UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA E
ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA
QUIMICA

RAQUEL PILETTI

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROCAPSULAS DE
EUGENOL E DE OLEO DE ALHO DUPLAMENTE
REVESTIDAS PARA AUMENTO DA ESTABILIDADE
TERMICA

FLORIANOPOLIS, SC
2016






RAQUEL PILETTI

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROCAPSULAS DE
EUGENOL E DE OLEO DE ALHO DUPLAMENTE
REVESTIDAS PARA AUMENTO DA ESTABILIDADE
TERMICA

Tese submetida ao Programa de Pds-
Graduacdo em Engenharia Quimica da
Universidade Federal de Santa
Catarina para obtencdo do Grau de
Doutor em Engenharia Quimica.

Orientadora; Prof2. Dr2, Cintia Soares

Coorientador:  Prof. Dr. Marcio
Antonio Fiori

Coorientador: Prof. Dr. Humberto
Gracher Riella

Florianopolis
2016



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor
através do Programa de Geracdo Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

Piletti, Raquel

Obtencéo e Caracterizagio de Microcapsulas de Eugenol e de Oleo de
Alho Duplamente Revestidas para Aumento da Estabilidade Térmica / Raquel
Piletti; orientadora, Cintia Soares, coorientador, Marcio Antonio Fiori,
coorientador, Humberto Gracher Riella. - Floriandpolis, SC, 2016.

187 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa Catarina, Centro
Tecnoldgico. Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Quimica

Inclui referéncias

1. Engenharia Quimica. 2. extratos naturais. 3. microencapsulamento. 4.
atividade antimicrobiana. 5. Degradagdo. |. Soares, Cintia. Il. Fiori, Marcio
Antonio. 1ll. Riella, Humberto Gracher. IV. Universidade Federal de Santa
Catarina. Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica. V. Titulo.




RAQUEL PILETTI

OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE MICROCAPSULAS DE
EUGENOL E DE OLEO DE ALHO DUPLAMENTE
REVESTIDAS PARA AUMENTO DA ESTABILIDADE
TERMICA

Esta Tese foi julgada adequada para obtencdo do Titulo de
“Doutor em Engenharia Quimica” e aprovada em sua forma final pelo
Programa de Pds-graduacdo em Engenharia Quimica.

Prof2. Cintia Soares, Dr2,
Coordenador do Curso

Profd. Cintia Soares, Dr?,
Orientadora

Prof. Marcio Anténio Fiori, Dr.
Coorientador

Prof. Humberto Gracher Riella, Dr.
Coorientador

Banca Examinadora:

Prof. Agenor Furigo Jr., Dr.

Profa. Débora de Oliveira, Dr?,

Profd. Mara Gabriela Novy Quadri, Dr2.

Profé. Josiane M. M. de Mello, Dr,

Prof. Elidio Angioletto, Dr.

Florianpolis, 15 de agosto de 2016.






A minha familia.






AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que participaram direta ou indiretamente na
realizacdo deste trabalho, em especial as seguintes pessoas.

Minha mée, Terezinha Conte Piletti, por toda sua dedicacéo
como mée, e sobretudo por ser esta amiga de todas as horas.

Ao meu irmdo, Giovani Piletti, pela amizade e parceria de
sempre.

Ao meu amado pai (in memoriam) Valmor Antdnio Piletti, que
me faz muita falta, e que sentirei saudades por toda minha vida.

Ao meu esposo, Jair Fiori Junior, grande parceiro, amigo € meu
companheiro de todas as horas. Agradeco por toda ajuda que me deu
neste trabalho e pelos momentos que passamos, principalmente pelos
dificeis, que nos fizeram crescer como pessoas e profissionais.

A minha orientadora Cintia Soares, pela confianca, ajuda e
ensinamentos. Ao meu coorientador Humberto Gracher Riella pela
confianga em mim depositada. Em especial ao meu coorientador,
Marcio A. Fiori, que foi peca fundamental para a realizacdo deste
trabalho, pela sua dedicagéo, amizade e apoio.

As professoras Josiane Mello, Francieli Dalcanton e Raquel
Ternus, e a Unochapeco pelo convénio e uso de sua estrutura fisica para
realizagdo dos experimentos.

Um agradecimento especial para os IC’s Ana Paula Roani,
Evandra Gusatti, Francieli Schneider, Alicia Barreta e Guilherme Jung
por contribuirem de forma dedicada com os experimentos.

Aos verdadeiros amigos pelos quais a vida gentilmente me
presenteou, amizades essas pelas quais tenho apreco. A vocés agradego
pelo convivio, palavras de apoio e sobretudo pela amizade, que sem
duvida é um dos valores mais importantes que podemos ter na vida.

A FAIl Faculdades, pelo tempo que pude me dedicar ao
trabalho.

A UFSC por sua estrutura e apoio com toda sua estrutura.

A CAPES e ao CNPQ pelo auxilio financeiro.

A todos, meu muito obrigada e eterno agradecimento.






O que destroi a
humanidade:

A politica, sem
principios;

O prazer, sem
COMpromisso;
Ariqueza, sem
trabalho;

A sabedoria, sem
caréater;

Os negdcios, sem
moral;

A ciéncia, sem
humanidade;

A oracdo, sem
caridade.

Mahatma Gandhi






RESUMO

Os extratos naturais e os 0leos essenciais vém sendo estudados hd muito
tempo devido as suas propriedades antimicrobianas e podem ser usados
em diversos segmentos industriais, sobretudo na area de alimentos.
Porém, em decorréncia da baixa estabilidade térmica e oxidativa as
aplicacBes sdo limitadas. Neste sentido, o encapsulamento pode ser
usado para aumentar a estabilidade térmica, oxidativa e, sobretudo,
aumentar a solubilidade dos compostos encapsulados, fator importante
para aplicaces em tecnologias de alimentos. Dentre 0s extratos naturais
0 eugenol e o Oleo essencial de alho apresentam propriedades
antimicrobianas interessantes e ja sdo utilizados em formulagbes de
alguns alimentos. Neste trabalho foram obtidos complexos de inclusdo
de eugenol e de dleo de alho em B-ciclodextrina. A confirmacdo da
formag¢io dos complexos de inclusdo de CD-eugenol e de BCD-6leo de
alho foram observadas com a determinacéo da constante de formacéo ou
de estabilidade (kc) e a partir da caracterizacdo com as técnicas de
FTIR, TGA, MEV. A propriedade antibacteriana foi caracterizada com
as técnicas microbiologicas de CIM e de Difusio em Agar foi
determinada com as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Os valores de Kc obtidos indicam a presenca de fortes interacGes do
eugenol e do dleo de alho com a ciclodextrina. Os resultados de FTIR
indicaram formac&o desses complexos. Os termogramas mostram que a
B-ciclodextrina aumentou a estabilidade térmica desses compostos
encapsulados. Os resultados de MEV indicaram a formagdo dos
complexos de inclusdo com dimensdes micrométricas devido a
mudangas na estrutura da B-ciclodextrina. Os resultados microbiol6gicos
demonstraram que a atividade antibacteriana dos compostos puros é
mantida, porém em menor intensidade, visto que a B-ciclodextrina, além
de proteger controla a liberagdo do eugenol e do dleo de alho. Os
complexos de inclusdo foram tratados termicamente em estufa e
posteriormente caracterizados por FTIR, TGA, MEV, Difusio em Agar
e por CIM. Os resultados indicaram que as alteracfes na estrutura dos
complexos nao foram significativas. Os resultados de TGA mostraram
que a ciclodextrina aumentou a estabilidade térmica do eugenol e do
6leo de alho e as alteragBes observadas foram devido a volatilizacao dos
respectivos compostos adsorvidos na p-ciclodextrina. O MEV ndo
indicou alteracfes na estrutura dos complexos de inclusdo tratados
termicamente. O teste de difusdo em agar mostrou a presenca da
atividade antibacteriana dos complexos de inclusdo apés o tratamento



térmico. Também, foi possivel revestir os complexos de inclusdo de
BCD-eugenol ¢ de BCD-6leo de alho com PMMA pelo processo de
pulverizagdo. O revestimento proporcionou aumento da estabilidade
térmica, bem como a fixagdo do eugenol e do 6leo de alho na matriz de
PMMA. Os resultados de difusdo em &gar para as microcapsulas
revestidas ndo indicaram atividade antibacteriana, resultado considerado
positivo, visto que esse revestimento devera ser parcialmente rompido
em temperaturas mais elevadas para a liberacdo do eugenol ou do 6leo
de alho para o0 meio.

Palavras-chave: extratos naturais, microencapsulamento, atividade
antimicrobiana, degradac&o, revestimento.



ABSTRACT

Natural extracts and essential oils has been studied for a long time due
your antimicrobial properties and could be used widely in industrial
sector, especially in food area. However, the applications are limited
because of low thermic and oxidative stability. In this sense, the
encapsulation show a greater alternative to increase the thermic and
oxidative stability and, above all, increase the solubility of encapsulated
compounds. This factor is important for applications in food
technologies. Among the natural extracts, the eugenol and the garlic
essential oil show an interesting antimicrobial property and they already
used in formulations in some foods. In this work was obtained inclusion
complex of eugenol and garlic oil in B-cyclodextrin. The confirming the
formation of inclusion complexes of BCD-eugenol and BCD-garlic oil
used the determination of constant of formation or constant of stability
(kc) and from the characterization by FTIR, TGA and SEM. The
antimicrobial property was evaluated using CIM microbiological technic
and agar diffusion was determinate using Escherichia coli e
Staphylococcus aureus Bacteria. The Kc values show the presence of
strong interaction of eugenol and garlic oil with cyclodextrin. FTIR
results confirm the formation of these complexes. The TGA indicates
that the p-cyclodextrin increase the thermic stability of this
encapsulated compounds. MEV images indicated the formation of
inclusion complexes with micrometric dimensions due changes in -
cyclodextrin structure. Microbiological results showed that the
antimicrobial activity of pure compounds is maintained, but with less
intensity, since B-cyclodextrin, besides protect, control the eugenol and
garlic oil liberation. The inclusion complexes was thermally treated and
posteriorly characterized using FTIR, TGA, SEM, agar diffusion and
CIM. The results indicated that the structure alteration of the complexes
were not significant. The TGA results showed that the cyclodextrin
enhance the thermic stability of eugenol and garlic oil and this alteration
is due volatized os respective compounds adsorbed in p—cyclodextrin.
The SEM do not indicated modifications in the structure of inclusion
complexes thermally treated. The agar diffusion test show the presence
of antimicrobial activity of inclusion complexes after de thermic
treatment. In addition, it was possible coat the inclusion complexes of
BCD-eugenol and BCD-garlic with PMMA by pulverization process.
This coating provides an increase of thermic stability, as well the
fixation of eugenol and garlic oil in PMMA matrix. The results of agar



diffusion to coated microcapsules do not indicated antimicrobial
activity, result considered positive, since this coat must be broken in
higher temperatures to release the eugenol and garlic oil to environment.

Key words: natural extracts, microencapsulation, antimicrobial activity,
degradation, coating.
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1 INTRODUCAO

Os extratos naturais de plantas aromaticas tém sido muito
estudados com vistas a aplicacdo como conservantes naturais de
alimentos, devido ao carater atoxico e as propriedades antimicrobiana e
antioxidante dos seus 6leos essenciais. Outro fator que tem despertado
grande interesse por estes compostos € que 0s consumidores estdo a
cada vez mais exigentes em relagdo ao uso de aditivos naturais,
seguindo a tendéncia do consumo verde, que exige maior seguranca
alimentar.

A propriedade antimicrobiana dos extratos naturais, sobretudo
dos 6leos essenciais, tem demonstrado potencial aplicagdo em diversos
segmentos e produtos. Porém, esta propriedade € atribuida a compostos
quimicos constituintes dos 6leos essenciais que geralmente sdo volateis
em baixas temperaturas, tm forte odor e baixa solubilidade. Por isso, a
aplicacdo destes compostos oferece grandes limitacGes praticas (CALO
etal., 2015).

A FDA (Food and Drug Administration) reconhece os 6leos
essenciais como substancias seguras de acordo com 0s seus
regulamentos e permite 0 uso como aditivos antimicrobianos naturais
para alimentos (ASBAHANI et al., 2015). Dentre os 6leos essenciais de
maior interesse cientifico e comercial, destacam-se o eugenol e o 6leo de
alho, por apresentarem atividade antimicrobiana para uma grande
variedade de micro-organismos. Porém, como ponto de desafio, de
acordo com Asbahani et al. (2015) os Oleos essenciais podem ser
facilmente oxidados e volatilizados normalmente com temperaturas
inferiores a 35°C.

A baixa estabilidade térmica e o baixo ponto de fulgor destes
6leos essenciais limitam muito as suas aplicacdes como aditivos,
principalmente nas operac¢Bes que envolvem o seu aquecimento durante
alguma etapa de processo. Esses compostos séo facilmente oxidados em
temperatura ambiente e, quando aquecidos, 0 Seu processo de
degradacdo é acelerado e as suas propriedades séo alteradas.

A encapsulacdo por matrizes inertes tem sido uma técnica
interessante e bastante estudada para a protecdo dos extratos naturais do
processo de oxidacdo ou da degradacdo térmica. Com este objetivo, as
ciclodextrinas tém sido empregadas em estudos para o desenvolvimento
de matrizes de encapsulamento para protecdo de extratos naturais. As
ciclodextrinas representam um dos mais simples sistemas de



encapsulamento por apresentarem uma conformacdo espacial no
formato de um “copo” com didmetro interno variado. A sua superficie
externa é hidrofilica e a da cavidade interna é hidrofébica e, por isso,
apresentam afinidade especifica por regiGes polares ou apolares dos
6leos essenciais de interesse (CIOBANU, LANDY e FOURMENTIN,
2013). Além disso, as ciclodextrinas formam complexos de inclusédo
com os Oleos essenciais, denominados microcapsulas e, assim,
melhoram a solubilidade e aumentam a estabilidade desses 6leos devido
a sua protecdo. Essas caracteristicas potencializam ainda mais a
aplicagdo destes complexos como aditivos em alimentos, assim como
em materiais poliméricos empregados na fabricacdo de embalagens para
alimentos. Porém, para a aplicacdo na fabricacdo de embalagens, como
aditivo antimicrobiano, é necessario que 0s complexos suportem
temperaturas préximas a decomposicdo das ciclodextrinas, por um
tempo de processamento de alguns minutos.

Neste contexto, o desenvolvimento de aditivos a base de 6leos
essenciais para aplicacdo em materiais poliméricos tem sido um grande
desafio. Muitos aditivos antimicrobianos empregados na fabricacdo de
embalagens ativas sdo de natureza inorgénica ou aromética. Estes
compostos sdo tdxicos mesmo em pequenas quantidades. Essas
caracteristicas limitam o uso dos aditivos antimicrobianos tradicionais
na fabricacdo de embalagens ativas de alto desempenho, por exemplo.

Esta situacdo se apresenta como uma 6tima oportunidade para
0S compostos antimicrobianos naturais. O desenvolvimento de
derivados a partir de dleos essenciais promete ser um grande avancgo
para a indastria quimica de aditivos e de embalagens. Uma vez
desenvolvido um aditivo com composic¢do natural, 0 mesmo ndo tera
carater toxico e podera ser empregado com seguranca na fabricacdo de
embalagens ativas.

O encapsulamento dos 6leos essenciais por compostos com
maior estabilidade térmica e quimica como a ciclodextrina, pode ser
uma alternativa viavel para este desafio. Porém, é necessario o
melhoramento da estabilidade térmica destes complexos de inclusdo
para suportar as condi¢Ges de processamento dos materiais poliméricos
tradicionais. Neste trabalho é proposto como tese que € possivel obter
ciclodextrinas contendo 6leo de alho ou eugenol revestidas por material
polimero especifico, com a funcdo de protecdo das microcapsulas
durante as condigdes de temperaturas superiores as empregadas no
processamento, da ordem de 150°C. Temperaturas nesta ordem de
grandeza sdo normalmente empregadas para 0 processamento de grande
parte dos materiais poliméricos para a fabricacdo de embalagens.
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Assim, um bom aditivo natural antimicrobiano devera estar
protegido da degradacdo térmica gerada pelo seu processamento e de
degradacdes quimicas geradas pela interacdo do composto com agentes
quimicos presentes nos alimentos e no ambiente.

Neste trabalno é proposto que as microcapsulas de
ciclodextrinas contendo os o0leos essenciais serdo revestidas por
polimetilmetacrilato (PMMA). A funcdo desse revestimento devera ser
apenas de revestimento de protecdo ou ser tratado como revestimento de
sacrificio. A sua funcdo serd de apenas proteger os complexos de
inclusdo, durante o processamento ou da sua estocagem.

O PMMA é um polimero interessante para ser aplicado como
material para o revestimento. Por ser solubilizado em acetona em baixas
temperaturas pode ser empregado facilmente em processos de
pulverizacdo para a obtencdo do revestimento dos complexos de
inclusdo. Assim, o processo de pulverizacdo se torna viavel e de fécil
operagdo. Para tanto, alguns fatores sdo importantes e sdo destacados
neste trabalho: i) os compostos naturais devem ser encapsulados em
uma matriz inerte para facilmente serem revestidos; ii) os complexos de
inclusdo devem suportar temperaturas acima de 50°C e manter as suas
propriedades antimicrobianas (esta temperatura é considerada como
minima para a realizacdo do processo de pulverizacdo com secagem
rapida); iii) o revestimento de PPMA deve garantir a fixacdo da maior
quantidade de complexo de inclusdo possivel ou do composto
considerado principio ativo e iv) o revestimento de PMMA deve ser
suficiente para proteger termicamente e ndo permitir a volatilizagdo ou
liberacdo dos complexos de incluséo.

Além desta protecdo, o revestimento polimérico tem a funcéo
de ajustar a compatibilidade quimica das microcapsulas com a matriz
polimérica, de auxiliar na dispersdao homogénea deste aditivo na matriz e
de favorecer a liberagdo controlada dos extratos naturais durante o
processamento.

Sendo assim, neste trabalho empregou-se a [-ciclodextrina
como composto encapsulante por apresentar a melhor relagdo de
tamanho de cavidade para o encapsulamento. Como substrato para
encapsulamento foi empregado o 6leo de alho e o eugenol e como
revestimento o polimetilmetacrilato (PMMA). Estes 6leos essenciais sdo
compostos dotados de atividade antimicrobiana e de alto potencial para
o0 uso em aplicagdes de tecnologias para alimentos.

O trabalho esta organizado, fundamentalmente, em trés etapas:
a primeira € destinada aos procedimentos de encapsulacdo dos
substratos em [-ciclodextrina, seguido das caracterizagGes fisicas e
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guimicas; a segunda etapa consiste na avaliacdo da estabilidade térmica
e microbiolégica dos complexos de inclusdo diante de tratamentos
térmicos em temperaturas superiores a 50°C; por fim, tem-se o
revestimento dos complexos de incluséo com o polimero PMMA, com a
avaliagdo da estabilidade térmica e de fixacdo dos complexos de
incluséo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Obter complexos de inclusdo de B-ciclodextrina contendo os
substratos de eugenol ou de 6leo de alho revestidos com
PMMA.

1.1.2  Obijetivos Especificos

e Obter complexos de inclusdo de B-ciclodextrina-eugenol e de -
ciclodextrina-6leo de alho com estabilidade térmica e
propriedade antibacteriana ap6s tratamento térmico.

e  Obter complexos de inclusdo de B-ciclodextrina-eugenol e de -
ciclodextrina-6leo de alho revestidos com PMMA.

e  Obter complexos de inclusdo de B-ciclodextrina-eugenol ¢ de -
ciclodextrina-6leo de alho revestidos com PMMA.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EXTRATOS NATURAIS

A utilizacdo de extratos vegetais e plantas medicinais para
humanos data de milhares de anos, sendo muito difundida no Egito
antigo, China, India e Grécia. A eficiéncia da atividade dos extratos
vegetais depende da espécie utilizada, da concentragdo do principio
ativo presente na planta, da fonte de origem (caule, folha ou sementes,
por exemplo), do método de obtencdo e da estabilidade dos
componentes (KAMEL, 2000; BRUGALLLI, 2003).

Nos ultimos anos, as plantas aromaticas e seus extratos tém sido
avaliados quanto a sua eficacia na conservacdo e seguranca dos
alimentos. Suas propriedades sdo devidas aos seus 6leos essenciais
(OEs) e outros componentes de metabdlitos secundarios das plantas.
Diversos fitoquimicos, como o OE, sdo antimicrobianos de ocorréncia
natural encontrados em muitas plantas e mostraram ser eficazes numa
variedade de aplicacdes através da reducdo do crescimento e
sobrevivéncia de micro-organismos. Esses atributos e uma crescente
demanda por aditivos alimentares naturais levaram a um interesse na
utilizacdo de OE como potenciais agentes antimicrobianos alternativos
(CALO et al., 2015).

Na literatura existem diversos trabalhos avaliando a atividade
antimicrobiana, antioxidante, antifingica efou anti-helmintica de
diferentes extratos vegetais, em experimentos in vitro, contra diversos
patdgenos (KAMEL, 2000; KAMIMURA et al., 2014; CALO et al,,
2015).

Devido ao surgimento da resisténcia bacteriana a antibioticos e
também em razéo da visdo negativa dos consumidores em relagdo aos
conservantes de alimentos, tem havido um aumento no interesse das
inddstrias quanto a utilizagdo de componentes de plantas que contém
6leo essenciais ou extratos como alternativa para o controle da
deterioragdo de alimentos. Além disso, 0s Gleos essenciais possuem
propriedades antimicrobianas que podem torna-los alternativas
adequadas para tratamento preventivo ou substituicdo de determinados
antibidticos (CALO et al., 2015; CHAVES et al., 2008).

Tanto os 06leos essenciais como os componentes ndo volateis
(extratos), extraidos de plantas, tém sido estudados quanto a avaliacdo
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do seu potencial antioxidante e antimicrobiano, demostrando alta
eficiéncia com possivel aplicacdo nas indlstrias de alimentos e de
cosméticos, e tém se mostrado promissores dentro do contexto de
aditivos naturais (MORAIS et al., 2009).

Os efeitos exercidos pelas plantas podem ser explicados pela
presenca e constituicdo de seus principios ativos. Principios ativos sdo
componentes quimicos, presentes em todas as partes das plantas ou em
partes especificas, que conferem as plantas medicinais alguma atividade
terapéutica (MARTINS et al., 2000; MOHMOUD e CROTEAU, 2002).

As substancias ativas das plantas medicinais, condimentos e
especiarias podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas
fisicas, quimicas ou atividade bioldgica. Os principais grupos existentes
sdo: alcaldides (&lcoois, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e lactonas),
glucosideos, compostos fendlicos, saponinas, mucilagens, flavonoides,
terpendides (mono e sesquiterpénicos e esterdides), taninos e Oleos
essenciais (MARTINS et al., 2000; BAKKALI et al.,, 2008). Essas
substancias normalmente ndo se encontram em estado puro, mas sob a
forma de complexos, cujos diferentes componentes se completam e
reforcam sua acdo sob o organismo em questdo. Uma das vantagens da
utilizacdo dos 6leos essenciais é que grande parte dos compostos ativos
da planta estdo presentes em maior quantidade no 6leo (OETTING,
2005).

O interesse quanto ao uso dos Oleos essenciais como
conservantes esta relacionado com o conhecimento de ser um composto
natural seguro, constituindo uma alternativa potencial para a producéo
de alimentos livres de aditivos sintéticos. Na industria de alimentos, a
peroxidacdo lipidica e a contaminacdo microbiana sdo reagdes que
levam a deterioracdo dos alimentos, com consequente reducdo de sua
vida atil, além de causar doencas e perdas econdmicas. Atualmente,
tem-se uma grande preocupacdo devido a essa deterioragdo e varios
esforcos estdo sendo feitos para minimizar esses danos, seja pelo uso de
diferentes processos de conservagdo como pelo uso de novos aditivos
(YE, DAI e HU, 2013). No setor alimentar, a incursdo do avanco
nanotecnoldgico ainda é discreto, mas estd ganhando muito interesse
tanto do ponto de vista cientifico quanto industrial (SALVIA-
TRUJILLO etal., 2015).

Existe a necessidade de novos métodos de redugdo ou
eliminacéo de patdgenos em alimentos, visto que a seguranca alimentar
€ um constante problema de salde publica. A sociedade ocidental a
longo prazo vem seguindo a tendéncia do “consumo verde”, buscando
alimentos com menos aditivos sintéticos e produtos com menor impacto
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sobre 0 meio ambiente. A Organizacdo Mundial da Saude estabeleceu
que as industrias diminuam o teor de sal nos alimentos industrializados,
a fim de reduzir a incidéncia de doencas cardiovasculares (BURT,
2004). Como consequéncia dessa reducdo de sal, é necessario o0 uso de
outros aditivos para suprir a funcdo de conservagdo proveniente desse
aditivo e, a luz da tendéncia dos consumidores optarem por alimentos
mais proximos aos naturais, os 0leos essenciais apresentam-se como
uma boa alternativa para auxiliar na conservacdo dos alimentos
(TRAJANO et al., 2009).

2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Oleos essenciais tém sido mencionados como poderosos
agentes antimicrobianos naturais contra uma variedade de agentes
patogénicos de origem alimentar (KIM et al.,1995; HILL et al., 2013).
Por ser natural, sua potencialidade para uso em alimentos se da pelo fato
de satisfazer uma exigéncia dos consumidores, que preferem alimentos
sem conservantes sintéticos. Muitos 6leos essenciais ja sdo reconhecidos
como substancias seguras (GRAS) para uso em alimentos pelo FDA,
ndo sendo necessaria uma nova aprovacdo para seu uso (HILL et al.;
2013). Balaguer et al. (2013) relatam que varios componentes
individuais extraidos dos Oleos essenciais, quer a partir do material
vegetal ou fabricado sinteticamente, também sdo classificados como
agentes flavorizantes pela Comissdo Europeia, e geralmente
reconhecidos como seguros pelo FDA.

Os 6leos essenciais sdo formados por varios compostos e sua
atividade antimicrobiana ndo pode ser atribuida apenas a a¢do de apenas
um. Varios pesquisadores propuseram que a ac¢do antimicrobiana dos
Oleos essenciais deve ser atribuida a sua capacidade de penetrar no
interior da célula inibindo algumas propriedades funcionais e lipofilicas
da célula (CALO et al., 2015). A interacdo do Oleo essencial com as
membranas da célula microbiana resulta na inibicdo do crescimento de
algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (CALSAMIGLIA
etal., 2007).

De acordo com Salvia-Trujillo et al. (2015) a acéo
antimicrobiana dos o0leos essenciais tem sido atribuida aos seus
compostos fenolicos e sua interagdo com as membranas da célula
microbiana. E caracterizada por penetrar através da membrana celular e
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causar a fuga de ions e contelido citoplasmatico ocasionando a ruptura
celular.

