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RESUMO

Os d6leos essenciais, em geral, fazem parte do metabolismo das plantas e
sdo compostos de terpendides e, em menor quantidade, de fenilpropandides. Sao
conhecidos pela fragrancia que exalam e por suas propriedades antioxidante e
antimicrobiana, como é o caso, do 6leo essencial do manjericao (Ocimum basilicum
L.). Uma forma de preservar esses compostos e suas propriedades é realizando o
seu encapsulamento, o que permite também que haja uma liberagdo controlada.
Uma das formas de encapsulamento € a emulsificagdo. As emulsdes Pickering tem
chamado cada vez mais a atengcdo dos pesquisadores por serem sistemas
estabilizados sem o uso de tensoativos. Nestes casos sdo utilizadas particulas
sélidas na estabilizagdo, podem até mesmo ser utilizadas particulas que seriam
descartadas em outros processos. Um exemplo sdo particulas de celulose que
podem ser obtidas de diversas fontes renovaveis, como eucalipto, caule de
bananeira e casca de coco. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de
emulsdes com o Oleo essencial de manjericado, obtido através da hidrodestilagao, e
estabilizadas com nanocelulose proveniente do residuo sélido da extracdo. Apds a
extragdo, a nanocelulose foi caracterizada por analise termogravimétrica (TG) e por
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS). As emulsbées desenvolvidas foram avaliadas em relacéo a sua
propriedade antimicrobiana pelo método da Concentragao Inibitéria Minima (CIM),
a eficiéncia de encapsulamento ao longo do tempo através da analise da atividade
antioxidante por diferentes mecanismos, Digestéo in vitro por dois mecanismos de
determinagcdo da atividade antioxidante, Calorimetria Exploratéria Diferencial
(DSC), Microscopia Optica e Aparéncia Visual. Os resultados do TG demonstraram
uma maior sensibilidade térmica da nanocelulose do que da celulose. O MEV por
sua vez demonstrou que apos uma etapa adicional de homogeneizagdo houve uma
reducao no tamanho das particulas de celulose e estas se apresentaram de forma
mais granular. Ja os resultados da emulsdo demonstraram que a elaboracéo de
uma emulsdo foi capaz de preservar as propriedades antibacterianas do dleo
essencial, e melhorar a estabilidade da atividade antioxidante ao longo do tempo,
como demonstrado pela analise da Eficiéncia da Encapsulagdo. Ja a digestéao
simulada, demonstrou que a elaboragao de uma emulsdo Pickering foi capaz de
manter a atividade antioxidante da amostra até a etapa final da digestao e, que, ao
longo do processo digestivo ocorreu uma liberagdo mais controlada da atividade
antioxidante quando comparada com o Oleo essencial ndo emulsionado. Em
relacdo a microscopia optica e o aspecto visual das emulsdes, notou-se que as
emulsdes elaboras com 0,05% e 0,2% de nanocelulose apresentaram sinais mais
evidentes de desestabilizacdo, sendo que a amostra com 0,1% de nanocelulose,
apresentou maior quantidades de gotas dispersas, e gotas de menor tamanho apos
45 e 90 dias de armazenamento sob diferentes temperaturas. A analise DSC,
indicou que a adicdo de uma maior concentragao de celulose, promoveu uma
melhoria na resisténcia térmica das emulsdes. Pode-se dizer que a estabilizagao
de emulsdes com particulas de nanocelulose € uma forma eficaz de preservar os
compostos presentes no oleo essencial sem a adigdo de estabilizantes sintéticos
podendo ser utilizado no desenvolvimento de produtos alimenticios.

Palavras — Chave: Atividade Antioxidante, Compostos Bioativos, estabilizagao,
encapsulacéao.



ABSTRACT

Essential oils, in general, are part of plant metabolism and are composed of
terpenoids and, to a lesser extent, of phenylpropanoids. They are known for the
fragrance they exude and for their antioxidant and antimicrobial properties, as is the
case with basil essential oil (Ocimum basilicum L.). One way to preserve these
compounds and their properties is by encapsulating them, which also allows for a
controlled release. One of the forms of encapsulation is emulsification. Pickering
emulsions have increasingly attracted the attention of researchers as they are
stabilized systems without the use of surfactants. In these cases, solid particles are
used in the stabilization, even particles that would be discarded in other processes
can be used. One example is cellulose particles that can be obtained from several
renewable sources, such as eucalyptus, banana stems and coconut husks. This
work aimed to develop emulsions with basil essential oil, obtained through
hydrodistillation, and stabilized with nanocellulose from the solid residue of
extraction. After extraction, the nanocellulose was characterized by
thermogravimetric analysis (TG) and by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Energy Dispersive Spectroscopy (EDS). The developed emulsions were evaluated
in relation to their antimicrobial property by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) method, the encapsulation efficiency over time through the analysis of
antioxidant activity by different mechanisms, In vitro digestion by two mechanisms
of determination of antioxidant activity , Differential Scanning Calorimetry Analysis
(DSC), Optical Microscopy and Visual Appearance. The TG results demonstrated a
greater thermal sensitivity of nanocellulose than of cellulose. The SEM in turn
showed that after an additional homogenization step there was a reduction in the
size of the cellulose particles and they were more granular. On the other hand, the
results of the emulsion showed that the elaboration of an emulsion was able to
preserve the antibacterial properties of the essential oil, and improve the stability of
the antioxidant activity over time, as demonstrated by the analysis of Encapsulation
Efficiency. The simulated digestion showed that the elaboration of a Pickering
emulsion was able to maintain the antioxidant activity of the sample until the final
stage of digestion and that, throughout the digestive process, there was a more
controlled release of the antioxidant activity when compared to the oil non-
emulsified essential. Regarding optical microscopy and the visual appearance of the
emulsions, it was noted that the emulsions made with 0.05% and 0.2% of
nanocellulose showed more evident signs of destabilization, and the sample with
0.1% of nanocellulose, showed higher amounts of dispersed droplets, and smaller
droplets after 45 and 90 days of storage under different temperatures. The DSC
analysis indicated that the addition of a higher concentration of cellulose promoted
an improvement in the thermal resistance of the emulsions. It can be said that the
stabilization of emulsions with nanocellulose particles is an effective way to
preserve the compounds present in the essential oil without the addition of synthetic
stabilizers and can be used in the development of food products.

