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RESUMO

O eugenol ¢ um composto fendlico, extraido de plantas aromaticas, que apresenta propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Devido a sua instabilidade frente a agentes externos e sua volatilidade, a
aplicacdo de eugenol na industria de alimentos apresenta-se como um desafio. Assim, a microencapsulagio
apresenta-se como uma alternativa para melhorar a estabilidade e permitir a aplicag@o industrial do eugenol.
O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da variacdo das concentragdes dos materiais de parede,
maltodextrina e albumina sérica bovina, e de eugenol na eficiéncia de encapsulagao (EE) das microcapsulas
de eugenol obtidas por spray-drying. Um planejamento fatorial completo (2*) com triplicata no ponto
central foi utilizado para variar as concentra¢des de maltodextrina (de 5 a 15%), albumina sérica bovina
(de 0,5 a 1,5%) e eugenol (de 0,2 a 0,6%). A EE foi determinada por espectrofotometria UV-Vis (283 nm).
Valores de EE de 84,9% a 95,4% foram obtidos em fun¢do das condigdes experimentais variadas. O
aumento das concentra¢des dos materiais de parede e do eugenol contribuiram negativamente para a EE.
Um modelo matematico valido (p < 0,05) para predizer a EE de eugenol foi determinado (R? = 0,98). A
microencapsulagdo por spray-drying mostrou-se uma técnica robusta para obtengdo de microcapsulas de
eugenol.

Palavras-chave: albumina sérica bovina, maltodextrina, planejamento fatorial completo.

ABSTRACT

Eugenol is a phenolic compound extracted from aromatic plants. It has antioxidant and antimicrobial
properties. Due to its instability against external agents, and its volatility, eugenol application in the food
industry it is a challenge. Therefore, the microencapsulation is an alternative to ensure eugenol stability and
allowing this industrial application. This study aimed to evaluate the effect of concentrations variation of
wall materials, maltodextrin and bovine serum albumin, and eugenol in encapsulation efficiency (EE) of
eugenol microcapsules obtained by spray-drying. A Full Factorial Design (2%) with triplicate in a central
point was used to vary the concentrations of maltodextrin (from 0,2 to 0,6%), bovine serum albumin (from
0,5 to 1,5%), and eugenol (from 0,2 to 0,6%). EE was determined by spectrophotometry of UV-Vis (283
nm). EE values from 84.9 to 95.4% were obtained according to the experimental conditions varied. Wall
materials and eugenol concentrations increase negatively contributed to EE. A valid mathematic model (p
< 0,05) to predict EE of eugenol was determined (R? = 0.98). The microencapsulation by spray-drying
showed a robust technique to obtain eugenol microcapsules.

Keywords: bovine serum albumin, maltodextrin, full factorial design.
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1 INTRODUCAO

O eugenol (Ci9oH120,) € um composto fenolico natural extraido de plantas aromaticas como canela, cravo,
noz-moscada, manjericdo. Por apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante, o eugenol apresenta-se
como uma alternativa natural para industria alimenticia na substituicdo aditivos sintéticos (TALON et al.,
2019). Porém, o eugenol € um composto hidrofobico que apresenta instabilidade frente a agentes externos, tais
como, calor, luz, umidade, oxigénio, além de apresentar alta volatilidade (ALVARENGA BOTREL et al.,
2012). Portanto, de que forma seria possivel melhorar a estabilidade do eugenol, viabilizando sua aplicag@o
industrial?

A microencapsulacdo ¢ um processo que ¢ definido por pequenas particulas que sdo revestidas em uma
matriz heterogénea ou homogénea, para formar capsulas com propriedades eficientes (GHARSALLAOUI et
al., 2007). O método utilizado com maior frequéncia para a microencapsulagdo ¢ o de secagem por atomizacao
(spray-drying). Essa técnica consiste no preparo de uma suspensdo ou emulsdo de materiais, seguida de
secagem com vazao e temperaturas controladas. A evaporagdo do solvente acontece rapidamente e, com isso,
proporciona a estabilidade das microcépsulas, sendo a d4gua um dos solventes mais utilizados nesse método
(DE SOUZA et al., 2013). Portanto, a microencapsulagdo apresenta-se como uma alternativa viavel para
melhorar a estabilidade e aplicagdo de compostos sensiveis, como € o caso do eugenol.

A efetividade da encapsulacao e a estabilidade das microcapsulas podem ser influenciadas pelo material
de parede utilizado na microencapsulagdo (DE SOUZA et al., 2013). Existem inimeros polimeros que podem
ser usados como material de parede, mas tem sido sugeridos materiais biodegradaveis e biocompativeis na
encapsulagdo, tais como, carboidratos, gomas, lipidios e proteinas.