Alecsik e Knezevic (2014) relatam que existem seis possiveis
mecanismos de acdo antimicrobiana: desintegracdo da membrana
citoplasmatica, interagdo com proteinas da membrana (ATPases e
outras), perturbacdes da membrana exterior de bactérias Gram-negativas
com a libertacdo de lipopolissacarideos, desestabilizacdo da forca motriz
de prétons com fuga de ions, coagulacdo do conteldo da célula e
inibicdo da sintese de enzimas.

Um dos principais problemas no uso dos éleos essenciais é que
em sua maioria sdo altamente volateis, quimicamente instaveis devido
sua oxidagdo, volatilizagdo ou interagbes quimicas com outros
componentes e quando submetidos a elevacfes de temperatura perdem
sua eficiéncia antimicrobiana (SEO, MIN e CHOI, 2010). S&o varios 0s
desafios que a indUstria precisa superar para que essesS COmMpostos
possam ser usados em alimentos, pois, mesmo em baixas concentragoes,
podem alterar drasticamente as propriedades sensoriais, sdo altamente
insollveis em &gua devido sua natureza lipofilica e podem ter contato
limitado com patogenos presentes em alimentos com alto teor de
umidade (HILL, GOMES e MATTEHEW TAYLOR, 2013).

Varios 6leos essenciais tém efeito antimicrobiano contra varios
micro-organismos patogenos de origem alimentar. Dentre estes, destaca-
se 0 6leo de alho e o eugenol, por apresentarem acdo antimicrobiana
frente a diversos micro-organismos (BURT, 2004; PEREIRA et al.,
2008; SANTOS et al., 2011; NORI et al., 2011; HILL, GOMES e
MATTEHEW TAYLOR, 2013; PINHO et al., 2014).

2.2.1  Oleo essencial de alho

A familia Aliaceae compreende 450 espécies, sendo estas
amplamente distribuidas no hemisfério norte. Entre eles, a cebola
(Allium cepa L.) e o alho (Allium sativum L.) sdo espécies muito
conhecidas e utilizadas na medicina tradicional e na alimentacdo em
muitos paises. O alho e seus constituintes possuem atividade
antimicrobiana contra importantes bactérias patogénicas, principalmente
devido a presenga da alicina, responsavel em grande parte por essa
atividade, além do aroma e flavor (ROHANI et al., 2011; WANG et al.,
2008).

O alho é uma erva bulbosa, perene, cujo bulbo fornece 6leo
essencial (0,1 a 0,2%). O principio ativo, a alicina, encontra-se na droga
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fresca sob a forma de um precursor inativo, a aliina. A trituraco dos
bulbos provoca rapida reacdo enzimatica por acdo da enzima aliinase
que converte a aliina em alicina, cujo odor caracteristico do alho é
imediatamente conhecido (KATZUNG, 2006).

Ankri e Mirelman (1999) relatam que o alho possui atividade
antibacteriana, antiflngica, antiparasita e antiviral. Segundo Bakri e
Douglas (2005) a alicina e o extrato de alho possuem amplo espectro
contra  bactérias  Escherichia,  Salmonella,  Sthapylococcus,
Streptococcus, Klebsiella, Proteus, Clostridium e Mycobacterium. Além
da alicina, o 6leo de alho também possui importantes propriedades
antimicrobianas, conforme constatado por Indu et al. (2006). Em
particular, os autores mostraram que o alho apresentou excelente
atividades antibacterianas em diversas concentragdes testadas e em
diferentes cepas, como por exemplo em Escherichia coli, demostrando
seu elevado potencial tecnoldgico.

2.2.2  Eugenol

De acordo com Escobar (2002) o eugenol tem mostrado
atividade bactericida, na medida em que inibe a respiracdo e a divisao
celular. Assim, a parede celular bacteriana é desnaturada pela presenca
do préton que causa a lise bacteriana. Segundo Boaventura et al. (2006)
0 mecanismo ocorre em nivel de membrana plasmatica, juntamente com
a inativacdo de enzimas e/ou no material genético celular. E possivel
que parte do efeito antimicrobiano do eugenol esteja relacionado com a
sua natureza fendlica.

Vaérios trabalhos mostram que o eugenol apresenta atividade
nematicida, inseticida, antiviral, bactericida, fungicida, anestésico e
antisséptico, sendo empregado na industria farmacéutica, alimenticia e
quimica (TIPPAYATUM, 2007; SILVESTRI et al. 2010; SILVA,
2011).

O eugenol é tido como o componente dos 6leos essenciais que
melhor reduz a atividade bacteriana, inibindo dessa forma o crescimento
de Staphylococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. e Enterobacter sp.
(PNR et al. 2005; BURT, 2004). Tippayatum e Chonhenchob (2007)
observaram que o eugenol também apresenta atividade inibitoria para as
bactérias formadoras de esporos, Escherichia coli, Sthaphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes e formadoras de endésporo, Bacillus
cereus. Trabalhos realizados por Oussalah et al. (2007) e Affonso et al.
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(2012) mostraram que o eugenol é efetivo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Tanto o eugenol quanto o 6leo de alho séo substancias complexas
e propensas a degradacdo na presenca de oxigénio, luz, calor, umidade e
outros agentes agressivos, tornando-as instaveis, o que dificulta a sua
conservacgdo. Portanto, é necessario o desenvolvimento de técnicas que
possibilitem aumentar o tempo de vida Util destes compostos e também
a sua estabilidade em diferentes produtos (NORI et al., 2011;
HOSSEINI et al., 2013).

2.3 MICROENCAPSULAMENTO

A técnica de microencapsulamento apresenta um grande
potencial de aplicagdo para o aprimoramento e desenvolvimento de
estruturas para a conservacdo dos produtos naturais. Na Gltima década
houve um grande progresso no desenvolvimento de compostos
microencapsulados para a industria alimenticia e farmacéutica, por
oferecerem maior resisténcia a degradacdo e por se tornarem mais
estaveis (CHOI et al., 2009; TIWARI et al., 2010; WU, LUO e WANG,
2012; HOSSEINI et al., 2013; KAMIMURA et al., 2014; PINHO et al,
2014).

O microencapsulamento é um processo pelo qual mindsculas
particulas de ingredientes ativos de gas, liquidos ou solidos sdo
empacotadas em um material. De modo geral, pode-se classificar o
processo como: macro (> 5000 pm), micro (0,2 a 5000 um) e nano (<
0,2 pm). Quanto a forma, as capsulas sdo idealmente esféricas, embora
seu tamanho seja influenciado pela estrutura original do ingrediente
encapsulado (RISCH e REINECCIUS, 1995).

Quanto a estrutura fisica, conforme a Figura 1, as microparticulas
podem ser classificadas como microcdpsulas ou microesferas. As
microcapsulas consistem em microparticulas onde o nucleo estd
envolvido por uma camada ou filme polimérico formando um sistema
do tipo reservatorio. O material microencapsulado ¢ chamado de nucleo
ou fase interna, enquanto a fase externa é chamada de parede,
revestimento ou membrana. As microesferas diferem das microcapsulas
pelo fato de constituirem um sistema matricial, no qual o polimero
forma uma rede tridimensional onde o material a ser microencapsulado
pode estar adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a matriz
polimérica, formando sistemas de dissolucdo, dispersdo ou sistemas
porosos (JUNIOR, 2005).



Figura 1 - Esquema representativo de microcapsula e microesfera,
respectivamente.
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Fonte: Janior, 2005.

O material polimérico usado no encapsulamento pode ser
escolhido de acordo com a aplicacdo das microcapsulas, podendo variar
de polimeros naturais, sintéticos ou até mesmo uma combinacdo desses,
dependendo da finalidade de uso. Da Rosa et al. (2013) destacam que a
composicdo do material de revestimento é o principal determinante para
as propriedades da microcapsula e pode ser usada para melhorar o
desempenho de um composto bioativo.

A finalidade bésica da microencapsulagdo na inddstria de
alimentos é proteger os ingredientes encapsulados contra a oxidagéo
quimica ou de fatores do ambiente como a luz, a temperatura, o ar e a
umidade, além de protegerem compostos no caso de algumas vitaminas,
pigmentos e compostos bioativos, como os 6leos essenciais, por suas
inimeras propriedades (RISCH e REINECCIUS, 1995; THIES, 2004;
BARROS e STRINGHETA, 2006; TIWARI et al., 2010). Também tem
como objetivo o retardamento da evaporacdo de ndcleos volateis, como
alguns OGleos essenciais. Em algumas técnicas, a capsula pode ser
projetada para liberar lentamente o produto ou até que determinada
condicdo fisico-quimica seja alcancada (THIES, 2004; BARROS e
STRINGHETA, 2006).

Os mecanismos de liberacdo dos materiais ativos
microencapsulados variam de acordo com a natureza do agente
encapsulante, sendo que normalmente ocorrem devido a mecanismos



como: variacdo de temperatura e de pH, solubilidade do meio,
biodegradacdo, difusdo, ruptura mecanica, permeabilidade seletiva e
gradiente de concentracdo existente em relacdo ao meio de liberacdo
(FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

A microencapsulacdo pode manter a bioatividade do composto.
No entanto, o grau de protecdo oferecido por esta técnica é determinado
pela escolha do método de encapsulamento (GOUIN, 2004; DA ROSA
et al., 2013). Além disso, a escolha do agente encapsulante depende de
vérios fatores, entre eles a ndo reatividade com o material a ser
encapsulado, o processo utilizado para a formacdo da microcapsula e o
mecanismo de liberacdo ideal (FAVARO-TRINDADE, PINHO e
ROCHA, 2008).

Para 0 processo de microencapsulacdo, a selecdo do material
encapsulante ¢ uma etapa muito importante. Tal material deve ser
escolhido em funcédo das caracteristicas do composto ativo, da aplicagdo
pretendida e do método de formacdo das particulas. Diferentes materiais
de parede podem ser empregados, como, por exemplo, proteinas e
polissacarideos, derivados do 4&cido acrilico/metacrilico, lipideos,
acucares, &cidos orgénicos e ciclodextrinas (RISCH e REINECCIUS,
1995; MATIOLI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

24  CICLODEXTRINAS (CD)

As ciclodextrinas sdo um grupo de moléculas naturais ciclicas
constituidas por unidades de glicopiranose unidas por ligagdes a-(1,4).
Estes oligossacarideos sdo obtidos por degradacdo enzimatica do amido
sob acdo da enzima glicosiltransferase (CGT amilase do Bacillus
macerans), que produz uma reagdo intramolecular sem a participacdo de
uma molécula de &gua (SZEJTLI, 1998).

As ciclodextrinas naturais sdo macromoléculas contendo um
nimero de unidades de glicose compreendido entre 6, 7 e 8,
denominando-se respectivamente, a-, - € y-CD (MARQUES, 2010). As
Figuras 2 e 3 mostram a representacdo esquematica das ciclodextrinas
mais usuais. Destas, a f-CD é a mais utilizada, pois sua cavidade apolar
pode hospedar moléculas de massa molecular entre 100 e 400 g.mol™,
faixa de massa molecular da maioria das moléculas de interesse (WANG
et al., 2011). Além disso, o preco razoavel desta ciclodextrina também
propicia seu uso (AGUIAR et al., 2014). Elas sdo soliveis em agua e
possuem a capacidade de formar complexos de inclusdo reversiveis com
moléculas apolares, incrementando de forma exponencial sua
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solubilidade em meio aquoso (DAVI e BREWSTER, 2004; AGUIAR et
al., 2014).

Figura 2 - Representacdo esquematica da o, p e y-ciclodextrina (da esquerda
para a direita).
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Fonte: Pinho et al. (2014).

Figura 3 — Estruturas da a, e y-CD.
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Estas moléculas possuem forma assemelhada a um cone, com
uma cavidade de 7,9A de profundidade. Os didmetros superior e inferior
da cavidade das CDs sdo 4,7 e 5,3A para a a-CD, 6,0 ¢ 6,5A para a B-
CD e 7,5 e 8,3A para a y-CD. As CDs modificadas surgiram a partir da
tentativa de alterar ou melhorar suas estruturas a fim de obter complexos
de inclusdo adequados a varios setores, como industrial, alimenticio e
farmacéutico, e assim um largo nimero de CDs modificadas tem sido
sintetizado (VENTURINI, 2008).

As unidades de glicopiranose estdo unidas em conformacéo a-
(1,4) glicosidica, estando todos os grupos —OH secundarios situados na
parte mais larga, enquanto que os grupos —OH primarios na parte mais
estreita, conforme visualizado na Figura 4. O interior da cavidade esta
constituido por hidrogénios Hs, Hs e Hg e oxigénios glicosidicos. Os
pares de elétrons ndo-ligantes destes oxigénios pertencentes a ligagdo
glicosidica se encontram orientados em direcéo ao interior da cavidade,
0 que origina uma alta densidade eletronica, deixando a molécula com
caracteristicas de base de Lewis (VENTURINI, 2008).

Figura 4 - Estrutura funcional da B-ciclodextrina.

Fonte: Budal (2003).

Os grupos hidroxilas secundarios OH (2) e OH (3) estdo em
posicdo equatorial, porém com o OH (2) apontando para o interior e 0
OH (3) para o exterior da cavidade, bem como a hidroxila priméria OH
(6). Isto faz com que exista o dobro de grupos OH voltados para fora do
que para dentro da cavidade, o que leva a um momento dipolar da
molécula relativamente grande. Devido a distribuicdo dos grupos
funcionais que formam a ciclodextrina, a parte externa adquire carater
hidrofilico e a interna hidréfoba ou de natureza apolar. O grupo OH
(C2) de uma unidade de glicopiranose pode formar pontes de hidrogénio
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com 0 —OH (C3) da unidade adjacente. No caso da B-ciclodextrina, estas
ligagdes formam um cinturdo secundario completo, o que lhe confere
uma estrutura bastante rigida. Esta é uma possivel explicacdo da menor
solubilidade da B-ciclodextrina com relagdo as demais. No caso da a-
ciclodextrina, o cinturdo formado a partir das ligacbes de pontes de
hidrogénio ndo é completo, pois uma das moléculas das unidades de
glicopiranose esta em uma posicao distorcida, de maneira que somente
quatro das seis possiveis unifes através de pontes de hidrogénio podem
ser estabelecidas. No caso da y-ciclodextrina, esta possui uma estrutura
ndo coplanar, o que a torna mais flexivel e, portanto, a mais soltvel das
trés (SZEJTLI, 1988; BUDAL, 2003).

As ligacdes entre as moléculas hospede e as ciclodextrinas néo
sdo fixas ou permanentes, o que ocorre é um equilibrio termodindmico.
A ligacdo depende da forca de complexacao entre as moléculas hospede-
hospedeiro e, em especifico, das interagdes locais que ocorrem com 0s
atomos da superficie. A capacidade de formagdo de complexos de
incluséo das ciclodextrinas tornou-as adequadas para diversas aplicaces
em alimentos, cosméticos, agricultura, industria farmacéutica,
embalagens e téxteis. A complexacdo pode aumentar consideravelmente
a estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade da molécula hospede
(ZHAN et al., 2008; SING, SHARMA, BANERJEE, 2002; DEL
VALLE, 2004).

Diversos estudos de toxicidade mostram que CDs sdo atoxicas,
ou seja, ndo oferecem riscos de intoxicag¢do, pois as mesmas ndo sdo
absorvidas no trato gastrintestinal ou através de membranas biol6gicas
lipofilicas e o0s mesmos resultados foram obtidos frente a
teratogenicidade e mutagenicidade (HIRAYAMA e UEKAMA, 1999;
AMERICAN PHARMACEUTICAL ASSOCIATION, 2006; CUNHA-
FILHO e SA-BARRETO, 2007; GUEDES et al., 2008;
EVANGELISTA, 2010). Szente e Szejtli (2004) estudaram a toxicidade
das CDs e demonstraram que a administragéo oral de altas doses de CDs
ndo provoca nenhum dano.

25 METODOS DE MICROENCAPSULAMENTO

Existem vérias técnicas que podem ser utilizadas para
microencapsulacdo, sendo que a selecdo do método é dependente da
aplicacdo que serd dada a microcapsula, do tamanho desejado, do
mecanismo de liberacdo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do
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material ativo, quanto do agente encapsulante (FAVARO-TRINDADE
etal., 2008).

De um modo geral, o principio basico da microencapsulagdo é
comum a todas as técnicas, iniciando-se com a deposicdo do agente
encapsulante sobre o agente a encapsular, seguindo uma série de etapas.
Inicialmente o agente encapsulante é dissolvido ou fundido,
encontrando-se no estado liquido. Por sua vez, o agente a encapsular
pode estar presente na forma de particulas pequenas (se for sélida) ou
em gotas (se for liquido) ou até mesmo na forma de gas. O material a
encapsular é colocado em um meio apropriado e, posteriormente, sobre
este, deposita-se 0 agente encapsulante. Por fim, o agente encapsulante
sofre solidificagdo, formando-se as microparticulas (BRASILEIRO,
2011).

Segundo Dalmoro et al. (2012) as etapas fundamentais para cada
método de microencapsulacdo s&o: incorporacdo dos compostos
bioativos, formacdo das goticulas, remocdo do solvente, coleta das
microcépsulas e secagem.

De acordo com a natureza do envolvimento ou aprisionamento
entre 0 agente encapsulante e o material encapsulado, os métodos
podem ser divididos em 3 grupos fundamentais: quimicos, fisicos e
fisico-quimicos (TIWARI et al., 2010). A Tabela 1 traz, de forma
resumida, os 3 métodos de encapsulacdo, bem como o estado fisico do
material encapsulavel e a faixa de tamanho das capsulas obtidas.
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Tabela 1 - Métodos utilizados para encapsulamento estado fisico do material
encapsulavel e faixa de tamanho das capsulas obtidas.

Métodos de Materiais Faixa de tamanho
encapsulacio encapsulaveis (um)
METODOS
FISICOS
Extrusdo estacionria Liquido/sélido/gas 1.000-6.000
Bocal submerso Liquido/sélido/gas 700-6.000
Extrusdo centrifuga Liquido/sélido/gas 125-3.000
Bocal vibrante Liquido/sélido/gas 500-2.000
Spray drying Liquido/sélido 5-150
Disco rotativo Liquido/sélido 5-1.000
Suspensao por ar Sélido 50-10.000
Spray chilling e Liquido/sélido 20-200
spray cooling
Leito fluidizado Sélido >100
Co-cristalizacdo Sélido/liquido -
Liofilizacdo Liquido -
METODOS FISICO-
QUIMICOS
Polimerizagéo Liquido/sélido 1-500
interfacial
Inclusdo molecular Liquido 5-50
Polimerizagdo in situ Liquido/solido 1-500
Meétodos fisico-
quimicos
Coacervacdo simples Liquido/sélido 20-500
Coacervacédo Liquido/sélido 1-500
complexa
Lipossomas Liquido/sélido 0,02-3
Lipoesferas (solid Liquido/sélido 0,02-10
lipid nanoparticles e
nanostructured lipid
carriers)
Evaporacéo do Liquido/solido 1-5.000
solvente

Fonte: Favaro-Trindade et al. (2008).
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2.5.1 Complexos de incluséo

Este processo ocorre em nivel molecular e utiliza normalmente
a B-ciclodextrina (BCD) como material encapsulante, sendo um método
frequentemente aplicado para encapsular compostos como vitaminas,
6leos essenciais, corantes, aromas, etc. (BRASILEIRO, 2011).

A principal for¢a motriz que favorece a encapsulacdo molecular
consiste na substituicdo das moléculas de dgua que possuem elevada
entalpia por moléculas héspedes de menor entalpia. Trata-se de um
processo energeticamente
viavel por promover uma alteracdo favoravel de entalpia, aumento de
entropia e reducdo da energia total do sistema, fatores que contribuem
para 0 aumento da estabilidade do complexo formado. Interacdes
eletrostaticas de Van der Waals, interacdes hidrofobicas e ligacfes de
hidrogénio também contribuem para formagdo e estabilizacdo dos
complexos de inclusdo (Cls) (LYRA et al., 2010; EVANGELISTA,
2010).

Devido a sua cavidade hidrofobica, na qual substratos podem
ser “aprisionados” para formar complexos de incluséo, as ciclodextrinas
podem hospedar distintos compostos, cuja estequiometria mais usual é
1:1. As ciclodextrinas formam complexos de inclusdo com substancias
gue possuem tamanho, polaridade e forma geométrica compativeis com
a dimensdo de sua cavidade. Algumas alternativas para a formacéo de
complexos com moléculas significativamente maiores que sua cavidade
podem ser obtidas através de uma interacdo parcial do hdspede ou
mediante a formacdo de complexos ciclodextrina-hospede de
estequiometria diferente de 1:1, apresentada na Figura 5, que apresenta
um esquema ilustrativo da formacdo do complexo de inclusdo (BUDAL,
2003; MARQUES, 2010).
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Figura 5 — Esquema ilustrativo da formacdo do complexo de incluséo.

“Molécula hospedeira™ “Muolécula hospede™ Complexo

Fonte: Adaptado de Davis e Brewster (2004).

Quando em uma solugdo aquosa de ciclodextrina se adiciona
um composto de menor polaridade se comparado a agua, tendo ambos
forma e dimensdo compativeis, as moléculas de agua que preenchem a
cavidade da ciclodextrina, estando em um estado energeticamente
menos favoravel, sdo substituidas pela nova molécula. A cavidade
central da ciclodextrina vai atuar, entdo, como uma molécula
“hospedeira”, podendo alojar uma molécula “hdspede” total ou
parcialmente, caso haja compatibilidade para formar o complexo de
inclusdo (SZEJTLI, 1988; BUDAL, 2003).

A formag&o de complexos de incluséo altera significativamente
as caracteristicas da molécula hospede. Estas alteragBes incluem
modificacBes na sua reatividade quimica, fixagdo de moléculas muito
volateis, melhoria na solubilidade, estabilizacdo de moléculas sensiveis
a luz, calor e oxidacdo, prote¢cdo da degradagdo por micro-organismos,
aumento da solubilidade, reducdo da volatilidade, mascaramento de
corantes ou pigmentos e atividade catalitica com substratos
(TAKASCHI, 1998; VENTURINI et al., 2008). As consequéncias
diretas mais importantes da inclusdo de um substrato por uma CD em
agua sdo relativas ao aumento da solubilidade da molécula hdspede na
solugdo. Ocorrem, ainda, modificacGes nas propriedades espectrais do
substrato e na reatividade do substrato incluido, havendo sua conversio
de hidrofébico para hidrofilico (VENTURINI et al., 2008).

Estudos mostram que as CD ndo s6 mascaram o sabor dos
6leos essenciais a serem utilizados como agentes antimicrobianos, mas
também protegem contra a oxidacdo causada por altas temperaturas, 0
que permite 0 uso destes éleos por manter sua eficacia como agente
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antimicrobiano numa ampla variedade de condicGes ambientais e por
longos periodos de tempo (DUCHENE, 1987; SZEJTLI, 1998).

Segundo Budal (2003) os principios ativos ou 6leos essenciais,
quando presentes em solucdo aquosa, estdo sujeitos muitas vezes a
reacOes de degradacdo, o que leva a uma diminui¢do de sua atividade ou
mesmo formacéo de produtos de degradacdo indesejaveis e prejudiciais
a salde. Quando fazem parte de um complexo de inclusdo, poderao estar
protegidos das situacdes de degradacéo ou instabilidade.

Além disso, supbe-se que a formacgdo de complexos de inclusdo
em ciclodextrinas leva ao aumento da solubilidade e da velocidade de
dissolucdo de principios ativos lipofilicos, o que pode refletir em um
aumento de sua biodisponibilidade ou em diminui¢do de seus efeitos
secundarios (LOFTSSON e BREWSTER, 1996; OTERO et al., 1991;
RAJEWSKI e STELLA, 1996, apud BUDAL, 2003). Geralmente, a
solubilidade de um composto aumenta com a quantidade de
ciclodextrina adicionada. O aumento da solubilidade parece estar
relacionado com a solubilidade intrinseca da molécula hospede, bem
como com a habilidade de inclusdo da molécula hospedeira em agua,
sendo que esses fatores refletem na magnitude da constante de
estabilidade do complexo (BUDAL, 2003).

A liberacdo do ingrediente encapsulado depende do tipo de
geometria da particula e do agente encapsulante utilizado para formar a
microcdpsula. O mecanismo de liberacdo da substancia encapsulada
pode ocorrer devido ao efeito do solvente, difusdo, degradacdo ou
fratura da particula (SHAHIDI; HAN, 1995; WHORTON, 1995;
PEREIRA, 2007). Pode ocorrer, ainda, através da ruptura mecanica, pela
acdo da temperatura, do pH e pela solubilidade do meio, podendo ser
combinado um ou mais tipos de mecanismos que atuam
simultaneamente (WHORTON, 1995; SUAVE et al., 2006).

2.6 DIAGRAMA OU ISOTERMA DE SOLUBILIDADE

A maioria dos estudos relacionados com o célculo da constante
de formagdo do complexo de inclusdo se baseia na determinagéo das
mudangas que ocorrem na solubilidade do substrato quando na presenca
de diferentes concentracbes de ciclodextrina. Mediante este
procedimento é possivel determinar a formacdo do complexo de
inclusdo, o tipo de complexo e calcular sua constante (BUDAL, 2003).

Os diagramas de solubilidade, ou ainda, curva de solubilidade
de fases, foram propostos por Higuchi e Connors (1965) e consistem em
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uma das técnicas de aproximagdo mais utilizadas na caracterizacdo da
formac8o de complexos de inclusdo em solucdo. S&o construidos pela
representacdo grafica da solubilidade da molécula hdspede (substrato),
no eixo vertical, com relacdo a concentracdo da molécula hospedeira
(ciclodextrina), no eixo horizontal (Figura 6). Os complexos de inclusdo
sdo preparados adicionando-se uma quantidade em excesso do composto
a ser encapsulado, molécula hoéspede, as solugbes contendo
concentragBes crescentes de ciclodextrina e a quantificacdo final do
substrato é feita ap6s o equilibrio (BUDAL, 2003).

Figura 6 - Tipos de diagrama de solubilidade.
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Fonte: BUDAL (2003).

A solubilidade total aparente da molécula hdspede (St) aumenta
linearmente devido a formacdo do complexo de inclusdo solivel. No
entanto, no ponto A, a solubilidade do complexo alcanca seu limite. A
St da molécula hdspede é constante entre os pontos A e B, ja que o0s trés
equilibrios apresentados na Figura 6 se mantém inalterados nesta regido.
Depois do ponto B, uma vez que se consumiu todo o substrato sdlido
com a adicdo de maior quantidade de ciclodextrina, ocorre diminuigdo
da concentracdo do substrato ndo complexado em solucdo, devido a
formacdo do complexo e precipitagdo concomitante de complexo



insolivel. Isto se traduz em uma diminuicdo da solubilidade até um
valor constante que corresponde a solubilidade inerente do complexo de
inclusdo (Sc) (BUDAL, 2003).