Keywords: Antioxidant Activity, Bioactive Compounds, stabilization, encapsulatio,
Ocimum basilicum Lamiaceae.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - EMULSOES SIMPLES TIPO A/O E O/A; EMULSOES MULTIPLAS TIPO

OFAJO E AJOIA ..ot 24
FIGURA 2 - REPRESENTACAO DE UMA MOLECULA DE TENSOATIVO COM

SUAS FASES POLAR E APOLAR......ciiiiiiie e 25
FIGURA 3 - MECANISMOS DE SEPARACAO DE EMULSOES..........cccccovevevevinee. 26

FIGURA 4 - MECANISMO DE ATUAGCAO DA MOLECULA DE SURFATANTE NA
INTERFACE E DE PARTICULAS SOLIDAS NA ESTABILIZACAO DE

EMULSOES ..ottt 27
FIGURA 5 — CURVAS TG DAS AMOSTRAS DE CELULOSE E NANOCELULOSE
NA TEMPERATURA DE 0°C A 900°C.....coiiiiiieeeee e 38

FIGURA 6 - MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS DE
CELULOSE 1 NA APROXIMAGAO DE 100 VEZES E CELULOSE 2
NA APROXIMAGCAO DE 1000 VEZES........ccccooveviveiereeeeeieieieeeeeeines 41

FIGURA 7- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS AMOSTRAS
NANOCELULOSE 1 NA APROXIMACAO DE 100 VEZES E
NANOCELULOSE 2 NAAPROXIMAGAO DE 1.000 VEZES............. 42

FIGURA 8 - FIGURA 8A REPRESENTA OS ESPECTROS 1, 2 E 3 EM UMA
ESCALA DE 7UM DA AMOSTRA DE CELULOSE. FIGURA 8B -
ESPECTROS 1, 2 E 3 OBTIDOS NA ANALISE DE
ESPECTROSCOPIA POR ENERGIA DISPERSIVADA
NANOCELULOSE, EM UMA ESCALADE 7uM .....ccoooiiiiiiiiiiiee 44

FIGURA 9 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MECANISMO SISTEMA B-
CAROTENO/ACIDO LINOLEICO DAS AMOSTRAS DE EMULSAO.
AS AMOSTRAS A, B E C REFEREM-SE AS AMOSTRAS
ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E 0,2% DE NANOCELULOSE
RESPECTIVAMENTE. A AMOSTRA OE, REFERE-SE A AMOSTRA
DE OLEO ESSENCIAL DILUIDA NA CONCENTRAGAO DE 0,33 uL
00 USSR 49

FIGURA 10 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MECANISMO DE REDUCAO DO
FERRO (FRAP) DAS AMOSTRAS DE EMULSAO. SENDO QUE AS
AMOSTRAS A, B E C REFEREM-SE AS AMOSTRAS ELABORADAS
COM 0,05%, 0,1% E 0,2% DENANOCELULOSE



RESPECTIVAMENTE. A AMOSTRA OE, REFERE-SE A AMOSTRA
DE OLEO ESSENCIAL DILUIDA NA CONCENTRACAO DE 0,33 pL
0] IR 50
FIGURA 11 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MECANISMO DE CAPTURA DO
RADICAL ABTS DAS AMOSTRAS DE EMULSAO. AS AMOSTRAS
A, B E C REFEREM-SE AS AMOSTRAS ELABORADAS COM 0,05%,
0,1% E 0,2% DENANOCELULOSE RESPECTIVAMENTE. A
AMOSTRA OE, REFERE-SE A AMOSTRA DE OLEO ESSENCIAL
DILUIDA NA CONCENTRACAO DE 0,33 uL mL™". .o, 51
FIGURA 12 — MICROSCOPIA DA EMULSAO A COM 0,05% DE NANOCELULOSE.
EM QUE A REFERE-SE AMOSTRA RECEM ELABORADA, 45B(A) E
45R(A), REFEREM-SE AS AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C
POR 45 DIAS RESPECTIVAMENTE. E 90B(A) E 90R(A) REFEREM-
SE A AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C POR 90 DIAS
RESPECTIVAMENTEAPOS 45 DIAS E APOS 90 DIAS, SOB
TEMPERATURA DE 30°C E 8°C....eveicicccecceeeee e 57
FIGURA 13 — MICROSCOPIA DA EMULSAO B COM 0,1% DE NANOCELULOSE.
EM QUE B REFERE-SE AMOSTRA RECEM ELABORADA, 45B(B) E
45R(B), REFEREM-SE AS AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C
POR 45 DIAS RESPECTIVAMENTE. E 90B(B) E 90R(B) REFEREM-
SE A AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C POR 90 DIAS
RESPECTIVAMENTE ....oen et 58
FIGURA 14 — MICROSCOPIA DA EMULSAO C COM 0,2% DE NANOCELULOSE.
EM QUE C REFERE-SE AMOSTRA RECEM ELABORADA, 45B(C) E
45R(C), REFEREM-SE AS AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C
POR 45 DIAS RESPECTIVAMENTE. E 90B(C) E 90R(C) REFEREM-
SE A AMOSTRAS MANTIDAS A 30°C E 8°C POR 90 DIAS
RESPECTIVAMENTE. ...t 59
FIGURA 15 — ASPECTO VISUAL DAS EMULSOES RECEM ELABORAS, APOS 10
E APOS 30 DIASMANTIDAS A 8°C E A 30°C, ELABORADAS COM
0,05% 0,1% E 0,2% DE NANOCELULOSE. A IMAGEM 15A TRATA-
SE DAS EMULSOES LOGO APOS ELABORACAO, 15B REFERE-SE
AS AMOSTRASMANTIDAS A 30°C POR 10 DIAS E 15C REFERE-
SE AS AMOSTRAS MANTIDAS A 8°C POR 10 DIAS. IMAGEM 15D



TRATA-SE DAS AMOSTRAS MANTIDA A 8°C POR 30 DIAS E A 15E
AS AMOSTRAS MANTIDAS A 8°C POR 30 DIAS........ccccoieiiieee. 62
FIGURA 16 — ANALISE DSC DAS AMOSTRAS DE EMULSOES RECEM
ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E 0,2% DE NANOCELULOSE....63
FIGURA 17 - ANALISE DSC DAS AMOSTRAS DE EMULSOES ELABORADAS
MANTIDAS SOB REFRIGERAGAO A 8°C NO PERIODO DE 45
DIAS ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E 0,2% DE
NANOCELULOSE. ... 65
FIGURA 18 — ANALISE DSC DAS AMOSTRAS DE EMULSOES MANTIDAS A
30°C POR 45 DIAS ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E 0,2%DE
NANOCELULOSE ......ooiiie e 66



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA MEDIA DA NANOCELULOSE E DA
CELULOSE ... ..ot 43
TABELA 2 — CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA DOS TRES
MICRORGANISMOS AVALIADOS PARA AS EMULSOES COM 0,05,
0,1 E 0,2% DE NANOCELULOSE ........ccoiiiiiiieeicee e 45
TABELA 3- ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MECANISMO DE REDUCAO DO
FERRO (FRAP) PARA AS EMULSOES A, B E CNAS ETAPAS DA
FASE SALIVA, GASTRICA E INTESTINAL DA DIGESTAO
SIMULADA. EM QUE A, B E C REFERE-SE AS AMOSTRAS
ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E 0,2% DE NANOCELULOSE
RESPECTIVAMENTE. A AMOSTRA OLEO, REFERE-SE A
AMOSTRA DE OLEO ESSENCIAL DILUIDA NA CONCENTRAGAO
DE 0,33 HL ML e 53
TABELA 4 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO SISTEMA ABTS PARA AS
EMULSOES A, B E CNAS ETAPAS DA FASE SALIVA, GASTRICA E
INTESTINAL DA DIGESTAO SIMULADA. EM QUE A, BEC
REFERE-SE AS AMOSTRAS ELABORADAS COM 0,05%, 0,1% E
0,2% DE NANOCELULOSE RESPECTIVAMENTE. A AMOSTRA
OLEO, REFERE-SE A AMOSTRA DE OLEO ESSENCIAL DILUIDA
NA CONCENTRAGAO DE 0,33 JL ML ..oovieiicceeeeeee e 54



