6, apresentou distribuicdo das
microparticulas em maior frequéncia variando de ~ 3um a 15um.
Carneiro (2011) avaliou a influéncia de diferentes materiais de suporte
na microencapsulacdo de dleo de linhaga por Spray Dryer. Os resultados
obtidos pelo autor reportaram uma distribuicdo das microparticulas na
faixa de 0,2um a 270um, com maior frequéncia entre 3um e 100um,
sendo que as formulagcdes contendo GA e MD apresentaram
microparticulas maiores do que as formula¢fes contendo Capsul® e
MD, resultado semelhante ao obtido para as microparticulas F3 e F5 no
presente estudo.
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A andlise térmica através de DSC e TGA foi realizada somente
para a amostra F3, que apresentou a melhor eficiéncia de encapsulacéo.

A andlise de DSC (Figura 14) mostra uma temperatura onset de
fusdo de 137,17°C, com um consumo de energia de 74,13 J g™,
caracteristico do processo de fusdo da substancia. Em torno de 40°C,
temos uma deflex&o inicial nos valores de DSC, sendo proporcional a
capacidade calorifica do material. Este resultado demonstra boa
estabilidade das microparticulas em temperaturas de processamento até
100°C.

Mdller (2011), avaliou o comportamento térmico de
microparticulas carregadas com 6leo essencial de laranja elaborada com
amido modificado (octenilsuccinato) e maltodextrina. Em seu estudo, o
autor observou um evento endotérmico mais significativo em 182°C.
Esta temperatura superior pode estar relacionada com a diferenca nas
proporcBes dos materiais de suporte utilizados pelo autor, visto que foi
utilizada uma proporgdo de material de suporte inferior ao do presente
estudo (6,5% de 6leo de laranja, 23% de maltodextrina, 6,5% de amido
modificado e 64% de agua) e, pode ser visualizada quando o autor
avalia o comportamento térmico de microparticulas contendo apenas o
material de suporte (sem 6leo de laranja), obtendo um evento
endotérmico de 121,9°C, onde ele afirma que a presenca do Oleo
interferiu diretamente no comportamento térmico das microparticulas.

DsC
mw

0.0 Onset: 137,17°C

Heat: -74,13J.g"
-2.0 '\——/_\_’\

4004

-6.0¢-

-8.0¢-
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100.0C 200.0C
Temp [C

Figura 14 - Anélise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
para a formulagdo F5 (31g de AM + 14g de MD + 0,99 de L-a-Fosfatidilcolina
+ 0,459 Tween 80 + 6,75g de AGCC).
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A curva termogravimétrica pode ser observada na Figura 15. A
temperatura de transi¢do vitrea (Tg) observada foi de 51,22°C, sendo
percebida pela mudanga na linha de base. Fasina e Littllefield (2012)
mencionam que este evento é caracteristico para a perda de agua. O
resultado é vantajoso em se tratando de formulacBes para ragGes onde
somente had processo de mistura dos ingredientes e ndo ha
processamento térmico. O segundo evento (entre 188° e 295°C),
corresponde ao calor de fusdo das microparticulas durante o processo de
mudanca de fase, demostrando boa resisténcia em temperaturas abaixo
deste valor. Observou-se perda de massa (Am) de 54,92%,
provavelmente devido a volatilizacdo dos AGCC. A partir deste ponto, é
possivel observar a degradacdo do material no terceiro evento que
ocorreu entre 304,79°C e 413,87°C com Am de 54,92%. De acordo com
Rodrigues et al (2005), esse evento é decorrente da decomposicdo dos
materiais utilizados na formulagéo das microparticulas.

TG#
%

304,79°C —413,87°C

ﬁ Am: 54,92%

188,40°C — 295,15°C
Am: 20,23%

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

1
0.00 200,00 400.00 600.00
Temp [C]

Figura 15 Analise Termogravimétrica (TGA) da formulagdo F3 (35g de AM +
10g de GA + 0,99 de L-a-Fosfatidilcolina + 0,459 Tween 80 + 6,759 de
AGCCQ).
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Quando produtos amorfos sdo aquecidos acima da temperatura
de cristalizacdo, passam a apresentar caracteristicas excessivamente
viscosas. Caracteristicas referentes a viscosidade e ao conteldo de
umidade apresentam importante relagdo com as condic¢Ges de operacéo e
armazenamento na producdo de microparticulas em pd. A viscosidade
estd diretamente relacionada com a temperatura de secagem das
microparticulas obtidas em processo de atomizagdo em Spray Drying,
produzindo produtos amorfos (BHANDARI et al., 1993). Essas
mudancas fisicas estdo relacionadas a temperatura de transicdo vitrea
(Tg). A Tg é considerada como uma temperatura de referéncia, onde
abaixo desta o produto é mais estavel. A diferenca entre a Tg e a
temperatura de estocagem € a responsavel pelo controle das taxas de
mudancgas fisico-quimicas e bioldgicas (SANTOS, 2013).

Em um estudo sobre microencapsula¢do de Lactobacillus em
Spray Drying utilizando maltodextrina como material de suporte, Santos
(2013), menciona que a sua utilizagdo pode aumentar a Tg de
microcépsulas. O autor observou Tg de 56°C, e decomposicdo das
microparticulas a partir dos 160°C, resultados semelhantes ao do
presente estudo.

Muiller (2011), ao avaliar os parametros termogravimétricos das
microparticulas de 6leo essencial de laranja, observou a presenca de trés
eventos distintos. O primeiro evento (At 30-100°C) com Am de 10%, o
segundo evento (At 208-435°C) com Am de 75% e o terceiro evento (At
435-496°C) com Am de 15%, resultados semelhantes ao do presente
estudo. O autor atribui esses eventos a volatilizacdo do 6leo e a perda de
massa dos materiais de suporte.