Ainda de acordo com Budal (2003) é possivel definir dois
grupos principais, A e B, que sdo, por sua vez, subdivididos em outras
categorias: Ap, AL, An, Bs e B, Segundo essa teoria, se classificam
como perfis do tipo A quando a solubilidade do substrato aumenta com
0 incremento da concentragéo de CD.

Quando o complexo é de primeira ordem com respeito a CD
(estequiometria 1:1) e de primeira ordem ou superior com respeito ao
substrato, um perfil tipo A_ é obtido. Se o complexo formado é de
primeira ordem em relacdo ao substrato, mas de segunda ordem ou
superior em relagdo a CD, o perfil de solubilidade obtido possui um
desvio positivo da linearidade, sendo classificado como diagramas do
tipo Ap. Perfis do tipo Ay possuem interpretacdo mais complexa devido
a multiplicidade de fenémenos que podem ocorrer. Perfis do tipo B sdo
obtidos com a formag&o de complexos de baixa solubilidade aquosa, em
alguns casos inclusive inferior a da molécula hospedeira e que
precipitam & medida que ha encapsulagdo. As curvas B; sdo
caracterizadas por ndo apresentarem aumento algum da solubilidade do
substrato, originando complexo de inclusdo insolivel, ja as do tipo B
apresentam em concentracOes baixas de ciclodextrina um aumento
progressivo da solubilidade aparente da molécula héspede até atingir o
ponto maximo de solubilidade (ZORNIO, 2013).

Um parametro importante que pode ser extraido a partir de
uma curva de solubilidade de fase de um dado sistema ciclodextrina—
substrato é a constante de complexacdo ou estabilidade (K.) (BUDAL,
2003). Pela consideracéo tedrica, no equilibrio a reacdo de formacédo do
complexo de inclusdo é dada pela Equacdo (1), assumindo a formagédo
de um complexo de estequiometria 1:1, ou seja, de primeira ordem:

m CD+nS =CD, S, (1)

Sendo que, C'D ¢ a ciclodextrina; 5 é o substrato (molécula

hospede), €D, |S,, é o complexo de inclusio e m e n representam a

estequiometria da reacdo. Dessa forma, a constante de complexacéo do
complexo de inclusdo, Kc, pode ser obtida através da Equacéo (2):



55

__[eD, 1s,] )
¢ [cD]™ x [S]™ @)
E, do mesmo modo, tem-se a constante de dissociagdo K ;:
[CD]™ x [S]™ 1
= = @)

“[eD,lS] K,
Para as curvas de solubilidade de fase do tipo 4, ou E_,

Higuchi e Connors (1965) derivaram uma equacdo que permite calcular
a constante de complexacdo e a inclinacdo da reta na regido em que o
complexo de inclusdo é sollvel. Portanto, define-se no equilibrio a

concentragdo de substrato total [5.] (dada pela soma da sua
concentracdo intrinseca (Sp) e aparente, quando complexado com a
ciclodextrina) e a concentragéo total da ciclodextrina, [CD,]:

[S.] = [So] + m[CD,, IS,] )

[cD.] = [cD] + n[CD,, |S,] ©)
Rearranjando, tem-se:

(€D, 15,1 = =Ll (©)

[cD] = [cD,] —n[CD, IS,] )

Como o equilibrio é de primeira ordem para a ciclodextrina,
chega-se & Equacdo (8):

_ mK_SICD,

£ 1+ KSr 0 ®)

Isso permite que o grafico de [S.] por [CD.] tenha como
inclinago (et):
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mK_ST"

“Ti1t Ksp ®)

Se for considerada uma estequiometria de complexacdo de
ordem um para ambos os constituintes, . serd igual a 1 e define-se a

Equacéo 10:

ct

K =———

Esta é uma técnica simples que permite a obtencdo de varias
informacOes sobre a natureza dos complexos de inclusdo, como a
solubilidade intrinseca do substrato no meio [Sg], 0 comportamento do

complexo de incluséo ([CD,, |5,.]), a estequiometria do equilibrio em

solucdo (m e n) e constantes de complexacdo (K.) e dissociagdo (Kq).
Através dos resultados do Kc pode-se afirmar que a curva de
solubilidade de fase de Higuchi e Connors (1965) é uma técnica muito
importante para caracterizagdo de um complexo de inclus&o.

2.6.1 Aditivos para embalagens poliméricas

Atualmente, a aditivacdo é o processo de exceléncia, utilizado
pela indlstria, na producdo de polimeros com elevado desempenho.
Grande percentagem dos polimeros produzidos industrialmente usa
aditivos nas suas formulacbes para melhorar uma ou mais das suas
propriedades, reduzir o custo de fabrico, melhorar a moldagem ou
introduzir uma cor desejada nos polimeros. As principais categorias a
que pertencem os aditivos compreendem 0s antioxidantes, agentes
antiestética, corantes, agentes de acoplamento, agentes de cura,
retardantes de chama, agentes espumantes/expansdo, estabilizantes
térmicos, modificadores de impactos, lubrificantes, agentes nucleadores,
plastificantes, preservantes, coadjuvantes de processo e estabilizadores
de raios ultravioletas (UV) (LOKENSGARD, 2013; BIKIARIS, 2011).

Os aditivos sdo essenciais ao processo de transformacéo de
embalagens, de modo que resinas puras sao raramente processadas. Os
aditivos incorporados em uma resina variam conforme o tipo e
aplicacdo. No caso de embalagens antimicrobianas, varios tipos de
aditivos podem ser incorporados, sendo esses divididos em organicos e
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inorganicos, além da possibilidade da modificacdo quimica do polimero
para adquirir a propriedade antimicrobiana (MUNOZ-BONILLA e
FERNANDEZ-GARCIA, 2012). Essas possibilidades podem ser via
incorporacdo de um composto inorganico ou organico em um polimero
ou ainda via modificacdo quimica desse polimero.

Varios agentes antimicrobianos organicos tém sido introduzidos
nos materiais poliméricos. Dentre eles, pode-se citar o triclosan, que esta
entre os mais utilizados pela indGstria polimérica (MUNOZ-BONILLA
e FERNANDEZ-GARCIA, 2012). Varios outros aditivos organicos sio
utilizados em virtude de sua propriedade antimicrobiana, como 0s 6leos
essenciais, que possuem potencial de uso também devido ao fato de
serem naturais e considerados seguros pelo FDA, como ja citado no
decorrer deste trabalho.

Além disso, tem-se incorporado metais em materiais poliméricos
para alimentos micro e nano-estruturados para melhorar as propriedades
de barreira e mecénica, bem como para impedir a fotodegradacéo desses
materiais. Os metais pesados sdo agentes antimicrobianos eficazes e sdo
incorporados para fins de preservacdo de alimentos e para
descontaminar superficies em ambientes industriais. Nanoestruturas de
cobre, zinco, titanio e prata estdo demostrando pespectivas de seguranca
e tecnologia para os alimentos. A migracdo de cations das matrizes
poliméricas é o ponto chave para determinar a sua eficécia
antimicrobiana. No entanto, essa migracdo é limitada e, muitas vezes,
dificulta sua aplicacdo em virtude dos limites permitidos pela Anvisa
(LLORENS et al., 2012).

2.6.2 Embalagens ativas

A industria de embalagens constitui-se importante setor da
economia mundial, sendo o segmento de alimentos um dos setores que
mais investe em tecnologias inovadoras, sempre com objetivo de
aumentar a vida de prateleira dos alimentos (shelf life). Uma inovacéo
que vem ganhando espaco no segmento alimenticio sdo as embalagens
ativas, ou seja, aquelas que interagem de maneira intencional com o
alimento, visando melhorar algumas de suas caracteristicas. A principal
funcdo adicional das embalagens ativas é a de proporcionar a migracdo
de moléculas incorporadas a sua estrutura, impedindo ou retardando a
deterioracdo microbiolégica dos alimentos, enquanto as embalagens
passivas se limitam a proteger os alimentos de condigBes externas,
conforme Figura 7. As embalagens ativas alteram as condi¢des do
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produto, aumentando sua vida de prateleira, seguranca e qualidade, e/ou
melhorando suas caracteristicas sensoriais (MEDEIROS et al., 2011).

Figura 7 - Fungdes basicas das embalagens e interfaces de atuacdo das
embalagens ativas e inteligentes.

Fonte: Adaptado de YAM, TAKHISTOV e MILTZ (2005).

A crescente preocupacdo com a qualidade microbioldgica dos
alimentos tem aumentado o interesse pelos filmes antimicrobianos. A
embalagem antimicrobiana é um tipo promissor de embalagem ativa que
apresenta substancia antimicrobiana incorporada e/ou imobilizada no
material e é capaz de eliminar ou inibir os micro-organismos
deterioradores e/ou patogénicos (SOARES, 2009).

Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados
diretamente a matriz polimérica em rotulos, etiquetas ou estar contidos
em sachés (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004). Sua adicdo nos filmes
poliméricos pode ser feita de duas maneiras: incorporacdo e
imobilizacdo. No primeiro caso, ha liberacdo do agente antimicrobiano
para o alimento, enquanto na imobilizacdo o composto atua somente em
nivel de superficie (HAN, 2005).

O uso de embalagens contendo agentes antimicrobianos tem
como vantagem a difusdo desses compostos para a superficie do
alimento de maneira controlada. Com isso, os aditivos estdo presentes
em menores quantidades e atendem & demanda atual do consumidor, que
é por alimentos livres de conservantes quimicos sintéticos e com agentes
antimicrobianos apenas na superficie do produto, onde a maior parte das
deterioragBes por micro-organismos ocorrem. Quando 0 agente
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antimicrobiano é liberado da embalagem, a cinética de crescimento
microbiano e a atividade antimicrobiana na superficie do produto podem
ser equilibradas. Dessa forma, a atividade antimicrobiana da embalagem
pode ser estendida, garantindo a seguranca durante a distribuicdo e
consumo dos alimentos (APPENDINI e HOTCHKISS, 1997;
QUINTAVALLA e VICINI, 2002; OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004).

Segundo Sung et al. (2014) a embalagem antimicrobiana é mais
eficaz que o0 uso de agentes antimicrobianos diretamente nos alimentos.
Isto porque a adicdo direta nos alimentos pode causar a rapida difusdo
desses componentes, fazendo com que sua atividade seja rapidamente
perdida, pelo processo térmico ou reagdo com outros componentes. J& a
adicdo de antimicrobianos diretamente na embalagem faz com que a
migragdo para a superficie do alimento seja continua, mantendo
constante a concentragdo durante longo tempo.

Os dleos essenciais podem ser incorporados aos filmes para
melhorar as suas propriedades funcionais, tais como permeabilidade ao
vapor de &gua, bem como atribuir propriedades antimicrobianas e
antioxidantes. Esses sistemas ativos controlam a taxa de liberacdo do
agente antimicrobiano, exercendo, assim, efeitos letais ou inibitdrios
contra 0S micro-organismos deteriorantes presentes nos alimentos
(BALAGUER et al., 2013).

Ainda, alguns fatores podem afetar a efetividade da embalagem
antimicrobiana, como as caracteristicas do antimicrobiano (solubilidade
e tamanho da molécula) e do alimento, condicbes de estocagem e
distribuicdo (tempo e temperatura), método de preparo do filme
(extrusdo ou casting) e interacdo entre antimicrobiano e polimero
(DAWSON et al., 2003; CHA et al., 2003). Desta forma, conhecendo-se
0s mecanismos de acdo deste tipo de embalagem e 0s mecanismos de
acdo e estabilidade dos 6leos essenciais, pode-se inferir que 0 mesmo
critério poderia ser aplicado para embalagens ativas com 6éleos
essenciais.

2.7 POLI(METACRILATO DE METILA) (PMMA)

Os polimeros sintéticos fazem parte do nosso cotidiano e
representam uma das classes de materiais mais versateis que existem,
apresentando inumeras aplicacBes, como na indlstria de alimentos,
farmacéutica e de cosméticos. Para a escolha do polimero sintético
adequado para as diversas aplicacdes, além das propriedades de cada
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material, a caracteristica primordial é o fato de ser atoxico e seguro para
0s consumidores.

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é o mais importante dos
polimeros da familia dos acrilicos, pois apresenta boa performance
vitrea, resisténcia a fatores externos como o tempo e excelente
estabilidade dimensional (PARRAS et al., 2005). Segundo Canevarolo
Jr. (2012) sua resisténcia ao impacto é baixa quando comparada a
muitos outros termoplasticos no mercado, como PE, PP, PVC, etc. De
acordo com Rocha (2013), o PMMA é um polimero termoplastico com
superficie de brilho intenso e alta transparéncia. Além disso, possui
extraordindria resisténcia a fotodegradacdo oxidativa, notavel
estabilidade a luz solar e resisténcia ao intemperismo. Pode ser usado
em diversas areas, principalmente em contato com alimentos. Foi 0
primeiro polimero acrilico a ser utilizado como biomaterial (CHEN et
al., 2010).

Tem como mondmero o metacrilato de metila (MMA),
conforme Figura 8, obtido do processo de polimerizacdo radicalar. O
PMMA possui um grupo éster na sua cadeia, tornando-o um polimero
mais polar, sendo encontrado apenas na conformacéo atética e, portanto,
é classificado como um polimero amorfo (ALVES, 2015).

Figura 8 - Unidade monomérica do poli(metacrilato de metila).
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Fonte: ALVES (2015).

O PMMA néo é biodegradavel, mas é biocompativel, ou seja, a
classe de polimeros pode ser conjugada com proteinas, biomoléculas e
ingredientes farmacéuticos ativos, encontrando usos promissores nas
areas de sistemas de liberacdo de farmacos, culturas de célula,
bioprocessos enzimaticos, dentre outros (UCHEGBU e SCHATZLEIN,
2006; MENDES et al., 2012; LORCA et al., 2012; FONSECA et al.,
2013; FEUSER et al., 2014; FEUSER et al., 2015). O PMMA possui
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biocompatibilidade e podem ser produzido por polimerizacbes em
emulsdo, miniemulsdo ou suspensdo (MENDES et al., 2012; AIERTZA
etal., 2012).

Vérios trabalhos sdo encontrados na literatura com uso de
PMMA em microcapsulas, principalmente no que se refere a
imobilizacdo de enzimas em suportes poliméricos (DALLA-VECCHIA,
2004) e associacdo com outros polimeros na preparacdo de
nanoparticulas, como o alginato (SAJEESH e SHARMA, 2004) e a
quitosana (SAJEESH e SHARMA, 2006). Li et al. (2013), utilizaram
PMMA para o encapsulamento de poli(éter amina), que atua como um
agente de cura para resinas tipo epoxi, sendo sua escolha devido sua
estabilidade quimica em relagdo ao agente de cura e, também, por
apresentar compatibilidade com epdxi.

No caso de sistemas orais para liberacdo de farmacos, as
matrizes podem ser monoliticas (comprimidos ou cépsulas) ou
particuladas (minicomprimidos, grénulos ou pellets, incorporados em
comprimidos ou capsulas). Tais sistemas podem ser preparados a partir
de polimeros soliveis em &gua, polimeros insollveis erodiveis ou
polimeros insolUveis inertes. Nas matrizes, o farmaco encontra-se
disperso no polimero e o controle da liberacdo pode ocorrer por um ou
mais dos seguintes mecanismos: difusdo, dissolucdo, hidratacdo,
precipitacdo, erosdo e/ou degradacdo. Dentre os polimeros sintéticos que
podem ser usados, 0 PMMA é um deles (VILLANOVA e OREFICE,
2010).

O PMMA apresenta temperatura de fusdo de 160°C, enquanto
que nos polietilenos a temperatura de fusdo é de, aproximadamente,
120°C (CANEVAROLO JR., 2012). O revestimento das microcapsulas
de BCD contendo em seu nlcleo extratos naturais pode ser uma
alternativa importante para a obtencdo de um aditivo antimicrobiano
dotado de principios ativos naturais empregados no processo de
fabricacdo de embalagens poliméricas. A escolha de um polimero de
revestimento com uma temperatura de fusdo pouco acima dos polimeros
aplicados na fabricacdo das embalagens é um fator importante, pois
enquanto ocorre a fusdo da matriz polimérica as microcapsulas estardo
protegidas por apresentarem pontos de fusdo superiores.
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2.8 PROCESSO DE EXTRUSAO E COEXTRUSAO DE FILMES
POLIMERICOS

Existem Varios tipos de processamento para polimeros. No caso
especifico de filmes, pode ser usada a extrusdo, laminagdo ou, ainda, a
moldagem por compressdo térmica. Entretanto, o mais utilizado
industrialmente é o processo por extrusdo, seja pela espessura dos
filmes, como também pela rentabilidade que representa por ser um
processo continuo. A extrusdo pode ser descrita como um processo em
gue o polimero fundido (plastificado) é moldado, continuamente,
fazendo-o passar através de uma abertura (matriz) que possui a forma
aproximada da secdo transversal do produto desejado (FERREIRA,
2012).

Em termos gerais, a extrusora funciona como uma bomba,
sendo que suas func¢Bes consistem em transportar um material sélido,
plastificar, homogeneizar e transportar o material plastificado, e, por
fim, bombea-lo por uma matriz. Esse bombeamento deve promover um
fluxo uniforme e constante do polimero até a saida da matriz. Na matriz,
0 material ¢ conformado e, logo apds, tem sua geometria fixada pelo
sistema de resfriamento. Os tipos de extrusora mais comuns sdo as
extrusora de rosca simples e rosca dupla (FERREIRA, 2012;
LOKENSGARD, 2013). A Figura 9 apresenta 0s componentes de uma
extrusora.

Durante o processo de extrusdo de filmes poliméricos, deve-se
considerar duas importantes questdes para a manutencdo de uma
propriedade especial que pode ser agregada ao filme, como para a
producdo de embalagens antimicrobianas com uso de leos essenciais: a
temperatura usada no processamento do material, bem como o tempo de
residéncia desse material na extrusora e o cisalhamento gerado pela
movimentacgéo do material no interior do canhdo.
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Figura 9 - Componentes de uma extrusora.
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Fonte: Adaptado de LOKENSGARD (2013.)

Os Oleos essenciais sdo componentes que possuem baixa
estabilidade frente as elevadas temperaturas de processo, que podem
chegar a 200 °C. Grande parte desta energia é produzida pelo atrito entre
0 material polimérico e as superficies metalicas do equipamento
(LOKENSGARD, 2013).

Estas condicBes sdo agressivas as moléculas dos 6leos
essenciais e promovem a rapida degradacdo térmica e a sua
volatilizacdo. Assim, a eficiéncia de incorporacdo dos 6leos essenciais
in natura diretamente no processo de extrusdo torna-se inviavel. Uma
pequena fracdo das moléculas do principio ativo antimicrobiano resiste
aos fatores degradativos e, como consequéncia, o efeito antimicrobiano
agregado na etapa final dos filmes poliméricos é imperceptivel. Dessa
forma, o microencapsulamento contribui para aumento da estabilidade
dos dleos essenciais frente as temperaturas de processo e se destaca
como potencial para formacéao de aditivos antimicrobianos naturais.






3 ESTADO DA ARTE DO MICROENCAPSULAMENTO DE
OLEOS ESSENCIAS

Vérios trabalhos tém sido realizados avaliando a atividade
antimicrobiana dos extratos naturais, sobretudo dos 6leos essenciais. No
entanto, em sua maioria somente avaliam essa propriedade e poucos se
dedicam ao estudo de seu uso em aplicacdes alimenticias. Estudos mais
recentes, realizados na Gltima década, tém demonstrado a possibilidade
de utilizagcdo desses 6leos como aditivos alimentares, ou ainda sua
incorporacdo em embalagens de alimentos, demonstrando sua potencial
aplicacdo. Porém, um dos problemas encontrados é que a maioria dos
trabalhos utiliza polimeros naturais ou ainda fazem a incorporacéao direta
do O6leo essencial ao material da embalagem, o que resulta,
possivelmente, na perda de grande parte da atividade em razdo da
temperatura usada no processamento desses.

Turasan, Sahin e Sumnu (2015) estudaram o encapsulamento do
6leo essencial de osmarin. Os autores relatam que a encapsula¢éo € uma
das técnicas eficientes que isola e protege o0 nucleo de fatores
ambientais. Também ajuda a “mascarar” o sabor indesejado e o odor do
6leo, evitando a evaporacdo de componentes volateis.

Pan et al. (2014) estudaram o timol encapsulado em caseinato
de sodio e verificaram que o timol encapsulado foi mais eficaz do que o
ndo encapsulado contra patégenos do leite, devido a sua melhor
distribuicdo e maior solubilidade do 6leo essencial encapsulado.

Chen, Zhang e Zhong (2015) coencapsularam o eugenol e o
timol em nanoparticulas de caseina que foram secas por pulverizacéo.
Os complexos secos foram reidratados, facilmente produzindo uma
dispersdo estavel. Os oOleos essenciais encapsulados mostraram sua
liberacdo controlada em 24 h, sendo que o eugenol encapsulado
apresentou taxa de liberagdo mais elevada do que o timol. Foi observado
efeito bactericida e bacteriostatico em soro de leite para Escherichia coli
e Listeria monocytogenes, respectivamente.

Giteru et al. (2015) desenvolveram um filme a base de uma
proteina do sorgo contendo agente antimicrobiano e antioxidante
natural, citral e quercetina. Observaram que os filmes com citral
apresentaram elevada atividade antimicrobiana contra C. jejuni, Listeria
monocytogenes e Pseudomonas fluorescens. No entanto, ambos os 6leos
essenciais transmitiram uma cor amarelada aos filmes, reduzindo
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significativamente a permeabilidade do oxigénio e alterando também
velocidade de transmissao de vapor de agua.

Gao, Feng e Jiang (2014) desenvolveram uma embalagem ativa
com 6leos essenciais de cravo, cinamaldeido e tomilho para evitar a
rapida deterioracdo de cogumelo, pois a sua alta taxa de respiracdo e
natureza delicada contribuiram para o seu escurecimento. Resultados
indicaram que todos os 6leos usados podem inibir a senescéncia dos
cogumelos, destacando a maior eficiéncia para o cinamaldeido.
Echegoyen e Nerin (2015) observaram o efeito da embalagem ativa com
6leo de canela sobre a deterioragdo pos-colheita de cogumelos. Eles
verificaram que a embalagem ativa preveniu a perda de peso e
escurecimento quando comparado com embalagens néo-ativas.

Emiroglu et al. (2010) estudaram o uso de 6leos essenciais
como antimicrobianos naturais frente a bactérias deteriorantes em
diferentes matrizes alimentares, como carne e derivados carneos. No
entanto, sua aplicacdo direta requer concentracdes elevadas de 6leos
essenciais, o que pode modificar as caracteristicas organolépticas desses
produtos. O uso de encapsulamento como um sistema de liberacdo
controlada é sugerido como uma alternativa para a aplicacdo direta de
6leos essenciais em alimentos. De acordo com Marques (2010) a B-
ciclodextrina é um dos agentes encapsulantes mais utilizados, devido ao
tamanho de sua cavidade, que é adequado para 6leos essenciais e esta
contido na lista de ingredientes considerados seguros desde 1998,
classificado como um portador de flavour e agente protetor.

Uma das limitacbes do uso de 6leo de alho na indlstria de
alimentos é devida a sua volatilidade, forte odor, insolubilidade em agua
e baixa estabilidade fisico-quimica. Essas desvantagens podem ser
revertidas por complexagdo com ciclodextrinas em solugdo aquosa. Os
complexos de inclusdo com ciclodextrinas podem melhorar a
estabilidade dos hdéspedes, aumentar a solubilidade em &gua, proteger
contra a oxidagdo, proteger contra a decomposicdo induzida pela luz,
minimizar os efeitos de temperatura de processo, mascarar ou reduzir 0s
efeitos fisiologicos e reduzir sua volatilidade (Wang et al., 2011).

Quintavalla e Vicini (2002) realizaram um trabalho
incorporando 6leo essencial de alho em uma embalagem polimérica para
carnes e relataram que a eficacia da embalagem antimicrobiana se deve
a retengdo do composto pelas cadeias poliméricas e que o efeito €
prolongado devido & migragao lenta e continua do 6leo essencial. Além
disso, os autores relataram que o uso do filme antimicrobiano contendo
0leo essencial de alho ndo apresentou efeito significativo na reducéo de
E. coli.
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De acordo com Sung et al. (2014) a maioria das pesquisas
realizadas com filmes antimicrobianos de alho, sdo focadas no
desenvolvimento de filmes comestiveis e nenhuma pesquisa tem
relatado o estudo do desenvolvimento de filme polimérico incorporado
com 6leo de alho via extrusdo plana ou extrusdo baldo. A explicacdo
pode ser porque a alicina, responsavel em grande parte pela propriedade
antimicrobiana, é muito instavel e rapidamente se decompde em
processos que usam altas temperaturas e pressfes. Entretanto, segundo
alguns autores, essa atividade nédo é perdida, uma vez que os produtos da
degradacdo da alicina sdo eficazes contra varios tipos de micro-
organismos (CORZO-MARTINEZ, CORSO e VILLAMIEL, 2007;
SUNG etal., 2014).

Soares et al. (2009) realizaram um estudo com embalagens
ativas com filmes de polipropileno (PP) imobilizados com extrato
natural de alecrim e testaram suas propriedades antioxidantes em
mioglobina pura e bifes de carne bovina fresca. Esse extrato foi usado
com objetivo de estabilizar a mioglobina e manter a carne com aspecto
mais atrativo.

Sung et al. (2014) estudaram a incorporacao de 6leo de alho em
filmes de polietileno de baixa densidade (PEBD) para inibicdo de
patdgenos alimentares em nacos de carne de porco. As concentracoes de
6leo de alho incorporadas nos filmes foram de 2%, 4%, 6% e 8%.
Também foram avaliadas as propriedades de barreira ao vapor de agua,
estabilidade térmica e o efeito da colagem, influenciadas pela
incorporacdo do 6leo de alho. Os resultados mostraram que todas as
concentracBes de 6leo de alho apresentaram resultados frente a Listeria
monocytogenes apo6s 3, 6, 9 e 15 dias de armazenamento a 4°C. Os
filmes que possuiam d&leo de alho incorporados apresentaram
propriedades de barreira mais fracos. Nao houve diferenga significativa
na estabilidade térmica dos filmes. Os autores observaram também que
0 6leo de alho néo alterou a estrutura do polimero.

Pode-se observar que a ciclodextrina ja vem sendo usada como
forma de protecdo para os compostos com atividade antimicrobiana e
antioxidante, conforme observado em outros estudos.