SUMARIO

1 INTRODUGAO ......oceeeieeeiraceesisseseseeseessesssssssssssessssesssssssssssssssessessssesssssssssssssssenees 14
1.1 OBUETIVOS ...t e e e e e e e e e e s eeeaaeeeeaans 15
1.1.1 ODJELHVO QEIAI ... 15
1.1.2 ODbjetivos €SPECITICOS ... 15
2 REVISAO DE LITERATURA ........ooeireeeetresae s esas e ssssessesss e ssssssssssssssessssssssnsssenns 17
2.1 MANJERICAO — OCIMUM BASILICUM (LAMIACEAE) ..o, 17
2.2 OLEO ESSENCIAL DO MANJERICAO ..ot 17
2.3 NANOCELULOSE ..ottt e e e e e e e e e e e aaes 18
2.3.1 Uso de nanocelulose €mM €mMUISOES ..........uuuuuuuummuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeiieeeneeeeeeeeaeees 21
2.4 ENCAPSULACAOD ...ttt 22
25 EMULSOES ...ttt 23
2.5.1 Classificagao das EMUISOES..........ccuuuuuieiiieeeeeieecee et 23
2.5.2 Estabilidade das emulsdes e estabilizantes ..............ccccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 24
2.5.3 Fatores que afetam a estabilidade das emulSGEes .............cccvvvvvvverviiiiiiiiiinnnnnn, 25
2.5.4 EMUISOES PUCKEIING.......cciiiiiiiiiieeee ettt a e 27
3 MATERIAL E METODOS .......coiiiieiiemscssesesnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 30
3.1 OBTENCAO E PREPARO DO MANJERICAO.........ccooeeeeeeeceeeeeeeeeee e 30
3.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL......coovivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 30
3.3 NANOCELULOSE ... .ottt e e e e e e e s s e e e e e e e e e e nnnnnnees 31
3.3.1 Recuperacéao do residuo solido e extragao da nanocelulose...............c.coou.. 31
3.3.2 ANAlISES A CEIUIOSE .......evveiiiiiiiiiiiiiiiiitiietiiiaeaeeeeteeeteeeeaeeeaaeaaaseassssnesenssnnsssnnnnnnnes 32
3.3.2.1 Analise termogravimeEtriCa...........cooviiiiiiiiiii e 32

3.3.2.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) / Espectroscopia por energia

diSPErsiVa (EDS) ... 32
BAEMULSOES ...ttt ettt ettt 33
3.4.1 ANAliISE das EMUISOES .........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiii bbb ee e aebeaenaene 33
3.4.2 Concentragao minima inibitOria ................uuviiiiiiiiiiiiiii s 33
3.4.3 Eficiéncia da Encapsulagao ao 1ongo do tempo .......ccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e, 34
3.4.4 DIESLA0 N VIEIO....ccoiiiiiiieee ettt 36
3.4.5 Analise de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) ........ccceveeeveeiiiiiiiiiinee. 37
3.4.6 MICrOSCOPIA OPHICA. .. .ci i e et e e e e e e e e e e ansanaas 37

4 RESULTADOS E DISCUSSAOD........cccrrurreeeriressssssesesssssssssssessssssssssssssesssssssssssaens 38



4.1 NANOCELULOSE ...t 38

4.1.1 Analise termogravimetriCa.........oooeieeieie e 38
4.1.2 Microscopia eletronica de varredura.........cccoooeeeeieeiieee e 40
4.1.3 Espectroscopia por dispersado de €Nergia.......cccooeeeieeeieeeiieeiieeeeeeeeeeeeeee e 43
A2 EMULSOES ..ottt n e 44
4.2.1 Eficiéncia da encapsulagdo ao longo do tempo ........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieeieee e, 48
4.2.2 DIgeSsta0 iN VItrO....ccoo oo 53
Vi3 G I \V/ [ Tod o <Tote] o = 1] o) o= TR 56
4.2.4 Estabilidade visual das emulISOES ........cccoeeeieeeiiiiiiee e 61
4.3 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL .......ccooveeeeeeeeeeeeeeeeeenen 63
5 CONCLUSAOD ......ocueeeeereerretreeaestssesassessesssssesessssessssssssssssssssssssssssessssssssssessssssssnsnsen 67

REFERENCIAS.......ccoioceeeeirirerererestsesesesesesesssasssesesesssssesesssesssssssssssssssesssessssssssssssnsnsnes 69



14

1 INTRODUGAO

O manjericao pertence a familia Lamiaceae, do género Ocimum da espécie
basilicum. E originario da Asia e Africa, mas também cultivado em muitos lugares
do mundo. Seu 6leo essencial pode ser utilizado como aromatizante em alimentos,
como por exemplo, em azeites e conservas vegetais, ou ainda, em cosméticos,
como cremes e sabonetes (HUSSAIN et al., 2008).

Acredita-se que o 6leo essencial do manjericdo contenha compostos do
grupo dos terpenos, que possuem atividade antibacteriana e auxiliam na inibigao
do desenvolvimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Além disso,
esses compostos podem ou nao estar ligados a outros volateis responsaveis pelo
aroma e fragrancia dos vegetais (GOMES, 2003; DESCHAMPS et al., 2006). De
acordo com Soares et al., (2007), o manjericao também possui em seu Oleo
essencial compostos como eugenol, e parte da atividade antioxidante do d6leo
essencial pode estar ligadaa esse composto.

Devido a presenca dessas substancias nos oleos essenciais, torna-se
interessante o estudo da encapsulagcdo desses compostos com o objetivo de
preservar suas propriedades. O desenvolvimento de emulsdes € uma das formas
de se encapsular o 6leo essencial e ainda promover seu uso em produtos
alimenticios, cosméticos, farmacéuticos, entre outros, fornecendo uma melhor
estabilidade, aumento da vida de prateleira e reducdo no uso de aditivos
alimentares e conservantes.

Em geral, emulsbes sao sistemas heterogéneos, instaveis
termodinamicamente, em que ha a presenca de dois liquidos imisciveis no
qualgotas de um liquido estdo dispersos no outro, chamado de fase continua. As
emulsdes estdo presentes no nosso cotidiano na forma de cosméticos, farmacos,
produtos agricolas e alimentos. Alguns exemplos de emulsdes alimenticias séo
manteiga, creme de leite, sorvete, maionese entre outros. Ha ainda emulsées que
sao utilizadas com o objetivo de melhorar a qualidade de outros produtos, como por
exemplo, o uso de uma emulsdo de Oleo essencial de laranja em sucos de
laranja, ou ainda o desenvolvimento de nanoemulsbes com O6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L com propriedades larvicidas. Entre os tipos de emulsoes,

pode-se mencionar as emulsdes do tipo Pickering, que sdo aquelas estabilizadas
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através de particulas solidas e, por esse motivo, possuem melhor estabilidade
contra a coalescéncia e a oxidagao lipidica.