Na Tabela 5 podem ser observados os valores para as analises
de CMI e CMB para 0s AGCC antes e ap6s do processo de atomizagdo
por Spray Drying.
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Tabela 5 Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentragdo Minima
Bactericida (CMB) para os AGCC antes e ap6s 0 processo de encapsulacio.®

CMI* CMB**(m CMI*(mg CMB**(m

Bactéria (mg/mL) g/mL) /mL) g/mL)
Antes’ Ap6s°
Escherichia coli A a B b
ATCC 25922 1,25"+0,01 2,5°+0,01 5,0°0,01  5,0°0,01
Salmonella

Enteritidis ATCC ~ 1,25"+0,01 1,25%+0,01 25°0,01  2,5°0,01
13076

Staphylococcus

aureus ATCC 0,62°+0,01 1,25°0,01 1,25°0,01 1,25%,01
25923

Staphylococcus

aureus ATCC 0,62°+0,01 1,25°0,01 1,25°0,01 1,25%,01
29213

Listeria

monocytogenes 1,25%+0,01 1,25%0,01 1,25"0,01 1,25%,01
ATCC 19117
Listeria
monocytogenes
sorotipo 2 ATCC
19112

1,25%+0,01 1,25%0,01 1,25°0,01 1,25%,01

% Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores modais sdo
apresentados. ” CMI e CMB do AGCC antes do processo de secagem no Spray
Drying. © CMI e CMB do AGCC apds o processo de secagem no Spray Drying.
*CMI: concentragdo minima inibitéria; **CMB: concentracdo minima
bactericida; letras maitsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferencas
significativas para CMI; letras minasculas na mesma linha ndo apresentam
diferencas minimas significativas para CMB; (Teste de Tukey, p<0,05).

Os AGCC apresentaram atividade bactericida para todas as
culturas testadas. A CMI mais efetiva foi para Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Staphylococcus aureus (ATCC 29213). A CMB foi de
1,25 mg/mL para todas as culturas com exce¢do da Escherichia coli
(ATCC 25922). A CMI e CMB dos AGCC apds a microencapsulacio
por Spray Drying foi observada uma diminuicdo na atividade
antimicrobiana (aumento da CMI e da CMB) para Escherichia coli
(ATCC 25922) e Salmonella enteritidis (ATCC 13076), e um aumento
na CMI para Staphylococcus aureus (ATCC 25923 e ATCC 29213).
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Tal comportamento indica que o processo térmico diminuiu a atividade
antimicrobiana dos AGCC.

Hinton (2011), em um estudo para avaliar a atividade
bactericida de AGCC contra bactérias associadas ao processamento de
aves, concluiu que misturas de AGCC apresentaram atividade
antimicrobiana para oito bactérias (Salmonella typhimurium, E. coli, A.
calcoaceticus, L. monocytogenes, S. simulans, P. fluorescens, E.
faecalis, C. jejuni). Entre as bactérias Gram negativas, os AGCC
apresentaram maior atividade contra Campylobacter jejuni. Salmonella
typhimurium apresentou maior resisténcia aos acidos graxos de cadeia
curta céaprico e caprilico enquanto E. coli apresentou maior resisténcia
ao acido laurico. O autor ainda afirma que a parede celular composta
por varias camadas de peptidoglicano das bactérias Gram positivas pode
ajuda-los a ter resisténcia contra a atividade antibacteriana de alguns
acidos graxos e que em geral, 0s acidos graxos de cadeia curta tiveram
maior efeito inibidor sobre as bactérias Gram negativas, que apresentam
parede celular composta por lipoproteinas, polissacarideos e
fosfolipideos.



4 CONCLUSOES

As microparticulas obtidas por Spray Drying apresentaram
diferencas significativas entre as formulagfes testadas, sendo que as
formulagdes compostas por diferentes concentracBes de amido
modificado, maltodextrina e goma ardbica contendo surfactantes
apresentaram os melhores valores de rendimento, independentemente do
material de parede utilizado. A presenca dos agentes surfactantes nessas
formulagdes L-a-fosfatidilcolina (0,9g) e Tween (0,45g) favoreceu a
formagdo de uma suspensdo mais estavel, melhorando a solubilizagéo
dos componentes das formulas e refletindo diretamente em um processo
de atomizacdo mais eficiente, com valores inferiores para umidade e
densidade devido ao maior teor de AGCC no interior.

Foram obtidos espectros de FITR semelhantes e com
formagdo de microparticulas com didmetros médios que variaram entre
6,63 um (F5) a 9,48 um (F3) e irregulares que apresentaram boa
estabilidade térmica.

As andlises de CMI e CMB demonstraram atividade
antimicrobiana dos AGCC para todas as bactérias testadas, antes e apds
0 processo de atomizacdo, embora 0 mesmo tenha contribuido para a
elevacdo dos valores para as bactérias Escherichia coli, Salmonella
Enteritidis e Staphylococcus aureus.

Os resultados obtidos indicaram que as microparticulas de
AGCC obtidas por Spray Drying apresentaram atividade antimicrobiana
e estudos mais aprofundados sobre atividade antimicrobiana e cinética
de liberacdo in vivo, bem como a otimizacdo do processo de obtencao
das microparticulas sdo necessarios para que 0S MesmOs sejam
considerados como uma alternativa aos antibidticos sintéticos.
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