De acordo com Cevallos et al. (2010) do ponto de vista
industrial, a tecnologia de encapsulacdo foi notavelmente desenvolvida
nos ultimos anos visando o aumento da solubilidade e o controle da
liberagdo dos componentes ativos que sdo adicionados, sendo aplicada
na industria farmacéutica, cosmética e de alimentos para aumentar a
estabilidade e retencdo desses componentes. Segundo Szente e Szejtli
(2004) dentre as vantagens da utilizacdo da complexacdo de
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biomoléculas labeis (vitaminas, OE, corantes), é possivel evitar a
exposicdo de umidade e condicdes de temperatura, luz e oxidacéo, além
da protecdo da degradacdo por micro-organismos, que podem levar a
degradacdo das mesmas.



4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nesta etapa serdo apresentados os procedimentos experimentais
para caracterizacdo microbioldgica do eugenol e 6leo de alho puros, a
obtencdo das microcapsulas de BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho, a
caracterizacdo quimica, fisica e microbioldgica das microcapsulas
obtidas, a sintese do PMMA, a etapa de revestimento das microcapsulas
com PMMA e o efeito da secagem em estufa das microcapsulas antes e
apos o revestimento com PMMA.

41 CARACTERIZAGAO MICROBIOLOGICA DOS
COMPOSTOS

4.1.1 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) do
eugenol e do 6leo de alho

Previamente ao encapsulamento, procedeu-se a determinacgdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) do eugenol e do 6leo de alho
puros. O objetivo deste teste foi avaliar as concentra¢fes minimas de
cada composto com atividade antibacteriana frente as bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

A CIM foi realizada conforme as recomendacfes do manual de
testes de susceptibilidade de antimicrobianos (CLSI, 2005), com
algumas modificacdes. O eugenol e o 6leo de alho, da Marca Laszlo,
foram inicialmente ajustadas para uma concentragdo de 10000 pg.mL™
de dimetilsulféxido 10% (DMSO), da marca Vetec. O teste de dilui¢do
foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades, conforme Figura
10, com fundo em forma de “U”, contendo 100 mL de caldo BHI (Brain
Heart Infusion), da marca INLAB.
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Figura 10 - Microplacas estéreis de 96 cavidades.
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Em seguida, 200 pL das solucbes de eugenol e dleo de alho
foram adicionadas as cavidades das microplacas. Os testes foram
realizados em triplicada e denominado como Al, A2 e A3 para cada
composto. Apds homogeneizacdo das amostras (linha A), aliquotas de
100 pL foram transferidas para a linha B, e assim sucessivamente, para

obter solucbes com diferentes concentragdes, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracgéo de eugenol e 6leo de alho usadas no CIM.

Linha Concentragao (ug.mL™)

10000
5000
2500
1250

625

3125

156,25

78,125

I OTTMmMOO®@>
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Nessas solucbes foram adicionados 5 pL dos inéculos bacterianos
de Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 9763,
preparados com uma concentracdo de 10* UFC-mL™. As colunas 10, 11
e 12 foram usadas para as solugbes controle do experimento. A coluna
10 foi usada como controle negativo do solvente DMSO 10% usado no
preparo das diferentes concentracdes do eugenol e 6leo de alho. A
coluna 11 foi usada para avaliar a viabilidade bacteriana, sendo definida
como controle positivo, contendo apenas o inoculo e o caldo BHI. A
coluna 12 foi usada para avaliar a esterilidade do meio, adicionando-se
apenas uma solucdo de Mueller-Hinton. As microplacas foram
incubadas em estufa bacteriol6gica a 35°C por 20 h. Para o 6leo de alho
os controles foram feitos em microplacas separadas.

Decorrido esse intervalo de tempo, foi acrescido a cada um dos
orificios 20 puL de uma solugdo aquosa de TTC (Cloreto de Trifenil
Tetrazolium), da marca Sigma Aldrich, a 0,5 %, e as microplacas foram
novamente incubadas por mais 4 h a 35 °C em estufa bacteriolégica da
marca Quimis. Apos esta Ultima incubag&o, a presenca de uma coloragio
vermelha nos orificios indica crescimento bacteriano, enquanto a
auséncia da coloracdo vermelha, indica atividade inibitoria das
concentrac@es de eugenol e 6leo de alho.

4.1.2 Difusdo em Agar para o eugenol, 6leo de alho e B-ciclodextrina
puros

O teste de difusdo em agar € muito utilizado para avaliar a
atividade antibacteriana dos materiais e compostos. Essa técnica
apresenta como vantagem a analise visual da atividade inibitéria desses
compostos. Esse teste foi aplicado para complementar 0 CIM e também
determinar a &rea bacteriostética do eugenol, 6leo de alho e BCD puros.

Previamente a realizacdo dos ensaios microbioldgicos, as cepas
bacterianas, de Escherichia coli ATCC 25922 e Sthapylococcus aureus
ATCC 9763, foram ativadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) a
temperatura de 36 °C por 24 h. Os testes de difusdo por poco foram
realizados conforme manual de testes de susceptibilidade de
antimicrobianos (CLSI, 2005). As placas contendo &gar PCA (Plate
Count Agar), preparadas antecipadamente, foram retiradas da
refrigeracdo até atingir a temperatura ambiente. Com um swab estéril, o
inéculo bacteriano com turvacdo 0,5 da escala de MacFarland foi
distribuido uniformemente sobre a superficie do agar, em seguida
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deixadas em repouso em temperatura ambiente, por aproximadamente 3
min. Em cada placa foram feitos 2 pogos de 6 mm de didmetro. Em cada
poco, devidamente identificado, adicionou-se 0,5 mL de cada composto
puro e 0,5 g de BCD. Posteriormente, as placas foram incubadas em
estufa bacterioldgica, da marca Quimis, a temperatura de 35+1 °C por 24
h. O didmetro dos halos de inibicdo foi mensurado e associado
diretamente com a acdo antibacteriana conforme Fiori (2009), Figura 11.

Figura 11 - Esquema representativo da area biocida: (a) Area biocida e (b) Area
da amostra.

_Atgioerx_Ain o
Onde Ay, € a area biocida e representa a acdo biocida do
material, A € a area de inibicdo do micro-organismo e A;, é a area da
amostra.

4.2 OBTENGAO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO BCD-
EUGENOL E BCD-OLEO DE ALHO

4.2.1 Espectros de UV-visivel do eugenol e dleo de alho

Previamente a obtencdo das curvas de calibracdo, realizou-se
uma varredura para encontrar o comprimento de onda de absorcédo
maximo para o0 eugenol e para o 6leo de alho, utilizando-se um
espectrofotdmetro UV-Visivel, marca Scinco e modelo SUV 2120,
variando entre os comprimentos de onda de 200 a 400 nm, em cubetas
de quartzo. Os espectros padrdes de UV-visivel do eugenol e do 6leo de
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alho indicaram bandas de absorcdo maximas em aproximadamente 280
nm para o eugenol e préximas a 217 nm para o 6leo de alho.

Para a obtencdo da curva de calibragdo do eugenol foram
preparadas 8 solugdes, nas seguintes concentracdes: 0,4; 0,35; 0,30;
0,25; 0,20; 0,15; 0,10; 0,05 mmol-L™, em agua destilada. Para obtencio
da curva de calibracdo do 6leo de alho, foram preparadas 9 solugdes, nas
seguintes concentra?()es: 0,1; 0,09; 0,08; 0,07; 0,06; 0,05; 0,04; 0,03;
0,02 € 0,01 mmol-L™, em metanol.

A curva de calibracdo relaciona a intensidade do principal pico
de absorbancia no espectro UV-visivel com a concentragdo conhecida
de eugenol e de 6leo de alho na solucdo. E importante ressaltar que as
curvas de calibracdo foram obtidas com solugdes com concentragdes
abaixo do limite de solubilidade para cada composto.

4.2.2 Formacao dos complexos de inclusio de fCD-eugenol e fCD-
alho

Apo6s definicdo da CIM do eugenol e do alho, procedeu-se a

formagdo dos complexos de inclusdo em BCD, conforme esquema
apresentado nas Figuras 12 e 13.

Figura 12 - Formagao de complexo de inclusdo de BCD-eugenol.

‘|‘ WOH _— OH
OCH; OCH,4

BCD Eugenol

BCD-eugenol
Fonte: Zhan et al., (2008).

Os complexos foram obtidos em solucdo aquosa e desidratados
pela técnica de liofilizac&o.
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Figura 13 - Formagdo de complexo de inclusdo de BCD-alho.

P N
fﬁ |'ll. \II Iln"ﬁ" )
: I | : T h:cf\g_,..fl“\';ﬂj;_ﬂ — IIIII\:J_?&\ AL
h 1 |
\ \ [\

beD Oleo de alho BCD-6leo de alho

Fonte: Adaptado de Zang, Jiang e Li (2007).

Os complexos de inclusdo foram preparados conforme descrito
por Hill et al. (2013), com algumas modificacGes. Os diferentes volumes
de eugenol e 6leo de alho foram misturados em 50 mL de agua destilada
e em 1 g de BCD. As misturas foram agitadas em erlenmeyers selados,
para evitar a perda de compostos volateis. Estes erlenmeyers
permaneceram em agitacdo em um Shaker da marca Dist modelo
THOLZ TDH, a temperatura de 25 °C por 24 h. Apds este periodo, as
misturas foram congeladas em um congelador doméstico e colocadas em
um liofilizador, marca LIOTOP e modelo L101, a -52 °C e presséo de
62 UHg, por aproximadamente 72 h, até a remocao total da dgua.

Tabela 3 - Quantidade de eugenol usada para microencapsulagéo.

Concentracao de eugenol
Volume de Massa de ¢  eug
Amostra no meio reacional

eugenol (mL) eugenol (g) (mmol.L™)
8 1,56250 1,65625 201,74
7 0,93750 0,99375 121,04
6 0,62500 0,66250 80,69
5 0,31250 0,33125 40,35
4 0,21875 0,23188 28,24
3 0,15625 0,16563 20,17
2 0,11500 0,12190 14,85
1 0,09375 0,09938 12,10
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Tabela 4 - Quantidade de 6leo de alho usada para microencapsulagéo.

Volume de Massade  Concentragéo de 6leo de
Amostra 06leo de alho o6leodealho alho no meio reacional

(mL) (@) (mmol.L™)
8 18 1,908 272,67
7 0,9 0,954 136,33
6 0,6 0,636 90,89
5 0,3 0,318 45,59
4 0,2 0,212 30,30
3 0,15 0,159 22,72
2 0,12 0,127 18,15
1 0,1 0,106 15,15

As amostras liofilizadas foram armazenadas em recipientes
adequados para a protecdo da luz e absorcdo de umidade para posterior
caracterizacéo.

4.2.3 Curva de solubilidade de fases para determinacéo da constante
de formagao ou estabilidade (Kc)

A curva de solubilidade de fases é uma das técnicas mais
importantes para caracterizar e identificar a formacéo de complexos de
inclusdo. A formacdo do complexo de inclusdo ocorre com a
incorporacéo do substrato insolivel em &gua na cavidade hidrofébica da
ciclodextrina, o que permite que a sua disponibilidade em solucéo
aumente e caracterize a solubilizacdo aparente do substrato. Esta curva é
uma representacdo grafica da solubilidade aparente da espécie receptora
em fungdo da concentracdo de ciclodextrina. Os complexos de incluséo
foram preparados adicionando quantidades do substrato as solugdes
contendo concentragdes crescentes de ciclodextrina e a quantificagdo
final do substrato é feita ap6s o equilibrio (HIGUCHI e CONNORS,
1965).

O procedimento seguiu de acordo com o trabalho realizado por
Branddo et al. (2003), com algumas modificacdes, onde em 200 mL de
agua destilada acrescentam-se concentragdes crescentes de BCD entre 0
e 15 mmol.L™. Foram mantidas fixas a massa de eugenol em 1,656 g e a
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massa de 6leo de alho em 1,908 g, relativas as maiores massas de cada
composto usadas para formacéo dos complexos de inclusdo. Apds 24 h
de agitaco, as concentracdes de eugenol e de 6leo de alho na solucédo
foram determinadas, separadamente, a partir dos espectros de UV-
visivel das curvas de calibracdo de cada composto. A formacdo da
constante de estabilidade (Kc) foi estimada assumindo a estequiometria
de 1:1 para a formag&o dos complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de
BCD-alho, conforme a equacédo 11.

k
Ke=—1(1-k
¢ 50( ) (11)

Onde So (mol.L™) é a concentracdo de eugenol e de 6leo de alho
disperso em agua destilada na auséncia de BCD e K é a inclinacdo da
curva.

4.2.4  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

A aplicacdo da espectroscopia na regido do infravermelho
(FTIR) ¢ um método indispensavel para a caracterizacdo de compostos
organicos. A técnica permite detectar grupos funcionais caracteristicos
de cada composto puro bem como do complexo de inclusdo formado.

As amostras de eugenol, 6leo de alho, BCD e das microcapsulas
de BCD-eugenol e BCD-alho foram caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho, marca Schimadzu e modelo IR PRESTIGE-21,
empregando-se um  Espectrofotdmetro de Infravermelho com
Transformada de Fourier, com transmitancia de luz, do Laboratério de
Controle de Processos da UFSC. Os espectros de infravermelho foram
obtidos na regido de 4000 a 400 cm™, com uma resolugo de 4 cm™. As
amostras de BCD e dos complexos de BCD-eugenol e BCD-alho foram
moidas e misturadas em KBr em p0, grau espectroscpico. Em seguida,
procedeu-se a formacdo de pastilhas de, aproximadamente, 1 mm de
espessura (2 mg de amostra por 200 mg de KBr seco).

4.25 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica é uma técnica que esta
fundamentada na medida da perda de massa de uma determinada
amostra em funcéo da temperatura ou do tempo.
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As anélises foram realizadas no Laboratério de Polimeros da
Universidade de Caxias do Sul (LPol), conforme os procedimentos
previstos na norma ASTM E1131-14. As analises foram realizadas em
um Analisador Termogravimétrico, Marca Schimadzu e Modelo TGA
50. O ensaio partiu da temperatura ambiente até a temperatura de 810
°C, com taxa de aquecimento de 10 °C-min’, utilizando atmosfera inerte
de nitrogénio de alta pureza com vazio de 50 mL-min™.

A partir dos resultados das analises termogravimétricas foi
possivel avaliar a perda de massa do eugenol, do 6leo de alho, da BCD e
dos respectivas complexos de inclusédo de BCD-eugenol e BCD-alho em
funcéo da temperatura.

4.2.6  Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletronica de varredura fornece
informacGes sobre as caracteristicas morfolégicas das microcapsulas,
tais como a presenca de fissuras e poros, € permite uma analise rapida e
direta da eficiéncia do processo de encapsulacdo. A presenca de fissuras
e trincas na superficie das microcapsulas pode comprometer a protecdo
oferecida ao encapsulado. Além disso, é possivel verificar a partir das
micrografias a homogeneidade do tamanho das cépsulas formadas
(ROSENBERG et al., 1995).

Esta andlise foi realizada no Instituto de Nanotecnologia
(CEOSP). A amostra foi revestida com ouro, usando um evaporador a
vacuo, e analisada com um equipamento da marca CEOSP e modelo
JEOL 6390, com diferentes magnificacdes.

Pode-se avaliar a morfologia interna e externa, porosidade,
presenca de fissuras e tamanho médio da BCD pura e das microcéapsulas
de BCD-eugenol e BCD-alho.

4.2.7  Analises Microbiolégicas das microcapsulas

4.2.7.1 Difusdo em agar

O teste de difusdo em &gar foi realizado conforme descrito no
item 4.1.2. Em cada placa foram feitos 3 pocos de 6 mm de diametro.
Em cada pogo, devidamente identificado, adicionou-se 0,5 g de cada
complexo de inclusdo de CD-eugenol e de BCD-6leo de alho, relativos
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as diferentes massas de eugenol e 6leo de alho microencapsuladas,
especificadas nas Tabelas 2 e 3.

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica, da marca Quimis, a temperatura de 351 °C por 24 h.
Decorrido este tempo, procedeu-se a medida dos halos de inibi¢do e
determinacdo da area bactericida, conforme especificado no mesmo
item.

4.2.7.2 Método de Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

A CIM foi determinada conforme procedimento descrito no
item 4.1.1. A CIM foi realizada para as microcdpsulas de pCD-eugenol
e de BCD-alho relativas as maiores concentracGes de eugenol e 6leo de
alho microencapsuladas, especificadas nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente.

Inicialmente, foram preparadas solugdes com concentracdo de
10000 pg'mL™ de microcapsulas de BCD-eugenol e de BCD-alho em
dimetilsulféxido 10% (DMSO), da marca Vetec, e, posteriormente,
procederam-se as mesmas dilui¢des realizadas para 0s compostos puros.

43 TRATAMENTO TERMICO DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO DE BCD-EUGENOL E DE BCD-OLEO DE
ALHO

Apb6s a obtencdo das microcdpsulas liofilizadas, 0,5 g de
microcapsulas de BCD-eugenol e de BCD-alho foi tratada termicamente
em estufa (marca Quimis) por 1 h. Para o complexo de inclusdo de
BCD-eugenol, a temperatura empregada foi de 75°C e para o complexo
de inclusdo de BCD-6leo de alho a temperatura foi de 60°C. As
temperaturas foram definidas de acordo com os termogramas obtidos
por TGA, considerando valores superiores a temperatura de
volatilizagdo dos substratos.

O objetivo dos tratamentos térmicos foi de avaliar se toda massa
de eugenol e Oleo de alho, especificadas nas Tabelas 2 e 3, foi
encapsulada ou se uma fracdo da massa dos compostos ndo foi
encapsulada e esta livre nos compostos. As concentracGes de eugenol e
de bleo de alho encapsuladas foram determinadas com o auxilio de um
espectrofotdmetro UV-Visivel (marca Scinco, modelo SUV 2120), com
leituras no comprimento de onda de 280 nm para o eugenol e de 217 nm
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para 0 Oleo de alho. O calculo da concentracdo nominal de cada
substrato foi obtido através das curvas de calibracdo dos compostos
puros.

Apos o tratamento térmico das microcapsulas de pCD-eugenol e
de BCD-6leo de alho, foram realizadas as caracterizacdes por TGA
(conforme item 4.2.4), FTIR (conforme item 4.2.3), MEV (conforme
item 4.2.5), Difusdo em agar (conforme item 4.1.2) e CIM (conforme
item 4.1.1). Esta etapa foi realizada para verificar se a temperatura
promoveu alteracdes e se a atividade antibacteriana das microcapsulas
foi alterada.

4.4 REVESTIMENTO DAS'MICROCAPSULAS DE BCD-
EUGENOL E DE BCD-OLEO DE ALHO COM PMMA

441 Sintese do PMMA

A sintese do polimetilmetacrilato foi conduzida conforme
descrito por Bresolin (2013), com adaptacGes. O meio reacional foi
preparado misturando-se 3 g do mondmero metacrilato de metila
(MMA) e 0,14 g do iniciador 2,2’-azo-bis-isobutironitrila (AIBN),
ambos da Sigma Aldrich, em um reator de vidro. A mistura foi
homogeneizada e selada e a reagdo procedeu-se a 80°C por
aproximadamente 3 h.

A solucdo polimérica foi colocada em placas de Petri para
secagem em temperatura ambiente e posterior utilizacéo.

4.4.2 Revestimento dos complexos de incluséo de BCD-eugenol e
de BCD-6leo de alho com PMMA

Para a realizacdo do revestimento dos complexos de incluséo de
BCD-eugenol e de PCD-6leo de alho com PMMA foi necessério,
inicialmente, solubilizar o polimero PMMA em 5 mL de acetona pura
(marca VETEC).

Para definicdo das condi¢fes da mistura de acetona, massa de
PMMA e massa dos complexos de inclusdo, foram misturadas
proporcdes de cada componente. A proporgdo que melhor se ajustou foi
50:0,1:0,1(v/m/m).

Para 0 revestimento dos complexos de inclusdo foram
adicionados 5 mL de acetona em 2 tubos de ensaio. Em cada um dos
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tubos foi adicionado 0,1 g de PMMA. Os tubos foram agitados até a
completa solubilizacdo do PMMA e, em seguida, adicionado 0,1 g dos
complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho, em tubo
separados.

Em seguida, procedeu-se a agitacdo e mistura dos componentes,
em um recipiente do tipo borrifador, por, aproximadamente, 15 min.
Decorrido esse tempo, a mistura foi borrifada em placas de Petri, em
distancia entre 25 e 30 cm, aproximadamente.

Durante a aspersdo da mistura nas placas de Petri, a acetona
evaporou, restando apenas uma mistura sdlida sobre a superficie da
placa. Para a garantia da evaporagdo completa do solvente, as placas
foram acondicionadas em estufa (marca Quimis) por 5 min a 60 °C para
eliminacdo da acetona remanescente. Apos a secagem, as placas foram
raspadas com o auxilio de uma espatula de ago inox e as amostras de
complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-alho revestidos com
PMMA foram recolhidos em eppendorfs e enviadas para caracterizacao.

443 Caracterizagcdo dos complexos de BCD-eugenol e de BCD-
6leo de alho revestidos com PMMA

Os complexos de inclusdo de PCD-eugenol e de BCD-6leo de
alho revestidas com PMMA foram submetidos aos ensaios de FTIR
(conforme item 4.2.3), TGA (conforme item 4.2.4), MEV (conforme
item 4.2.5) e Difusdo em Agar (conforme item 4.1.2).

Os ensaios de DSC e TGA foram realizados com o objetivo de
verificar se o revestimento dos complexos de inclusdo de BCD-eugenol
e de BCD-06leo de alho com PMMA aumentou a estabilidade térmica das
mesmas. Os espectros de FTIR foram realizados para avaliar as
interacdes intermoleculares entre os materiais, bem como a presenga de
eugenol e 6leo de alho nas microcéapsulas revestidas. O MEV teve como
objetivo verificar as caracteristicas de superficie, bem como a forma das
microcapsulas. O ensaio de difusdo em agar foi realizado para avaliar se
0 revestimento de PMMA fixou completamente os substratos ou 0S
complexos de inclusdo e evitou a difusdo para o meio externo.

4.44  Tratamentos térmicos dos complexos de incluséo revestidos
com PMMA

Apos a obtencdo dos complexos de incluséo revestidos, 0,1 g de
massa de cada complexo foi colocada em estufa (marca Quimis) por 5 e
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10 min em temperatura de 170°C. Apo6s o tratamento térmico, 0,01 g de
cada complexo revestido foi solubilizada em acetona e submetida as
analises por espectroscopia UV-Visivel em comprimento de onda de
280 nm para o eugenol e em 217 nm para o 6leo de alho.

Com os valores de absorbancias e com o auxilio da curva de
calibragdo para cada substrato foi determinada a concentracdo de cada
composto puro presente nos complexos revestidos com PMMA apés o
tratamento térmico.






5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados e discutidos os principais resultados
obtidos durante a realizacdo deste trabalho. Sdo apresentados resultados
e discussBes dos compostos empregados para a obtencdo dos complexos
de inclusdo, do tratamento térmico e avaliacdo da estabilidade térmica
dos complexos de inclusdo e da obtencdo e caracterizagdo do
revestimento dos complexos de inclusdo com polimetilmetacrilato.

5.1 CARACTERIZACAO DO EUGENOL, DO OLEO DE ALHO
E DA B-CICLODEXTRINA

5.1.1 Caracterizacdo microbioldgica

As técnicas de caracterizacdo microbioldgica de Difusdo em
Agar e de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram empregadas
para a avaliacdo da propriedade antibacteriana dos compostos eugenol,
6leo de alho e pB-ciclodextrina com diferentes tipos de bactérias
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli (Gram-
negativa). A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos.

5.1.2 Testes de Difusdo em Agar para eugenol, 6leo de alho e BCD

A Figura 14 apresenta os resultados do teste de difusdo em agar
para 0 eugenol. Os resultados comprovam que o eugenol apresenta a
propriedade antibacteriana, com maior atividade para a bactéria
Staphylococcus aureus do que para a Escherichia coli. A presenca do
halo de inibicdo no meio de cultura esta diretamente associada com a
atividade antibacteriana do composto e a coloracdo escura no halo é
caracteristica da presenca do eugenol que difundiu no meio de cultura.



84

Figura 14 — Resultados microbiolégicos de difusdo em &gar para o eugenol com
bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b) Staphylococcus aureus.

A érea de halo antibacteriano formado com a bactéria
Escherichia coli é de (3,20 + 0,06) cm? e para a bactéria Staphylococcus
aureus de (3,90 + 0,60) cm?. O menor efeito antibacteriano observado
para a bactéria Escherichia coli deve-se ao fato da mesma ser Gram-
negativa e, por isso, mais resistente aos materiais antimicrobianos
(CHORIANOPOQULOS et al., 2004; TORTORA et al., 2005).

O eugenol apresenta elevada atividade inibitéria para as
bactérias que representam as familias Gram-positivas e Gram-negativas
e, por isso, é um composto que tem elevado potencial de uso para a
protecdo microbiana de alimentos, tanto com a aplicacdo direta nos
alimentos quanto como aditivos aplicados nas embalagens.

Esses resultados corroboram as observacdes microbiologicas
encontradas em trabalhos cientificos realizados por outros autores.
Silvestri et al. (2010) estudaram a atividade antimicrobiana do eugenol
diante de 18 micro-organismos distintos e obtiveram 6timos resultados.
Os autores relatam que o eugenol apresenta melhores resultados para as
bactérias Gram-positivas. Trajano et al. (2009) entre outros autores
relataram que a atividade antimicrobiana do eugenol é atribuida aos
grupos fendlicos constituintes da sua estrutura e é eficaz contra uma
grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como a
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e
também diante de diversos tipos de fungos.

A Figura 15 mostra os resultados microbioldgicos obtidos com
0 teste de difusdo em &gar para o 6leo de alho puro. Com as bactérias do
tipo Escherichia coli, a area de inibicdo determinada foi de (2,50 £ 0,70)
cm?. Por outro lado, com as bactérias do tipo Staphylococcus aureus o
6leo de alho inibiu completamente o crescimento bacteriano.
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Figura 15 — Resultados microbioldgicos de difusdo em agar para o 6leo de alho
com bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b) Staphylococcus aureus.

Os resultados comprovaram a excelente atividade antimicrobiana
do 6leo de alho, especialmente para a bactéria do tipo Staphylococcus
aureus. Muitos trabalhos que empregaram o 6leo de alho relatam que,
devido a sua atividade antibacteriana, apresenta grande potencial de
aplicacdo em diversas areas, porém é pouco estudado como aditivo para
embalagens para alimentos, devido ao seu forte odor, instabilidade
térmica e baixo ponto de fulgor (Quintavalla e Vicini, 2002; Sung et al.,
2014).