As proteinas permitem reduzir a tensdo interfacial na superficie 6leo-agua devido a sua natureza anfifilica.
42% das proteinas do soro bovino sdo albuminas (PRATA; SGARBIERI, 2005), apresenta caracteristicas
funcionais e permite sua aplicacdo em varias matrizes alimentares. Para se obter uma encapsulagdo estavel é
indicado a mistura de carboidratos e proteinas como materiais de parede (TALON et al., 2019).

A maltodextrina ¢ um carboidrato obtido pela hidrdlise do amido e foi associado a proteinas na
encapsulagdo para aprimorar as propriedades de secagem. Apresenta baixa viscosidade, alta concentragdo de
solidos, alta solubilidade, capacidade de formagdo de matriz, acessibilidade de custo e ndo tem sabor.
Entretanto, a maltodextrina ndo possui propriedades emulsificantes, por isso a forma de utilizagdo como
material de parede ¢ associada a proteinas, que apresentam 6tima propriedade emulsificante, o que favorece a
distribuicao dos géis e na formagao de filme (LOYEAU et al., 2018). Portanto, a combinagao de maltodextrina
¢ albumina sérica bovina na microencapsulag¢do do eugenol por spray-drying € sugerida.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da variagdo das concentragdes dos materiais de parede, albumina
sérica bovina (BSA) e maltodextrina, e de eugenol na eficiéncia de encapsulagdo das microcapsulas de eugenol
obtidas por spray-drying, utilizando um planejamento fatorial completo com triplicata no ponto central.

2  METODO

2.1 Encapsulac¢io do eugenol

O processo de encapsulagdo do eugenol foi baseado no método descrito por Scremin ef al. (2018), com
algumas adaptagdes. Foi preparada uma suspensao dos reagentes pelo preparo de uma fase organica e de outra
aquosa para a elaboragdo das microcapsulas. A fase organica consistiu na solubilizagdo de eugenol (Sigma-
Aldrich, 98%) e Tween-80 (Synth) em etanol (Neon, 99,5%) (10 mL) a temperatura de 25 °C. A fase aquosa
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foi obtida em duas etapas, primeiramente a maltodextrina (DE 20, MOR-REX 1920) foi solubilizada em 200
mL de dgua destilada a temperatura de 65 °C, em vigorosa agitacdo mecénica por 15 minutos. Na segunda
etapa, ocorreu a preparagdo de uma suspensdo de albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich, 96%), por sua
solubiliza¢do em 4gua destilada a temperatura de 25 °C. Um planejamento fatorial completo 2°, com triplicata
no ponto central foi aplicado para se avaliar a influéncia da concentracdo dos materiais na eficiéncia da
encapsulagdo do eugenol (Tab. 1).

Tabela 1 - Matriz dos ensaios com os valores codificados (valores reais) e os resultados de eficiéncia de
encapsulacio de eugenol (EE).

Ensaio Xi (%) X2 (%) X3 (%) EE (%)
1 -1 (5,0) -1 (0,5) -1(0,2) 95,4
2 1(15,0) -1 (0,5) -1(0,2) 93,7
3 -1 (5,0) 1(1,5) -1(0,2) 94,8
4 1(15,0) 1(1,5) -1(0,2) 90,9
5 -1 (5,0) -1 (0,5) 1 (0,6) 91,5
6 1(15,0) -1 (0,5) 1(0,6) 95,7
7 -1 (5,0) 1(1,5) 1 (0,6) 93,1
8 1(15,0) 1(1,5) 1 (0,6) 84,9
9 0(10,0) 0(1,0) 0(0,4) 94,9
10 0(10,0) 0(1,0) 0(0,4) 93,2
11 0(10,0) 0(1,0) 0(0,4) 94,0
X = concentracao de maltodextrina; X, = concentracao de albumina sérica bovina; X3 = concentracao
de eugenol.

Fonte: Autoria prépria (2021).

Apbs o preparo das suspensdes, a suspensao de albumina foi adicionada a suspensao de maltodextrina e a
mistura foi homogeneizada por 10 minutos, sob agitagdo mecanica.

Em seguida, a fase organica foi lentamente adicionada a fase aquosa, sob agitacdo mecanica por 5 minutos.
Entdo, a suspensao foi homogeneizada em um Ultra-Turrax (T18, IKA, Alemanha), a 6000 rpm por 20 min.