Um exemplo de particula utilizada na estabilizagdo das emulsdes, € a
celulose, que pode ser obtida de diversas fontes renovaveis, sendo a madeira a
principal fonte para extracdo de celulose. Além disso, também pode ser obtida de
materiais que seriam descartados como por exemplo, casca de coco, casca de
banana, folhas de abacaxi, residuos sélidos da extragdo do 6leo de soja entre
outros (FENG et al., 2020). Essas diferentes fontes de obtengéo da celulose, sdo
responsaveis por permitirem a extracdo de diferentes nanoestruturas com
propriedades morfologicas distintas. Além da fonte de obtencgao, o tipo de processo
de extracdo também influencia no material que se deseja obter (LENGOWSKI,
2016).

Tais fatores tem atraido a atencédo para essas emulsdes na industria de
alimentos, por permitirem a obtencao de produtos de melhor qualidade e maior vida
de prateleira.

Este trabalho por sua vez, buscou utilizar o manjericdo como matéria prima
para extracao do Oleo essencial, e o residuo sdélido que seria descartado para
obtencdo da nanocelulose, o que promove um aproveitamento consideravel da
matéria prima utilizada. Em geral este estudo trata-se do encapsulamento do 6leo
essencial do manjericdo, através da elaboracdo de uma emulsdo Pickering,
estabilizada com diferentes concentragcdes de nanocelulose. O 6leo essencial do
manjericao possui interessantes propriedades antimicrobianas e antioxidantes, que

tornam seu encapsulamento interessante para preservacao dessas propriedades.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Elaborar emulsdes Pickering para encapsulacdo de Oleo essencial de

manjericao estabilizadas com nanocelulose obtida dos residuos de extracéo.

1.1.2 Objetivos especificos



a) Extrair o 6leo essencial do manjericdo por hidrodestilagao;
b) Obter e caracterizar a nanocelulose extraida do residuo da extragao;

c) Desenvolver emulsdes Pickering para encapsular o 6leo essencial;

d) Avaliar a estabilidade térmica, microscépica e visual das emulsoes;
e) Avaliar as propriedades antioxidante e antimicrobiana das emulsdes;

f) Avaliar a digestibilidade das emulsdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MANJERICAO — OCIMUM BASILICUM (LAMIACEAE)

O manijericao pertence a familia Lamiaceae, do género Ocimum da espécie
basilicum. E originario da Asia e Africa e atualmente cultivado em muitos lugares do
mundo (HUSSAIN et al., 2008). De acordo com estudos, o 6leo essencial obtido do
manjericdo possui propriedades antimicrobiana, antioxidante, e pode ser utilizado
como aromatizante na culinaria, além de seu uso medicinal (LUZ et al., 2009;
MILENOVIC et al., 2019).

Dependendo da regido, o manjericao pode ter seu cultivo perene ou anual.
Acredita-se que existam mais de 60 espécies diferentes de manjericdo, que podem
ser classificadas de acordo com o aroma que possuem em doce, limao, cinamato,
canfora, anis e cravo (BLANK et al., 2004). Os varios tipos de espécie de manjericao
diferem entre si em sua composicado quimica. No entanto, a forma de cultivo, a
localizacdo, as técnicas agronémicas, os métodos de colheita e secagem, também
podem interferir na sua composicéo, o que também interfere na composicédo do 6leo
essencial extraido (MILENOVIC et al., 2019). O 6leo essencial do manjericdo é um
produto nobre que pode ser obtido através da técnica de hidrodestilagao utilizando

suas folhas e inflorescéncias (BLANK et al., 2004).

2.2 OLEO ESSENCIAL DO MANJERICAO

Acredita-se que o Oleo essencial do manjericao contenha compostos do
grupo dos terpenos, que possuem atividade antibacteriana e portanto, auxiliam na
inibicdo do desenvolvimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Tal
propriedade estaria relacionada a presenca de linalol que de acordo com Bhatti et al.
(2017) seria o composto maijoritario do 6éleo essencial do manjericao.

Entretanto, de acordo com Martins (2010) um dos componentes principais do
Oleo essencial do manjericdo seria o estragol, seguido do linalol. Por outro lado, de
acordo com Milenovi¢ et al. (2019) compostos como geraniol, geranial, canfora,
neral, e fenilpropandides como metil-cavicol, metil cinamato, eugenol, metil eugenol,
também sao encontrados na composi¢gao do 6leo essencial do manjericao, assim

como alcoois e aldeidos, além disso alguns estudos relatam que parte da atividade
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antioxidante do o6leo essencial do manjericdo estaria relacionada ao composto
eugenol (SOARES et al., 2007).

Lee et al. (2005) verificou a agdo antioxidante do eugenol, e este apresentou
agdo na concentragdo de 5 ug mL"' comparavel ao BHT e a vitamina E, para a
oxidagao do hexanal em acido hexanoico, inibindo uma porcentagem de 95 a 99 %
da oxidacdo em 30 dias. Em Abbasy et al. (2015), o extrato do éleo do manjericao
seco foi capaz de inibir o crescimento do S. aureus e da E. coli pelo método da
difusdo, comprovando também sua atividade antimicrobiana.

Devido a essas propriedades, o 6leo essencial do manjericdo pode ser
utilizado no desenvolvimento de emulsées com aplicagdo em alimentos como por
exemplo, no estudo realizado por Ozdemir et al. (2021), em que foram adicionadas
microcapsulas com Oleo essencial de manjericdo em maionese elaboradas com
diferentes formulacdes, os testes demonstraram que além de melhorar aroma e cor
do produto, a adigdo do O6leo essencial de manjericaio também melhorou as
propriedades antimicrobianas em relagdo a Escherichia coli e a Salmonella
Typhimurium. Os resultados também demonstraram que o 6leo foi eficiente na
estabilizacdo oxidativa ao longo do tempo.

O dleo essencial de manjericao também foi utilizado como aromatizante em
azeite de oliva. Os testes de analise sensorial revelaram uma boa aceitagado por
parte dos julgadores, apontando que ha potencial de aplicacdo do 6leo essencial
como aromatizante em outros 6leos (PINHEIRO et al., 2017).

O processo de extragdo do 6leo essencial gera dois tipos de residuos, um
liquido de cor marrom escura, proveniente da agua utilizada na extragao e o residuo
soélido, proveniente das folhas que ficaram imersas durante a hidrodestilagao, sendo
que a partir do residuo sdlido foi extraido a celulose hidrolisada utilizada na

estabilizacdo da emulséo.

