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RESUMO

O capim-limédo (Cymbopogon citratus), € uma planta aromatica de grande importancia
nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia, devido ao aroma caracteristico
e as propriedades terapéuticas de seu Oleo essencial. Os 6leos essenciais séo
misturas de substancias volateis, produzidas pelo metabolismo secundario vegetal,
gue possuem baixa estabilidade quimica se expostos ao ar, luz e umidade, o que pode
ser melhorado por meio de técnicas de encapsulacéo. Assim, o objetivo deste estudo
foi avaliar a influéncia sazonal no rendimento e na concentragdo do composto
majoritario citral (marcador quimico) no 6leo essencial de C. citratus, e desenvolver
microcapsulas por spray-drying contendo esse produto vegetal. As folhas de capim-
lim&o foram coletadas nas quatro esta¢cfes do ano, e o 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilacdo. A composicdo quimica foi determinada por cromatografia gasosa
acoplada a um detector de ionizagao de chama (CG-DIC) e por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Na primavera e verao, foram obtidas
as maiores concentracdes de citral (84,89% e 79,39%, respectivamente), bem como
0os maiores rendimentos do 6leo. Para a encapsulacdo, diferentes proporcbes de
goma arabica e goma guar foram avaliadas como materiais de parede/encapsulantes,
e a maltodextrina foi adicionada como auxiliar de secagem e crioprotetor. As
microparticulas formadas foram caracterizadas por analises fisico-quimicas. Por CG-
EM, foi possivel identificar uma elevada concentracao de citral nas microparticulas,
confirmando a presenca do 6leo essencial. A microscopia eletrénica de varredura por
efeito de campo mostrou microparticulas aglomeradas, e sem trincas ou poros
aparentes. A espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de Fourrier
sugeriu o encapsulamento do 6leo essencial devido a presenca de uma banda em
1675 cm usado como referéncia, relacionado a monoterpenos. Na difragéo de raios-
X, as microparticulas apresentaram estrutura amorfa. Por termogravimetria, observou-
se que a microparticulas apresentaram temperatura de degradacao superior em
comparacao ao 6leo essencial puro, inferindo que a encapsulacdo melhorou a sua
estabilidade térmica, e também foi evidenciado o efeito crioprotetor da maltodextrina.
Os resultados mostraram-se satisfatorios, confirmando a eficacia da
microencapsulacdo no 6leo essencial de capim-limao, e fundamentando a potencial
aplicacao da tecnologia em produtos alimenticios, farmacéuticos ou cosmeéticos.

Palavras-chave: avaliacdo sazonal, citral, encapsulacéo, tecnologia farmacéutica,
inovacao tecnoldgica.



ABSTRACT

Lemongrass (Cymbopogon citratus) is an aromatic plant of great significance in the
pharmaceutical, cosmetic and food industries, due to its essential oil characteristic
aroma and therapeutic properties. Essential oils are a mixture of volatile substances,
produced by plants secondary metabolism, with low chemical stability if exposed to air,
light and humidity, which encapsulation techniques can improve. Thus, this study
aimed to evaluate the seasonal influence in the yield and concentration of the
predominant component citral of C. citratus essential oil and to develop microcapsules
by spray drying containing this vegetal product. Lemongrass leaves were collected in
the four seasons, and the essential oil was extracted by hydrodistillation. The chemical
composition was determined by gas chromatography with flame ionization detection
(GC-FID) and by gas chromatography mass spectrometry (GC-MS). In spring and
summer, the highest concentrations of citral (chemical and biological marker of the
species) were obtained (84.89% and 79.39%, respectively), as well as the highest
yields. For encapsulation, different proportions of arabic gum and guar gum were
evaluated as wall/encapsulating materials, and the maltodextrin was added as a drying
aid and cryoprotectant. Physicochemical analyses characterized the microparticle
powder. By GC-MS, it was possible to identify a high concentration of citral in the
microparticles, confirming the presence of the essential oil. Field-emission scanning
electron microscopy showed agglomerated microparticles, with no visible fractures or
fissures. Fourier transform infrared spectroscopy suggested the essential oil
encapsulation due to the presence of a band at 1675 cm™* used as a reference, related
to the acyclic monoterpenes of citral. In X-ray diffraction, the microparticles showed an
amorphous structure. By thermogravimetry, it was observed that the microparticles
showed a higher degradation temperature than observed in the pure essential oil,
inferring that encapsulation improved its thermal stability, and evidenced the
cryoprotective effect of maltodextrin. The results were satisfactory, confirming the
effectiveness of lemongrass essential oil microencapsulation, and supporting the
potential application of this technology in food, pharmaceutical or cosmetic products.

Keywords: seasonal evaluation, citral, encapsulation, pharmaceutical technology,
tecnologic innovation.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo organismos vivos, que produzem substancias quimicas através
de seu metabolismo, sendo denominadas metabdlitos primarios quando essenciais
para o desenvolvimento da planta e produzidos por todas as classes e espécies. As
substancias que nao participam diretamente do desenvolvimento da planta sao
chamadas metabdlitos secundarios, e sdo produzidas de forma particular por cada
espécie vegetal, com funcbes diversas como protecdo e defesa contra ataques de
agentes quimicos, fisicos ou bioldgicos (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2015).

Os Oleos essenciais (OE) constituem um dos mais importantes grupos de
matérias-primas para a industria e sdo exemplos de metabdlitos secundérios, os
quais, tem sua producdo influenciada por fatores ambientais e climaticos
(temperatura, intensidade de luz, efeito sazonal etc) (MORAIS, 2009). Também
chamados de oleos volateis, podem ser empregados nas industrias de perfumaria,
cosmética, alimenticia e farmacéutica, pois devido a sua composicdo quimica
complexa e diversa, possuem um amplo espectro de atividade bioldgica (ASBAHANI
et al., 2015).

Dentre as plantas exploradas pela industria devido ao alto teor de OE, pode-se
citar a espécie Cymbopogon citratus, pertencente a familia Poaceae, popularmente
conhecida como capim-limdo, capim-santo ou erva-cidreira. E uma das plantas
aromaticas mais cultivadas no Parana, sendo de grande importancia socioeconémico
para os agricultores paranaenses (GOMES; NEGRELLE, 2015).

Estudos mostram que o OE de capim-limdo apresenta alta atividade
antimicrobiana, antifingica e antioxidante, principalmente, devido a concentracéo
elevada de citral na sua composi¢do quimica. Ainda, ja foram relatadas atividade
farmacologica para varios distdrbios, tais como insbnia, ansiedade, dispepsia,
flatuléncia, além de antiespasmodico de tecidos uterinos e intestinais, diaforético,
antitérmico, diurético, antialérgico e analgésico (GUIMARAES et al., 2011;
MAJEWSKA et al., 2019; OLADEJI et al., 2019).

As caracteristicas importantes dos OE sédo o0 aroma agradavel e intenso, e sua
alta volatilidade, sendo sua conservacao influenciada diretamente pela temperatura,
uma vez que armazenados a 20 °C ja sofrem grandes perdas de volume e,
principalmente, de odor, assim como se exposto a luz, ao ar e a umidade (SIMOES et
al., 2016).
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Devido a baixa estabilidade fisico-quimica dos OE, que dificultam sua
aplicacdo, a encapsulagdo vem sendo uma estratégia empregada para prolongar sua
estabilidade durante a manipulacdo, o0 processamento e 0 armazenamento,
protegendo os compostos volateis do OE. O spray-drying é uma das técnicas
utilizadas para encapsulacdo de ativos, que pode produzir microcapsulas, que séao
particulas com didmetros de 0,2 a 5000 pm, em um sistema do tipo reservatorio, ou
seja, 0 ativo é revestido por uma cobertura matricial, chamados materiais de parede,
formando um sistema heterogéneo (BAKRY et al., 2016; VEIGA et al., 2019).

Diferentes tipos de polimero tém sido utilizados para encapsulacao, seja de
origem natural ou sintética. Dentre os mais utilizados pode-se citar os polissacarideos
de baixo peso molecular (amidos, maltodextrina e gomas), lipideos (mono e
diglicerideos) e proteinas (caseina, soro de leite e gelatina) (MOHAMMED et al.,
2020).

Baseando nisso, o presente estudo teve a finalidade de caracterizar
guimicamente o OE de capim-lim&o, extraido nas quatro estacdes do ano, e aplicar a
técnica de microencapsulacdo por spray-drying, avaliando a utilizacdo das gomas
arabica e guar como materiais de parede e a eficiéncia da técnica para protecdo do

OE contra fatores externos como temperatura, umidade, luz e oxigénio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a sazonalidade na extracdo e desenvolver e caracterizar microcapsulas
de goma arabica e goma guar contendo 6leo essencial de capim-lim&o (Cymbopogom
citratus (D.C.) Stapf).

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar as folhas de capim-limao nas quatro estacdes do ano;

e Extrair o 0leo essencial das folhas de capim liméo coletadas;

e Definir o rendimento e caracterizar a composicao do 0leo essencial extraido por
cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacdo de chama e por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas;

e Selecionar a melhor estacédo do ano para extracédo do 6leo essencial,

e Preparar microcapsulas poliméricas contendo Oleo essencial de capim limao;

e Caracterizar as microcapsulas por analises fisico-quimicas: cromatografia do 6leo
essencial microencapsulado, microscopia eletrbnica de varredura por efeito de
campo, espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourrier,

difracdo de raios X e termogravimetria.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL,
2022), a definicdo de planta medicinal é: “espécie vegetal, cultivada ou n&o, utilizada
com propositos terapéuticos”, possuindo centenas ou milhares de diferentes
substancias que, em conjunto, atuam no organismo podendo auxiliar na prevencao,
tratamento ou cura de doencas. O estudo de plantas medicinais se inicia,
frequentemente, mediante a etnofarmacologia, uma abordagem interdisciplinar e
multidisciplinar na descoberta de medicamentos, envolvendo observacgao, descricao
e investigagdo da atividade bioloégica de plantas tradicionalmente usadas ou
observadas pelo homem para fins terapéuticos (SUNTAR, 2020).

Registros datando desde 60.000 anos a.C., mostram que o uso de plantas
medicinais estdo presentes em diversas culturas, como a egipcia, grega e asiatica,
podendo ser considerada uma das formas mais antigas de praticas terapéuticas. Na
contemporaneidade, a utilizacdo de plantas medicinais como escolha terapéutica
voltou a aumentar devido a demanda do publico por terapias mais naturais. Dessa
forma, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 80% da
populacdo faz ou ja fizeram uso de plantas nos seus cuidados basicos de saude
(RAMOS; DAMASCENA, 2018; ROCHA et al., 2021).

No Brasil, por ser o pais de maior biodiversidade do planeta e com uma rica
diversidade étnica e cultural, o uso de plantas medicinais é bastante explorada, tanto
na etnofarmacologia, quanto no desenvolvimento de pesquisas. Por esta razao, foi
publicado o Decreto n° 5.813 de 2006, aprovando a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), que estabelece diretrizes e linhas prioritarias
para o desenvolvimento de acdes que garanta 0 acesso seguro e uso racional de
plantas medicinais e fitoterapicos, desenvolvimento de tecnologias e inovacgdes,
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos e uso sustentavel da
biodiversidade brasileira (BRASIL, 2006)

Em um estudo de Zago (2018), foram avaliados estudos sobre plantas
medicinais publicados na base de dados Web of Science no periodo de 1991 a 2013.
Neste estudo, o Brasil ocupou o segundo lugar no ranking de pais com maior nimero

de publicacBes, atras apenas da india. A autora ainda concluiu que h& poucas
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publicacbes considerando a vasta biodiversidade da flora brasileira e o interesse da
populacéo por alternativas farmacoterapéuticas mais naturais.