Os resultados microbioldgicos sdo satisfatorios e importantes.
Tanto o eugenol quanto o éleo de alho apresentam excelente atividade
antibacteriana. Ambos compostos sdo mais efetivos contra as bactérias
Gram-positivas devido a presenca de interacdes diretas com a membrana
da célula dos micro-organismos (SMITH-PALMER et al., 1998; CHAO
e YOUNG, 2000; CIMANGA et al., 2002). A atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais estd relacionada com a sua hidrofobicidade,
caracteristica que favorece a interacdo com os lipideos das membranas
celulares e com as mitocondrias das células microbianas. Essas
interacOes geralmente alteram a permeabilidade das células bacterianas,
causando disturbios nas estruturas e resultando em fraturas grosseiras
que provocam 0 vazamento de ions, moléculas e conteudo celular,
conduzindo os micro-organismos a morte ou a inibicdo do seu
crescimento (BURT, 2004).

Com base nestas constatacdes cientificas, as células bacterianas
Gram-negativas sdo mais resistentes por possuirem uma parede celular
hidrofilica (KIM et al., 2011). A parede hidrofilica dificulta a penetragdo
na célula dos compostos hidrofébicos, a exemplo dos 6leos essenciais
(CALSAMIGLIA et al., 2007; RAVICHANDRAN et al., 2011).
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A Figura 16 apresenta os resultados microbiolégicos obtidos
pelo teste de difusdo em &gar para a p-ciclodextrina. Conforme
esperado, os resultados ndo indicam a formacéo de halos de inibicdo. As
moléculas de ciclodextrinas ndo possuem grupos funcionais
antibacterianos na sua estrutura quimica, logo ndo € esperada a atividade
antimicrobiana.

Figura 16 — Resultados microbiolégicos de difusio em 4gar para a f-
ciclodextrina com bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b) Staphylococcus
aureus.

Da mesma forma, Hanci et al. (2014) realizaram avaliagGes in
vitro das propriedades antimicrobianas do composto sugamadex (y-
ciclodextrina modificada) e constataram que a molécula ndo apresenta
acdo antibacteriana para os micro-organismos do tipo Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa, 0 que corrobora com o0s resultados obtidos neste trabalho
para a B-ciclodextrina.

Liang et al. (2012) e Ayala-Zavala (2008) avaliaram o efeito
das ciclodextrinas na atividade antimicrobiana de o6leos essenciais.
Constataram que 0 uso de ciclodextrinas em conjunto com os 6leos
essenciais aumenta a solubilidade dos 6leos em meio aquoso e melhora
a atividade antimicrobiana devido ao aumento da disponibilidade dos
6leos essenciais.
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5.1.3 Ensaios microbiolégicos de concentracéo inibitéria minima
(CIM) para o eugenol e para o dleo de alho

Previamente ao processo de encapsulacdo do eugenol e do 6leo
de alho em B-ciclodextrina, foram realizados ensaios de concentracéo
inibitéria minima (CIM) para estes compostos com as bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A B-ciclodextrina ndo foi
submetida aos ensaios de CIM por ndo apresentar atividade
antimicrobiana, constatada pelos testes de difusdo em &gar e por demais
trabalhos cientificos, como o realizado por Hanci et al. (2014).

A partir dos resultados de CIM foi possivel determinar as
menores concentragdes com que cada composto manifesta a atividade
antimicrobiana. Essa informacdo é de extrema importancia para as
atividades seguintes de encapsulac¢do do eugenol e do 6leo de alho. As
concentrages de eugenol e de 6leo de alho testadas variaram entre
10000 pg'mL™ e 78,125 pg'mL™, para ambos os 6leos.

A Figura 17 mostra os resultados de CIM obtidos para o
eugenol. Para as bactérias do tipo Escherichia coli, as diluigdes de
eugenol nas colunas 1, 2 e 3 apresentaram coloracdo vermelha a partir
da linha E, e auséncia de coloracdo nas linhas A, B, C e D. Esse
resultado indica que a concentracdo inibitéria minima de eugenol é
menos que 1250 pg.mL™ e maior que 625 ug.mL™ (de acordo com a
Tabela 2) frente a bactéria Escherichia coli. Esses resultados séo
promissores, pois indicam que o eugenol é efetivo na inibicdo bacteriana
e com baixas concentracBes inibe o crescimento dessa bactéria. Desta
forma, pode-se observar que, mesmo em baixas concentracBes, 0
eugenol podera ser aplicado para a protecdo dos alimentos, seja pelo
contato direto com os alimentos ou em embalagens.

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos com os ensaios de
CIM frente a bactéria do tipo Staphylococcus aureus. A concentracdo
inibitéria minima para o eugenol foi observada na linha C. Essa linha
corresponde as solugdes contendo a concentragdo de 2500 pg-mL™ de
eugenol. Observa-se que o valor da CIM é menor que 2500 ugmL™ e
maior que 1250 pg.mL™ de eugenol para esta bactéria.

Segundo Pereira e Maia (2007), o eugenol é reconhecido pela
Food and Drug Administration (FDA) como um composto seguro em
relacdo a sua toxicidade quando aplicado diretamente em alimentos em
concentracdes de até 1500 pg'mL™. Assim, os valores determinados
com a CIM slo interessantes e demonstram que com concentragdes
similares o eugenol tem atividade antibacteriana.



88

Figura 17 - Resultados de CIM para o eugenol diluido com a bactéria do tipo
Escherichia coli. Controle Positivo (coluna 8), Controle Negativo (coluna 10) e
Branco (coluna 12). Colunas 1, 2 e 3 contém eugenol diluido no meio de cultura
BHI.
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Figura 18 - Resultados de CIM para o eugenol diluido com a bactéria do tipo
Staphylococcus aureus.  Controle Positivo (coluna 8), Controle Negativo
(coluna 10) e Branco (coluna 12). Colunas 1, 2 e 3 contém eugenol diluido no
meio de cultura BHI.

As Figuras 19 e 20 mostram os resultados obtidos com o0s
ensaios de concentragdo inibitéria minima para o dleo de alho, com as
bactérias do tipo Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
respectivamente. As amostras controle foram feitas em placas separadas,
devido a alta volatilidade do 6leo de alho em baixas temperaturas.

Os resultados de CIM indicam que somente na maior
concentracdo de 6leo de alho, correspondente a 10000 pg.mL?, as
bactérias sdo completamente eliminadas, tanto as do tipo Escherichia
coli quanto as do tipo Staphylococcus aureus.



90

Figura 19 - Resultados de CIM para o 6leo de alho diluido com a bactéria do
tipo Escherichia coli. Colunas 1, 2 e 3 contém 6leo de alho diluido no meio de
cultura BHI.

Figura 20 - Resultados de CIM para o éleo de alho diluido com as bactérias do
tipo Staphylococcus aureus. Colunas 1, 2 e 3 contém 6leo de alho diluido no
meio de cultura BHI.




91

Ankri e Mirelman (1999) estudaram as propriedades
antimicrobianas da alicina do alho e observaram importantes
caracteristicas, principalmente o fato de apresentar atividade
antibacteriana contra uma grande variedade de bactérias, tanto Gram-
positivas quanto Gram-negativas. Na maioria dos casos, as
concentracBes de alicina para uma dose letal de 50% das coldnias
bacterianas foram superiores as necessarias para alguns novos
antibidticos. Outro aspecto muito interessante, observado por Gupta e
Viswanathan (1995), referente a atividade antibacteriana de alicina, é a
sua aparente incapacidade de se tornar resistente a maioria das bactérias,
pois seu modo de acdo é totalmente diferente de outras substancias
antibidticas. Tem sido proposto que o desenvolvimento de resisténcia a
antibidticos beta-lactdmicos é 1000 vezes mais propenso do que o
desenvolvimento de resisténcia a alicina.

Bakkali et al. (2008) afirmam que a atividade antimicrobiana
dos Oleos essenciais € atribuida principalmente aos seus compostos
majoritarios. Entretanto, existem evidéncias de que componentes
minoritarios tém importante papel na atividade antimicrobiana do 6leo,
promovendo acdo sinérgica entre os demais (BURT, 2004). Estudos
demonstram que o0s 6leos essenciais contendo carvacrol, timol e eugenol
possuem maior atividade antimicrobiana que outros 6leos essenciais que
ndo possuem esses compostos (OUATTARA et al., 1997). Os resultados
obtidos tém coeréncia com os que foram observados em outros trabalhos
cientificos e constatam que o eugenol tem maior efeito antibacteriano
que o 6leo de alho.

Nesta etapa, foi possivel constatar que o eugenol e o éleo de
alho apresentam atividade antimicrobiana e sdo eficientes diante de
bactérias do tipo Gram-positivas e Gram-negativas. Da mesma forma,
constata-se que a p-ciclodextrina ndo apresenta a propriedade
antimicrobiana.

O eugenol e o 6leo de alho serdo empregados nas etapas
seguintes deste trabalho como substratos, enquanto a B-ciclodextrina
como a matriz de encapsulamento. Assim, os complexos de incluséo a
serem obtidos deverdo apresentar a propriedade antibacteriana devido a
atividade microbioldgica dos substratos.
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52 OBTENCAO E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS
DE INCLUSAO BCD-EUGENOL E BCD-OLEO DE ALHO

5.2.1  Andlises por espectroscopia de UV-Visivel para o eugenol e
para o 6leo de alho

A Figura 21 mostra os espectros de UV-Visivel obtidos para trés
solucbes de eugenol em agua destilada nas concentracdes de 0,25
mmol.L™, 1,50 mmol.L™ e 3,50 mmol.L™, e a Figura 22 mostra 0s
espetros para as concentragdes de 1,95x10° mmol.L?, 9,76x10°
mmol.L? e 4,88x10° mmol.L™ de 6leo de alho em metanol. Todos os
experimentos apresentam nos espectros de UV-visivel bandas de
absorcéo caracteristicas dos compostos, em 280 nm para o eugenol e em
217 nm para o 6leo de alho.

E importante ressaltar que as moléculas de ciclodextrinas ndo
absorvem a radiacéo ultravioleta e a radiacao visivel, logo nédo é possivel
obter espectros UV-Visivel para a B-ciclodextrina (SZEJTLI, 1998).

Figura 21 - Espectros de absor¢do UV-Visivel obtidos para solucées de eugenol
com diferentes concentragdes em agua destilada.
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Figura 22 — Espectros de absorcdo UV-Visivel obtidos para solugdes de 6leo de
alho com diferentes concentragdes em agua destilada.

2,04 oleo de alho diluido em metanol

—1,95x10° mmol.L”!

——9,76x10° mmolL”!

164 217 nm s 4
! —4,88x10™ mmol.L

Absorbancia (%)

0,0

T T T T
200 300 400 500
Comprimento de onda (nm)

Com o aumento das concentragdes de eugenol ou de 6leo de alho,
a intensidade das bandas de absorcao caracteristicas aumenta, de modo
que é possivel obter uma correlacdo linear entre as concentracfes de
eugenol ou de o6leo de alho nas solugdes em relagdo a intensidade das
bandas de absorcdo. Essas correlaces lineares sdo apresentadas nas
Figuras 23 e 24 e sdo denominadas como curvas de calibracéo.
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Figura 23 - Curva de calibracdo para eugenol disperso em agua destilada obtida
para a banda de absor¢do em 280 nm.

I,.=0257.[Eu]
1,2 I, Intensidade da banda 280 nm

[Eu]: Concentragio de eugenol (mmol.L™)

104 R?=0,999
0,8
0,6 |

04

Absorbancia (280 nm)

0,2 1

r ——
05 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentrag&o de Eugenol (mmol.L™)

As curvas de calibragdo mostram a relacdo linear entre os valores
de intensidade da banda absor¢do UV-Visivel em 280 nm e em 217 nm.
S&o determinagdes para a quantificacdo da concentracdo de eugenol, ou
de 6leo de alho, nas solucdes que serdo empregadas para a obtencao dos
complexos de inclusdo, bem como para a determinacéo da quantidade de
substrato no complexo de inclusdo.
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Figura 24 - Curva de calibracdo para 6leo de alho diluido em metanol obtida
para a banda de absor¢do em 217 nm.
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5.2.2  Determinacdo da constante de estabilidade (Kc) do eugenol
e do bleo de alho

Uma das técnicas usadas para caracterizar a formacdo dos
complexos de inclusdo com pB-ciclodextrina é a determinagcdo da
solubilidade das fases ou da constante de estabilidade (Kc). Conforme
Budal (2003) a formacdo de complexos de inclusdo em ciclodextrina
promove o aumento da solubilidade e da velocidade de dissolucéo de
principios ativos lipofilicos, 0 que aumenta a sua biodisponibilidade, ou
seja, geralmente a solubilidade dos substratos aumenta com o aumento
da quantidade de ciclodextrina, até que ocorra a saturagdo no meio
reacional. Segundo o autor, 0 aumento da solubilidade esta relacionado
com a solubilidade intrinseca do hospede e com a habilidade de incluséo
da molécula hospedeira em agua. Esses fatores e efeitos refletirdo na
magnitude da constante de estabilidade do complexo.

A solubilidade é a propriedade do substrato que é alterada
pelo processo de complexagdo com a matriz de ciclodextrina. Por isso, o
método de determinacdo e avaliagdo da constante de estabilidade do
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complexo é o primeiro a ser utilizado para comprovar a formacdo do
complexo de inclusdo (TEIXEIRA, 2012).

A constante de estabilidade (Kc) também é um parametro de
grande interesse para a caracterizacdo da interacdo molecular entre os
diversos componentes do complexo e da sua viabilidade pratica, visto
que complexos com elevada constante de estabilidade podem originar
complexos muito estaveis (VEIGA, PICORELLI e RIBERIRO, 2006;
AGUIAR, 2014).

A Figura 25 mostra a curva de solubilidade do eugenol em
funcdo do aumento da concentragdo de p-ciclodextrina no meio
reacional. Observa-se que, mantendo-se constante a concentragdo de
eugenol e aumentando a concentracdo de p-ciclodextrina no meio
reacional, h4d uma relacdo linear entre a concentracdo de eugenol e a
concentracdo de p—ciclodextrina. Esta relacdo linear comprova que, no
intervalo de concentragdes estudada, o sistema ndo esti saturado por
eugenol e por p-ciclodextrina. Essa condi¢do de aumento da
solubilidade é favorecida com encapsulamento do eugenol pelas
moléculas de p—ciclodextrina.

Figura 25 - Curva de solubilidade para o eugenol em meio reacional aquoso
contendo diferentes concentragdes de -ciclodextrina.
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Os parametros da correlacdo linear estdo associados com a
cinética e com a eficiéncia de encapsulamento. A partir do parametro
angular da correlacdo é determinado o valor da constante de estabilidade
(Kc), que estda diretamente associado com a eficiéncia de
encapsulamento (HIGUCHI e CONNORS, 1965). Empregando a
equacdo 11 e o respectivo valor do pardametro angular da curva de
solubilidade, o valor determinado para a constante de estabilidade do
eugenol foi de 128,16 L.mol™.

Valores semelhantes para a constante de estabilidade do
eugenol foram encontrados por outros autores. Zhan et al. (2008)
avaliaram a formagdo de complexos de inclusdo de eugenol e derivados
de ciclodextrina e encontraram valores para Kc de 357,46 L-mol™ a 25
°C, 289,59 L-mol™ a 35 °C e 234,78 L-mol™ a 45 °C.

Valores de Kc para sistemas com temperaturas constantes
também foram determinados e os estudos mostraram que s&o
dependentes do tipo do substrato empregado (KARATHANOS et al.,
2007; TOMMASINI et al., 2004; AYALA-ZAVALA et al., 2008).

Hill, Gomes e Matthew Taylor (2013) determinaram os valores
de Kc para o trans-cinamaldeido, eugenol, extrato do broto do cravo e
extrato da casca de canela. Para o sistema contendo eugenol, os valores
de Kc determinados foram de 174,58 L-mol™ a 25 °C e 143,67 L-mol™ a
45°C, similares aos determinados neste trabalho.

A Figura 26 mostra a curva de solubilidade do dleo de alho.
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Figura 26 - Curva de solubilidade para o 6leo de alho em meio reacional aquoso
contendo diferentes concentragdes de B-ciclodextrina.
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De forma similar ao sistema contendo eugenol, a concentracao
de 6leo de alho aumenta linearmente com o aumento da concentracéo de
B-ciclodextrina  no meio reacional, também favorecendo o
encapsulamento do 6leo de alho. O valor da constante de estabilidade
(Kc) determinada para o 6leo de alho é de 253,78 L.mol™.

Wang et al. (2011) determinaram a constante de estabilidade
para o complexo de inclusdo de o6leo de alho em [-ciclodextrina e
obtiveram o valor de 1141 L.mol™ indicando que as interacdes entre o
6leo de alho e a BCD séo muito fortes.

Os estudos de solubilidade dos complexos de inclusédo sdo Gteis
para a comprovacdo do encapsulamento dos substratos, bem como para
avaliar se ha o aumento da solubilidade dos substratos na presenga do
agente encapsulante, sendo o eugenol e o 6leo de alho os substratos e a
B-ciclodextrina o agente encapsulante.

Os resultados mostraram para ambos o0s sistemas de
encapsulacdo que a concentracdo de eugenol e a concentragdo do 6leo
de alho tém uma correlagdo linear com a concentracdo da JB-
ciclodextrina no meio reacional. Essas relacbes favorecem a
solubilizacdo dos substratos de eugenol e de dleo de alho e o
encapsulamento pela f-ciclodextrina. Os valores obtidos para o Kc
indicam que as interacBes sdo fortes entre as moléculas de eugenol e as
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moléculas de 6leo de alho com as moléculas de B-ciclodextrina e que o
processo de encapsulacdo ocorre de forma eficiente.

5.2.3 Caracterizacdo por Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier — FTIR dos complexos de
incluséo

A formacdo dos complexos de inclusdo pode ser avaliada
também com auxilio da técnica de espectroscopia de infravermelho
(FTIR). Além disso, a técnica FTIR pode ser empregada para confirmar
a presenca dos grupos quimicos funcionais especificos dos substratos de
eugenol ou de 6leo de alho, bem como os grupos funcionais especificos
da molécula do agente encapsulante (B-ciclodextrina). A partir da
andlise dos espectros de FTIR obtidos dos complexos de inclusdo é
possivel identificar a presenca dos substratos e do agente encapsulante,
bem como as possiveis modificagdes quimicas ou fisicas ocorridas
devido ao processo de encapsulamento.

Os espectros de FTIR obtidos para o eugenol, B-ciclodextrina e
para o complexo BCD-eugenol sdo apresentados na Figura 27 para o
intervalo de valores de niimero de onda de 4000 cm™ a 2000 cm'™.

Figura 27-Espectros de FTIR obtidos para eugenol, B-ciclodextrina e complexo
BCD- eugenol. Detalhes na regiéo de 4000 a 2000 cm™.
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O espectro de FTIR obtido para o eugenol mostra as bandas
para os modos vibracionais de alongamento dos grupos OH e dos anéis
aromaticos tipicos no intervalo de 3100 cm™ a 3600 cm™. Merece
destaque a banda em 3535 cm™, associada com os modos de vibraco do
anel aromatico, e a banda em 3417 cm™, associada com os modos de
vibracdo dos grupos OH das moléculas de eugenol. De acordo com
Santos (2010), essas bandas sdo sinais caracteristicos das moléculas de
eugenol. O conjunto de bandas préximo de 3000 cm™ corresponde aos
modos vibracionais de estiramento das ligacGes do tipo C-H, presentes
nos grupos CH, e CH3 das moléculas de eugenol.

As moléculas da pB-ciclodextrina apresentam espectros
relativamente simples de FTIR. A estrutura da molécula é constituida
apenas por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio, que geram a
banda em 3500 cm™, relativa aos modos vibracionais dos grupos OH, e
a banda em 2925 cm, relativa aos modos vibracionais dos grupos CHs.

Para o complexo de inclusdo sdo observadas caracteristicas
importantes nos espectros de FTIR que corroboram o encapsulamento
do substrato pela B-ciclodextrina. Uma das modificagdes significativas
pode ser observada na banda associada com os modos vibracionais dos
grupos O-H. A banda associada com os modos de vibragdo do OH das
moléculas de eugenol é apresentada em 3417 cm™, enquanto que no
espectro de FTIR, obtido para o complexo BCD-eugenol, 0s mesmos
modos de vibracdo sdo apresentados em 3380 cm™. A diferenca é
significativa e igual a 37 cm™ e esta relacionada com as alteracdes da
estrutura de hidratacdo das moléculas de ciclodextrina, Figura 28(a).

E possivel considerar que a interacdo fisica entre as
moléculas de eugenol e as moléculas de B-ciclodextrina modifica as
ligagOes entre as moléculas da B-ciclodextrina e as moléculas de agua
passivantes ou com 0s grupos quimicos funcionais O-H. Por se
apresentarem em nimeros de onda menores, as interacdes referentes aos
complexos com a agua tém valores maiores de energia e sdo um forte
indicativo de que a estrutura original da molécula de B-ciclodextrina
sofreu modificagbes com a presenca do substrato de eugenol,
possivelmente devido ao encapsulamento. Essas modificagGes séo fortes
indicadores da eficiéncia do processo de encapsulamento das moléculas
de eugenol pela estrutura da B-ciclodextrina (WANG et al., 2011).
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Figura 28 - (a) detalhe do FTIR no intervalo de 3000 cm™ a 4000 cm™ e (b)

detalhe no intervalo de 2800 cm™ a 3000 cm™.
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A banda em 2892 cm™ foi originada pelas moléculas de
eugenol, enquanto que a banda em 2925 cm™ foi originada pelo eugenol
e pelas moléculas de p-ciclodextrina, conforme Figura 28(b). A presenca
simultanea destes picos, sem modificacdes significativas, comprova a
presenca da ciclodextrina e do eugenol na estrutura do complexo de
BCD-eugenol. Ainda assim, a magnitude do sinal total é maior do que o
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sinal associado a cada tipo de molécula, sugerindo a presenca do
eugenol e do complexo BCD-euqenol.

A banda em 3535 cm™ estd associada com o anel aromatico
presente nas moléculas de eugenol e a banda em 2927 cm™ com os
modos de vibracdo dos grupos OH presentes no eugenol e nas moléculas
de B-ciclodextrina. Um aumento significativo na magnitude do sinal de
FTIR também é observado e estd associado com a contribuicdo
simultanea de ambos 0s compostos constituintes do complexo eugenol-
BCD.

O espectro de FTIR para as moléculas de BCD mostra uma
banda de absorco larga no intervalo de 3100 cm™ a 3600 cm™, de modo
semelhante para as moléculas de eugenol. As moléculas de ciclodextrina
possuem elevada quantidade de moléculas de &gua e de grupos OH na
sua estrutura, gue S&0 responsaveis por uma larga banda em 3400 cm™
no espectro de FTIR. Zhan et al. (2008), relataram a presenca da &gua
em moléculas de ciclodextrina, mesmo apds a liofilizag&o.

O espectro de FTIR obtido para o complexo de BCD-eugenol é
tipico de um composto constituido por interag@es fisicas entre o eugenol
e as moléculas de B-ciclodextrina. O sinal de FTIR é uma combinacdo
simples entre o espectro obtido para as moléculas de eugenol e o
espectro obtido para as moléculas de BCD. Esta informacdo é
importante, pois reforca a possibilidade de interagbes fisicas, e ndo
guimicas, entre o substrato e o agente encapsulante. Em um complexo
de inclusdo sdo esperadas ligacBes fisicas entre os substratos e 0s
agentes encapsulantes.

Nos espectros de FTIR apresentados no intervalo de 2000 cm™
a 400 cm™ e obtidos para o complexo PCD-eugenol sdo observadas
bandas associadas aos modos vibracionais de grupos funcionais
especifico das moléculas de eugenol e da molécula de B-ciclodextrina,
Figura 29. O espectro mostra, também, bandas de absorcdo
caracteristicas do eugenol e das moléculas de B-ciclodextrina. As bandas
em 1617 cm™, 1516 cm™ e 1029 cm™ do complexo BCD-eugenol estdo
associadas aos modos de vibragéo do eugenol, Figura 31(a).

As bandas em 1516 cm®, 1269 cm™ e 1240 cm™ estio
associadas com o estiramento do grupo C = C aromatico e com o
alongamento dos grupos fendlicos presentes nas moléculas de eugenol.
Wang et al. (2011) relataram que ndo ocorre uma forte interacdo
quimica entre os grupos funcionais quimicos do eugenol e 0s grupos
funcionais quimicos de C-C, C-O-C e OH das moléculas de pB-
ciclodextrina. Essas conclusdes sugerem que o complexo BCD-eugenol
é formado por interacbes fisicas entre as moléculas de eugenol e as
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moléculas de B-ciclodextrina e estdo de acordo com os resultados de
FTIR obtidos neste trabalho.

Figura 29 - Espectro de FTIR para o eugenol, B-ciclodextrina e para o complexo
BCD- eugenol. Detalhes na regido de 2000 a 400 cm™.
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As bandas em 1516 cm™ e 1617 cm™ no espectro de FTIR do
complexo BCD-eugenol estdo associadas com as moléculas de eugenol.
A banda em 1644 cm™ no espectro de FTIR da B-ciclodextrina esta
relacionada como os modos de vibragdo de moléculas de &gua
passivando as moléculas de ciclodextrina (ZORNIO et al., 2013), Figura
30(b).
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Figura 30 - (a) detalhe do espectro FTIR para o eugenol e para o complexo de
inclusdo BCD-eugenol no intervalo de 900 cm™ a 1150 cm™ e (b) detalhe no
intervalo de 1500 cm™ a 1700 cm™.
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O espectro FTIR mostra uma mudanca para menores valores de
nimero de onda para este modo de vibracéo, de 1644 cm™ para 1638
cm®. A mudanca esta associada com as alteracBes na estrutura da
ciclodextrina pela inclusdo de moléculas de eugenol devido ao
encapsulamento e demonstra que, com o encapsulamento das moléculas
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de eugenol, as ligacdes entre as moléculas de ciclodextrina e as
moléculas de agua tém maior energia de ligaco.

A Figura 31 mostra os espectros de FTIR obtidos para o 6leo de
alho, para a B-ciclodextrina e para o complexo BCD-éleo de alho, para
valores de nimero de onda entre 2000 cm™ e 4000 cm’™.

Figura 31 - Espectro de FTIR para o 6leo de alho, para a B-ciclodextrina e para
o complexo BCD-6leo de alho. Detalhes para a regido de 4000 cm™ a 2000 cm™.

VaYava

Oleo de Alho

3080
it g
2912

BCD

BCD-oleo de alho

<
N
[=2]
N

I T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000

-1
Numero de onda (cm )

O espectro do Oleo de alho apresenta quatro bandas de
transmitancia caracteristicas na regido de 3100 e 2900 cm™. A banda em
3080 cm™ corresponde ao modo vibracional de estiramento assimétrico
das ligagbes do tipo =CH,. A banda em 3011 cm™ corresponde ao
estiramento C-H e a banda em 2974 cm™ ao modo vibracional do
estiramento simétrico =CH,. A banda em 2912 cm™ corresponde ao
modo vibracional do alongamento das ligagbes -CH, (AYALA-
ZAVALA et al., 2008).