2.3 NANOCELULOSE

A nanotecnologia representa uma das grandes inovag¢des dos ultimos anos,
propiciando a criacao e desenvolvimento de novos materiais, substancias e produtos
(SUNDARARAJAN et al., 2018). O marco inicial da nanotecnologia foi em 1959 com
Richard Feynman que propés o termo nanotecnologia para a manipulagdo de

microparticulas. Nos ultimos anos as pesquisas cientificas nessa area tem
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aumentado consideravelmente. Muitas empresas tem investido nessa nova
tecnologia na area médica, na computacional, na produc¢ao de energia e também na
industria de alimentos (BAZANA et al., 2015).

Devido a nanotecnologia, uma série de inovagdes tornaram-se possiveis,
como a presenca de nanoparticulas ou materiais nanoestruturados nos alimentos, e
a encapsulacdo de compostos de interesse. Desta forma, é possivel melhorar a
solubilidade em agua, a estabilidade térmica e a biodisponibilidade oral dos
compostos bioativos. Além de promover o aprisionamento de micronutrientes,
enzimas e antioxidantes. Portanto, € uma tecnologia em expansao e com aplicagbes
potenciais na area de alimentos (BAZANA et al., 2015).

Com a busca por materiais naturais o interesse em fontes renovaveis vem
aumentando, assim como o uso de fibras naturais e seus derivados. O uso de
nanoparticulas de celulose também tem se mostrado interessante, uma vez que seu
uso melhora as propriedades dos materiais como, por exemplo, sua aplicacdo em
polimeros na elaboragcao de filmes, melhorando suas propriedades mecéanicas
(MACHADO et al., 2014).

Para formar os nanocristais a celulose € extraida na forma de
nanoestruturas, e sua obtencdo envolve processos quimicos e fisicos. Os
nanocristais obtidos possuem alta rigidez e cristalinidade, e tamanho nanomeétrico.
Essas nanoparticulas sao isoladas em solugédo para que possam ser utilizadas em
matrizes poliméricas, e desta forma, melhorar as propriedades mecanicas, de
barreira, optica e térmicas desses materiais (MACHADO et al., 2012; MILANEZ et
al., 2012). Além disso, se a matriz polimérica também for obtida através de uma
fonte renovavel, é possivel a obtencdo de um material totalmente biodegradavel
(MACHADO et al., 2012).

A nanocelulose pode ser dividida em trés grupos: os nanocristais de celulose
(CNC), a celulose microfibrilada (CMF) e a celulose nanofibrilada (CNF), e para cada
uma ha uma forma de obtencédo adequada, o que faz com sejam diferentes entre si
em relagdo a algumas propriedades e também em relagdo a sua cristalinidade e
tamanho (LENGOWSKI, 2016). A nanocelulose também pode diferir de acordo com
a fonte e método de obtencdo em suas propriedades quimicas e em sua estrutura
fisica (BARROS, 2020). A nanocelulose pode ser caracterizada por materiais que
apresentem diametro entre 1 e 100 nm com comprimentos variaveis, além dessa

denominacao também podem ser designadas por celulose nanofibrilada, nanofibras
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de celulose ou nanofibrilas de celulose, utilizados para nomear compostos
celulésicos que contenham pelo menos uma de suas dimensdes em escalas
nanomeétricas (POTULSKI, 2016).

A celulose pode ser obtida através de diversas fontes renovaveis como por
exemplo, a bananeira. Em Pereira (2010), foi utilizado o pseudocaule da bananeira,
que seria descartado apos a colheita, para obtencédo de nanocelulose. Os resultados
mostraram que as fibras de nanocelulose obtidas possuiam resisténcia acima das
fibras naturais, e melhor desempenho em relagcédo a degradagao oxidativa.

Ja em Machado et al. (2012) a celulose foi obtida da fibra de coco. Os
resultados apontaram que a celulosa extraida apresentava alta resisténcia e
durabilidade devido a alta concentragdo de lignina encontrada nas fibras. Além
dessas propriedades, o coco € uma fonte de baixo custo e é facilmente encontrada
em nosso pais (MACHADO et al., 2012).

Em Morais et al. (2013) foi realizada a extracdo de nanocelulose de linters
de algodao, e foi observado uma alta cristalinidade dos cristais de celulose que
apresentaram dimensdo média de 177 nm de comprimento e 12 nm de didametro.
Tal resultado sugere uma potencial aplicagdo desses cristais de celulose na
estabilizacdo de emulsdes, ou ainda sua utilizagcdo como reforgco no desenvolvimento
de filmes biodegradaveis. Além disso a utilizacdo de linters de algodao torna-se
interessante pelo fato do Brasil se tratar de um importante produtor.

Em Xie et al. (2020) foi extraida nanocelulose de residuos de batata doce,
para estabilizagdo de emulsbes Pickering, os resultados apontaram que a
nanocelulose apresentou melhor capacidade emulsificante e estabilizante quando
comparada com o Tween 80.

Outro exemplo de obtencao de nanocelulose, é aquela nanoestruturada,
produzida por bactérias como por exemplo a Gluconacetobacter, em que ¢é
secretada de forma extracelular em uma espécie de rede de nanofibras. A
nanocelulose bacteriana (BNC) possui caracteristicas como, boas propriedades
mecanicas, cristalinidade elevada e boa capacidade de absor¢cdo de agua o que
também torna seu uso interessante em alimentos e também a sua utilizagdo no
desenvolvimento de filmes (FISHER et al., 2017).
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2.3.1 Uso de nanocelulose em emulsoes

A nanocelulose tem sido cada vez mais utilizada como estabilizante no
desenvolvimento de emulsées. O mecanismo de estabilizagdo através da
nanocelulose ou de qualquer outra particula sélida é conhecido como Pickering, em
que particulas sodlidas de tamanho reduzido atuam da interface liquido-liquido,
diminuindo a tensao interfacial (MACHADO, 2019).

Alguns autores ja obtiveram resultados satisfatorios na estabilidade das
emulsbdes Pickering. O estudo realizado por Kargar et al. (2012) avaliou a
estabilizacao de emulsbdes Pickering com celulose microcristalina e também com
amido modificado. Foi possivel notar através dos resultados, que ambas as
particulas foram capazes de estabilizar as emulsdes por 40 dias. Porém um
aumento no tamanho das particulas de 0,5% para 2,5%, conseguiu reduzir o
tamanho das gotas e também a formacdo de creme. Também notou-se que a
celulose microcristalina foi mais eficiente na redugao da taxa de oxidagao lipidica do
que as particulas de amido modificado.

Ja alguns estudos avaliaram o encapsulamento de compostos bioativos,
com a utilizacdo de particulas solidas como, por exemplo, o demonstrado por
Machado (2019), que utilizou isolado proteico de ervilha e nanocelulose para
estabilizacdo de emulsdes elaboradas com 6leo essencial de laranja. Neste caso
houve, consequentemente, o encapsulamento do a-tocoferol para aplicagdo em
bebidas e desenvolveu-se uma bebida funcional. Além disso, a adigdo de oleo
essencial na emulsao foi responsavel por agregar sabor e aroma ao produto final.