A atividade terapéutica de uma planta é atribuida as substancias produzidas
por seu metabolismo, principalmente, os metabdlitos secundarios. Existem trés grupos
principais de metabdlitos secundarios em plantas, divididos de acordo com a sua via
biosintética, sendo eles: compostos nitrogenados, compostos fendlicos e terpenos
(Figura 1) (BERAN et al., 2019; DEWICK, 2009; TAIZ; ZEIGER, 2010).

Figura 1 - Visdo simplificada das principais rotas de biossintese de metabdlitos secundarios,
relacionando com o metabolismo primario.
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ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 4. ed. [S. I.]: Artmed, 2010. cap. 13, pp. 346. ISBN 8536316144.

Os compostos nitrogenados sdo formadas a partir de aminoacidos aromaticos
e alifaticos e sdo representados, principalmente, pelos alcaloides, glicosideos
cianogénicos e aminoacidos néo proteicos. Os alcaloides representam a maior parte
desta classe, sendo um grupo de substancias bastante heterogéneo e conhecido pelo
seu efeito no sistema nervoso central, podendo muitas vezes serem considerados
prejudiciais & saude humana, como a nicotina e a cocaina, mas também precursores

de diversos medicamentos, como exemplo a morfina, cafeina, escopolamina e
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papaverina (Figura 2). Além disto, alguns alcaloides apresentam atividade
comprovada como anti-HIV, antitumoral, anti-inflamatoria, antiviral e inseticida
(BORGES; AMORIM, 2020; REZENDE et al., 2016; QIU et al., 2014).

Figura 2 - Exemplos de alcaloides e suas estruturas quimicas.
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Fonte: A autora

Ja os compostos fendlicos tem como caracteristica um grupo fenol em sua
estrutura quimica, ou seja, um grupo hidroxila funcional ligado diretamente a um anel
aromatico. Sao representados principalmente pelos flavonoides, pelos derivados do
acido benzoico, pelos derivados de arilpropandides e pelas cumarinas (Figura 3).
Apresentam grande diversidade de estrutura quimica, fazendo com que
desempenhem uma variedade de funcdes, dentre elas: defesa contra herbivoros e
patdgenos, atrativos para polinizadores, e defesa contra estresses ambientais
(radiacdo UV, temperatura, deficiéncia de nutrientes, etc.) que levam ao aumento da
producédo de espécies reativas de oxigénio. Por isto, sdo conhecidos na farmacologia
por sua alta capacidade antioxidante, fornecendo protecao contra doengas cronicas
como diabetes, doencas cardiovasculares e neoplasias (BORGES; AMORIM, 2020;
ROSA et al., 2019; TAIZ; ZEIGER, 2010).
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Figura 3 - Esqueletos base das unidades formadoras dos compostos fendlicos.
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Os terpenos, por sua vez, sdo hidrocarbonetos naturais, que apresentam
grande variedade quimica, aplicados como antimicrobianos, inseticidas e
antioxidantes. Eles servem de base para muitas estruturas, variando de moléculas de
baixo peso molecular e volateis, até moléculas mais complexas, como hormonios e
componentes celulares estruturais como 0s pigmentos carotenoides. A classificacéo
dos terpenos se da baseado na fusdo de unidades de isopreno, que possui cinco
carbonos, sendo: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30), tetraterpenos (C40) e
politerpenos (> C40). As unidades de isopreno bioquimicamente ativas, produzidas
naturalmente, sdo identificadas como ésteres de difosfato (pirofosfato) de dimetilalil
difosfato (DMAPP) e isopentenil difosfato (IPP) (Figura 4). Os monoterpenos e
sesquiterpenos sdo 0s principais constituintes dos OE, substancias amplamente
produzidas por diversas espécies vegetais (BERAN et al., 2019; BORGES; AMORIM,
2020; DEWICK, 2009).
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Figura 4 - Rota de formagé&o dos terpenos, baseado na fusdo de unidade de DMAPP e IPP, unidades
de isopreno bioquimicamente ativas.

Acibo METILERITRITOL
MEVALONICO FOSFATO

47 Hemit(e:;penos
\/

c10 Monoterpenos
IPP ﬁ'
C15 » Sesquiterpenos

7% IPP \l

C20 ——— > Diterpenos

IPPi

C25 —— Sesterpenos

2X
C30 » Triterpenos
Esterdides
C18-C30
> C40 » Politerpenos

Fonte: A autora

3.2 OLEOS ESSENCIAIS

Os OE séao compostos odoriferos, liquidos, lipofilicos e volateis. Sao produzidos
pelas plantas, e utilizados desde a antiguidade, seja por suas propriedades
medicinais, como também pela sua importancia na industria de perfumes e aromas.
Sao constituidos por uma mistura complexa de substancias quimicas com
caracteristicas fisico-quimicas préprias que, juntas, conferem o odor caracteristico de
cada planta. Eles podem estar presentes em todos 0s 0rgaos vegetais, como brotos,
flores, folhas, caules, sementes e frutas; e ficam armazenados dentro de estruturas
vegetais como células secretoras, papilas epidérmicas, canais secretores ou tricomas
glandulares, devendo ser extraidos da matriz vegetal para serem utilizados e
analisados (ALMEIDA; ALMEIDA; GHERARDI, 2020; ASBAHANI et al., 2015).

Dentre os métodos de extracdo mais utilizados pode-se citar a hidro destilacéo,
destilacdo a vapor, prensagem a frio e extracdo por solvente.

A destilacdo é o método mais convencional de extrair o OE de um material
vegetal. Consiste em colocar a planta em contato com a agua (hidrodestilacdo) ou

com o vapor, em temperaturas acima de 100 °C, que forca a abertura das paredes
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celulares e libera o OE por meio da evaporacdo. A recuperacado do OE se da pela
condensacao dos vapores e posterior destilacdo, uma vez que agua e OE sédo
imisciveis e de densidades diferentes. Apesar de ser um método facil e efetivo,
apresenta como desvantagem a possivel degradacédo de alguns compostos do OE,
devido ao contato prolongado com a 4gua e pela alta temperatura (REYES-JURADO
et al., 2015; SILVEIRA et al., 2012).

A prensagem a frio € o processo mais antigo de obtencao de OE, cuja principal
vantagem é a pouca ou henhuma geracéo de calor durante o processo, porém fornece
baixos rendimentos. E usado principalmente para extracio de OE de cascas de frutas,
rompendo as células de armazenamento de OE, de modo que este seja liberado e
arrastado por um jato de agua, resultando em uma emulsao que subsequentemente
€ separado por centrifugacdo (ASBAHANI et al., 2015; REYES-JURADO et al., 2015).

A extragdo por solvente normalmente é utilizada em OE muito instaveis a
temperatura. Para isso, € feito o uso de solventes organicos como hexano, benzeno,
metanol, etanol e pentano, sendo que, geralmente prefere-se solventes apolares, de
baixa temperatura de ebulicdo, quimicamente inerte e de baixo custo. Consiste em
colocar o material vegetal triturado em contato com o solvente, por tempo suficiente
pra que ocorra a transferéncia dos constituintes do OE para o liquido. A parte solida é
entdo filtrada e o solvente é evaporado da parte liquida. E um método que obtém-se
maiores rendimentos, no entanto, acabam sendo extraidas também substancias
indesejadas e contaminantes, como cera e pigmentos, além de permanecer solvente
residual que pode prejudicar a qualidade do OE (ASBAHANI et al., 2015; REYES-
JURADO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2012).

Além dos métodos de extracao, varios outros fatores influenciam no rendimento
e composicao quimica dos OE, principalmente relacionados com sua producao pela
planta. De forma geral, esses fatores podem ser agrupados em: fisioldgicos,

ambientais, geograficos e genéticos, como mostra o Quadro 1.
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Quadro 1 - Fatores que afetam a composi¢do quimica e o rendimento dos éleos essenciais produzido
pelas plantas.

Variag0es fisiologicas
Desenvolvimento do 6rgao
Ciclo de atividade do polinizador
Parte da planta (folhas, flores, frutos etc.)
Fase vegetativa
Tipo de estrutura secretora
Estimulo mecénico ou quimico
Condi¢des ambientais
Variagao sazonal
Pestes
Armazenamento
Irrigagéo
Horario de colheita
Variacdes geograficas
Clima
Solo
Altitude
indice pluviométrico
Fatores genéticos

Fonte: adaptado de MORAIS, L. A. S. de. Influéncia dos fatores abi6ticos na composi¢ao quimica dos
Oleos essenciais. Horticultura Brasileira, [S. I.], v. 27, n. 2, p. 4050-4063, ago. 2009. Disponivel em:
http://www.abhorticultura.com.br/eventosx/trabalhos/ev_3/ p_4 palestra_resumo_lilia_ap.pdf. Acesso
em: 8 dez. 2022.

A producdo de OE, e de metabolitos secundarios no geral, se mostra
extremamente dependente de fatores climaticos. Ribeiro, Bonilla e Lucena (2018)
avaliaram a influéncia da sazonalidade no rendimento e composi¢cao quimica do OE
de diferentes espécies de Croton spp., coletado na regido nordeste brasileira, e
constataram uma variacdo na quantidade e tipo de constituintes, tanto entre as
espécies, quanto entre as estacdes do ano, com até mesmo auséncia de alguns
compostos em estacdes do ano especificas.

Ferreira e colaboradores (2020) realizaram a avaliacdo sazonal do OE das
folhas de Piper divaricatu, coletado na regido amazonica, e verificaram que houve
variacdo no rendimento entre o verao e inverno, obtendo a maior producdo do OE no
verao, caracterizado por ser mais seco e guente no local. Em outro estudo, de Matias
e colaboradores (2016), avaliou-se a variacao sazonal e composi¢ao quimica do OE
de Cordia verbenacea, que evidenciou uma variagcdo qualitativa e quantitativa
significativa no teor de OE nas diferentes épocas do ano, atribuindo este fato

principalmente ao indice pluviométrico.
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Mesmo que os OE apresentem variacfes quimica dependentes das espécies
vegetais e de variagdes ambientais, em geral, os OE s&o constituidos principalmente
de terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), compostos fendlicos (arilpropandides),
e outras substéancias de baixo peso molecular (Figura 5). Além disso, apresentam uma
variedade de tipos esqueléticos e muitos apresentam de 2 a 5 componentes, que
juntos constituem mais de 50% a 60% do OE, dentre os mais importantes pode-se
citar: limoneno, linalol, a-pineno, B-pineno, cariofileno, mirceno, eucaliptol, sabineno,
geraniol, a-terpineol, p-cimeno, acetato de linalila e y-terpineno (ASBAHANI et al.,
2015; GROOQOT; SCHMIDT, 2016).