No intervalo de 400 a 2000 cm™, o espectro de FTIR para o
6leo de alho apresenta diversas bandas de transmitancia, conforme
Figura 32. A banda em 1633 cm™ é atribuida ao alongamento C=C do
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grupo alilo. As duas bandas em 1422-1401 cm™ sdo atribuidas ao
estiramento do grupo -CH, - CH, = CH-, enquanto que o modo
vibracional de alongamento é deslocado para 1215 cm™. A banda
intensa em 916 cm™ ¢ atribuida aos modos vibracionais dos
alongamentos das ligagbes C-S-C (AYALA-ZAVALA et al., 2008;
WANG et al., 2011).

Figura 32 - Espectro de FTIR obtidos para o 6leo de alho, B-ciclodextrina e para
o complexo BCD - 6leo de alho. Detalhes na regido 2000 cm™a 400 cm™.
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O espectro de FTIR obtido para o complexo de inclusdo BCD-
6leo de alho mostra poucas mudancas significativas. As bandas
caracteristicas da B-ciclodextrina sdo mais intensas e sobrepfem o0s
sinais relativos as moléculas do 6leo de alho. E possivel observar
mudancas e um deslocamento na regido de 400 a 2000 cm™.

No entanto, na regido de 2000 a 4000 cm™ é possivel observar
alteracBes na banda em 3385 cm™ para o complexo PCD-6leo de alho
em relagdo a B-ciclodextrina, Figura 33. A banda sofre um achatamento
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no intervalo dos valores de nimero de onda e um aumento na sua
magnitude. Estas alteracfes estdo relacionadas com a formacdo de
pontes de hidrogénio nas ligacBes intermoleculares entre 0s grupos
funcionais contendo O-H das moléculas do 6leo de alho e 0s grupos
funcionais contendo O-H nas moléculas de B-ciclodextrina (AYALA-
ZAVALA et al., 2008; WANG et al., 2011).

Figura 33 - Detalhes dos espectros de FTIR na regido 4000-3000 cm™ para a f-
ciclodextrina e para o complexo BCD - 6leo de alho.
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Da Rosa et al. (2013) observaram em seus estudos um
comportamento semelhante ao encapsular o 6leo de alho em f-
ciclodextrina. Os espectros de FTIR das misturas fisicas ndo foram
diferentes dos obtidos para 0s componentes individuais, porém
apresentaram deslocamentos das bandas e varia¢@es de suas intensidades
para menores valores.

A partir das andlises dos espectros de FTIR é possivel
identificar nos compostos obtidos pelo processo de encapsulamento a
presenca das moléculas de eugenol e de 6leo de alho na estrutura das
moléculas de p-ciclodextrina. Os espectros sdo caracteristicos de
misturas fisicas entre 0s substratos e o agente encapsulante (-
ciclodextrina). Os resultados obtidos por FTIR sdo fortes indicativos da
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encapsulacdo do eugenol e do dleo de alho na B-ciclodextrina e
corroboram as observac@es obtidas a partir das curvas de solubilizagéo.

5.2.4  Caracterizacao por andlise termogravimétria (TGA) dos
complexos de incluséo

A termogravimetria é uma técnica fundamentada na medida da
massa de um composto enquanto ocorre a variacdo da sua temperatura
por um periodo de tempo. Os termogramas, bem como as curvas
originadas pela sua derivada (dm/dT), fornecem informagdes
importantes a respeito da estabilidade térmica e de transi¢fes térmicas
do material em analise (SKOOG et al., 1991).

Neste sentido, as analises de TGA foram empregadas para
avaliar a estabilidade térmica dos complexos de inclusdo, bem como
para avaliar possiveis mudancas significativas nas suas estruturas devido
aos processos de encapsulacéo.

Os termogramas de TGA obtidos para o eugenol, para a f-
ciclodextrina e para o complexo BCD-eugenol sdo mostrados na Figura
34.

Figura 34 - Termogramas de TGA para o eugenol, para a p-ciclodextrina
e para o complexo BCD-eugenol.

——BCD
—— BCD/EUGENOL
100 + —— EUGENOL

90

80

70

60

50

40

Perda de Massa (%)

30

20

T T T
100 200 300 400 500
Temperatura (°C)



109

O termograma para o eugenol indica na temperatura de 44,3°C
0 inicio da perda de massa, correspondente ao inicio da volatilizacdo e
decomposicdo térmica do composto. A massa residual do processo de
decomposicdo térmica do eugenol é de 3,7% em relacdo ao contelido
inicial. A analise térmica mostra que o eugenol tem baixo ponto de
fulgor. Se aplicado como aditivo em condices de processamento dos
materiais poliméricos, que em geral empregam temperaturas superiores
a 150°C, sera oxidado e as suas propriedades antimicrobianas serdo
prejudicadas. Para temperaturas inferiores a 150°C o0 eugenol se
apresentou como um composto termicamente instavel. Resultados
semelhantes foram encontrados por Monteiro (2008).

Para a B-ciclodextrina, os termogramas indicam a perda de
massa de agua de 13,8% em temperaturas inferiores a 100°C. A B-
ciclodextrina apresenta carater hidrofilico e estd passivada por
moléculas de agua. A perda de massa em temperaturas baixas refere-se a
liberagdo da 4gua adsorvida na sua estrutura. Além disso, a f-
ciclodextrina apresenta-se estdvel em temperaturas de 100°C até
préximas a 300°C. Os termogramas indicam perda de massa expressiva,
de 72%, a partir da temperatura de 295°C, referente a sua decomposi¢do
térmica, que finaliza com massa residual de 13,19%. Hadaruga et al.
(2008) obtiveram valores de massa residual para a 3-ciclodextrina muito
préximos, de 14,1%. Segundo Wang et al. (2011) o processo de perda
de massa pode ser dividido em dois estagios para as ciclodextrinas. O
primeiro estagio ocorre no intervalo de temperatura de 25 a 82°C e
corresponde a perda de dgua adsorvida na estrutura da B-ciclodextrina.
O segundo estagio inicia préximo a 300°C e corresponde a sua
decomposicdo térmica. Da Rosa et al. (2013) observaram que o
termograma da B-ciclodextrina pura apresenta duas transi¢Ges, sendo
uma em 92,9°C, relativa a perda de massa de 11%, e a outra em
303,8°C, com massa residual de 12,4%.

O complexo BCD-eugenol também apresenta perda de massa
em temperaturas inferiores a 100°C devido a perda da agua adsorvida,
porém a perda é menor e corresponde a 9,8% da massa total. O menor
percentual de massa de agua eliminada é devido & massa total do
complexo ser constituida por fragbes menores de massa de ciclodextrina,
devido a presenca do eugenol no complexo. Na regido de temperatura de
75°C a 284°C ocorre a perda de massa de aproximadamente 10% e
observa-se um comportamento diferente em relagdo a B-ciclodextrina
pura, que apresenta perda de massa apenas a partir de 295°C.

Conforme citado, a B-ciclodextrina apresenta-se estavel em
temperaturas de 100°C até préximas a 300°C, enquanto o complexo



110

BCD-eugenol apresenta perda de massa continua nesse mesmo intervalo
de temperatura. Essa perda de massa pode estar associada com a
decomposicdo térmica ou volatilizacdo das moléculas de eugenol que
ndo estdo complexadas. Porém, de acordo com o termograma, a
decomposicdo térmica das moléculas de eugenol inicia em 44,3°C e as
suas moléculas sdo completamente degradadas até 150°C. Sendo assim,
0s resultados sdo evidéncias da presenca de moléculas de eugenol na
estrutura da B-ciclodextrina sob duas formas: i) moléculas de eugenol
livres adsorvidas sobre a B-ciclodextrina com menor energia de ligacéo
e que sdo volatilizadas até a temperatura de 250°C e b) moléculas de
eugenol encapsulados na B-ciclodextrina e com maior energia de ligacao
e volatilizacdo ou decomposicdo térmica em temperaturas proximas de
295°C.

Proximo a temperatura de 300°C é observada a perda de
pequena quantidade de massa e, na sequéncia, a decomposi¢do térmica
do complexo com a formacgdo de massa residual de, aproximadamente,
12,0%. A massa residual do complexo € menor que a massa residual da
decomposicdo da ciclodextrinas pura. Este efeito deve-se ao fato de que,
considerando o complexo, além da perda de massa da decomposi¢éo da
ciclodextrina, ocorre a perda de massa de eugenol encapsulado. A
diferenca de 1,3% entre as massas residuais pode ser associada com o
percentual de eugenol encapsulado.

O diagrama do termograma diferencial para a p-ciclodextrina e
para o complexo BCD-eugenol é apresentado na Figura 35, e favorece a
identificacdo das principais caracteristicas dos termogramas de TGA.

Para as moléculas de B-ciclodextrina observa-se um pico largo
préximo de 80°C, referente a volatilizacdo da agua adsorvida na
molécula, e um pico intenso que inicia em 295°C, associado a sua
decomposicdo térmica. Porém, a curva diferencial obtida para o
termograma do complexo PBCD-eugenol apresenta maior perda nas
regides de menor temperatura, que pode ser associada com a
volatilizacdo das moléculas livres de eugenol e de agua adsorvida no
complexo de inclusdo. Para as temperaturas mais elevadas, a curva
diferencial revela um novo e pequeno pico de perda de massa em
temperaturas menores que a de decomposicao térmica das moléculas de
B-ciclodextrina. A presenca deste pico pode ser associada com a
volatilizacdo ou decomposi¢do térmica das moléculas de eugenol
encapsuladas na estrutura da B-ciclodextrina, que estdo ligados com as
estruturas do complexo e com maior energia de ligacdo. A
decomposicdo térmica das moléculas de p-ciclodextrina inicia a 295°C e
a liberacdo das moléculas de eugenol encapsuladas inicia em 280°C.
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Essa liberacdo pode ocorrer pela quebra das ligacdes entre as moléculas
de eugenol e a estrutura da ciclodextrina ou pelo rompimento da
estrutura do agente encapsulante seguido da liberacdo do eugenol.

Figura 35 - Diagrama do termograma diferencial de TGA (dm/dT) para a -

ciclodextrina e para o complexo BCD-eugenol.
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Constata-se, a partir das andlises térmicas de TGA, que o
complexo BCD-eugenol retém o composto de eugenol e o protege até
temperaturas proximas de 280°C. O eugenol puro é completamente
instavel em temperaturas inferiores a 100. Desta forma, a encapsulacao
demonstra ser eficiente na protecdo térmica do substrato de eugenol
encapsulado. De acordo com Wang et al. (2011) a cavidade da
ciclodextrina protege e impede que o eugenol volatilize precocemente,
uma vez que este volatiliza a temperatura ambiente, sendo que sua
encapsulagdo na cavidade da B-ciclodextrina demostra 0 aumento da
estabilidade térmica.

A Figura 36 mostra os termogramas de TGA obtidos para o
6leo de alho, B-ciclodextrina e para o complexo BCD-6leo de alho. O
termograma indica perda de massa em temperaturas proximas de 30°C,
correspondente ao inicio da sua volatilizacdo e da decomposicao térmica
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do 6leo de alho. A massa residual do processo de decomposicao térmica
do 6leo de alho é de 1,3%.

Figura 36 - Analise termogravimétrica para a B-ciclodextrina, para o 6leo de
alho e para o complexo BCD —6leo de alho.
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Para a B-ciclodextrina o termograma indica a perda de 13,8% de
massa em temperaturas inferiores a 100 °C, relativa as moléculas de
agua adsorvidas na estrutura, conforme ja observado nos demais
experimentos realizados com o eugenol.

O complexo de inclusdo BCD-6leo de alho também apresenta
perda de massa em temperaturas inferiores a 100°C, devido a perda de
agua. Porém, essa perda é menor e préxima a 9,5%. O menor percentual
de massa de agua eliminado é devido a massa total ser constituida por
fracBes menores de ciclodextrina, devido a presenca do 6leo de alho no
complexo. Na regido de temperatura de 65°C a 283°C ocorre perda de
massa de, aproximadamente, 7%, o que confirma um comportamento
diferente em relacdo a ciclodextrina pura, a qual exibe perda de massa
apenas a partir de 300°C. Logo, esta perda de massa para o complexo de
inclusdo pode estar associada com a volatilizacéo do 6leo de alho livre e
adsorvido na B-ciclodextrina, que estd ligado & estrutura com menor
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energia de ligacdo e, em temperaturas proximas a decomposigéo da p-
ciclodextrina, das moléculas de o6leo de alho encapsulado na -
ciclodextrina e com maior energia de ligacéo.

Proximo a temperatura de 275°C é observada a perda de
pequena quantidade de massa do complexo de inclusdo, seguida da
decomposicdo térmica do complexo e a formacéo de, aproximadamente,
12,6% de massa residual. A massa residual do complexo é menor do que
a massa residual da decomposicéo da ciclodextrina pura. Esse efeito se
deve ao fato de que, além da perda de massa com a decomposicdo da
ciclodextrina, também ocorre perda de massa do Oleo de alho
encapsulado.

O termograma diferencial de TGA, apresentado na Figura 37,
revela e confirma as transigdes relatadas.

Figura 37 - Diagrama do termograma diferencial de TGA (dm/dT) para a B-
ciclodextrina e para o complexo BCD-0leo de alho.
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Na temperatura de 275°C o termograma diferencial indica uma
transicdo com perda de massa que pode ser associada ao alho
encapsulado na B-ciclodextrina e esta presente apenas no termograma do
complexo BCD-dleo de alho. Os resultados indicam que a decomposi¢édo
térmica da ciclodextrina do complexo ocorreu em temperaturas menores
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que as da B-ciclodextrina, sendo este um indicador do encapsulamento.
Vale ressaltar, ainda, que o 6leo de alho apresentou maior instabilidade
térmica que o eugenol, sendo este um fator que limita ainda mais a
exploragdo de suas diversas propriedades, sobretudo as antimicrobianas,
se aplicado em temperatura elevadas. A protecdo térmica proporcionada
pela B-ciclodextrina potencializa a diversificacdo de suas aplicaces,
principalmente como aditivo para alimentos ou para embalagens
antimicrobianas ativas.

Prabu et al. (2015) compararam as temperaturas de
decomposicdo do complexo de inclusdo da cafeina em B-ciclodextrina
com seus respectivos compostos puros e os resultados indicaram que as
propriedades térmicas sdo alteradas apds a formacdo do complexo de
inclus&o.

Esses resultados apresentam-se como um forte indicativo da
formagdo do complexo de inclusdo de BCD-eugenol e CD-dleo de alho,
pois mudangas nas temperaturas de degradacdo dos complexos foram
observadas em comparagdo a f-ciclodextrina e 0S compostos puros.
Ainda, verifica-se que houve um aumento da estabilidade térmica dos
extratos encapsulados em temperaturas superiores as de processamento
das embalagens poliméricas, demostrando sua viabilizacdo para uso
como aditivos poliméricos.

Ao se associar os resultados de TGA com as observacdes de
FTIR, bem como com os valores das constantes de estabilidade, é
possivel considerar que os substratos de eugenol e de 6leo de alho sdo
encapsulados pelas moléculas de B-ciclodextrina e que, com 0 processo
empregado neste trabalho, é possivel obter os complexos de inclusdo de
BCD-eugenol e BCD-6leo de alho.

Os resultados podem ser considerados promissores, pois 0s
complexos de inclusdo, como aditivos de materiais poliméricos, devem
suportar temperaturas superiores a 150°C. As temperaturas usadas no
processamento dos filmes poliméricos utilizados na fabricagdo de
embalagens para alimentos empregam temperaturas menores que 280°C.
Os complexos de inclusdo de BCD-eugenol ¢ de PCD-6leo de alho
proporcionam a protecdo dos substratos de eugenol e de 6leo de alho e,
por isso, se apresentam como promissores aditivos antimicrobianos
naturais para a fabricacdo de embalagens ativas para alimentos.
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5.2.5 Caracterizacdo com microscopia eletronica de varredura da
p-ciclodextrina e dos complexos de inclusio de fCD-eugenol
e BCD-06leo de alho

A Figura 38 mostra uma imagem obtida por microscopia
eletronica de varredura (MEV) da B-ciclodextrina com ampliacdo de
1000 vezes. E possivel observar a presenca de estruturas com geometria
regular e foliares tipicas de uma estrutura cristalina. As dimensdes das
estruturas sdo variadas, da ordem de dezenas de micrdmetros, com
outras pequenas estruturas adsorvidas na superficie. As dimensGes dos
cristais sdo da ordem de 50-100 micrémetros. De acordo com Guo et al.
(2011) a B-ciclodextrina apresenta diferentes tamanhos de cristais, com
forma retangular, e contém algumas particulas aderidas a sua superficie,
de forma similar ao observado neste trabalho.

Figura 38 - Imagem obtida com microscopia eletrdnica de varredura da -
ciclodextrina, com uma ampliagdo de 1000 vezes.
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A Figura 39 mostra a micrografia obtida do complexo de
inclusdo de BCD-eugenol. Observa-se que ha presenca de cristais com
tamanhos menores em relagdo a B-ciclodextrina pura, com dimensdes da
ordem de 10-20 um. Assim, é possivel concluir que os complexos de
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inclusdo sdo microcapsulas de B-ciclodextrina encapsulando o substrato
de eugenol.

Figura 39 - Imagem obtida com microscopia eletronica de varredura do complexo
de inclusdo de BCD-eugenol, com ampliagéo de 1000 vezes

A presenga de cristais menores indica a formacdo de complexos
de inclusdo. O complexo de inclusdo apresenta forma aspera e irregular.
Resultados semelhantes foram encontrados por Choi et al. (2009). De
acordo com Prabu et al. (2015) tamanhos e formas de particulas
diferentes indicam a formac&o de complexos de inclus&o.

Para o complexo de inclusdo de BCD-6leo de alho, também sdo
observadas superficies irregulares e diferentes das observadas para a -
ciclodextrina pura, conforme Figura 40.
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Figura 40 — Imagem obtida por microscopia eletrnica de varredura do
complexo de inclusdo de BCD-6leo de alho, obtida com uma ampliacdo de 1000
vezes.
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A imagem revela estruturas menores que as estruturas da f-
ciclodextrina pura ¢ dos complexos de inclusio de BCD-eugenol. As
dimensodes das estruturas formadas pelo complexo de inclusdo de BCD-
6leo de alho tém valores da ordem de 5-10 um. Da mesa forma, os
complexos de inclusio de BCD-8leo de alho sdo formados por
microcapsulas de B-ciclodextrina encapsulando o substrato de éleo de
6leo.

Em funcéo da modificacdo significativa da morfologia original
da B-ciclodextrina é possivel concluir que ocorreu a encapsulacédo do
6leo de alho. Wang et al. (2011) ao microencapsular &cido ferulico na
presenca de HP-B-CDS, confirmaram a formacdo das cépsulas, pelo
desaparecimento da morfologia original dos compostos individualizados
(&cido ferulico e HP-B-CDS).

Conforme Freitas et al. (2012) a técnica de microscopia
eletronica de varredura permite definir qualitativamente a formagéo dos
complexos de inclusdo através da avaliacdo direta da morfologia e do
tamanho das particulas. A anélise é feita mediante comparacéo entre 0s
materiais de partida puros e do complexo de inclusdo. Quando esse
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Ultimo se forma, a imagem deixa de apresentar componentes distintos e
passa a apresentar somente um, diferente do original.

As microscopias eletrbnicas de varreduras ndo fornecem
informagbes quantitativas e decisivas para a conclusdo a respeito da
formac&o ou ndo dos complexos de inclusdo. Porém, associadas com as
demais técnicas de caracterizacdo, contribuem para a concluséo de que
ambos 0s substratos estdo sendo encapsulados pelas moléculas de B-
ciclodextrina e formam complexos de dimensdes micrométricas, ou seja,
microcapsulas de BCD-eugenol e microcapsulas de CD-6leo de alho.

53 TRATAMENTO TERMICO DAS MICROCAPSULAS DE
BCD-EUGENOL E BCD-OLEO DE ALHO

Os procedimentos de tratamento térmico dos complexos de
inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho foram realizados com o
principal objetivo de avaliar se 0 encapsulamento protege termicamente
0s substratos de eugenol e de 6leo de alho quando submetidos a
condicBes de temperaturas superiores a 50°C. Para tanto, os complexos
de BCD-eugenol ¢ de PCD-6leo de alho foram submetidos aos
tratamentos térmicos ap6s serem obtidos com diferentes concentracfes
de eugenol e de dleo de alho, com o tempo de exposicdo de 1 h e com
temperaturas superiores ao inicio da volatilizacdo de cada substrato,
75°C para o eugenol e 60°C para o 6leo de alho (definidas a partir das
analises térmicas de TGA). Vale ressaltar que o0s processos de
revestimentos com PPMA, por pulverizagdo, propostos por esta tese,
deverdo aplicar temperaturas superiores a 50°C e, para a viabilidade
técnica desta proposta, 0os complexos de inclusdo deverdo apresentar,
ap6és o tratamento térmico, atividade antimicrobiana, além de
estabilidade térmica.

Nesta etapa, os complexos de inclusdo foram avaliados quanto a
suas atividades antibacterianas antes e ap0s 0s tratamentos térmicos.
Havendo a encapsulacdo do eugenol ¢ do 6leo de alho na matriz de f-
ciclodextrina, os complexos devem apresentar atividade antibacteriana
com as bactérias empregadas para a caracterizacdo dos substratos puros,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, mesmo apds o seu tratamento
térmico.
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5.3.1 Testes de difusdo em agar dos complexos de BCD-eugenol e
de BCD-6leo de alho sem e com tratamento térmico

As Figuras de 41 a 46 apresentam o0s resultados de difusdo em
agar obtidos para os complexos de inclusio de BCD-eugenol, obtidos
com diferentes concentracGes de eugenol no meio reacional sem e apés
o0 tratamento térmico por 1 h em temperatura de 75°C. Os complexos
ensaiados correspondem as amostras 6, 7 e 8 detalhadas na Tabela 3.

Os resultados indicam que o tratamento térmico ndo gerou
efeito negativo na atividade antibacteriana dos complexos de inclusdo. A
difusdo em agar mostra que mesmo apos o tratamento térmico os halos
de inibicdo apresentaram praticamente o0 mesmo didmetro, comprovando
que a propriedade antimicrobiana ndo foi  prejudicada
significativamente. Também ¢é possivel constatar que o efeito
antibacteriano € proporcional a concentracdo de eugenol usada no
encapsulamento, pois os halos aumentam proporcionalmente a
concentragdo empregada para a obtencdo dos complexos de inclusdo (da
amostra 6 para a 8).

Figura 41 - Resultado do ensaio de difusdo em &gar para os complexos de
incluséo obtidos com 77,32 mmol.L™ de eugenol (amostra 6) e com a bactéria
do tipo Escherichia coli - (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b) BCD-
eugenol com tratamento térmico a 75°C.
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Figura 42 - Resultados do ensaio de difusdo em &gar para os complexos de
inclus&o obtidos com 77,32 mmol.L™ de eugenol (amostra 6) e com a bactéria
do tipo Staphylococcus aureus - (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b)
BCD-eugenol com tratamento térmico a 70°C.

Figura 43 - Resultados do ensaio de difusdo em agar para os complexos de
inclus&o obtidos com 115,98 mmol.L™ de eugenol (amostra 7) e com a bactéria
do tipo Escherichia coli - (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b) BCD-
eugenol com tratamento térmico a 75°C.
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Figura 44 — Resultados do ensaio de difusdo em &gar para os complexos de
inclusdo obtidos com 115,98 mmol.L™ de eugenol (amostra 7) e com a bactéria
do tipo Staphylococcus aureus: (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b)
BCD-eugenol com tratamento térmico a 75 °C.

Figura 45 - Resultados do ensaio de difusdo em &gar para os complexos de
inclusdo obtidos com 193,31 mmol.L™ de eugenol (amostra 8) e com a bactéria
do tipo Escherichia coli - (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b) BCD-
eugenol com tratamento térmico a 75 °C.
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Figura 46 — Resultados do ensaio de difusdo em &gar para os complexos de
inclus&o obtidos com 193,31 mmol.L™ de eugenol (amostra 8) e com a bactéria
do tipo Staphylococcus aureus: (a) BCD-eugenol sem tratamento térmico e (b)
BCD-eugenol com tratamento térmico a 75 °C.

Os resultados microbiolégicos podem ser melhor avaliados com
a relacdo entre os diametros médios dos halos de inibicdo e a
concentracgdo de eugenol utilizada no processo de encapsulagéo, Figuras
47 e 48.

E possivel confirmar que o tratamento térmico néo gera efeitos
negativos significativos sobre a acéo antibacteriana dos complexos de
inclusdo. Considerando apenas o substrato eugenol, ndo ocorrendo a
encapsulacdo, espera-se que o mesmo seja volatilizado durante o seu
aquecimento. Porém, os resultados microbioldgicos sdo fortes
indicadores da presenca de eugenol ap0s o tratamento térmico do
complexo. Estas moléculas somente poderdo estar presentes se for
considerado o seu encapsulamento. Esses resultados sdo importantes,
visto que o encapsulamento pela [-ciclodextrina do eugenol
proporcionou 0 aumento da sua estabilidade térmica e garantiu a sua
permanéncia apds o tratamento térmico com temperatura superior a de
volatilizagdo (75°C), mantendo, assim, a atividade antibacteriana.

A partir dessas informag@es é possivel confirmar que o processo
de pulverizacdo que devera ser empregado para o revestimento dos
complexos de inclusdo com PMMA, com temperaturas da ordem de
50°C, em com um tempo médio de 5 minutos, ndo comprometera a
propriedade antibacteriana do complexo de inclusdo de BCD-eugenol.
Constata-se que a propriedade antibacteriana do complexo se manteve
praticamente inalterada em condi¢Ges mais criticas, com temperatura de
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75°C e 1 h de exposigdo. Assim, os complexos de inclusdo estdo aptos a
serem empregados nos processos de revestimentos por PMMA.