As emulsdes desenvolvidas com Oleo essencial e estabilizadas com
nanocelulose podem ser utilizadas, ndo somente, em produtos alimenticios mas
também no desenvolvimento de embalagens como demonstrado no estudo feito por
Souza et al. (2021). Os filmes foram desenvolvidos a base de amido e enriquecidos
com emulsao Pickering estabilizada com nanocelulose e elaboradas com diferentes
6leos essenciais, sendo eles o 6leo essencial de canela, cardamomo e Ho Wood. Os
resultados demonstraram que os filmes possuem potencial para aplicagdo em
alimentos e em geral apresentaram alta estabilidade térmica e uma baixa taxa de
transmisséo de vapor d’agua.

No estudo de Sogut (2020) foram desenvolvidos filmes ativos de proteina de

soro de leite, incluindo emulsdo de oleo de bergamota estabilizados por
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nanocelulose. Os resultados demonstraram que as propriedades mecéanicas dos
filmes foram melhoradas com a adicdo da emulsado estabilizada com nanocelulose
além de apresentarem estrutura mais homogénea.

O desenvolvimento de nanoemulsdes, estabilizadas com particulas solidas,
tem atraido o interesse por parte dos pesquisadores e cada vez mais tem-se
utilizado esse processo no encapsulamento de 6leos essenciais. Os compostos
como a nanocelulose possuem grande potencial de atuagdo como encapsulante de
constituintes de interesse por possuir importantes propriedades, tais como, baixa
toxicidade, alta biodegradabilidade, além de apresentar baixa solubilidade e ser o

polimero mais abundante e obtido de fonte renovavel (CHAUDHARI et al., 2021).

2.4 ENCAPSULACAO

A encapsulagao pode ser definida como um processo, em que particulas ou
gotas do composto que se deseja encapsular, sao retidas por um agente
encapsulante, formando uma barreira fisica de protegcdo contra os fatores externos
ao meio em que se encontram. Na area de alimentos, a encapsulagao tem auxiliado
na preservagao de compostos de facil degradagcdo, ao permitir sua aplicagédo em
processos sem que suas propriedades sejam perdidas. Estes compostos de facil
degradacao, em geral sao sensiveis a luz, ao oxigénio e a altas temperaturas, como
por exemplo, vitaminas, aromas e pigmentos (CAVALCANTI, 2018).

O material revestido na encapsulagao € normalmente denominado nucleo, ja
o material externo € denominado de membrana ou material de parede, e
normalmente trata-se de um carboidrato (MACHADO, 2019). A nanoencapsulagao
permite a liberacdo controlada do nucleo, de modo gradual até o fim do
armazenamento, transporte ou processamento do alimento, aumentando a
qualidade, a estabilidade e a vida de prateleira de produtos alimenticios (HOLKEM et
al., 2015).

A encapsulacao pode ocorrer através de métodos fisicos como por exemplo
spray-drying, liofilizagdo e extrusdo. Também pode envolver processos quimicos
como a inclusdo molecular e processos fisico-quimicos como, gelificagcao iénica e
emulsificacdo. A escolha da técnica de encapsulagdo depende da caracteristica do
composto a ser encapsulado, do tamanho da particula que se deseja obter e
também da aplicacao (SALVADORI et al., 2019).
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O processo de encapsulagao através da emulsificagdo, por sua vez, gera
capsulas de tamanho reduzido que podem ser utilizadas para aplicagdo em diversos
processos. A fase dispersa, apds o uso de um estabilizante, consegue se manter
retida na fase continua, ou seja o estabilizante atua na interface do composto que se
deseja estabilizar (ABURTO et al., 1998).

O interesse por produtos sem conservantes e aditivos tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, devido a isso o foco de muitas pesquisas tem
se voltado ao desenvolvimento de alimentos que n&o utilizem tais substancias, mas
que possuam a mesma qualidade encontrada em produtos convencionais (FENG et
al.,, 2020). Por esse motivo, o encapsulamento de compostos bioativos com
propriedades antioxidantes, antibacterianas e com capacidade de prolongar a vida

de prateleira torna-se cada vez mais interessante.

2.5 EMULSOES

Uma emulsdo é um sistema coloidal constituido por dois liquidos imisciveis,
em sua maioria agua e oleo, em que um deles forma gotas, fase dispersa, que ficam
distribuidas no outro liquido, fase continua (MCCLEMENTS, 2005; HAZT et al.,
2021). As emulsdes sao termodinamicamente instaveis e, portanto, tendem a se
separar com o tempo e para que iSso nao ocorra € necessario o uso de compostos
chamados estabilizantes, tensoativos ou emulsificantes, que impegam a separacgao
das fases (GUERRA 2015; MORGAN 2014).

Diversas podem ser as ocorréncias de emulsdes nas industrias alimenticias,
por exemplo, manteiga, maionese, salsicha e molho para saladas, e também nas
cosméticas como no caso de cremes e logdes, além de produtos petroquimicos e
farmacos (MORGAN, 2014). Muitos outros produtos alimenticios podem, em alguma
etapa do processamento, constituir algum tipo de emulsdo ou terem passado por um
estado emulsionado como por exemplo, bebidas, queijos, cremes e sobremesas
(GUERRA, 2015).

2.5.1 Classificagao das emulsdes

As emulsbées podem ser classificadas de acordo com a forma em que as

fases se encontram, ou seja, quando a fase dispersa é oleosa e a fase continua
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aquosa, trata-se de uma emulsao do tipo 6leo em agua (O/A) como, por exemplo, a
maionese e o leite. Quando a fase dispersa é a fase aquosa e a continua é a fase
oleosa, trata-se de uma emulsao do tipo agua em 6leo (A/O) no caso a margarina e
a manteiga sao exemplos desse tipo de emulsdo. Essas emulsdes sdo chamadas de
emulsdes simples, entretanto as emulsdes também podem ser multiplas, que séo
aquelas formadas por pequenas gotas suspensas em uma gota maior que por sua
vez esta contida em uma fase continua, ou seja, € uma emulsao da emulsdo. As
emulsdes multiplas podem ser do tipo 6leo-em-agua-em-oleo ou do tipo, agua-em-
oleo-em-agua (MCCLEMENTS, 2005). A FIGURA 1 representa os tipos de emulsdes

citadas.

FIGURA 1 - EMULSOES SIMPLES TIPO A/O E O/A; EMULSOES MULTIPLAS TIPO O/A/O E A/O/A

AJO Q/A

FONTE: Morgan (2014).

As emulsdes também podem classificadas de acordo com o tamanho das
gotas emulsionadas em macroemulsdes e nanoemulsdes. As macroemulsdes
possuem tamanho de gota acima de 1 um estas sado termodinamicamente instaveis,
logo tendem a se separar. As nanoemulsdes, por sua vez, possuem tamanho de
gota de aproximadamente 20 a 200 nm e por isso tendem a ser mais estaveis ja que
possuem baixa energia interfacial, entretanto suas propriedades podem ser
facilmente afetadas por alteragbes na temperatura ou na composi¢cdao (BORGES,
2020; SUNDARARAJAN et al., 2018).