Figura 5 - Exemplos de monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropanéides encontrados em 6leos

essenciais.
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Os compostos majoritarios, ou seja, agueles presentes em maior concentracao,
definem na maioria das vezes, a funcdo e o odor especifico de cada OE. Porém, é o
conjunto de todos os constituintes, até mesmo aqueles presentes apenas em tracgos,
gue vao garantir o aroma final. E a utilizagdo dos OE pode ser feita na sua forma
integral, como uma mistura, ou pelo isolamento de certos constituintes. Assim, pelas
véarias possibilidades de utilizagbes, o interesse por esse produto do metabolismo
vegetal pelas industrias de alimentos, cosméticas e farmacéuticas tem aumentado,
uma vez que agregam textura, sabor, odor e apresentam atividade terapéutica
(GROOT; SCHMIDT, 2016; HANIF et al., 2019)

O mercado internacional de plantas aromaticas em 2021 foi estimado em US$
10,3 bilhdes, correspondentes a 253 mil toneladas. Estima-se que cerca de 80% do
total corresponde a OE, sendo que o Brasil ocupa a quinta posi¢do no ranking dos
principais mercados produtores de OE, atras apenas da india, Estados Unidos, Franca
e China, e considerando o volume de exportagdo, o Brasil ocupa o primeiro lugar ha
mais de 20 anos. Ainda, segundo analises, ha uma tendéncia de crescimento deste
mercado devido ao aumento da demanda por aditivos naturais pela indastria e
consumidores, e sobretudo no Brasil, pelo estabelecimento de pequenos produtores
com foco no mercado de aromaterapia (BIZZO; REZENDE, 2022).

Ainda sobre o Brasil, a Portaria n° 702, de 21 de marco de 2018 incluiu a
aromaterapia na Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementar (PNPIC)
do Sistema Unico de Salde (SUS). Segundo esta Portaria, “aromaterapia é pratica
terapéutica secular que consiste no uso intencional de concentrados volateis extraidos
de vegetais - os OE - a fim de promover ou melhorar a saude, o bem-estar e a higiene”,
podendo ser utilizada por diversos profissionais como enfermeiros, psicologos,
fisioterapeutas, médicos, veterinarios, dentre outros, para auxiliar de modo
complementar a estabelecer o reequilibrio fisico e/ou emocional do individuo.

As vias basicas para administracdo de OE sao: inalatéria, topica e oral. Por
serem compostos lipofilicos, os OE sao capazes de atravessar a membrana celular,
podendo apresentar efeitos citotoxicos, o que limita seu uso por via oral devido aos
potenciais efeitos colaterais, incluindo hepatotoxicidade, neurotoxicidade, distlrbios
digestivos, entre outros (DHIFI et al., 2016).

Por isto, as vias inalatéria (aromaterapia), e tépica (por meio de massagens)
sdo as mais utilizadas, por serem mais seguras e terem efeitos positivos

cientificamente comprovados. Na aromaterapia, as moléculas do OE, por serem
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volateis, atingem o sistema olfativo, induzindo a liberacao de neurotransmissores pelo
cérebro, que desencadeiam efeitos ansiolitico, analgésico e antidepressivo. A
inalacdo dos OE pode ser realizada na sua forma pura ou, mais comumente, pelo uso
de difusores, mas também sé@o encontrados em diversos produtos como: perfumes,
velas, aerossois e cosméticos, que liberam os aromas durante e ap6s o uso. Por meio
de massagens, os OE apresentam efeito relaxante muscular e analgésico local,
devido a sua caracteristica lipofilica que permite atravessar a barreira cutanea. Para
fins terapéuticos, os OE mais utilizados globalmente s&o: laranja, menta, eucalipto,
liméo, cravo, cedro, citronela e capim-limao (BIZZO; REZENDE, 2022; FARRAR,;
FARRAR, 2020; NASCIMENTO; PRADE, 2020).

3.3 OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

Cymbopogon citratus é o nome cientifico da planta, popularmente, conhecida
como capim-liméo, capim-santo ou erva-cidreira (Figura 6). Segundo o site The Plant
List (2013), foi descrito, inicialmente, como Andropogon citratus por De Candolle, e foi
reclassificado por Otto Stapf, passando a se chamar Cymbopogon citratus (D.C.)
Stapf. Pertencente a familia Poaceae, sdo gramineas perenes aromaticas, sendo a
maioria destas nativas de regido tropical, como América do Sul, América Central, e
Africa. Cresce em touceiras densas, ndo produz flores e apresenta folhas longas,
lanceoladas, acuminadas no apice, com 60 a 85 cm de comprimento, de cor verde-
grisacea quando seca, aspera devido aos tricomas curtos e silicosos e margens
cortantes pela presenca de tricomas rigidos (BRASIL, 2019; OLADEJI et al., 2019).
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Figura 6 - Capim-lim&o (Cymbopogon citratus (D.C
; _ \ o b -

.) Stapf)
g .

Fonte: Pixabay

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a extracdo do OE de capim-limdo é
realizada por meio do método de hidrodestilacéo, utilizando as folhas da planta. A
droga vegetal de C. citratus, ou seja, suas folhas dessecadas, contém entre 0,5 e 2,0%
(p/p) de OE, apresentando na sua composi¢ao, no minimo, 60% de citral, nome dado
a mistura de dois isémeros geométricos: citral A (E-citral ou geranial) e citral B (Z-citral
ou neral), classificados como monoterpenos oxigenados, sendo o geranial dominante
sobre o neral (MAJEWSKA et al., 2019). A determinacdo e quantificacdo destes
constituintes se da por cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizacéo de
chama (CG-DIC), cujo cromatograma ilustrativo presente na monografia do OE capim-
limao esta demonstrado na Figura 7 (BRASIL, 2019).
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Figura 7 - Cromatograma ilustrativo obtido com dleo essencial de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,
por CG-DIC, com as estruturas quimicas correspondentes a cada pico.
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brasileira/6a-edicao-volume-2. Acesso em: 14 dez. 2022.

Além do citral, o mirceno (Figura 8), um hidrocarboneto da classe dos
monoterpenos, € uma substancia quimica frequentemente presente em maiores
concentracdes no OE de capim-liméo, podendo ser superior a 20%. Também, outras
classes de compostos como alcoois, cetonas, ésteres e principalmente aldeidos foram
detectados, bem como substancias em menores concentracdes, como: geraniol,
citronelal, limoneno, B-ocimeno, a-pineno, B-pineno, B-cariofileno, isocitral, linalol,
borneol e eucaliptol, sendo essa diversidade na composicdo quimica do OE, fator
determinante de seu aroma e sua atividade terapéutica (MAJEWSKA et al., 2019;
OLADEJI et al., 2019).

Figura 8 - Estrutura quimica dos mirceno, hidrocarboneto da classe dos monoterpenos encontrado no
Oleo essencial de Cymbopogon citratus.
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3.4 PROPRIEDADES TERAPEUTICAS DO CAPIM-LIMAO

Tradicionalmente, caules e folhas frescas de capim-limdo sdo usados na
culinéria oriental por seu sabor distinto de limdo. Na etnofarmacologia, € utilizado na
forma de infusdes, como diurético, antiespasmodico, antitussigeno, digestivo,
antitérmico, hipnotico, antidepressivo, ansiolitico e analgésico. Em regies da Africa,
também € utilizado como inseticida, repelente, antifngico e para o tratamento de
maléria e elefantiase (MACHRAOQUI et al., 2018; MAJEWSKA et al., 2019).

Varios estudos atribuem os efeitos terapéuticos do capim-limdo ao OE que a
planta produz. Como exemplo, Sahal e colaboradores (2020), estudaram o efeito in
vitro do OE de capim-limdo, como antifingico e inibidor de formacéo de biofilme por
Candida tropicalis, espécie de fungo comensal para humanos, porém capaz de causar
infeccbes dermatoldgicas e sistémicas em casos de imunossupressao. Os resultados
do estudo comprovaram um efeito inibitorio relevante, até mesmo superior ao
fluconazol, fungicida padréo contra esta espécie. Ainda, Martinazzo, Oliveira e
Teodoro (2019) comprovaram a atividade antifingica do OE de capim-limdo no
controle de Aspergillus flavus, espécie de fungo patogénico encontrado em produtos
como milho, amendoim e soja.

Além disso, estudos evidenciaram o efeito inseticida do OE de C. citratus,
contra moscas da espécie Musca domestica (PINTO et al., 2015), formigas cortadeiras
da espécie Atta sexdens (BENTO, 2021), besouro da espécie Ulomoides
dermestoides (PLATA-RUEDA et al., 2020), e o0 mosquito da dengue Aedes aegypti
(CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017; MANH et al., 2020; SOONWERA;
PHASOMKUSOLSIL, 2016).

Sriraksa e colaboradores (2018) estudaram o efeito do OE de capim-limao, por
via inalatdria, no desempenho cognitivo e humor em mulheres saudaveis, comparando
com placebo, em um estudo duplo-cego. A avaliacdo da cognicéo foi realizada por
meio de testes computadorizados, enquanto o estado de humor foi avaliado por uma
escala visual de auto avaliacdo. Os resultados mostraram que houve uma melhora na
atencao e qualidade da memodria, e também no estado de alerta e tranquilidade.

Um outro estudo avaliou o efeito ansiolitco do OE de C. citratus por
aromaterapia em humanos, expondo um grupo de pessoas saudaveis a um teste

indutor de ansiedade (Stroop Color-Word Test), e demonstrou que o0 aroma de capim-
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liméo é capaz de acelerar o processo de recuperacao de individuos expostos a uma
situacéo ansiogénica (GOES et al., 2015).

No entanto, a utilizacdo dos OE em produtos, seja medicamentos, alimentos ou
cosmeéticos, é dificultada devido a sua volatilidade, sensibilidade ao calor e umidade,
e susceptibilidade a oxidagdo. Assim, técnicas como a encapsulagdo pode ser

utilizada para superar essas dificuldades (VEIGA et al., 2019).

3.5 ENCAPSULACAO

A encapsulacdo é uma tecnologia utilizada para proteger substancias sensiveis
a fatores ambientais; desenvolver sistemas de liberacéo controlada; mascarar sabores
e odores desagradaveis; facilitar o manuseio por transformacéao de compostos liquidos
em soélidos; proteger uma substancia de reagir com outras em um mesmo meio;
diminuir a taxa de vaporizagcao de substancias volateis (PEREIRA et al., 2018; RAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

As particulas produzidas a partir do processo de encapsulacdo séao
classificadas de acordo com o seu diametro, sendo: macroparticulas (> 5000 pm),
microparticulas (0,2 a 5000 um) e nanoparticulas (< 0,2 ym). Em relacao a morfologia,
dois tipos de particulas podem ser formadas durante a encapsulacao: capsulas ou
esferas (Figura 9). As capsulas compreendem um sistema do tipo reservatorio, no
gual o material ativo se encontra no nucleo da particula e é totalmente envolto por um
revestimento, também chamado de material de parede. As esferas consistem em um
sistema matricial/monolitico, no qual o material ativo encontra-se incorporado em uma
matriz (LENGYEL et al., 2019; PEREIRA et al., 2018).

Figura 9 - Estrutura da microcapsula e da microesfera.

~——Material de parede—,

Material ativo

Microcapsula Microesfera

Fonte: A autora
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Geralmente, tanto o tamanho quanto a morfologia desejada, véo depender do
método de encapsulagéo e dos materiais de parede aplicados. A microencapsulacao,
que produz particulas na ordem dos micrémetros, esta se tornando uma tecnologia

cada vez mais utilizada pela indastria, para encapsulagcédo de OE, por ser econémica,

facil e reprodutivel em larga escala (MOHAMMED et al., 2020).