Figura 47 - Diametros médios dos halos de inibicdo obtidos pelo teste de
difusdo em agar para os complexos de inclusdo PCD-eugenol obtidos com
diferentes concentragfes de eugenol no meio reacional. Amostras com e sem
tratamento térmico. Testes realizados com a bactéria Escherichia coli.
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Figura 48 -Diametros médios dos halos de inibicdo obtidos pelo teste de difuséo
em agar para os de complexos inclusdo de pCD-eugenol obtidos com diferentes
concentracdes de eugenol no meio reacional. Amostras com e sem tratamento
térmico. Testes realizados com a bactéria Staphylococcus aureus.
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Wang et al. (2011) avaliaram a atividade antibacteriana do
complexo BCD-eugenol nas concentracBes de 10,0 mg.mL'l; 5,0
mg.mL™ e de 2,5 mg.mL™. Os autores também observaram que a BCD
ndo tem atividade antibacteriana. Porém, observaram que o complexo
apresentou atividade antibacteriana contra a Escherichia coli e ndo
contra Staphylococcus aureus e nem contra Salmonella paratyphi.
Também observaram que para o eugenol, nas concentracdes de 1,0; 0,5
e 0,25 mg.mL'l, ndo apresentaram atividade antibacteriana. Os autores
atribuiram duas possiveis causas: i) a dgua presente no meio de cultura
ndo dissolve o eugenol e dificulta a sua difusdo pelo agar, resultando
num baixo efeito na inibicdo das bactérias e ii) o eugenol volatiliza
facilmente quando presente na superficie de 4gua do meio de cultura, o
que também dificulta sua difusdo no agar e resulta num baixo efeito na
inibicdo das bactérias. No entanto, quando encapsulado, a solubilidade
do eugenol aumenta e o efeito inibitério sobre as bactérias se torna mais
pronunciado.
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Walsh et al. (2003) observaram que os complexos BCD-eugenol
melhoraram a solubilidade em &agua do composto e a sua eficacia
antimicrobiana em menor concentracdo do que o eugenol puro. Ainda,
devido a baixa solubilidade em agua do eugenol é necessario que a
concentracdo seja aumentada para garantir a eficiéncia antimicrobiana,
porém isso é um problema devido a rejeicao pelo seu forte odor.

Analises similares de difusdo em agar foram realizadas para 0s
complexos de inclusdo de BCD-6leo de alho. Os resultados indicam que
ndo houve a formacdo de halos de inibicdo para as bactérias do tipo
Escherichia coli. Os complexos sem e com o tratamento térmico ndo
formaram halos de inibicdo significativos para este tipo de bactéria,
Figuras 49, 51 e 53. Esse resultado mostra que com o encapsulamento a
quantidade de o6leo de alho presente no complexo de inclusdo
provavelmente ndo é suficiente para a formagdo de halos de inibigdo
para as bactérias Escherichia coli. Resultados semelhantes foram
observados por Quintavalla e Vicini (2002) que ndo constataram
atividade antibacteriana do 6leo de alho na bactéria Escherichia coli.

Entretanto, diante das bactérias do tipo Staphylococcus aureus,
os resultados foram muito promissores, visto que os complexos com e
sem o tratamento térmico apresentaram excelente capacidade de inibicéo
destas bactérias, conforme apresentado nas Figuras 50, 52 e 54.

Assim como para o complexo de inclusdo de BCD-eugenol, os
didmetros dos halos de inibicdo foram proporcionais ao aumento da
concentracdo de 6leo de alho utilizado na solugdo do meio reacional de
encapsulamento. Um detalhe importante é que o tratamento térmico
causou efeitos negativos na atividade antibacteriana, com destaque para
os complexos de inclusdo correspondentes a amostra 8, com maior
concentracdo de 6leo encapsulada, para a qual a difusdo em agar do 6leo
de alho puro inibiu completamente o crescimento da Staphylococcus
aureus na placa, mesmo apds o tratamento térmico.

As Figuras 49 a 54 apresentam os resultados de difusdo em agar
obtidos para os complexos de inclusdo de BCD-6lec de alho,
considerando diferentes concentragcbes de ¢6leo de alho no meio
reacional sem e ap6s o tratamento térmico por 1 h em temperatura de 60
°C. Os complexos ensaiados correspondem as amostras 6, 7 e 8
detalhadas na Tabela 4.
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Figura 49 — Resultados dos ensaios de difusdo em éagar para os complexos de
inclusdo PCD-6leo de alho obtidos contendo 81,73 mmol.L™ de 6leo de alho
(amostra 6) e a bactéria do tipo Escherichia coli - (a) BCD-6leo de alho sem
tratamento térmico e (b) BCD-6leo de alho com tratamento térmico a 60°C.

Figura 50 — Resultados dos ensaios de difusdo em agar para os complexos de
inclusio BCD-6leo de alho obtidos contendo 81,73 mmol.L™ de 6leo de alho
(amostra 6) e a bactéria do tipo Staphylococcus aureus - (a) BCD-6leo de alho
sem tratamento térmico ¢ (b) BCD-0leo de alho com tratamento a 60°C.
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Figura 51 — Resultados dos ensaios de difusdo em agar para os complexos de
inclusdo BCD-6leo de alho obtidos contendo 122,60 mmol.L™ de 6leo de alho
(amostra 7) e a bactéria do tipo Escherichia coli - (a) pCD-6leo de alho sem
tratamento térmico e (b) BCD-6leo de alho com tratamento térmico a 60°C.

Figura 52 — Resultados dos ensaios de difusdo em agar para os complexos de
inclusio PCD-6leo de alho obtidos contendo 122,60 mmol.L™ de 6leo de alho
(amostra 7) e com a bactéria do tipo Staphylococcus aureus - (a) BCD-6leo de
alho sem tratamento térmico e (b) BCD-6leo de alho com tratamento térmico a

60°C.
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Figura 53 — Resultados dos ensaios de difusdo em agar para os complexos de
inclusdo BCD-6leo de alho obtidos contendo 245,20 mmol.L™ de 6leo de alho
(amostra 8) e a bactéria do tipo Escherichia coli - (a) BCD-6leo de alho sem
tratamento térmico e (b) BCD-0leo de alho com tratamento térmico a 60°C.

ot

Figura 54 — Resultados dos ensaios de difusdo em éagar para os complexos de
inclusdo BCD-6leo de alho obtidos contendo 245,20 mmol.L™ de éleo de alho
(amostra 8) e a bactéria do tipo Staphylococcus aureus - (a) BCD-6leo de alho
sem tratamento térmico ¢ (b) BCD-0leo de alho com tratamento a 60°C.

Apos o tratamento térmico dos complexos de inclusdo com
temperaturas superiores a temperatura de volatilizacdo do 6leo de alho
0s mesmos continuam apresentando atividade antibacteriana. A
diferenca do halo de inibicdo gerada pelos complexos sem e com 0
tratamento ndo é significativa. Como o 6leo de alho é volatil em
temperatura ambiente é bem provavel que todo substrato remanescente
no complexo esteja encapsulado, visto que o substrato livre volatiliza
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rapidamente em baixas temperaturas. Assim, ndo sdo esperadas
diferencas significativas na atividade antimicrobiana dos complexos sem
e com o tratamento térmico, porém é importante a constatacdo de que
mesmo com temperaturas acima da temperatura de volatilizagcdo os
complexos ainda mantém a sua propriedade antibacteriana.

Ross et al. (2001) evidenciaram que a atividade antimicrobiana
do 6leo essencial de alho, utilizando métodos de difusdo em placa, foi
insignificante devido a natureza hidrofébica e volatil desse 6leo. Em
contrapartida, resultados mostram que exibe consideravel atividade
antimicrobiana, quando testado em culturas liquidas, especialmente
quando as precaucfes para minimizar as perdas por volatilizacdo séo
aplicadas, como no caso do encapsulamento.

A Figura 55 relaciona os valores de didmetros médios dos halos
de inibigdo gerados pelos complexos de inclusdo BCD-6leo de alho com
a concentracdo de dleo de alho empregado na solucdo do meio reacional.
A relagdo é apresentada apenas para as bactérias do tipo Staphylococcus
aureus, visto que para as bactérias do tipo Escherichia coli ndo foi
detectada atividade inibitoria.

Figura 55 - Diametros médios dos halos de inibicdo obtidos pelo teste de
difusdo em &gar para amostras de complexos de inclusdo BCD-6leo de alho
obtidas com diferentes concentragcBes de 6leo de alho no meio reacional,
tratadas e ndo tratadas termicamente. Testes realizados com as bactérias do tipo
Staphylococcus aureus.
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De modo geral, os resultados indicam que a encapsulagdo em -
ciclodextrina é uma forma viavel para proteger os substratos de eugenol
e de dleo de alho contra a degradacdo térmica e manter a atividade
antimicrobiana dos complexos de inclusdo mesmo ap6s o tratamento
térmico.

5.3.2  Testes de concentracao inibitéria minima para os complexos
de inclusio de BCD-eugenol e BCD-06leo de alho.

Os testes de concentracdo inibitdria minima (CIM) foram
realizados nos complexos de inclusdo com o objetivo de complementar
a técnica de difusdo em &gar, visto que em muitos casos a atividade
antibacteriana é melhor manifestada em meios liquidos.

As analises de CIM foram realizadas apenas com 0s complexos
de incluséo obtidos no meio reacional contendo 1,656 g de eugenol e
1,908 g de 6leo de alho (amostras 8). Foram analisados os complexos de
BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho sem e com o tratamento térmico
em 75°C e 60°C, respectivamente, por tempo de 1 h.

A Figura 56 mostra os resultados obtidos para os complexos de
inclusdio BCD-eugenol sem e com o tratamento térmico,
respectivamente, com as bactérias do tipo Staphylococcus aureus.
Observa-se que o tratamento térmico dos complexos ndo proporcionou
mudancas significativas nos valores de CIM. Para ambas as condigdes
dos complexos de inclusdo a concentracdo inibitéria minima
determinada foi menor que 10000 pg.mL™ e maior que 5000 pg.mL™ de
microcéapsulas de BCD-eugenol (linha A).

Comparando-se com a CIM do eugenol puro, observa-se que o
encapsulamento manteve a atividade antibacteriana do composto, porém
em menor intensidade, visto que a concentracdo de eugenol presente na
BCD ¢ menor que a concentragdo testada para o composto puro. Este
resultado é considerado positivo, visto que comprova a presenca de
eugenol na microcépsula e que esta, além da protecdo, controla a
liberagdo do composto.

Resultados microbioldgicos com CIM similares foram obtidos
com as bactérias do tipo Escherichia coli. O valor de CIM determinado
foi também menor que 10000 pg.mL™ e maior que 5000 pg.mL™ de
complexo BCD-eugenol para as bactérias do tipo Escherichia coli, para
0 complexo com e sem o tratamento térmico, conforme a Figura 57.
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Figura 56 - Teste de concentracdo inibitdria minima (CIM) para os complexos
de inclusdo BCD-eugenol com tratamento térmico (S), sem tratamento térmico
(NS), Branco (B — coluna 12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-).
Bactérias do tipo Staphylococcus aureus.

Figura 57 - Teste de concentragdo inibitéria minima (CIM) para os complexos
de inclusdo BCD-eugenol com tratamento térmico (S), sem tratamento térmico
(NS), Branco (B — coluna 12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-).
Bactéria do tipo Escherichia coli.
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E possivel considerar que o encapsulamento aumentou a
solubilidade do eugenol. Mesmo com menores quantidades que nos
testes de difusdo em agar, o complexo apresentou efeito inibitdrio. Essas
caracteristicas microbiolégicas sdo bons indicadores de que o
encapsulamento mantém o efeito antibacteriano do eugenol e que a
presenca da B-ciclodextrina potencializa este efeito, devido ao aumento
da solubilidade do eugenol nos meios aquosos.

Hill, Gomes e Matthew Taylor (2013) estudaram a atividade
antimicrobiana de complexos de inclusdo de p-ciclodextrina com
diferentes 6leos (substratos), como o trans-cinamaldeido, eugenol, casca
de canela e extrato de broto de cravo. Para o eugenol puro, com
bactérias do tlpo Salmonella typhimuruim, o valor da CIM foi maior que
1000 ug .mL™ enquanto que com o complexo BCD- eugenol foi de 693

pg.mL™. J& para a bacterla do tipo Listeria innocua a CIM do eugenol
puro f0| de 2000 pg.mL™ e para o complexo de inclusdo foi de 1155
ng.mL™. Os autores relatam que esse comportamento se deve a
solubilidade do eugenol ser menor e, portanto, resultar em um menor
contato com as bactérias em solugdo, confirmando que a B-ciclodextrina
melhora a solubilidade dos compostos e, consequentemente, a eficiéncia
antimicrobiana dos 6leos essenciais.

Wang et al. (2011) observaram que o complexo de incluséo de
BCD-eugenol foi capaz de inibir o crescimento da Escherichia coli,
porém nédo foi eficaz contra a Salmonella paratyphi B e Staphylococcus
aureus, sugerindo que o eugenol é um antimicrobiano seletivo.
Kamimura et al. (2014) avaliaram a atividade antimicrobiana e
antioxidante do eugenol microencapsulado em HPBCD, e observaram
que a MIC do eugenol puro para a Salmonella typhymurium e para a
Escherichia coli foi menor quando o eugenol foi microencapsulado, ou
seja, sua eficiéncia antibacteriana foi melhorada.

Os resultados de CIM para as microcapsulas de BCD-6leo de
alho para a bactéria Staphylococcus aureus sdo mostrados nas Figuras
58 e 59. O valor de CIM determinado foi menor que 10000 pg.mL™ e
maior que 5000 ug.mL™. A mesma CIM foi encontrada para o 6leo de
alho puro.



133

Figura 58 - Teste de concentracdo inibitdria minima (CIM) para os complexos
de inclusdo BCD-6leo de alho sem tratamento térmico (NS), Branco (B — coluna
12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-). Bactéria do tipo
Staphylococcus aureus.

Figura 59 - Teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) para os complexos
de inclusdo BCD-6leo de alho com tratamento térmico (NS), Branco (B — coluna
12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-). Bactéria do tipo
Staphylococcus aureus.

s
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Para a bactéria do tipo Escherichia coli os complexos BCD-6leo
de alho, sem e com tratamento térmico, ndo apresentaram atividade
inibitéria nas concentracdes avaliadas, Figuras 60 e 61, respectivamente.
Esses resultados corroboram os resultados encontrados nos testes de
difusdo em 4agar. Ainda que, menores concentracdo do 6leo de alho
foram testadas neste teste em comparacdo ao difusdo em agar.

Figura 60 - Teste de concentragdo inibitéria minima (CIM) para os complexos
de inclusido BCD-6leo de alho sem tratamento térmico (NS), Branco (B — coluna
12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-). Bactérias do tipo Escherichia
coli.
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Figura 61 - Teste de concentragdo inibitdria minima (CIM) para os complexos
de inclusdo BCD-6leo de alho com tratamento térmico (S), Branco (B — coluna
12), Controle Positivo (+), Controle Negativo (-). Bactéria do tipo Escherichia
coli.

5.3.3 Andlises de Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR) para o complexo de
incluséo de pCD-eugenol e de pCD-alho

A técnica de FTIR foi empregada para avaliar se o tratamento
térmico causou mudancas significativas na estrutura quimica dos
complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho.

A Figura 62 mostra um comparativo entre 0s espectros obtidos
para o complexo PCD-eugenol sem o tratamento e para o de BCD-
eugenol apés o tratamento térmico com temperatura de 75 °C por uma
hora, com detalhes da regi&o de 4000 a 2000 cm™.
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Figura 62 - Espectro de FTIR obtidos para o complexo BCD—eugenol sem e
com o tratamento térmico a 75 °C por uma hora. Detalhes na regido de 4000 a
2000 cm™,

—— BCD-Eugenol (sem tratamento térmico)

.
N

—— BCD-Eugenol (com tratamento térrmico)
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A Figura 63 mostra 0 espectro de FTIR obtidos para o
complexo de inclusdo BCD-eugenol com e sem tratamento térmico com
detalnes na regido de 400 a 2000 cm™. As principais bandas
caracteristicas do complexo de inclusdo permaneceram sem alteracoes
significativas apds o tratamento térmico.
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Figura 63 - Espectro de FTIR obtidos para o complexo BCD—eugenol sem e
com o tratamento térmico em 75 °C por uma hora. Detalhes na regido de 400 a
2000 cm™,

—— BCD-Eugenol (sem tratamento térmico)

—— BCD-Eugenol (com itratamento térrﬁico)
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Os espectros mostram que o tratamento térmico ndo promove
mudangas significativas na estrutura quimica do complexo de inclusdo
de BCD—eugenol, visto que ndo sdo observadas mudangas significativas
nas bandas de absorcdo de ambos 0s espectros. Esses resultados
corroboram a tese de que a encapsulacdo é uma forma viavel de
protecdo térmica aos compostos volateis e instaveis termicamente.

A Figura 64 mostra os espectros de FTIR obtidos para os
complexos de PCD-6leo de alho na regido de 2000 a 4000 cm™. Na
banda de 3000-3500 cm™ observa-se um achatamento e a diminuicéo da
magnitude. Estas alteracdes podem estar relacionadas a perda de
moléculas de agua da estrutura do complexo devido ao tratamento
térmico que a microcapsula foi submetida.



138

Figura 64 - Espectro de FTIR obtidos para o complexo BCD—-0leo de alho sem e
com o tratamento térmico a 60 °C por uma hora. Detalhes na regido de 4000 a
2000 cm™,

—— BCD-4leo de alho (sem tratamento térmico)

—— BCD-6leo de alho (com;tratamento térmico
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A Figura 65 mostra um comparativo entre os espectros de FTIR
obtidos para as microcapsulas de PCD-6leo de alho tratadas
termicamente, no intervalo de nimero de onda de 400 a 2000 cm™, que
ndo apresenta alteragGes significativas nas bandas de absorbancia. Essas
alteracbes ndo afetaram as caracteristicas antibacterianas do 6leo de
alho, como demostrado pelos resultados microbiolégicos na secéo
anterior.

Além disso, ndo foi constatada a formag&o de novas bandas ou a
eliminacdo de bandas nos espectros de FTIR. Esta constatacdo confirma
gue o tratamento térmico ndo promove alteracdes na estrutura quimica
do complexo BCD-0leo de alho.

Esses resultados confirmam que as alteracbes observadas
possivelmente se referem a perda de compostos adsorvidos a estrutura
do complexo BCD-6leo de alho, a exemplo das moléculas de &gua de
passivacdo. Porém essas alteracGes ndo afetaram as propriedades do
complexo, evidenciando, assim, que o encapsulamento é uma forma
viavel de protecdo dos 6leos essenciais.
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Figura 65- Espectro de FTIR obtidos para o complexo de BCD-6leo de alho
sem e com o tratamento térmico em 60 °C por uma hora. Detalhes na regido de
400 a 2000 cm™.
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5.3.4  Andlise Termogravimétrica (TGA) para os complexos de
inclusdo de CD-eugenol e de fCD-alho

Os complexos de inclusdo foram avaliados apds o processo de
tratamento térmico com a técnica de termogravimetria. O principal
objetivo foi verificar a presenca de substratos remanescentes
(encapsulados ou ndo) apds e exposicdo a temperaturas superiores a de
volatilizagdo e por um tempo prolongado.

Os termogramas obtidos para os complexos de BCD-eugenol
sem e com o tratamento térmico sdo apresentados na Figura 66.

Com o complexo de inclusdo de BCD-eugenol sem o tratamento
térmico é observada perda de massa em temperaturas inferiores a 100°C
devido a perda de &gua presente na estrutura da ciclodextrina e também
a volatilizagdo das moléculas de eugenol livres. A perda de massa ocorre
até temperaturas proximas de 285°C. Proximo & temperatura de 300°C é
observada a perda de pequena quantidade de massa e, na sequéncia, a
decomposicdo térmica do complexo.

Comparando os termogramas, observa-se que o complexo de
inclusdo  PCD-eugenol tratado termicamente  apresenta um
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comportamento diferente na regido de temperaturas menores que a de
decomposicio da f-ciclodextrina. Em temperaturas menores que 100°C
a perda de massa € menor, aproximadamente 4,3%, em relacdo a perda
de agua remanescente na estrutura da ciclodextrina. Mesmo ap6s o
tratamento térmico a 75°C e por uma hora ainda ha eugenol livre
adsorvido nas moléculas de ciclodextrina. Essas moléculas sdo liberadas
até a temperatura de 250°C e correspondem a massa de 18,52%.

Figura 66 - Termogramas de TGA obtido para 0s complexos de inclusdo BCD-
eugenol com e sem o tratamento térmico 75°C por 1 h.

1 = BCD-Eugenol (sem tratamento térmico)
100 = BCD-Eugenol (com tratamento térmico)
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Whorton e Reineccius (1995) estudaram o tempo de
estabilidade das microcapsulas de PCD-eugenol e sugerem que a
liberacdo dos compostos aromatizantes encapsulados estd diretamente
relacionada com a agua adsorvida nos materiais de revestimento dessas
capsulas. A agua comeca a penetrar nas paredes das particulas secas,
seguido de fissuras que aparecem na superficie da particula e promove a
liberacdo do material encapsulado. Uma possivel explicacdo é que o
tempo de armazenamento das microcapsulas anterior a analise de TGA
pode ter contribuido para alteragbes promovidas pela umidade, como
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fissuras na estrutura da BCD, promovendo uma maior liberacdo do
eugenol microencapsulado.

O diagrama diferencial é apresentado na Figura 67 e este
confirma as transi¢Ges. Observa-se um pico que comeca a ser formado
em temperatura préxima a 130 °C, que corresponde as alteracoes
observadas no termograma do complexo tratado termicamente.

Figura 67 - Diagrama dm/dT para os complexos de BCD-eugenol sem e com o
tratamento térmico com 75°C por 1 h.

dm/dT (g.°C?)

—— BCD-Eugenol sem o tratamento térmico
—— BCD-Eugenol com o tratamento térmico
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Da mesma forma, o termograma diferencial indica a formacao
de 2 picos correspondentes a degradacdo completa dos complexos.
Porém, para o complexo de BCD-eugenol tratado termicamente, a
temperatura de degradagdo corresponde a, aproximadamente, 280°C,
enquanto que para o complexo sem tratamento térmico a temperatura é
pouco superior a 300°C.

Os termogramas para as microcapsulas de BCD-0leo de alho
sem e com tratamento térmico sdo apresentados na Figura 68.

O complexo de BCD-6leo de alho apresenta perda de massa de,
aproximadamente, 9,5% em temperaturas inferiores a 100°C devido a
perda de agua da estrutura da B-ciclodextrina. Na regido de temperatura
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de 65°C a 285°C ocorre perda de massa de aproximadamente 7%
associada com a volatilizacdo do 6leo de alho ndo encapsulado na B-
ciclodextrina, porém interagindo com a estrutura das microcapsulas.
Proximo a temperatura de 275°C é observada a perda de pequena
guantidade de massa e, na sequéncia, a decomposicdo térmica do
complexo com a formacgdo de massa residual de aproximadamente 12,6
%.

Figura 68 - Termogramas de TGA obtidos para os complexos de inclusdo BCD-
6leo de alho com e sem o tratamento térmico em 60°C por 1 h.
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O complexo de BCD-6leo de alho tratado termicamente
apresenta comportamento semelhante, sendo que em temperaturas
inferiores a 100°C a perda de agua € de, aproximadamente, 8,6% e esta
associada com a perda de massa de agua de passivagdo da estrutura da
B-ciclodextrina. No intervalo de temperatura de 100 a 235°C a perda de
massa é de 3,32%, semelhante a perda apresentada pelo complexo sem o
tratamento térmico. Constata-se que o inicio da degradacéo do complexo
BCD-6leo de alho ocorre em 305°C, enquanto que o complexo sem o
tratamento térmico é degradado a 275°C.
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O diagrama diferencial é apresentado na Figura 69 e confirma
as transicBes verificadas. Em particular, o diagrama da diferencial
evidencia que a eliminacdo do 6leo de alho ndo microencapsulado
promove um aumento da estabilidade térmica das microcapsulas,
possivelmente porque o eugenol ndo microencapsulado reage com a
estrutura da BCD e o complexo se degrada em temperaturas menores.
Aguiar et al. (2013) também observaram que alteraces nos picos, como
deslocamento de temperatura ou diminuicdo da intensidade, comprovam
um aumento da estabilidade térmica em comparacdo ao complexo de
BCD-6leo de alho ndo submetido ao tratamento térmico.

Figura 69 - Diagrama dm/dT para os complexos de CD-eugenol sem e com o
tratamento térmico com 75°C por 1 h.
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Furuta e Yoshii (2000) avaliaram a taxa de liberacdo do
isotiocianato de alil (AITC) em diferentes temperaturas, 50 °C, 60 °C e
70 °C, e umidade relativa de 50%, 60% e 75% por tempo de até 25 h,
para a a-, - e yCD. O AITC presente no complexo da aCD apresentou
uma liberagdo controlada. Apds 25 h, 60% do composto permaneceu
encapsulado a uma umidade e temperatura alta. Por outro lado, o AITC
presente na yCD teve sua liberacdo no inicio do teste e posteriormente
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um comportamento semelhante em ambos os casos. Os resultados foram
similares nas mesmas condigdes de tempo e umidade relativa (UR). A
medida em que a umidade foi aumentada a liberacdo do AITC foi muito
acelerada, principalmente entre 50 e 60%. Para a BCD, apoés
aproximadamente 1 h a taxa de retencdo do AITC foi de 50%
considerando umidade relativa de 60%. Ja para a temperatura de 75 °C a
taxa de retencdo foi de 40% para a mesma UR.

5.3.5 Andlise por microscopia eletrbnica de varredura para as
microcapsulas de BCD-eugenol e de BCD-alho apés o
tratamento térmico

A Figura 70 mostra a imagem obtida por microscopia eletrénica
de varredura para o complexo de BCD-eugenol apds ter sido submetido
ao tratamento térmico a 75°C por 1 h. A imagem mostra uma estrutura
cristalina relativa ao complexo BCD-eugenol e algumas estruturas
porosas associadas, provavelmente, a B-ciclodextrina ou a regides onde
as moléculas de eugenol livres habitavam antes da sua volatilizacdo
durante o tratamento térmico.

Os poros sobre a estrutura sdo formados provavelmente devido
a volatilizacdo das moléculas de eugenol livres. Por exemplo, na regido
R1 da imagem ha microcapsulas de complexos BCD-eugenol com
dimensdes de cerca de 12 um. Nessa estrutura, as moléculas de eugenol
sdo encapsuladas. Na regido R2 é observada uma estrutura constituida
por, provavelmente, apenas P-ciclodextrina e por poros que foram
gerados pelas moléculas de eugenol livres que foram liberadas durante o
tratamento térmico.
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Figura 70 - Imagem obtida por Microscopia Eletronica de Varredura para o
complexo de BCD-eugenol tratado a 75°C por 1 h.
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A analise em MEV evidéncia que, ap6s o tratamento térmico, 0s
complexos de PBCD-6leo de alho ndo foram significativamente
modificados, Figura 71. A morfologia dos aglomerados (microcapsulas)
é semelhante a morfologia do complexo de inclusdo sem o tratamento
térmico. Esse comportamento é esperado, tendo em vista que o 6leo de
alho livre, que poderia causar 0 aumento da porosidade, é volatilizado
ainda com a temperatura embiente.

Figura 71 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura para o
complexo de BCD-6leo de alho tratado a 60°C por 1 h.