2.5.2 Estabilidade das emulsdes e estabilizantes

A capacidade de uma emulsdo de nao sofrer mudangas em suas

propriedades fisicas e sensoriais ao longo do tempo € definido como estabilidade da
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emulsdo. Para que a estabilidade de uma emulsédo seja mantida € necessario que
uma combinagdo adequada da composicdo da emulsdo seja encontrada, sendo
necessario o uso de compostos emulsificantes para auxiliar na estabilizacdo das
emulsbes a longo prazo (FRANZOL et al., 2015). Os emulsificantes ou tensoativos
possuem em sua estrutura uma parte hidrofilica capaz de interagir com a fase
aquosa e uma parte hidrofébica capaz de interagir com a fase oleosa, além disso
alguns polimeros também podem atuar como tensoativos, como no caso da
nanocelulose. A FIGURA 2 representa a molécula de tensoativo em que a barra é

referente a fase apolar, enquanto que o circulo refere-se a fase polar.

FIGURA 2 - REPRESENTAGAO DE UMA MOLECULA DE TENSOATIVO COM SUAS FASES
POLAR E APOLAR

arte apolar
lavel em dleo

S‘U

.....................................

FONTE: Daltin (2011).

A escolha do emulsificante ou tensoativo ideal & essencial para que a
estabilidade da emulsdo seja atingida, quando usado em alimentos é essencial que
este seja inodoro, atéxico e ndo provoque alteragdes de cor e sabor (FRANZOL et
al., 2015). Entre os tipos de emulsificantes pode-se citar os mono e diacilglicerois, os
mono e diacilglicerois acetilados, os mono e diacilglicerois fosfatados, os ésteres de
propilenoglicol, os ésteres de sorbitana, os ésteres de sacarose, os ésteres de

poliglicerol, os ésteres de lactato e a lecitina.
2.5.3 Fatores que afetam a estabilidade das emulsdes
A estabilidade das emulsdes pode ser afetada por alguns fatores como por

exemplo a forgas de van der Waals, a gravidade e o movimento Browniano. Esses

fatores sao responsaveis por promover a desestabilizacdo das emulsbes por
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diferentes mecanismos como a cremeacdo, sedimentacdo, floculacdo e a
coalescéncia (SCHONS, 2008).

A cremeacgéao (creaming) trata-se de um dos processos de desestabilizagdo
das emulsdes e ocorre quando as gotas dispersas possuem densidade menor que a
fase continua. A diferenca de densidade faz com que estas migrem para a parte
superior da emulsdo, ao contrario do que ocorre quando as gotas possuem
densidade maior do que a fase continua, pois neste caso a migragao ocorre para a
parte inferior da emulsdo. Quando a densidade da gota € maior ocorre o processo
de desestabilizacdo chamado de sedimentacdo, sendo que ambos sdo processos
que ocorrem por diferenca de densidade entre as fases (FURTADO, 2014;
MCCLEMENTS, 2005).

Outros dois mecanismos de separacédo sao a floculacdo e a coalescéncia.
No caso da floculagdo ocorre uma aproximagado das gotas que tendem a se
manterem juntas devido as forcas de van der Waals (GRAMATGES, 2018;
MCCLEMENTS, 2005). Diferentemente a coalescéncia trata-se de um processo em
que ocorre a aproximacgao das gotas até que estas se fundem, formem uma gota de
tamanho maior, até que seja formada uma fase continua separada do meio
dispersante, ou seja ocorre a quebra da emulsdo (FURTADO, 2014). A FIGURA 3

representa cada um dos mecanismos de separagao citados.

FIGURA 3 - MECANISMOS DE SEPARAGAO DE EMULSOES
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FONTE: McClements (2005).
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Outro mecanismo de desestabilizagcdo de emulsdes € o Amadurecimento de
Ostwald, esse fendbmeno se da pela transferéncia de massa pela fase continua, em
que gotas maiores se formam as custas de gotas menores. A inversao de fases
também é tida como uma instabilidade das emulsdes e pode ocorrer quando uma
emulsdo Oleo em 4agua passa a ser do tipo agua em O6leo ou o oposto
(MCCLEMENTS, 2007).

2.5.4 Emulsdes Pickering

As emulsbes, por se tratarem de sistemas termodinamicamente instaveis,
necessitam do uso de estabilizantes para que n&do ocorra a separagao e cada vez
mais tem-se buscado por produtos naturais e nao téxicos. Devido a isso os estudos
sobre as emulsdes Pickering tem chamado a atengao, por consistirem em sistemas
liquidos ou semissolidos em que ndao ha o uso de surfatantes pois nesse caso sao
utilizados particulas solidas para estabilizar o sistema (FENG et al., 2020). O estudo
sobre as emulsdes Pickering teve inicio em 1907, mas somente em 1970 as
pesquisas sobre esse tipo de sistema foram efetivamente consolidadas na area
alimenticia, farmacéutica e cosmética (MARTINS, 2018).

A estabilizacao através de particulas solidas permite que a emulsdo seja
mais estavel a longo prazo e mais resistente ao processo de maturagcdo de Ostwald.
Nesse caso ha uma tendéncia das particulas de migrarem para a interface da
emulsdo, formando uma barreira fisica entre as gotas da fase dispersa
(GRAMATGES, 2018).

A FIGURA 4 mostra o mecanismo de atuagédo das particulas soélidas na

interface da gota, comparado com a estabilizagao convencional feita por surfatantes.

FIGURA 4 - MECANISMO DE ATUACAO DA MOLECULA DE SURFATANTE NA INTERFACE E DE
PARTICULAS SOLIDAS NA ESTABILIZACAO DE EMULSOES

W~k ....
% Oleo E Oleo .
" J__;(,: 'l-,"‘!"tq: P 'I':lrru.'uLw
Agua Agua solidas

FONTE: Adaptado de Martins (2018).
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Nas emulsdes Pickering, as particulas de estabilizacdo possuem um
tamanho inferior as gotas da emulsao e, portanto, o tamanho das particulas € um
fator de relevancia, assim como a molhabilidade (XIA et al., 2021). Além disso, sua
estabilidade pode também, estar relacionada a concentracdo das particulas, como
demonstrado por Lv et al. (2021), que em seu estudo desenvolveu emulsdes
Pickering que foram estabilizadas por uma mistura contendo nanofibrilas de celulose
e quitina fazendo com que as emulsdes ficassem mais estaveis a coalescéncia

Em Guo et al. (2021) foi observado um aumento na estabilizagdo de
emulsées Pickering com uma maior concentracdo de lignina residual, os dados
demonstraram que a emulsdo apresentou menor tamanho de gota e maior
resisténcia a cremeacao. Ja em Feng et al. (2020) foram utilizadas nanoparticulas
de gelatina na estabilizagdo da emulsdo com 50% de 6leo de soja em diferentes
concentracdes, e foi possivel constatar que a concentracdo de 2% reduziu o
tamanho da gota de 69,33 uym para 41,77 um promovendo consequentemente um
prolongamento na estabilizagdo da emulsao.