Estudos de microencapsulacdo com diferentes OE ja foram publicados, como
por exemplo: laranja (AGUIAR et al., 2020), lavanda (BURHAN et al., 2019), alecrim
(ZAMBIANCO, 2020), citronela (BENEGRA, 2022), e orégano (PEREIRA, 2018).

Diversos métodos sao utilizadas para microencapsular ativos lipofilicos, como

os OFE,

sendo 0s principais:

métodos quimicos (polimerizacdo

interfacial,

polimerizacdo in situ), métodos fisicos (spray-drying, liofilizacdo, leito fluidizado) e

métodos fisico-quimicos (coacervacao) (Quadro 2).

Quadro 2 - Principais técnicas de microencapsulacdo de agentes lipofilicos, mecanismo de
encapsulacado e tamanho das particulas formadas.

(continua)
Método Mecanismo Tamar]ho de Referéncias
particula
Ocorre a partir da polimerizacéo de
Polimerizag&o monémeros dispersos tanto na fase qleosa, JYOTHI, et al.,
interfacial guanto na fase aquosa, formando polimeros | 0,2 a 500 ym 2010
na interface das fases, revestindo a superficie
da goticula de 6leo, e gerando as capsulas.
A formagéo das cépsulas ocorre a partir da
emulsdo de um 6leo em uma soluc¢éo aguosa
de resina melamina-formaldeido, que com BAKRY et al.,
. N ajuste de pH, causa a polimerizacé@o na fase 2016;
Pohme;iltzl?gao aquosa. Forma-se um pré-polimero de baixo | 0,2 a 500 ym JYOTHI, et al.,
peso molecular, que vai se depositando na 2010; SOUSA et
superficie das goticulas de 6leo e se al., 2022
agregando, formando polimeros maiores, que
atuam como revestimento das capsulas.
Consiste em um processo de secagem por BAKRY et al.,
aspersao, utilizando um equipamento 2016; PEREIRA et
chamado spray-dryer, onde uma emulsédo é al., 2018; ; RAY;
Spray-drying atomizada, formando pequenas goticulas. 1a100 um | RAYCHAUDHURI;
Com emprego de ar quente, a fase liquida das CHAKRABORTY,
goticulas evapora, solidificando as micelas da 2016; SOUSA et
emulsdo, formando as cépsulas. al., 2022
O processo é feito em um equipamento
chamado liofilizador, onde a fase aquosa de
~ ’ o o BAKRY et al.,
uma emuls_ao co~ngelada (—_90 Ca-40 ~C) 2016: LENGYEL et
sofre sublimacé&o, e depois a dessor¢ao :
e L . 3 - al., 2019;
Liofilizac&o (eliminacao do residual de 4gua néo livre 1a 1000 pm )
) -~ SN OLIVEIRA, 2021;
aderida por adsorcao na superficie interna do
) . ~ . SOUSA et al.,
produto). Devido a desidratacéo, o material de
A - 2022
parede é solidificado ao redor das goticulas
de 6leo, formando as capsulas.
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Quadro 2 - Principais técnicas de microencapsulagdo de agentes lipofilicos, mecanismo de
encapsulacado e tamanho das particulas formadas.
(concluséo)

Consiste no revestimento de goticulas de 6leo
em suspensao no ar, através da pulverizagao
de uma solucéo contendo o material de

. . JYOTHI, et al.,
Leito parede,,ql_Je adere a suPerf|C|e da goticula e, 2010: LENGYEL et
Fluidizado com a rapida evaporacao do solvente’, forma- | 1 a 5000 ym al., 2019: SOUSA
se uma camada solida, gerando as capsulas.
; ) et al., 2022
Este revestimento pode ser multicamadas,
mantendo o processo até alcancar a
espessura desejada.
Ocorre a partir da separacdo de duas fases
liguidas em um sistema coloidal, sendo uma
fase rica em polimero (coacervado) e outra
fase sem polimero (fase de equilibrio). Na
concervacil STDce wzerse dpencs ASBAAN et al,
Coacervagdo de eletréiitos ou sofrer desidratacao, forma 2015; LEIMANN,
(simples e ' . &ao, 2a300 ym |2008; LENGYEL et
complexa) agregados ao redor das goticulas de 6leo. Na al. 2019: SOUSA

coacervacao complexa, dois ou mais
polimeros de cargas opostas interagem,
formando o revestimento por deposi¢cao dos
agregados nas goticulas do 6dleo, e entdo &
adicionado um agente reticulante para
solidificacé@o da parede.

et al., 2022

Fonte: A autora.

3.6 MICROENCAPSULACAO POR SPRAY-DRYING

A técnica de spray-drying vem sendo a técnica mais utilizada no campo da
tecnologia farmacéutica, principalmente em extratos vegetais, devido a sua
capacidade de secar até mesmo compostos termos sensiveis, como OE, ser de facil
execucao e permitir uma producao continua e em larga escala. Além disto, € uma
técnica mais econémica se comparada a outras, apresentando, por exemplo, um custo
de 30 a 50 vezes menor que a liofilizacdo (BAKRY et al., 2016; SALAMA, 2019).

Consiste em um processo de secagem por aspersdo, utilizando um
equipamento chamado spray-dryer (Figura 10), capaz de produzir microcapsulas a
partir de uma emulsdo, com excelentes propriedades de protecdo, estabilizacéo,

solubilidade e liberacdo controlada do material ativo encapsulado (SALAMA, 2019).
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Figura 10 - Equipamento spray-dryer.

Ey «——— Emulsao

Bomba

«——— Ciclone

Coletor

Fonte: Labmaqg®; A autora.

A producao das microcapsulas por spray-drying, segue algumas etapas, como
mostrado na Figura 11. Primeiramente, os polimeros utilizados como materiais de
parede, sdo dispersos em agua pura, ou em uma solucdo de agua com solvente de
grau alimenticio, como o etanol, e mantidas sob agitacdo até dispersao total dos
polimeros. Em seguida, adiciona-se o material do nucleo, no caso o OE, que por ser
lipofilico, é necessario também a adicdo de um tensoativo, para que se formem as
micelas. A emulsdo deve permanecer estavel durante todo o processo, por isto, é
deixada sob agitacdo constante. Para aplicacdo no spray-dryer, a formulacdo é
aspirada por uma bomba através de uma céanula, e entdo atomizada, formando
peguenas goticulas que passam rapidamente por uma camara de secagem, a uma
temperatura entre 120 °C e 220 °C. Assim, ocorre a evaporacao imediata do solvente
e, portanto, a solidificacdo do material de parede e o aprisionamento do OE no interior
da particula. As microcapsulas formadas, seguem entdo para o ciclone, a uma
temperatura de saida de 50 °C a 80 °C, e o produto seco é depositado no frasco
coletor (BAKRY et al., 2016; MOHAMMED et al., 2020; NGUYEN et al., 2021; RAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2015; SOUSA et al., 2022).
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Figura 11 - Representac@o esquematica da microencapsulagdo por spray-drying.
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Fonte: A autora.
Legenda: 1 — Dispersdo do material de parede no solvente, sob agitacdo; 2 — Adicao do 6leo essencial
e do tensoativo; 3 — Formacao da emulsdo (micelas); 4 — Aplicacdo no spray-dryer para evaporacéo do
solvente e solidificagdo do material de parede. 5 — Formacao das microcapsulas.

No entanto, a principal desvantagem da técnica € o risco de volatilizagdo ou
deterioracao de alguns componentes sensiveis ao calor, devido as altas temperaturas
empregadas, que pode causar grandes perdas, logo, baixo rendimento. Por isto,
varios fatores devem ser considerados a fim de melhorar a eficiéncia da técnica
(Figura 12), destacando a escolha do material de parede como o principal
determinante da caracteristica do produto final (BAKRY et al., 2016; NGUYEN et al.,
2021; VEIGA et al., 2019)
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Figura 12 - Fatores que afetam a eficiéncia da microencapsulagao pela técnica de spray-drying.
Composigao quimica

Concentracao
Volatilidade
Polaridade
Capacidade de formar filme Material do
Viscosidade nlcleo
Peso molecular
Concentracéo
Propriedades emulsificantes —
Fatores que afetam a eficiéncia _
da microencapsulagdo por Emulsao
Materiais spray-drying
de parede Viscosidade
Total de sdlidos
Homogenizagao
Parametros
spray-dryer

Temperatura de entrada e saida
Fluxo de alimentagao
Pressao de atomizagao

Fonte: A autora

3.7 MATERIAIS DE PAREDE/ENCAPSULANTES

O objetivo do revestimento das microcapsulas é atuar como uma barreira entre
0 nucleo e quaisquer fatores externos, a fim de proteger o nucleo de deterioracdo e
perda, e também permitir sua liberacéo controlada sob condi¢cfes desejadas. Assim,
o material de parede ideal deve apresentar como caracteristicas: baixa viscosidade;
baixa higroscopicidade; ndo reagir com o agente ativo; possuir propriedade formadora
de filme; proporcionar maxima protecédo ao agente ativo contra condicées ambientais
como luz, pH, oxigénio e temperatura; ser de baixo custo; ter capacidade emulsificante
e estabilizadora; ser de grau alimenticio e biodegradavel; se manter estavel em altas
temperaturas (MOHAMMED et al., 2020; PEREIRA, 2018)

Entretanto, a maioria dos materiais de parede ndo apresentam todas as
propriedades necessarias, sendo normalmente necessario utilizar a mistura de dois
ou mais materiais. Existem uma variedade de produtos naturais que podem ser
utilizados, como: carboidratos (amido, maltodextrina, xaropes, gomas), lipideos (mono
e diglicerideos) e proteinas (proteina de soro de leite, gelatina, caseina). No caso da
encapsulacdo de OE, os carboidratos tém se mostrado mais favoraveis,

principalmente os amidos modificados, maltodextrina e as gomas, devido a
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capacidade emulsificante e boa retencdo de compostos volateis que estes
apresentam (NGUYEN et al., 2021; PEREIRA et al., 2018).

3.7.1 Goma arabica

A goma arébica (GA), também chamada de goma acécia, € obtida de
exsudados de caules e ramos da acécia (Acacia senegal e Acacia seyal) (Figura 13).
E considerado um produto multifuncional, pois tem aplicacdo nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética. E comumente empregada como emulsificante,
estabilizador e espessante, além de apresentar alta solubilidade, baixa viscosidade,
alta estabilidade oxidativa e alta capacidade de retencdo de compostos volateis,
sendo o material de parede mais aplicado na microencapsulacdo de OE (DAUQAN;
ABDULLAH, 2013; VEIGA et al., 2019). No entanto, a GA possui a desvantagem de
ter alto custo, fazendo com que seja utilizada em combinacdo com outros materiais
de parede mais acessiveis (NGUYEN et al., 2021).

Figura 13 - Exsudato do caule da arvore Acacia sp., chamado de goma arabica.

:

YR T
.
.