A secagem por spray-drying foi realizada em um secador laboratorial Spray Dryer (Labmaq™ -MSD 1.0,
Sao Paulo, Brasil) com camara de secagem de 500 mm x 150 mm, bico aromatizador de duplo fluido com
orificio de 0,7 mm de didmetro. Foi utilizada uma bomba peristaltica para a alimentagcdo com vazao de 0,6 L

h!, a temperatura do ar de entrada foi de 150 °C e de saida 65 °C, com o fluxo do ar de secagem a 35 N ms h’
1

2.2 Eficiéncia de Encapsulagao

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsula¢do de eugenol adaptou-se a metodologia proposta por
Ozdemir et al. (2021). O método consistiu na determinagdo do contetdo de eugenol total (ET) e do eugenol
livre (EL) (ndo encapsulado). Para determinar o teor de ET, as microcépsulas (10 mg) foram transferidas para
tubos conicos de 15 mL e adicionadas de 5 mL de agua destilada, sendo homogeneizadas a temperatura de
25 °C, até a solubilizagdo completa do p6 e consequente abertura das microcapsulas (cerca de 2 min). Em
seguida, adicionou-se 5 mL de n-heptano (Panreac, 99%) aos tubos e as amostras foram homogeneizadas por
mais 2 min. Apoés, os tubos foram centrifugados a 6000 rpm por 5 min, a temperatura de 25 °C. O sobrenadante
contendo eugenol e n-heptano foi coletado ¢ o teor de eugenol total quantificado em espectrofotdometro UV -
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Vis (Lambda XLS, Perkin Elmer, Reino Unido) no comprimento de onda de 283 nm (comprimento de onda
méximo do eugenol em n-heptano), utilizando uma curva padrdo de eugenol em n-heptano (R* = 0,9997).

Para a determinagdo do teor de EL, 10 mg de microcapsulas foram dispersas em 10 mL de n-heptano e
homogeneizadas a temperatura de 25 °C, por cerca de 4 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
6000 rpm (CT-6000R, Cientec, Brasil) por 5 min, a temperatura de 25 °C. O sobrenadante contendo eugenol
livre (ndo encapsulado) e n-heptano foi coletado e quantificado em espectrofotémetro UV-Vis, conforme
previamente descrito para quantificagdo de ET. O calculo da eficiéncia de encapsulacdo foi realizado de acordo
com a Equacdo 1.

ET — EL
EE (%) = —7 % 100 (1)

Em que, EE (%) = percentual de eficiéncia de encapsulagdo; ET = teor de eugenol total (g); EL = teor de
eugenol livre (ndo encapsulado) (g).

2.3 Analise Estatistica

Os dados da eficiéncia de encapsulacao obtidos no planejamento fatorial completo foram avaliados pela
analise de efeitos estimados e pela metodologia de superficie de resposta (p < 0,05), utilizando o sofiware
Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

3 RESULTADOS

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo (EE) para as diferentes formulacdes de microcapsulas de eugenol
variaram de 84,9% (ensaio 8) a 95,4% (ensaio 1), conforme apresentado na Tab. 1. Os valores obtidos no
presente estudo foram superiores aos reportados por Ozdemir et al. (2021) para microencapsulagdo de 6leos
essenciais de manjericdo, encapsulados em combinagdes de goma arabica, maltodextrina e proteina do soro de
leite (de 82,34% a 87,19%) e, de Scremin ef al. (2018) para a microencapsulacdo de eugenol em diferentes
combinagdes de carragena, proteina do farelo de arroz, albumina sérica bovina (de 23,7% a 79,4%).

Na Tabela 2 ¢ apresentada a analise de efeitos estimados para as varidveis estudadas em funcao da
eficiéncia de encapsulagio.

Pode ser observado que quando as concentragdes de maltodextrina (X;), albumina sérica bovina (X») e
eugenol (X3) aumentam do nivel inferior (-1) para o nivel superior (1), valores de efeitos negativos
significativos (p < 0,05) sdo obtidos, indicando reducao da eficiéncia de encapsulagdo do eugenol (Tab. 2).
Adicionalmente, os efeitos da interagdo entre X; e X, e entre X;, X, e X3 também foram negativos e
significativos (p < 0,05), indicando que quando foram combinadas em um mesmo nivel as concentragdes de
maltodextrina e de albumina e de maltodextrina, albumina e eugenol, também houve reducao da eficiéncia de
encapsulagdo. Ja a combina¢do de albumina e eugenol em um mesmo nivel também resultou em efeito negativo
na eficiéncia de encapsulagdo, contudo, ndo foi significativo (p > 0,05).

A checagem da curvatura ¢ um dos efeitos que pode ser avaliado em um planejamento fatorial completo
para observar se 0 mesmo apresenta um ponto de maximo ou de minimo para a resposta avaliada. Apesar do
efeito da curvatura apresentar p = 0,05996, optou-se por manté-lo no modelo, por apresentar p-valor proximo
a 0,05. Assim, no presente estudo, o efeito da curvatura foi positivo (Tab. 2), indicando que nas condig¢Oes
estudadas houve um ponto de maximo para a eficiéncia de encapsulacdo de eugenol.
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Tabela 2 — Analise de efeitos estimados para os valores de eficiéncia de encapsulaciio de eugenol.