15kV X1,000 10pm CEOSP 6390
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5.4 REVESTIMENTO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO BCD-
EUGENOL E DE BCD-ALHO COM PMMA

Esta etapa foi dedicada aos procedimentos de revestimento dos
complexos BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho com PMMA por
pulverizagdo. Os complexos de inclusdo foram revestidos com PMMA
solubilizado em acetona a sua estabilidade térmica foi avaliada por
analise termogravimétrica. Também foi aplicada a microscopia
eletrénica de varredura para avaliar a morfologia dos revestimentos. Os
complexos de inclusdo revestidos com PMMA foram subetidos ao
tratamento térmico com temperatura de 170°C por 5 e 10 minutos,
simulando as condigbes gerais de processamento dos materiais
poliméricos na fabricacdo de embalgens para alimentos.

5.4.1 Revestimento das microcapsulas de fCD-eugenol e de BCD-
6leo de alho com PMMA por pulverizacéo

Os complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-6leo de
alho foram revestidos com PMMA solubilizado em acetona pelo método
de pulverizacdo. A Figura 72 mostra as particulas obtidas com o
complexo de PCD-eugenol revestido por PMMA e a Figura 73 mostra
particulas obtidas com o complexo de BCD-6leo de dleo revestidas por
PMMA, ambas em duplicata.

Figura 72 - Microcapsulas de pCD-eugenol apds revestimento com PMMA.
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Figura 73 - Microcapsulas de BCD-6leo de alho ap6s revestimento com PMMA.

s W

Considerando que o processo utilizado de pulverizacdo néo
oferece condi¢bes de controle de pardmetros de processo, como
velocidade de spray, temperatura de spray, caracteristicas de feixe,
pressdo de spray, altura de coluna de resfriamento e outros, observa-se a
formac&o de particulas pequenas, da ordem de 1 mm, e a formacéo de
aglomerados maiores, constituido pela coalescéncia das particulas.

Com o controle de processo, ou seja, com a aplicacdo de
sistemas de pulverizagdo projetados especialmente (spray dryer), sera
possivel obter particulas constituidas por complexos de inclusdo
revestidos com PMMA com dimens@es da ordem de milimetros.

Os testes de pulverizacio apresentaram resultados interessantes
e promissores para trabalhos futuros de producdo dos complexos de
inclusdo revestidos com PMMA em sistemas de spray dryer, capazes de
proporcionar melhor controle do processo de revestimento e de
secagem.

5.4.2  Andlise por microscopia eletronica de varredura dos
complexos de inclusio de fCD-eugenol e de BCD-alho
revestidos com PMMA

As Figuras 74 e 75 mostram as imagens obtidas por
microscopia eletronica de varredura para as microcapsulas de BCD-
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eugenol e de BCD-6leo de alho revestidas com PMMA,
respectivamente.

Na Figura 74 observa-se que o didmetro aproximado é de
100um e o formato é semelhante a uma esfera achatada. O formato
esférico é caracteristico do processo de secagem por pulverizacdo
guando os componentes sdo compativeis e constituem uma mistura
homogénea. O aspecto achatado estd associado com a velocidade das
microparticulas enquanto em fluxo. No processo aplicado a pulverizacédo
foi realizada em uma superficie e por isso quando as microparticulas
colidem sofrem deformacdo. Com estudos adequados de ajustes de
parametros do processo de pulverizagcdo é possivel prever que as
microparticulas terdo formato esférico. Por sua vez, ndo foram
observados poros na superficie, 0 que indica que os complexos de
inclusdo deverdo estar protegidos de processo de difusdo para 0 meio
externo ou de difusdo de oxigénio, por exemplo, para 0 meio interno.
Estas caracteristicas sdo importantes para garantir a protecdo dos
complexos de inclusdo de efeitos térmicos ou quimicos.

Figura 74 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura para o
complexo de BCD-eugenol revestido com PMMA.

15kV X700 20pum CEOSP 6390

Observa-se, na Figura 75, que as particulas de pCD-dleo de alho
revestidas com PMMA apresentam formato semelhante a uma esfera,
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com diametro de aproximadamente 120um, com rugosidade na
superficial ndo homogénea.

Figura 75 - Imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura para o
complexo de BCD-06leo de alho revestido com PMMA.

15kV X700 20um CEOSP 6390

Formatos e diametros semelhantes dessas particulas podem ser
obtidos através do processo de spray dryer projetados especialmente
para esta finalidade. Além disso, um estudo otimizando as condi¢des do
processo seria indicado para obter as melhores caracteristicas das
microcépsulas formadas.

5.4.3 Andlise Termogravimétrica para os complexos de inclusdo
de BCD-eugenol e de BCD-alho revestidos com PMMA

O revestimento dos complexos de inclusdo com PMMA teve
como objetivo aumentar a protecédo térmica do eugenol e do dleo de alho
em condicdes de temperatura e de tempo similares as condicfes de
processamento dos principais polimeros empregados para a fabricacdo
de embalagens.



150

A Figura 76 apresenta o termograma por TGA obtido para o
PMMA, polimero utilizado para o revestimento dos complexos de
inclusdo. Os resultados indicam a perda de massa em trés estagios de
temperatura, Figura 76(a). O primeiro estagio tem inicio em 157°C e
corresponde a evaporacdo de agua dessorvida no polimero (El-Zaher,
Melegy e Guirguis, 2014). Os demais estagios sdo melhor revelados no
diagrama do termograma diferencial de TGA e correspondem a
degradacdo térmica do PMMA, Figura 76(b). O primeiro estagio da
degradagdo ocorre em 300°C e o segundo em 372°C, corroborando 0s
resultados obtidos por Zhao e Samulski (2006), que relatam que o
PMMA puro apresenta duas etapas de degradacgdo: a primeira é atribuida
a cisdo das partes iniciais da molécula polimérica e das cadeias de
vinilideno e a segunda corresponde & cisdo interna aleatério da cadeia
polimérica.



151

Figura 76 - (a) Termograma de TGA para o polimero PMMA e (b) diagrama do
diagrama diferencial de TGA. Termograma obtido com 10 °C/min e atmosfera
de nitrogénio.
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Lucas et al. (1993) relatam que o PMMA apresenta boa
estabilidade térmica em temperaturas abaixo de 250°C. Acima desta
temperatura 0 material comeca a degradar e ter como produto o
mondmetro de metacrilato de metila (MMA), que é volatilizado.

A Figura 77(a) mostra o termograma de TGA obtido para o
complexo de BCD-eugenol revestido com PMMA. O comportamento
térmico para o complexo tem diferencas significativas em relacdo ao
polimero PMMA puro. Até temperaturas proximas de 100°C ocorre a
liberacdo da agua adsorvida no composto. Apds esta temperatura, ocorre
a reducdo gradual de massa que pode estar associada com a agua
remanescente na estrutura ou com o eugenol livre no complexo BCD-
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eugenol. Em temperatura préxima a 300°C inicia 0 processo de
decomposicéo térmica do PMMA.

O diagrama diferencial de TGA, Figura 77(b), revela o estagio
de liberacdo da agua adsorvida até a temperatura de 92°C. Apos essa
temperatura ocorre a liberagdo gradual até a temperatura de 280°C do
eugenol livre. Em 300°C e 327°C ocorre o0 estagio de degradagéo do
revestimento de PMMA.

Figura 77 - (a) Termograma de TGA para o complexo BCD-eugenol revestido
com PMMA e (b) diagrama do termograma diferencial de TGA. Termograma
obtido com 10°C/min e atmosfera de nitrogénio.
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A Figura 78 mostra um comparativo do termograma obtido por
TGA para o complexo de BCD-eugenol em relagdo ao mesmo complexo
com o revestimento de PMMA. Os termogramas apresentam diferencas
signficativas que podem ser melhor avaliadas a partir da comparacao
entre os diagramas diferenciais do TGA, Figura 79.

Figura 78 - Comparativo entre os termogramas de TGA para 0 PMMA,
complexo BCD-eugenol e complexo BCD-eugenol revestido com PMMA.
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Até a temperatura de 92°C, a maior parte das moléculas de agua
e das moléculas de eugenol livres adsorvidas na superficie do
revestimento sdo volatilizadas. No complexo revestido é observado a
perda continua de massa até temperaturas préximas de 280°C,
correspondentes as moléculas de agua que estdo adsorvidas pelo PMMA
do revestimento e as moléculas de eugenol livres remanescentes. E
perceptivel que a presenca do complexo BCD-eugenol favorece a
decomposi¢do do PMMA, reduzindo a temperatura do segundo estagio
de degradagdo térmica do polimero de 372°C para 327°C. Nesta
temperatura ocorre, simultaneamente, a decomposicdo térmica da
estrutura da B-ciclodextrina do complexo de inclusdo. Assim, a reducdo
da temperatura de decomposi¢do do PMMA pode estar associada com a
presenca de radicais perdxidos que sdo gerados na degradagdo térmica
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da estrutura da B-ciclodextrina e que aceleram o processo de oxidacdo
das moléculas do polimero PMMA.

Figura 79 - Comparativo entre os diagramas diferenciais de TGA para o
PMMA, complexo BCD-eugenol ¢ complexo PCD-eugenol revestido com
PMMA.
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O complexo BCD-eugenol, conforme ja discutido no item 5.2.4,
apresenta perda de massa em temperaturas inferiores a 100°C, relativa a
perda de &gua presente na estrutura da ciclodextrina, de
aproximadamente 9,2%, além da liberacdo do eugenol livre e adsorvido
na ciclodextrina. Em seguida, ocorre uma pequena perda de massa de
17,5% em temperatura de até 280°C, relativa a evaporagdo do eugenol
livre e também do eugenol encapsulado interagindo com a estrutura da
BCD, enquanto que para o complexo PBCD-eugenol revestido com
PMMA a perda de massa foi de 12,6% na mesma temperatura.

O termograma do complexo de BCD-eugenol revestido com
PMMA indica que o revestimento aumentou a protecdo térmica do
complexo, principalmente em temperaturas até 100°C. A perda de massa
do complexo BCD-eugenol a 100°C foi de 10,8%, enquanto que para o
complexo BCD-eugenol revestido com PMMA a perda foi de 3,6%.
Esses resultados sdo muito importantes, visto que foi observado no
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termograma obtido para o eugenol puro que na temperatura de 100°C
inicia a degradacdo completa do composto.

O complexo BCD-eugenol apresenta um pico menos acentuado
em temperaturas menores que 50°C, relativo a volatilizacdo do eugenol
livie e uma transicdo em 270°C, com posterior degradagdo do
complexo. O complexo BCD-eugenol revestido com PMMA, assim
como o complexo sem revestimento, apresenta um pico menos
acentuado em temperatura menor que 58°C, o que é um indicativo da
protecdo da PBCD e do eugenol ndo encapsulado. Posteriormente, 0
complexo revestido apresenta-se estavel até a temperatura de 280°C,
indicando uma pequena transicdo, e sua completa degradacao inicia em
305°C.

Resultados semelhantes foram obtidos para os complexos de
BCD-0leo de alho revestidos com PMMA. A Figura 80 mostra o
termograma obtido para o complexo revestido e o respectivo diagrama
diferencial para o TGA.
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Figura 80- (a) Termograma de TGA para o complexo BCD-6leo de alho
revestido com PMMA e (b) diagrama do termograma diferencial de TGA.
Termograma obtido com 10°C/min e atmosfera de nitrogénio.
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Para o complexo BCD-dleo de alho é possivel observar que até
a temperatura de 100°C a perda de massa foi de 10,4%, enquanto que
para o complexo BCD-6leo de alho revestido com PMMA a perda foi de
apenas 3,0%, aproximadamente, comprovando que 0 revestimento
contribui para a estabilidade térmica do complexo. Essa diferenca de
7,0% corresponde a massa de eugenol livre que ndo volatilizou, bem
como parte da agua presente na f-ciclodextrina.

A diferencial de TGA detalha essas transi¢des O termograma do
6leo de alho puro apresentou menor estabilidade térmica que o eugenol



157

e, conforme a Figura 80(b), verifica-se que o complexo BCD-6leo de
alho apresenta uma transicdo na temperatura de 30°C, referente a
volatilizacdo do 6leo de alho livre. Para o complexo de BCD-6leo de
alho revestido com PMMA essa transicdo é observada na temperatura de
60°C, indicando que o PMMA contribuiu para a protecdo contra a
volatilizacdo do dleo de alho.

Para o complexo de inclusdo de BCD-8leo de alho observa-se
que a degradagdo inicia em 265°C, enquanto que para o complexo
revestido uma transicéo é observada em 274°C. Porém, sua degradacédo
ocorre em, aproximadamente, 305°C, comprovando, assim, que 0
PMMA também apresenta vantagem como forma de protecdo dos
complexos de BCD-6leo de alho.

As principais vantagens observadas para o revestimento com
PMMA, de acordo com 0s termogramas e suas respectivas diferenciais,
€ que o eugenol e o 6leo de alho puros sdo completamente degradados
ou volatilizados em temperaturas de 159°C e 152°C, respectivamente,
ou seja, em aproximadamente 13 minutos a degradacdo ou volatilizacdo
é completa, considerando que a técnica aplica a taxa de aquecimento de
10°C.min™,

Quando se compara esses resultados com aqueles obtidos com
os complexos revestidos com BCD e PMMA, a degradacdo completa
ocorre em temperaturas proximas a 305°C, muito superior as
temperaturas de processamento de filmes poliméricos.

Assim, o revestimento com PMMA apresenta-se como uma
alternativa interessante para aumentar as possibilidades de aplicacdo dos
complexos de inclusdo por proteger da degradacdo e da volatilizacdo os
principios ativos quando aplicados em temperaturas superiores a 150°C.

A escolha desses sistemas estd baseada nas varias aplicacdes
desses materiais, sobretudo em varias técnicas de encapsulamento
usadas. Ainda, para a aplicacdo com maior eficiéncia destes complexos
de inclusdo na fabricagdo de embalagens que empregam o
processamento de filmes poliméricos, é importante considerar que a
compatibilidade entre os componentes a serem processados é de extrema
importancia, pois ao se tentar misturar polimeros incompativeis, ndo
haverd formacdo de ligagdes quimicas durante o processamento, sendo
apenas uma mistura fisica com elevada tensao interfacial, tendendo a
separacdo de fases. Em caso de incompatibilidade, haverd influéncia
direta nas propriedades fisicas e quimicas do material resultante.

Além disso, o revestimento das microcapsulas com PMMA as
tornard quimicamente compativeis com as matrizes poliméricas de
grande parte dos polimeros empregados na fabricagdo de filmes e servird
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de camada protetora, ou de sacrificio, enquanto processados em
condicdes de degradacdo ou na presenca de radicais formados durante os
processos de degradacdo das embalagens. Durante seu uso, as
embalagens poliméricas sdo expostas a varios fatores degradativos,
como a radiacdo UV, por exemplo, que desencadeia a formacgdo de
radicais reativos e que também podem atacar os extratos naturais.

5.4.4 Tratamento térmico em alta temperatura dos complexos de
inclusio de fCD-eugenol e pCD-alho com PMMA.

Os complexos de inclusdo de BCD-eugenol e de PCD-bleo de
alho revestidos com PMMA foram submetidos ao tratamento térmico
com temperatura de 170 °C por 5 min e por 10 min. Vale ressaltar que
esta temperatura é superior as temperaturas de fusdo do PMMA e de
processamentos empregados para a fabricacdo de embalagens
poliméricas. Da mesma forma, os tempos de residéncia dos materiais
poliméricos em um processo de fabricacdo de embalagens poliméricas
sdo inferiores a 5 min. Desta forma, as condi¢fes de temperatura e de
tempo foram majoradas.

Esta etapa teve como objetivo avaliar se 0 PMMA auxiliou na
protecdo térmica dos complexos de inclusdo, mantendo a integridade
dos substratos de eugenol e de 6leo de alho.

Apos os procedimentos de tratamento térmico, os complexos de
inclusdo revestidos com PMMA foram solubilizados em acetona e
analisados com espectroscopia de UV-Visivel. A partir das retas de
calibracdo (Figuras 23 e 24) foi determinada a concentragdo de eugenol
ou de 6leo de alho remanescente nos complexos de inclusdo revestidos.

A Figura 81 mostra as concentracdes de substratos de eugenol e
de Oleo de alho nos complexos de inclusdo com revestimento
determinadas antes do tratamento térmico e apds os tratamentos
térmicos de 5 min e de 10 min, em temperatura de 170°C.

Os resultados indicam que o tratamento térmico em
temperaturas elevadas ndo proporcionou grandes variagbes na
concentragdo dos substratos. Mesmo com a exposi¢do em temperatura
elevada, muito maior que as temperaturas de volatilizacdo dos
substratos, a perda de substrato foi muito pequena. Esta constatacdo
comprova que os complexos de inclusdo revestidos com PMMA
suportam a exposicdo pelo menos por tempos proximos a 10 min em
temperaturas consideradas elevadas.
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Figura 81 - Valores de concentracGes de substratos de eugenol e de 6leo de alho
nos complexos de inclusdo com revestimento de PMMA determinadas antes do
tratamento térmico e apds os tratamentos térmicos de 5 min e de 10 min em

temperatura de 170°C. Concentra¢Oes determinadas por espectroscopia de UV-
Visivel.
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A presenca dos compostos de eugenol e de 6leo de alho no
complexo de inclusdo revestido com PMMA apdés tratamento térmico,
comprova a tese de que os complexos revestidos podem suportar
condicdes de tempo e de temperatura semelhantes as condicOes
empregadas nos processamentos de materiais poliméricos na fabricacdo
de embalagens. Os revestimentos de PMMA tém a funcéo de absor¢éo
de calor e, com isso, protegem os complexos de inclusdo. Ao mesmo
tempo, podem ser interpretados como revestimentos de sacrificio para o
complexo de incluséo.

Com estes resultados é possivel prospectar um novo conceito de
aditivo antimicrobiano, constituido por particulas de complexos de
inclusdo de PCD-eugenol e de BCD-6leo de alho revestidos com
PMMA. Séo aditivos que encapsulam substratos antibacterianos, com
estabilidade diante as condicGes tradicionais de temperatura e de tempo
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empregadas na fabricacdo de embalagens e, ao mesmo tempo, atdxicos,
por serem constituidos por substratos naturais, ja liberados para o uso de
mercado.

Vale ressaltar que os substratos de eugenol e de 6leo de alho séo
liberados para 0 uso em alimentos pela ANVISA e pela FDA. Por sua
vez, a B-ciclodextrina € um composto atdxico, bem como o PMMA.
Ambos ja sdo utilizados para finalidades farmacéuticas e para a
fabricacdo de produtos de uso hospitalar.

545 Teste de difusdo em agar para os complexos de incluséo de
BCD-eugenol e BCD-bleo de alho revestidos com PMMA

Os complexos de inclusio BCD-eugenol e BCD-0leo de alho
revestidos com PMMA foram submetidos ao teste de difusdo em agar
para avaliar se apresentavam atividade antibacteriana. Com esses testes
ndo é esperado a constatacdo da atividade antimicrobiana, tendo em
vista que, em tese, o revestimento de PMMA deve estar fixando os
substratos de eugenol ou de 6leo de alho livres ou encapsulados pela f3-
CD, e que a migracdo deverd ter inicio somente durante o
processamento dos filmes poliméricos aditivados com essas
microcapsulas revestidas. Assim, durante este processo havera
rompimento parcial e inicio da liberacdo do eugenol e do 6leo de alho
para os filmes. Havendo a formacao de halos significa que ha liberacdo
do principio ativo e que 0 PMMA ndo esta conseguindo manter fixos ou
proteger esses substratos e antes mesmo da incorporagdo dessas
microcapsulas nos filmes, estard ocorrendo liberacdo de eugenol e de
6leo de alho e consequentemente diminuindo a eficiéncia antibacteriana
dessas microcapsulas. A Figura 82 mostra os resultados do difusdo em
agar para o PMMA puro frente as bactérias Escherichia coli (a) e
Staphylococcus aureus (b). A amostra foi colocada sobre a superficie do
agar para facilitar o contato do material com as bactérias e, em caso de
difuséo de eugenol e dleo de alho, facilitar a observacéo dos resultados.
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Figura 82 — Resultados da difusdo em &gar para o PMMA puro, com as
bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b) Staphylococcus aureus.

As amostras de PMMA ndo apresentaram atividade
antibacteriana para ambos 0s micro-organismos, visto que ndo houve
formacéo de halo de inibicdo. Estes resultados ja eram esperados, pois 0
PMMA ndo apresenta grupos funcionais antibacterianos na sua estrutura
quimica. Melo (2010) em seu trabalho sobre a producdo de filmes
hibridos pela técnica de revestimento rotacional de uma solucdo
cloroférmica contendo o polimero PMMA e o lipideo DODAB, sobre
superficies de silicio, observou que o filme obtido tinha atividade
inibitéria para a Escherichia coli e constatou que o efeito é
exclusivamente do composto quaternério, visto que o PMMA n&o
apresenta influéncia na célula microbiana, sendo usado como amostra
controle.

As Figuras 83 e 84 mostram os resultados microbioldgicos por
difusdo em &gar obtidos para os complexos de BCD-eugenol e de BCD-
6leo de alho revestidos com PMMA, respectivamente.
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Figura 83 — Resultados de difusdo em agar para o complexo BCD-eugenol
revestido com PMMA, com bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b)
Staphylococcus aureus.

Observa-se que ndo houve formagéo de halos de inibi¢do para
as bactérias testadas, nem para as microcapsulas revestidas de BCD-
eugenol e nem de BCD-6leo de alho.

Figura 84 — Resultados da difusdo em agar para o complexo BCD-0leo de alho
revestido com PMMA, com as bactérias do tipo (a) Escherichia coli e (b)
Staphylococcus aureus.

Esses resultados sdo considerados satisfatérios, com a tese de
que o revestimento de PMMA mantém os complexos de inclusdo
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fixados, visto que o teste de difusdo em &gar é realizado em 24 h e ndo
houve sinais de migracdo de eugenol e de 6leo de alho, devido a
auséncia do halo inibitério. Constata-se que, embora os complexos de
inclusdo de BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho apresentem atividade a
antibacteriana, 0 PMMA serviu como prote¢do, mantendo 0s compostos
fixados. Esses resultados estdo de acordo com o que 0s termogramas
mostraram (item 5.4.3), onde o PMMA protege os complexos de
incluséo.

Sendo assim, a liberacdo dos principios ativos ocorrerd durante
0 processamento dos materiais poliméricos quando as particulas dos
complexos de inclusdo revestidas serdo empregadas como aditivos. O
revestimento de PMMA, revestimento de “sacrificio”, deverd ser
parcialmente rompido e permitird que o complexo de inclusdo de BCD-
eugenol e ou de BCD-0leo de alho sejam liberados gradativamente,
conferindo, assim, a propriedade antibacteriana ao material polimérico
de aplicacéo.

Os resultados confirmam que o revestimento de PMMA é
possivel tecnicamente. O processo de pulverizacdo pode ser empregado
para o obter o revestimento dos complexos de inclusdo. O revestimento
de PMMA fixara com eficiéncia o complexo de inclusdo BCD-eugenol
e/ou de BCD-dleo de alho e protegera de condicdes de alta temperatura e
por um tempo. Conforme observado, a BCD e o PMMA protegem o
eugenol e o 6leo de alho por tempo e temperatura suficiente para o
processamento polimérico, aumentando assim, a possibilidade de uso
desses compostos em embalagens ativas e, ainda, se mostraram
promissores para que outros trabalhos sejam desenvolvidos com outras
aplicacOes desses extratos em alimentos.






6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o eugenol e o
6leo de alho foram encapsulados em [-ciclodextrina. O processo de
encapsulamento permitiu proteger os substratos de efeitos de degradagédo
térmica e mantiveram fixas as moléculas de eugenol ou de dleo de alho
em condi¢Oes de temperaturas superiores a temperatura de volatilizacdo.

Os valores de Kc de 128,16 L.mol™ para o complexo fCD-eugenol
e de 253,78 L.mol™ para o complexo BCD-6leo de alho, bem como os
resultados das demais técnicas de caracterizacdo empregadas,
comprovaram a formagéo dos complexos de inclusdo de pCD-eugenol e
de BCD-6leo de alho. O MEV indicou que ocorreu a formagdo dos
complexos de inclusdo devido a mudangas na estrutura da J-
ciclodextrina e com a formagdo de estruturas com dimensdes de dezenas
de micrometros, o que permite estabelecer a formacdo de microcapsulas.
Os resultados microbiologicos de difusdo em égar e de CIM
demonstram que a atividade antibacteriana dos compostos puros é
mantida com o encapsulamento, porém em menor intensidade, visto que
a B-ciclodextrina, além de proteger, controla a liberago do eugenol e do
6leo de alho.

O tratamento térmico realizado nos complexos de inclusdo de
BCD-eugenol e de BCD-6leo de alho comprovam que a B-ciclodextrina
mantém fixada as moléculas de substrato de eugenol e de 6leo de alho
em condi¢Ges de temperaturas superiores as suas temperaturas de
volatilizacdo. Também comprovam que realizam a protecéo térmica dos
substratos encapsulados visto que ndo foram observadas alteracdes
significativas na estrutura dos complexos de inclusdo observadas no
FTIR apo6s o tratamento térmico.

A partir dos resultados microbioldgicos de difusdo em &gar e de
CIM comprava-se que ap6s tratamento térmico a atividade
antibacteriana dos complexos de inclusdo é mantida. Assim, o
encapsulamento dos substratos protege os grupos funcionais dos
substratos responsaveis pela atividade antibacteriana. Os resultados
indicam que é possivel obter microparticulas de complexos de incluséo
de BCD-eugenol e de PCD-bleo de alho revestidas com PMMA a partir
da técnica de pulverizagdo. O polimero de revestimento mantém fixados
0s complexos de inclusdo e garante a protecdo térmica dos mesmos em
condigBes de exposicao a elevada temperatura e tempo, 170°C e acima
de 5 minutos.
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Estas condicbes sdo criticas em relacdo aos processamentos
tradicionais empregados para 0s materiais poliméricos. Estes resultados
sugerem que as microcapsulas revestidas por PMMA poderdo ser
empregadas como aditivos antimicrobianos naturais em materiais
poliméricos por meio de processos tradicionais empregados pela
industria de transformacao de polimeros.



7 TRABALHOS FUTUROS

Como continuidade do estudo, sdo sugeridas algumas pesquisas
com vista a aprofundar e melhorar o trabalho, a fim de responder alguns
questionamento referente a eficiéncia destas microcapsulas bem como o
mecanismo de liberacdo do eugenol e do 6leo de alho, sendo:

o Estudo da estabilidade das microcapsulas de CD-eugenol e da
BCD-dleo de alho revestidos com PMMA,;

e Estudo da cinética de liberagdo do eugenol e do dleo de alho
dessas microcapsulas revestidas.
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