Fonte: DECKER, K. On the trail of acacia gum: isit to the orchard. In: DAIRY FOODS. 15 abr.
2017. Disponivel em: https://www.dairyfoods.com/ext/resources/Blog_Images/Kim-Decker-trip-to-
Senegal-Alland-Robert/Alland-Robert-Senegal-acaica-gum-Kim-Decker-Dairy-Foods-0229.jpg. Acesso
em: 20 dez. 2022.
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A composicao quimica da GA (Figura 14) é bastante variada, dependendo das
caracteristicas da planta (espécie, idade, fase vegetativa) e de condicbes ambientais
e climaticas (local de cultivo, solo, temperatura). Porém, de forma geral, € um polimero
composto principalmente por trés fracdes: a fracdo principal € um polissacarideo
altamente ramificado, constituido por um esqueleto de D-galactose com ramificacdes
de L-ramnose e L-arabinose, que terminam em &cido glicurénico; uma outra fracéo é
formada por um complexo arabinogalactano-proteina; e uma fracdo menor constituida
por glicoproteinas com diferentes aminoacidos (COIMBRA; CARDOSO;
GONGCALVES, 2020; DAUQAN; ABDULLAH, 2013).

Figura 14 - Estrutura quimica genérica da goma arabica
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Fonte: DAUQAN, E.; ABDULLAH, A. Utilization of gum arabic for industries and human
health. American Journal of Applied Sciences, [S. I.],v. 10, n. 10, p. 1270-1279, set. 2013. Disponivel
em: https://doi.org/10.3844/ajassp.2013.1270.1279. Acesso em: 20 dez. 2022.

A fracdo proteica, que equivale a cerca de 2% da estrutura, é ligada
covalentemente ao arranjo molecular, e exerce papel fundamental na determinacéo
das propriedades emulsificantes e estabilizantes da GA, uma vez que as proteinas
(hidrofobicas) adsorvem na superficie das goticulas de 6leo, enquanto a fracao
polissacaridica (hidrofilica) inibe a floculacdo e coalescéncia de moléculas por meio
de repulsdes eletrostdticas e estéricas (Figura 15) (COIMBRA; CARDOSO;
GONGCALVES, 2020; MOHAMMED et al., 2020; PEREIRA et al., 2018).
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Figura 15 - Mecanismo emulsificante e estabilizador da goma arabica.
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Fonte: A autora

3.7.2 Goma guar

A goma guar (GG) é um polissacarideo, obtida do endosperma moido da
semente da planta guar (Cyamopsis tetragonoloba), pertencente a familia das
leguminosas (Figura 16), cultivada principalmente no Paquistdo, india, Austrélia e
Africa (MORTENSEN et al., 2017; PRABAHARAN, 2011).

Figura 16 - Leguminosa da espécie Cyamopsis tetragonoloba, de onde extrai-se a goma guar.

Fonte: STEPHENS, J. M. Guar - Cyamopsis tetragonoloba (L.) Taub. Horticultural Sciences
Department. Institute of Food and Agricultural Sciences, 2018. Disponivel em:
https://edis.ifas.ufl.edu/publication/MV075. Acesso em: 21 dez. 2022.
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A GG é um hidrocoloide geralmente insoluvel em hidrocarbonetos, gorduras,
alcoois, ésteres e cetonas, no entanto, é altamente hidrossoluvel, capaz de formar
pontes de hidrogénio com a &gua, que auxiliam no espessamento da solucao,
resultando em solugdes de alta viscosidade mesmo em baixas concentragdes, como
a 1%. Além disso, é bastante utilizada em processamento industrial como aglutinante,
desintegrante, agente de suspensdo, agente espessante e agente estabilizador, e
também explorada pela inddstria alimenticia e farmacéutica por ser um composto
inerte a salde humana, ndo sendo absorvida e nem metabolizada por enzimas
(CASTANEDA-OVANDO et 2020;
MORTENSEN et al., 2017; PRABAHARAN, 2011).

Sua estrutura quimica (Figura 17) € composta por cerca de 80% de

presentes no trato gastrointestinal al.,

galactomanana, 12% de agua, 5% de proteina e 0,7% de gordura, sendo constituida
por cadeias lineares de residuos de manose (D-manopiranose) unidos por ligacoes [3-
1,4 glicosidicas, e ramificacfes de galacotose (D-galactopiranose) ligadas a cadeia
linear por ligagdo (-1,6, havendo uma unidade de galactose para cada duas de
manose (CASTANEDA-OVANDO et al., 2020; MORTENSEN et al., 2017).

Figura 17 - Molécula de goma guar.
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Fontes: MORTENSEN, A. et al. Re-evaluation of guar gum (E 412) as a food additive. EFSA Journal,
[S. L], v. 15, n. 2, p. 1-62, fev. 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.2903/j.efsa.2017.4669. Acesso
em: 21 dez. 2022.
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3.7.3 Maltodextrina

A maltodextrina € um polissacarideo composto por multiplas unidades de D-
glicose ligadas por ligagbes a-1,4 glicosidicas, sendo produzida pela hidrélise parcial
do amido (CsH1005)n, com emprego de acidos e/ou enzimas (Figura 18) (COIMBRA,;
CARDOSO; GONCALVES, 2020; HOFMAN; BUUL; BROUNS, 2015).

Figura 18 - Estrutura quimica das moléculas de amido e maltodextrina
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OH OH OH OH
0 0 O 0
OH OH OH OH
o © © C H—0 —OH
OH OH OH OH
— -n - -n

a-1,4

2<n<?20

Fonte: A autora

E classificada de acordo com os valores de dextrose equivalente (DE), uma
medida que caracteriza o grau de hidrélise da molécula de amido, e indica a
guantidade de acucar redutor presente no produto. Também estéa relacionado com o
peso molecular, sendo que, quanto maior o grau de hidrdlise, maior o valor de DE e
menor a média do peso molecular. O valor de DE esta associado diretamente com o
nivel de protecdo do material do nucleo contra o ar e umidade. MD com valores de
dextrose equivalentes menor que 20, apresentam propriedades fisicas mais
desejaveis para microencapsulacao de 6leos, formando particulas mais esféricas e de
superficie lisa (COIMBRA; CARDOSO; GONCALVES, 2020; MOHAMMED et al.,
2020; NGUYEN et al., 2021).

H& muito tempo, a MD tem sido usado como aditivo alimentar e agente de
microencapsulacao, por ter baixo custo, sabor suave, ser digerido e absorvido pelo
organismo como glicose, e fornecer boa protecdo antioxidante. Apresenta-se
normalmente como um pé branco, higroscépico, de baixa viscosidade e altamente
soluvel em &gua, devido a grande quantidade de grupos hidroxila na sua composicao.
Entretanto, ndo apresenta boa capacidade emulsificante, por isso, para producgéo de

microcapsulas, a MD é comumente combinada com gomas, amidos ou proteinas, a



39

fim de melhorar a estabilizagcédo das emulsdes, e reduzir a presenca das hidroxilas por
esterificacdo, melhorando o processo de secagem (COIMBRA; CARDOSO;
GONCALVES, 2020; MOHAMMED et al., 2020; NGUYEN et al., 2021).

Inclusive, a MD tém se mostrado um excelente defensor térmico, atuando como
crioprotetor, reduzindo a perda de compostos volateis durante processos de secagem
em altas temperaturas (préximo a 150°C), como no caso da microencapsulagéo por
spray-drying. Isto porque a MD forma um revestimento na superficie das goticulas
durante a secagem, melhorando o rendimento do pé e diminuindo a umidade do
produto final, que consequentemente diminui a agregacdo entre as particulas
(COIMBRA; CARDOSO; GONCALVES, 2020).

Estudos como de Balasubramani e colaboradores (2015), Mahdavi e
colaboradores (2016) e Santos e colaboradores (2020), mostram que no processo de
microencapsulacdo de compostos volateis por spray-drying, a retencdo das
substancias e o rendimento mostraram melhores resultados com a adi¢cdo da MD,
numa média de 60%, em formulacdes contendo entre 40 e 50% de GA, concluindo
gue o uso de MD em associacdo com a GA oferece um bom equilibrio entre custo e

eficiéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AVALIACAO SAZONAL DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

4.1.1 Coleta e secagem do material vegetal

As folhas de Cymbopogon citratus utilizadas para extrair o OE, foram coletas
na cidade de Ponta Grossa, Parand, nas coordenadas 25°04'05,0” de latitude Sul e
50°09'33,9” de longitude Oeste, nas quatro esta¢gbes do ano: inverno (agosto/2021),
primavera (novembro/2021), verdo (janeiro/2022) e outono (abril/2022), por volta das
8 horas da manha. A exsicata do material vegetal encontra-se depositada no herbario
do Museu Botanico Municipal de Curitiba (MBM), sob o niumero de catalogo 232009.
As folhas foram cortadas com tesoura proximo ao caule, sendo entdo espalhadas em

papel kraft para secagem a temperatura ambiente (x 22°C) por 7 dias.

4.1.2 Extracdo e rendimento de 6leo essencial

As folhas secas foram cortadas com cerca de 2 cm, colocadas em baldo de 1L
com aproximadamente 500 mL de agua potavel, e realizada a extragcdo por
hidrodestilacdo em Clevenger graduado. O processo durou cerca de 2 horas e 0
material recolhido foi armazenado em congelador (-11 °C) até sua utilizacdo. O
rendimento foi obtido dividindo a massa do OE obtido pela massa das folhas secas

usadas para extracéo.

4.1.3 Caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa

A determinacao e quantificacdo dos constituintes do OE foi realizada por CG-
DIC e por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

Para CG-DIC, utilizou-se um cromatdgrafo a gas HP® modelo 6850 Series, com
coluna DB-5 Agilent® (60 m x 0,25 mm x 0,25 pum), disponivel na empresa Geroma do
Brasil Industria e Comércio LTDA, localizada no Distrito Industrial da cidade de Ponta
Grossa, Parana.

Para CG-EM, utilizou-se um cromatégrafo a gas Shimadzu® modelo GC-2010

Plus, com coluna de silica fundida SLB-5MS (5% difenil + 95% dimetilpolissiloxano (30
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m x 0,25 mm x 0,25 pm)), acoplado a um detector de massas em tandem do tipo triplo
quadrupolo modelo TQ8040 e injetor automéatico modelo AOC-5000 Plus, disponivel
na Universidade Federal do Paran4, localizada na cidade de Curitiba, Parana.

Os parametros selecionados nos equipamentos para andlise dos OE estdo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros utilizados nos cromatégrafos a gas (CG-DIC e CG-EM) para analise dos 6leos
essenciais.

Parametros CG-DIC CG-EM
Amostra 1ul de OE puro 1l de OF diluido a
1% (v/v) em hexano

Gas de arraste Nitrogénio Hélio
Presséo 17,52 PSI -
Fluxo 0,77 mL/min 1,02 mL/min
Split Ratio 166:1 90:1
Temperatura do injetor 250 °C 250°
Temperatura do detector 250 °C 250 °C

Temperatura inicial 80 °C (10 min) 60°C (0 min)
Rampa Aquecimento 5 °C/min 3 °C/min
cromatografica Temperatura final 220 °C 250 °C

Tempo total 55 min 65 min

Fonte: A autora.

Uma série homologa de hidrocarbonetos lineares saturados, C8 a C19, foi
usada para calcular o indice aritmético. Os OE foram identificados por espectros de
massa e comparacao de indices aritméticos com a biblioteca CG-EM (NIST 14) e
literatura (ADAMS, 2007).