Fator Efeito Erro padrao 1(3) p-valor
Média 92,50 0,27 340,93 <0,00001*
Curvatura 3,07 1,04 2,95 0,05996**
Xi -2,40 0,54 -4,42 0,02146*
Xs -3,15 0,543 -5,81 0,01017*
X3 -2,40 0,543 -4,42 0,02146*
XXz -3,65 0,543 -6,73 0,00671*
Xo*X;3 -1,45 0,543 -2,67 0,07555
Xi*¥X0* X3 -2,55 0,543 -4,70 0,01823*

X1 = concentrac¢ao de maltodextrina; X, = concentraciao de albumina sérica bovina; X3 = concentracao
de eugenol.

*Fatores significativos (p < 0,05).
**Fator considerado significativo por apresentar p = 0,05996.
Nota: O fator X,*X3, apesar de nio significativo ao nivel de 5%, foi mantido no modelo para garantir
melhor ajuste (R? = 0,98).
Fonte: Autoria prépria (2021).

Na andlise de varidncia (ANOVA) o valor de F calculado (22,29) foi superior ao F tabelado (8,8), portanto,
pode-se dizer que modelo ¢é valido (p < 0,05) para predizer a eficiéncia de encapsulacdo de eugenol. Portanto,
a equagdo do modelo para a eficiéncia de encapsulagdo (R = 0,98) e as superficies de respostas puderam ser
geradas.

Nas superficies de resposta (Figuras la, 1b e 1c¢) é possivel observar que o aumento da concentragdo de
maltodextrina e de albumina sérica bovina reduz a eficiéncia de encapsulagdo, assim como, o aumento da
concentragdo de eugenol.

Figura 1 - Superficies de resposta para a eficiéncia de encapsulacio de eugenol (a) em funciio da
variacao das concentracoes de maltodextrina (MD) (X;) e albumina sérica bovina (BSA) (X3),
mantendo a concentraciio de eugenol (X3) fixa no ponto central; (b) em fun¢io da variaciao das
concentracdes MD (X;) e eugenol (X3), mantendo a concentracio de BSA (X) fixa no ponto central; (c)
em funcio da variacdo da concentracao de BSA (X3) e eugenol (X3), mantendo a concentracio de MD
(Xy) fixa no ponto central. Equacio do modelo para predi¢io da eficiéncia de encapsulacio (EE). C =
curvatura.

@) | ®) | ©

| [l ] | ]
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(B | ]
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EE (%) = 92,5 — 2,40X, — 3,15X, — 2,40X5 — 3,65X, X, — 1,45X,X5 — 2,55X,X,X5 + 3,07C
Fonte: Autoria propria (2021).

A menor propor¢do dos materiais resultou em maior eficiéncia de encapsulagcdo, nas condi¢des
experimentais estudadas. O aumento da concentragdo dos materiais de parede ¢ do encapsulante podem
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contribuir com o aumento do teor de sélidos e, consequente, com o aumento da viscosidade da suspensao.
Apesar do aumento da concentragdo dos materiais ter sido relacionada com aumento da eficiéncia de
microencapsulagdo, devido a formagdo do nucleo superficial antes da formagdo da crosta em torno das
goticulas durante a secagem (GHARSALLAOQOUI et al., 2007), o aumento da viscosidade acima do nivel ideal
pode induzir a diminuigdo na retengdo de volateis na suspensdo, expondo-os a altas temperaturas durante a
secagem por atomizacdo. Além disso, esta situagdo pode resultar na formacao lenta de goticulas distintas
durante a atomizacdo (OZDEMIR et al., 2021), o que pode justificar os resultados obtidos no presente estudo.

4 CONCLUSAO

Microcapsulas de eugenol com eficiéncia de encapsulagdo acima de 84% foram obtidas nas condi¢des
estudadas. O aumento da concentragdo de maltodextrina (de 10 a 15%), de albumina sérica bovina (de 0,5 a
1,5%) e de eugenol (de 0,2 a 0,6%), resultaram na reducao da eficiéncia de encapsulagdo de eugenol. Houve
um ponto de maximo para a eficiéncia de encapsulagdo, sendo observado que as concentragdes dos materiais
aplicados em seus niveis inferiores resultaram em maiores valores de eficiéncia de encapsulagdo. A
microencapsulagdo por spray-drying mostrou-se uma técnica robusta para obtencdo de microcapsulas de
eugenol.
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