4.2 ENCAPSULACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO PELA
TECNICA DE SPRAY-DRYING

4.2.1 Componentes das formulacdes

O OE de capim-liméo foi selecionado como farmaco, sendo utilizado um padrao

comercial fornecido pela Quinari® Produtos Cosméticos e Farmacéuticos. Os
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polimeros GA e GG (Comercial Inter-link LTDA.) foram testados como materiais de
parede, a MD foi adicionada como agente secante/crioprotetor e o Tween®80 (Vetec®
Quimica Fina LTDA.) como agente emulsificante. O solvente utilizado foi uma solugéo

hidroalcodlica.

4.2.2 Preparo das formulagdes

Inicialmente realizou-se a determinagcéo do melhor solvente para a formulacéo,
testando a dissolucdo das gomas em solucdes hidroalcéolicas em diferentes
proporcdes (9:1 até 1:9, v/v). Selecionado a melhor proporcéo, foram preparadas as
dispersdes das duas gomas, pesando 10 g de GA em um béquer e 10 g de GG em
outro, e adicionado 100 mL do solvente escolhido, medido em proveta. A partir dessas
dispersbes base, foram preparadas as diferentes propor¢cdes de polimero utilizadas

nas formulagdes (Tabela 2).

Tabela 2 - Propor¢des das gomas arabica (GA) e guar (GG) utilizadas para preparo das formulacgdes.

Proporcdes (m/m) dGA dGG
GA/GG 1:1 20g 20g
GA/GG 3:1 30g 10g
GA/GG 1:3 10g 30g

GA 409 -
GG - 409

Fonte: A autora.
Legenda: dGA = dispersédo de goma arabica; dGG = dispersdo de goma guar.

Para o desenvolvimento das formulacdes finais, foi utilizada a proporcao entre
materiais de parede e OE de 3:1 (m/v), o tensoativo Tween 80® foi adicionado na
concentracdo de 1,0 % (m/v), e o solvente hidroalcodlico selecionado foi acrescentado
em quantidade suficiente para aproximadamente 100 mL. As amostras foram
preparadas em béqueres e mantidas sob agitacdo em agitador magnético até formar
uma emulsdo. A MD foi adicionada em 6% (m/v) somente no momento da aplicacao
das formulacdes no spray-dryer. Também foi preparada uma amostra com GA/GG 1:1
(m/m), com a mesma composicao das demais, porém sem adicdo de OE, para ser

usada como controle
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4.2.3 Aplicagéo no spray-dryer

As amostras passaram pelo spray-dryer (LabMag®, modelo LM-MSD 0.5),
programado com as seguintes condicdes de secagem: fluxo de alimentacdo da
formulacdo de 0,34 L/h, pressao de atomizacao de 1,68 atm e temperatura de saida
de 80 °C (FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2013). As formulacdes ficaram sob
constante agitacdo em agitador magnético, até passarem totalmente pelo
equipamento, o que levou cerca de 40 minutos para cada amostra. Os materiais secos
foram coletados do frasco coletor, sendo armazenados em frascos de cor ambar,

previamente tarados, e mantidos em geladeira.

4.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROPARTICULAS

4.3.1 Analise cromatografica do 6leo essencial de capim-limédo encapsulado

O OE encapsulado foi analisado quanto a sua composicdo quimica por CG-
DIC. Pesou-se 0,2 g de microcapsulas, adicionou-se 5 mL de etanol absoluto, e
manteve-se sob agitacdo em agitador magnético por 24 horas. As dispersdes foram
filtradas em filtro de seringa (GV Millex® com membrana PVDF, tamanhos de poros
de 0,22 um e diametro de 13 mm) e analisadas em cromatdgrafo a gas (HP® 6850
Series, coluna DBS - Agilent®), seguindo os mesmos parametros previamente

descritos (Tabela 1).

4.3.2 Microscopia eletrénica de varredura por efeito de campo (FEG)

A avaliacdo morfoldgica e de superficie foi efetuada no microscopio eletrdnico
de varredura por efeito de campo MIRA3 TESCAN. Para realizacdo das analises, as
microparticulas foram tamisadas, devidamente aderidas em fita adesiva dupla-face e
fixada em suporte proprio para a analise (stubs) e entdo revestidas com ouro-paladio
(Au-Pd) por deposicao (sputtering) de forma a tornar condutoras as superficies das
amostras. A tensdo de aceleracdo do microscoépio foi de 10 kV, com leituras nos

aumentos de 2000-5000 vezes.
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4.3.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de Fourrier

A caracterizacdo quimica dos materiais de parede, da MD, do OE de capim-
limdo puro e das microparticulas, foram avaliadas por espectroscopia na regiao do
infravermelho (FTIR, IR Prestige 21 - Shimadzu®), em pastilha com brometo de
potassio (KBr), nas condicdes de andlise de 32 scans.min! e resolucédo de 4 cm™,
usando a faixa de nimero de onda de 4000 a 400 cm™.

4.3.4 Difragao de raios X (DRX)

Os materiais de parede, a MD e as microparticulas foram examinadas quanto
a cristalinidade, utilizando um difratdbmetro de raios X (Ultima IV - Rigaku®), com scan
continuo de 2°min, sob varredura de 26 em angulos de 5° a 50°, radiagdo Ka (A =
1,5418 A) do cobre, 30 mA e 40 kV de tens3o.

4.3.5 Termogravimetria (TG)

Para a analise térmica dos materiais de parede, da MD, do OE de capim-liméo
puro e das microparticulas, utilizou-se o instrumento SDT 2960 (Perkin Elmer®),
calibrado previamente usando indio (In; P.F.= 156,6 °C; AHfusdo = 28,54 J.g!) como
padrdo. Os termogramas foram obtidos sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min), a uma
taxa de aguecimento constante de 10 °C.min! e a faixa de temperatura utilizada foi
de 20 a 550 °C.



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 AVALIACAO SAZONAL DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO

O primeiro passo para conduzir a pesquisa foi determinar em qual estacdo do
ano seria mais favoravel a extracdo do OE de C. citratus, analisando o rendimento e
a composicao quimica, para posteriormente produzir microcapsulas do OE na estacdo

do ano selecionada.
5.1.1 Extracado e rendimento

Para obtencdo do OE do capim-limédo, é necessario realizar o processo de
extragcdo, que consiste na separacdo de metabdlitos secundarios por meio de
solvente. Devido a natureza hidrofébica do OE e sua densidade menor que da agua,
0 método mais aplicado para sua extracdo € a hidrodestilacdo, possibilitando a
separacao da fase aquosa por decantacao (ASBAHANI et al., 2015).

O vegetal seco utilizado para extrair o OE foi pesado a fim de determinar o
rendimento das amostras. Os resultados foram expressos em porcentagem de OE em

relacdo a quantidade de material vegetal seco (Tabela 3).

Tabela 3 - Rendimento de 6leo essencial nas amostras coletadas nas quatro esta¢des do ano.

Massa seca Massa do 6leo Rendimento
Estacdo do ano ]
(9) extraido (g) (%, m/m)
Inverno 91,67 1,35 1,48
Primavera 110,33 2,16 1,96
Verao 152,50 2,97 1,95
Outono 113,41 1,70 1,50

Fonte: A autora.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2019), a concentracdo de OE na espécie
C. citratus deve estar entre 0,5 e 2%. Com isso, observa-se que todas as amostras
apresentaram bom rendimento, em especial as da primavera e verdo, que se
aproximaram mais dos 2%, podendo assim considerar as melhores estac6es do ano

para obtencédo de maiores rendimentos do OE desta planta.
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Os dados meteorologicos dos periodos de coleta do material vegetal foram
extraidos do SIMEPAR (Sistema de Tecnologia e Monitoramento Ambiental do
Parand) e demonstrados na Figura 19.

Figura 19 - Dados das temperaturas minima, méxima e média na cidade de Ponta Grosa, no periodo
em que as coletas do material vegetal foram realizadas
30
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Fonte: A autora

Observa-se que as estacbes com temperatura média mais elevada
favoreceram a producéo do OE pela planta. Os dados obtidos estdo de acordo com
Santos e colaboradores (2009), cujo estudo demonstrou maior rendimento do OE de
C. citratus, cultivado no estado do Parana, em meses de temperatura mais elevada.
Do mesmo modo, Madi e colaboradores (2020) estudaram a variacdo sazonal no
rendimento de OE de C. citratus cultivado no Egito, obtendo maiores rendimentos na

primavera, seguido do verdo, e menor no inverno.

5.1.2 Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais extraidos

Na analise quimica das amostras feita por CG-DIC, observou-se que o OE de
C. citratus apresenta monoterpenos como constituintes majoritarios. A determinacéo
do composto equivalente a cada pico se deu por meio de comparacdo com uma
amostra padrdo contendo 95% de citral, marcador quimico da espécie (soma dos

monoterpenos oxigenados isdbmeros: neral e geranial) (Figura 20).



Figura 20 - Cromatograma obtido por CG-DIC de uma amostra padréo de citral.
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Nas amostras extraidas nas quatro estacdes do ano, destaca-se a presenca de

neral e geranial, como componentes majoritarios, e também do mirceno, como mostra

0s cromatogramas (Figura 21).

Figura 21 — Cromatogramas obtidos por CG-DIC dos 6leos essenciais extraidos das amostras de
Cymbopogon citratus nas diferentes estacdes do ano. A — Primavera; B — Verdo; C — Outono; D —

Inverno.
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Por CG-EM, foi possivel caracterizar os constituintes presentes nos OE

extraidos, e comprovar a presenca de citral em maiores concentracdes, e de mirceno

como composto secundario. Os compostos identificados em cada estacdo do ano e

suas concentragdes entédo determinadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Concentracao (%) dos compostos quimicos do 6leo essencial de capim-limao, nas diferentes

estacBes do ano, obtidos por CG-EM.

Concentracao (%)

Composto quimico IA | 1AL
Primavera| Verdo | Outono Inverno
6-metil-5-hepten-2-ona 983 981 0,56 0,50 1,85 1,01
Mirceno 989 988 3,16 11,81 14,51 14,54
(2)-B-ocimeno 1035 1032 - 0,24 0,34 0,35
(E)-B-ocimeno 1046 1044 - - 0,20 0,17
Linalol 1099 1095 1,29 1,06 0,78 0,65
exo-isocitral 1144 1140 0,16 0,25 0,26 0,26
(2)-isocitral 1161 1160 0,60 0,80 1,02 1,03
(E)-isocitral 1179 1170 1,24 1,65 2,10 2,16
Neral 1238 1235 36,18 33,78 32,02 32,99
Geraniol 1251 1249 3,08 0,69 2,90 1,27
Geranial 1268 1264 48,71 45,61 41,46 43,26
2-undecanona 1292 1293 1,67 - 0,77 0,56
2-tridecanona 1494 1495 - - 0,20 -
Citral (Neral + Geranial) 84,89 79,39 73,48 76,25
Total identificado 96,65 96,39 98,41 98,25

Fonte: A autora.

Legenda: IA = indice aritmético calculado; IAL: = indice aritmético da literatura.

Os resultados estdo de acordo com estudos, como de Pino e colaboradores

(2018), que avaliaram a composicdo quimica do OE extraido das folhas de capim-

limdo cultivado na Amazbnia equatoriana,

monoterpenos oxigenados como compostos majoritarios (86%

e evidenciaram a presenca de

de citral) e

hidrocarbonetos monoterpénicos como classe secundaria (9,6% de mirceno).
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Ali, Yusuf e Abdalaziz, (2017) analisaram o OE de capim-liméo por CG-EM, e
0s principais componentes encontrados foram geranial (34,8%), neral (30,72%) e
mirceno (11,28%). Soliman, Salaheldin e Amer (2017) avaliaram o OE de capim-limao
cultivado no Egito, e obtiveram como compostos principais o citral (79,69%), seguido
por mirceno (8,05%).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), o OE de C. citratus deve
conter no minimo 60% de citral. Pode-se observar que nas quatro estacées do ano foi
atingido este valor minimo. Em relacdo as variacdes sazonais, observa-se que as
estacbes de temperaturas mais elevadas (primavera e verdo) aumentam a
concentracao de citral no OE de capim-limao. Consequentemente, a concentragao de
mirceno é o inverso, sendo menor nessas estacées. Do mesmo modo, Madi e
colaboradores (2020) avaliaram a composi¢cao quimica do OE extraido de C. citratus
cultivado no Egito, e obtiveram concentra¢cdes superiores de neral e geranial no verao,
e inferiores no inverno.

O citral, além de ser o marcador quimico da espécie C. citratus, também tem
sido evidenciado como um importante fitoativo, sendo farmacologicamente
interessante que ele esteja presente em maiores concentra¢cdes no OE extraido.

Estudo de Devi, Sim e Ismail (2012) avaliou e confirmou a acdo do citral,
extraido de folhas e raizes de C. citratus, como relaxante do musculo liso, utilizando
como modelo a aorta de ratos, e sugeriu que esse efeito esteja relacionado com a
capacidade do citral em estimular a producdo e/ou secrecdo de Oxido nitrico e
bloquear canais de calcio, fatores ligados diretamente a reducdo da leséo endotelial
gue leva a doencas como arteriosclerose e hipertensao.

Ainda, Bayala e colaboradores (2018) estudaram o efeito do OE de duas
espécies de capim-limdo (C. giganteus e C. citratus) e do citral isolado, como
antioxidante e citotoxico em células tumorais. Foi demonstrado que a espécie C.
citratus apresentou maior citotoxicidade, e que o efeito do citral isolado nédo difere
estatisticamente do OE puro, concluindo que o citral é o principal responsavel pela
atividade antitumoral do OE, inclusive, com efeito semelhante a cisplatina, composto
antitumoral de referéncia.

Além disto, Long e colaboradores (2019) estudaram a atividade antimicrobiana
do citral contra bactérias Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, e

evidenciaram sua acao contra a infeccéo induzida em ratos, com uma relagao dose-
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dependente, e também uma reducédo significativa nos niveis de citocinas produzidas
pelo processo infeccioso, com efeito semelhante ao antibiotico padrdo vancomicina.
O citral também ja foi evidenciado como anticonvulsivante, em um estudo de
Hacke e colaboradores (2021), que utilizaram o OE de C. citratus e o citral isolado
para controlar convulsdes induzidas em peixes-zebra, e observaram que ambos
prolongaram o tempo de laténcia para a primeira crise convulsiva. Sugeriu-se este
efeito ao envolvimento de receptores GABAérgicos e, principalmente, pela acéo
antioxidante do citral e indutor de formacdo de substancias envolvidas na
neuroprotecao, validando seu uso para disturbios do Sistema Nervoso Central.
Considerando isto, é possivel determinar que a primavera e o verdo, por
apresentarem maior concentragdo de citral, sdo as melhores estacdes para extracéo

do OE, tendo em vista sua utilizag&do na farmacoterapia.

5.2 ENCAPSULACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CAPIM-LIMAO POR TECNICA
DE SPRAY-DRYING

Para o desenvolvimento das formulacbes a serem utilizadas no processo de
encapsulacdo, primeiramente foi necessario determinar o solvente, avaliando
visualmente a propor¢cdo da mistura de agua e etanol, que resultassem na melhor

disperséo dos agentes encapsulantes. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Avaliacéo visual das dispersfes dos polimeros goma arabica (GA) e goma guar (GG) em
diferentes proporc¢des de agua:etanol, para sele¢éo do solvente a ser utilizado nas formulacgdes.

Proporeac g4 g 7.3 64 55 46 37 28 19
agua:etanol
GA +++ +++ ++ 4 + 0 0 0 0
GG +4+ ++4+ +++  ++ 0 0 0 0 0

Fonte: A autora.
Legenda: 0 = sem dissolugéo; + = pouca dissolugéo; + + = dissolucdo parcial; + + + = dissolucéo
completa

Observou-se que esses polimeros apresentaram melhor dispersdo em agua,
pois 0 aumento da concentracdo alcodlica dificultou a dispersdo. Desse modo, as
amostras com as misturas de &gua:etanol em uma proporcdo de 8:2 foram
selecionadas para dar continuidade aos testes, por terem apresentado melhores

caracteristicas de homogeneidade e fluidez.
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O proximo passo foi elaborar as dispersbes base e preparar as diferentes
proporcdes de gomas sugeridas, sendo elas: somente GA, somente GG, GA/GG 1:1
(m/m), GA/GG 3:1 (m/m); GA/GG 1:3 (m/m).

Segundo Mohammed e colaboradores (2020), o método de secagem pela
técnica de spray-drying € conduzido alterando uma disperséo liquida para um po,
assim sendo, quanto mais liquida estiver a formulacdo, melhor sera a aplicacdo no
equipamento e o produto gerado.

Foi possivel observar que o aumento da concentracdo de GG tornava a
dispersdo muito viscosa, de aspecto gelatinoso e dificil manuseio, impossibilitando
seu uso para utilizacdo no spray-dryer. Por isto as dispersbes de somente GG e
GA/GG 1:3 (m/m) foram descartadas.

A partir destes primeiros testes, o OE e os demais componentes da formulacéao
foram adicionados. As formulagdes preparadas (GA/GG1:1-OE, GA/GG3:1-0OE e GA-
OE) e a amostra controle (GA/GG1:1-Controle), foram aplicadas no spray-dryer, que
gerou um produto seco na forma de po, como esperado, e seguiu para as analises

fisico-quimicas.

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROPARTICULAS

5.3.1 Identificacdo cromatografica do 6leo essencial encapsulado

A composicdo quimica do OE apds o processo de encapsulacdo por spray-
drying foi avaliada por CG-DIC, e os componentes majoritarios do OE de capim-liméo
foram quantificados (Tabela 6). Com esta andlise € possivel determinar se o OE esta
presente nas microparticulas, e se houve degradacdo dos constituintes devido a

temperatura de secagem do equipamento.

Tabela 6 - Tempo de retencdo (TR) e concentracdo (Area %) dos principais compostos do 6leo
essencial de capim-liméo apés o processo de encapsulagéo por spray-drying, obtido por CG-DIC.

Composto GA/GG1:1-OF GAIGG3:1-OF GA-OE
TR | Area% TR | Area% TR Area
Mirceno 23162 11,726 23171 2,954 23149 7,382
Neral 33,758 27,724 33,761 26988 33,765 27,799
Geranial 34721 33597 34,732 45666 34,727 34,736
Citral 61,321 72,654 62,535

(neral + geranial)
Fonte: A autora
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Observa-se que o citral esta presente em todas as amostras, em concentracao
superior ao valor minimo de 60%, exigido pela Farmacopeia Brasileira (2019), e com
concentracdo significativa de mirceno, indicando que o OE de capim-limdo esta
presente nas amostras e que 0 processo de secagem nao causou degradacéo ou
alteracao qualitativa na composicéo do OE.

A concentracdo de citral do OE de capim-lim&o utilizado neste trabalho é de
33,8% de neral e 43,6% de geranial, totalizando 77,4% de citral. Desta forma, a
amostra GA/GG3:1-OE apresenta a melhor encapsulagéo do OE.

5.3.2 Morfologia das microparticulas analisadas por microscopia eletrbnica de

varredura por efeito de campo (FEG)

A morfologia das microcépsulas foi avaliada por FEG, em aumento de 2000 e
5000 vezes (Figura 22). Esta analise fornece informac6es sobre as caracteristicas
morfolégicas das microcapsulas, permitindo uma analise rapida e direta da eficiéncia

do processo de encapsulacao.

Figura 22 - Micrografias das microcapsulas obtidas por FEG, em aumento de 2000 vezes (primeira
linha) e 5000 vezes (segunda linha).
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Foi possivel observar que todas as amostras apresentaram particulas com
formato esférico, superficie lisa, sem trincas ou poros aparentes e com tamanho de 5
até 20 um, de acordo com a barra de escala do FEG, compativel com a defini¢cao de
microcapsulas. A auséncia de trincas e poros é importante, pois proporciona uma
melhor protecéo e retencédo de ativos, com menor permeabilidade dos compostos
volateis do nuicleo para fora do sistema (RAMOS; SILVEIRA JUNIOR; PRATA, 2019).

Outros estudos de microencapsulagdo de OE por spray-drying obtiveram
resultados semelhantes, como Mehran, Masoum e Memarzadeh (2020) que
produziram microcapsulas de Mentha spicata, com GA e inulina como materiais de
parede, e a maioria das particulas analisadas por FEG, apresentavam superficie lisa,
com algumas depressfes na estrutura, porém sem trincas, e de tamanho entre 2 a 15
pm. Fernandes e colaboradores (2013) obtiveram microcapsulas de OE de alecrim,
utilizando GA como material de parede, e a analise de FEG mostrou estruturas sem
trincas, esféricas e com diametro de até 26 ym, sendo a média 13,6 pm.

A diferenca estrutural mais pronunciada entre as amostras foi a presenca ou
auséncia de colapso entre as microcapsulas. Todas as amostras apresentaram
aglomeracdes. No entanto, a amostra GA/GG1:1-OE apresentou mais particulas
colapsadas, enquanto que a GA-OE mostrou particulas mais dispersas, e de
tamanhos variados, porém uniformes, sendo estas mais satisfatorias. Burhan e
colaboradores (2019) e Aguiar e colaboradores (2020) também observaram
aglomeracdes, na microencapsulacéo por spray-drying de OE de lavanda e de laranja,
respectivamente.

Varios fatores sdo discutidos como responsaveis pelo colapso e aglomeracao
das particulas, que podem ocorrer durante a secagem ou armazenamento. Dentre
eles, a presenca de OE nado encapsulado depositado na superficie das microcapsulas
(KANG et al., 2019) e ao excesso de umidade relacionado a temperatura de secagem
e fluxo de alimentac&o do spray-dryer, que precisa diminuir a tenséo superficial e a
viscosidade, contribuindo para a evaporacdo do solvente das goticulas formadas
antes que estas entrem em contato com as paredes da camara de secagem (RAMOS;
SILVEIRA JUNIOR; PRATA, 2019; VEIGA et al., 2019).

Por outro lado, Bae e Lee (2008), relacionaram a aglomeracdo com a
higroscopicidade dos materiais de parede, e sugeriram que o colapso das particulas
esta relacionado com a transi¢do vitrea e cristalizagdo de polissacarideos amorfos,

gue causa ruptura da integridade estrutural do revestimento das microcapsulas e



54

induz a aglomeragéo, provavelmente durante o armazenamento, pois 0 processo de

secagem por spray-drying € muito rapido e forma particulas amorfas.

5.3.3 Avaliag&o por espectroscopia na regiao do infravermelho por transformada de
Fourrier (FTIR)

A andlise de espectroscopia de infravermelho fornece informacdes
moleculares, permitindo identificar uma amostra mediante os grupos funcionais e tipos
de ligacBes presentes em sua estrutura. Assim é possivel determinar se durante o
processo ocorreram alteracdes na composi¢ao ou nas interacdes/ligacdes quimicas
dos componentes (GRIFFITHS; HASETH, 2006). Sendo assim, a analise foi realizada
com os materiais de parede e com o OE puros e com as amostras, obtendo os

espectros demonstrados abaixo (Figura 23).

Figura 23 - Espectros de FTIR (Nimero de onda x Transmitancia) obtidos a partir das microcapsulas,
dos materiais de parede, da maltodextrina e do 6leo essencial de capim-liméo. A — faixa de 4000-400
cm?; B —faixa de 3800-2400 cm?; C —faixa de 2200-1200 cm™.
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A GA, GG e a MD, por serem polissacarideos, apresentam estrutura quimica
similar, baseados na estrutura glicosidica que os compdem. Sendo assim, observa-se
que todos apresentaram banda ampla de absorcédo em aproximadamente 3392 cm?,
correspondente ao grupo hidroxila -OH; uma pequena banda em 2900 cm
relacionado aos grupos alifaticos saturados C-H; estiramento em 1640 cm* referente
a carbonila C=0; e um estiramento entre 1000 e 1200 cm™ onde encontram-se as
ligacbes C-O. Na MD, em especifico, ainda se encontra um estiramento entre 1000 e
800 cm! correspondente ao anel piranose das dextroses; e na GG encontra-se
estiramento entre 700 e 900 cm™ correspondente a ligacdo C-O-C entre a manose e
galactose (BURHAN et al.,, 2019; KANG et al., 2019; WANG; SOMASUNDARAN,
2007).

O espectro do OE de capim-limdo, mostra um estiramento em 2926 cm,
referente ao grupo O-H dos compostos fendlicos, e uma banda caracteristica em 1675
cm?, que foi utilizada como referéncia da presenca do OE nas microcapsulas.
Comparando os espectros, todas as microcapsulas, exceto o controle, apresentaram
banda em 1675 cm, confirmando a presenca do OE de capim-limao (Figura 23C).
Entretanto, é possivel observar que nos espectros das microcapsulas, houve uma
reducéo na intensidade da banda em 2926 cm, que pode evidenciar a eficiéncia da
encapsulacéo (Figura 23B).

Nos espectros das microcapsulas, observa-se que grande parte das bandas
formadas sdo semelhantes aos espectros das gomas e da MD. Entretanto, ocorreram
leves modificacdes, como a reducgdo na intensidade da banda em 3392 cm™ e em
1640 cm?, o que pode significar que os grupos hidroxila dos polimeros participaram
de interacdes quimicas durante a secagem, como ligacdo de hidrogénio e/ou
esterificacdo. Outras mudancas espectrais podem ser devidas a sobreposicao de OE
de capim-liméo e polimeros em uma faixa de espectros semelhante. Os OE podem
modificar as intera¢des intermoleculares do polimero, sugerindo a presenca de OE
nas microcapsulas (BASYIGIT et al., 2020; GOGOI et al., 2022; KANG et al., 2019,
MEHRAN; MASOUM; MEMARZADEH, 2020).
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5.3.4 Andlise de difracao de raios-X (DRX)

O estudo e caracterizacdo das formulagcdes quanto a sua cristalinidade

puderam ser avaliadas por meio de DRX (Figura 24).

Figura 24 - Difratogramas (26 x Intensidade). A — amostras obtidas por spray-drying e materiais de
parede; B — maltodextrina.
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Os dados de DRX sédo importantes para conhecer o estado fisico dos pos, e
classifica-los de acordo com o seu grau de cristalinidade, podendo ser estruturas
cristalinas ou amorfas. Esta condicao influenciara diretamente nas suas propriedades
de reidratacao e estabilidade (BOTREL et al., 2016).

Geralmente, a presenca de picos difusos e largos no difratograma, representam
estruturas amorfas, ao passo que, picos agudos e definidos, representam estruturas
cristalinas. Materiais amorfos tendem a ser higroscopicos e se hidratam rapidamente
devido aos baixos niveis de energia das ligacOes entre as moléculas, e materiais
cristalinos tendem a dissolver mais lentamente, pois a dissolu¢cédo de cristais ocorre
apenas na superficie externa, exposta ao solvente (BAN et al., 2020; BOTREL et al.,
2016; KANG et al., 2019).

No difratograma da MD é possivel observar diversos picos bem definidos, mais
intensos em 20 = 12°, 13°, 19° e 25°, indicando sua cristalinidade. Ja a GA e a GG
apresentaram um acentuado halo amorfo e picos difusos, podendo classifica-las como
estruturas amorfas. Para as microcapsulas, observou-se que todas apresentaram-se
amorfas, com alguns picos de cristalinidade em 26 idénticos a MD, indicando que esta,

por ser adicionada como auxiliar de secagem e crioprotetora, gera picos de
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cristalinidade nas amostras por ndo incorporar ao sistema de revestimento, mantendo-
se dispersa ou aderida na parte exterior da parede das microcapsulas.

Esses resultados sdo consistentes com os obtidos em varios estudos
anteriores, que relataram estruturas amorfas em microcapsulas obtidas por spray-
drying (ALVES et al., 2014; BAN et al., 2020; DUARTE et al., 2022; KANG et al., 2019;
YUE et al., 2020).

5.3.5 Andlise termogravimétrica (TG)

TG é uma técnica termo analitica utilizada com objetivo de estudar a perda de
massa de um material em funcao da temperatura. Por meio desta andlise, é possivel
avaliar a decomposicdo térmica das amostras e determinar em que faixa de
temperatura elas se mantém estaveis (FERNANDES et al., 2016).

Os dados referentes ao comportamento térmico dos componentes puros da
formulagdo (OE de capim-limédo, GA, GG e MD) e das microcapsulas, durante o

aumento de temperatura, esta demonstrado na Figura 25.

Figura 25 — Curva termogravimétrica (temperatura x massa) das microcdpsulas, dos materiais de
parede, da maltodextrina e do éleo essencial de capim-limé&o.
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E possivel observar que a curva TG do OE de capim-limdo mostra dois estagio

de decomposicao térmica, um primeiro que iniciou a uma temperatura de 107 °C, e
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um segundo iniciando em 359 °C. A GA e a GG apresentaram um primeiro estagio de
decomposicdo (10% de perda de massa), provavelmente relacionado a perda de
umidade (MARTINS et al., 2021), e um segundo estagio que se iniciou em 236 °C e
240 °C, respectivamente. J& a MD apresentou apenas uma etapa de perda de massa,
iniciando em 203 °C.

Em relacdo as microcdpsulas, observa-se trés etapas principais de
decomposicdo. Nas microcapsulas contendo OE, um primeiro estagio, que permanece
até 109 °C (GA/GG1:1-0OE), 117 °C (GA:GG3:1-0OE) e 127 °C (GA-OE), corresponde
a desidratacao, ou seja, a perda de agua livre contida nos materiais de parede, e
também a evaporacdo de OE ndo encapsulado (MELO et al., 2020). Para as
microcépsulas controle, observa-se uma leve perda de massa, inferior a 5%, em 50
°C, correspondendo ao primeiro estagio.

Pela diferenga nas curvas TG entre as microcapsulas contendo OE e o controle,
gue mostra uma maior estabilidade térmica da amostra controle, sugere-se que este
primeiro estagio esta relacionado com a evaporacédo de uma parte do OE que néao foi
totalmente encapsulado, e ficou aderida na parede externa das microcapsulas; padrao
semelhante ao observado por Barbieri e colaboradores (2018).

ApOs o primeiro estagio, uma faixa de estabilidade térmica foi observada, e o
segundo estagio de perda de massa, teve inicio nas temperaturas de 187 °C para o
controle, e de 184 °C (GA/GG1:1-OE), 191 °C (GA:GG3:1-OE) e 194 °C (GA-OE).
Como os valores séo superiores aos observados para o OE de capim-limao puro (107
°C), pode-se concluir que a microencapsulacdo melhorou a estabilidade térmica de
todas as formulacoes.

O terceiro e ultimo estagio mostra uma perda de massa constante e abrupta,
referente a degradacao do revestimento e exposi¢cdo do OE do nucleo, que devido a
alta volatilidade, perde massa rapidamente. Ainda, as curvas TG das microcapsulas
mostram um estagio de perda de massa entre 185 e 226 °C, que nao ¢ tipico de OE
livre ou dos demais materiais, sugerindo volatilizacdo do OE em uma faixa de
temperatura maior. Este resultado confirma a eficacia da microencapsulacédo e a
escolha correta dos encapsulantes (FELIX et al., 2015)

Também é possivel notar que a segunda etapa de perda de massa em todas
as microcapsulas se inicia proximo a temperatura de decomposicdo da MD,

evidenciando sua eficiéncia na formulacdo como crioprotetor, uma vez que a maior
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perda de massa das microcapsulas pela temperatura, ocorre simultaneamente com a
degradacgao da MD (FELIX et al., 2015; MAZUCO et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

A sazonalidade tem grande influéncia no rendimento e composi¢cdo quimica do
OE de C. citratus, sendo mais favoraveis as esta¢cdes do ano de temperatura média
mais elevada: primavera e verdo. Os compostos quimicos presentes no OE extraido
foram identificados por CG-DIC e CG-EM, apresentando como compostos majoritarios
o neral e o geranial, que juntos formam o citral, e o mirceno. Os perfis cromatograficos
dos OE foram de acordo com o preconizado pela Farmacopeia Brasileira, contendo
acima de 60% de citral em todas as estacdes do ano.

A encapsulacdo do OE pela técnica de spray-drying s6 foi possivel de ser
realizada com as formulagcdes de menor concentracdo de GG, devido a sua alta
viscosidade impossibilitar sua passagem pelo spray-dryer. A partir de todas as
amostras selecionadas foi possivel obter um produto seco na forma de pd. As
amostras com maior concentracao de GA, apresentaram morfologia mais satisfatoria
guando observada por FEG, sendo mais esféricas e menos aglomeradas. No entanto,
todas as amostras eram compativeis com a definicdo de microcapsulas no tamanho e
forma, e sem poros ou trincas aparentes.

Ainda, foi possivel determinar pelas analises fisico-quimicas, que o emprego
da técnica de spray-drying pode ser utilizada para encapsulacéao de OE, utilizando GA,
GG e MD na formulacdo, pois 0 processo ndo alterou a estrutura quimica dos
materiais. As particulas puderam ser classificadas como microcapsulas, que
apresentaram estruturas amorfas, com pontos de cristalinidade referente a MD
dispersa no po, que assim como a analise térmica, comprovou o0 uso da MD como
auxiliar de secagem e crioprotetor. Além disso, foi evidenciado que a
microencapsulacdo garantiu uma melhor estabilidade térmica do OE, e manteve as
altas concentracdes de citral, dentro do valor minimo exigido.

Este trabalho apresenta como perspectiva a avaliagdo de rendimento e
eficiéncia da microencapsulacdo, além de avaliacdo da estabilidade do OE

encapsulado e possivel aplicacdo em produto farmacéutico, alimenticio ou cosmético.
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