O pH, e a forga ibnica também sao fatores importantes na estabilidade das
emulsdes Pickering, ja que as particulas irdo atuar na interface da emulsado
(DANIEL, 2018). A estabilizacdo das emulsbdes Pickering pode ser afetada pela
composicao da fase oleosa pelo tipo e tamanho das nanoparticulas e pela
temperatura (GRAMATGES, 2018). O tipo de particula utilizada é bastante variavel,
como por exemplo o uso de silica, isolado de proteina, nanocelulose, celulose
microcristalina, argila, amido, gelatina entre outros (MARTINS, 2018).

Em estudos realizados por Tan et al. (2017), as emulsdes Pickering foram
utilizadas para avaliar a digestao in-vitro de B-caroteno encapsulado, e foi possivel
obter uma retengdo de 90% do composto encapsulado apos 27 dias de
armazenamento, e isso teria se dado devido ao uso de particulas de gelatina na
estabilizacdo da emulsdo, que retardaram a difusdo de radicais livres e pro-
oxidantes.

Neste trabalho foi avaliada a digestibilidade das emulsbdes Pickering,
elaboradas com 06leo essencial de manjericao e estabilizadas com a nanocelulose
obtida do residuo da extragdo, afim de observar como a atividade antioxidante
atuaria ao longo da simulagdo. Também foi analisado a atividade antioxidante da
emulsao ao longo do tempo de armazenamento sob diferentes temperaturas. Sabe-

se que o Oleo essencial do manjericao possui relevante atividade antioxidante,
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porém também €& conhecido que O6leos essenciais, em geral, sdo compostos
sensiveis a processo de degradacao, sendo interessante o estudo de formas de

preservar suas propriedades.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO E PREPARO DO MANJERICAO

Para a extracdo do dleo essencial foram utilizadas folhas frescas de

manjericao, selecionadas e sanitizadas com cloro ativo a 200 mg kg'1. As amostras
foram obtidas em uma propriedade no municipio de Apucarana, no norte do
Parana, situada a 863 metros de altura com as seguintes coordenadas geograficas:
Latitude 23°, 33’ 5” sul; Longitude a 51° 27’ 41” a oeste. A colheita foi realizada em
janeiro de 2021, més em que as temperaturas registradas foram de 22°C a 29°C
aproximadamente. As folhas foram secas em estufa Lucadema DZ47-63 de
circulagao forgcada de ar a 40°C, por 24 horas. Apds a secagem as folhas foram
cominuidas em peneira Tyler 12 mesh, tamanho este escolhido para que se
obtivesse uma melhor extracdo do oOleo essencial e para que fosse possivel

recuperar o residuo soélido apds a extragao.
3.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extragdo foi feita através do método da hidrodestilagdo utilizando o
aparato Clevenger, neste método o material de interesse € acomodado em uma
baldo de fundo redondo com agua suficiente para encobri-lo e € mantido sob
aquecimento. A agua evapora arrastando os compostos volateis presentes, que
em seguida se condensam formando as gotas de 6leo essencial.

Para a extracdo do 6leo essencial de manjericdo uma aliquota de 20 g foi
adicionada em um baldo de fundo redondo e mantido sob ebuligdo por 2 horas. As
amostras de oleo foram coletadas e armazenadas a -18°C em freezer até a
elaboragdao das emulsdes. A extragao foi realizada no laboratério de vegetais do
curso de Engenharia de Alimentos no Campus da Universidade Federal do Parana

em Jandaia do Sul.
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3.3 NANOCELULOSE

3.3.1 Recuperacéao do residuo solido e extragao da nanocelulose

Apds a remocao do o6leo essencial o residuo solido do manjericao foi
drenado, recuperado e seco em estufa de circulacdo forcada de ar a 100°C até
massa constante. Posteriormente o residuo recuperado foi direcionado a um
moinho de bola (Splabor SP-38) para redugéo do tamanho das particulas.

A obtengdo da nanocelulose foi realizada no Laboratério de Pesquisa no
Campus Avangado da Universidade Federal do Parana, localizado no municipio de
Jandaia do Sul, situado no interior do estado, e foi baseado no método realizado por
Jongaroontaprangsee et al. (2018) e Francoet al. (2019) com as alteragdes
necessarias.

Para tanto, inicialmente foi realizado o tratamento alcalino do residuo, para
isso foram pesados 10 g de amostra seca e adicionado 1,5g de NaOH e 100 mL
de agua destilada. Essa mistura foi disposta em um Erlenmeyer e mantida sob
agitacdo em banho metabdlico orbital tipo Dubnof marca Matoli, a 80°C por 2 horas.
Posteriormente as amostras foram lavadas com agua destilada com o auxilio de
uma peneira e o procedimento foi repetido, mantendo as amostras por mais uma
hora sob aquecimento a 80°C com agitacdo, e realizada lavagem com &agua
destilada.

Em seguida, realizou-se a hidrélise acida das amostras, para isso foram
utilizados 4 mL de acido acético glacial, 40 mL de hipoclorito de sédio e 150 mL de
agua destilada, que também foram mantidos a 80°C por uma hora sob
agitacdo. Apds esse periodo as amostras foram lavadas com agua destilada e
repetiu-se esse processo adicionando 3 mL de acido acético glacial, 35 mL de
hipoclorito e 150 mL de agua destilada. Posteriormente, as amostras foram lavadas
e centrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi removido e as
amostras foram armazenadas sob refrigeracdo. Ao fim dessa etapa foi obtida a fibra
de celulose.

Para obtencdao de uma celulose com um menor tamanho de particula, foi

elaborada uma solugdo aquosa com 50% de acido acético, que foi adicionada as

amostras em uma proporgao 1:20 (m/v). A amostra foi aquecida até 80°C e colocada
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em homogeneizador Turratec TE -102 Tecnal por 5 minutos a 8.000 rpm. As
amostras foram levadas para o banho ultrassdnico conjugado onde foram mantidas
por 1 hora e, posteriormente, homogeneizadas por 5 minutos. Por fim, as amostras
foram lavadas com agua destilada até aproximadamente pH 5, centrifugadas por 20

minutos, a 5.000 rpm, e mantidas sob refrigeragao até a elaboragdo das emulsdes.

3.3.2 Analises da celulose

Apos a extragdo foram realizadas as seguintes analises nas amostras de
celulose e nanocelulose: Analise termogravimétrica (TG), Microscopia eletrénica de
Varredura (MEV) e Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) . As analises foram
realizadas em parceria com o laboratorio da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) no periodo de dezembro de
2021 a abril de 2022.

3.3.2.1 Analise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TG) foi realizada a fim de verificar a variagdo de
massa das amostras de celulose e de nanocelulose, quando submetidas a uma
temperatura elevada. Para isso foi utilizado um analisador térmico simultédneo
STA6000-PerkinElmer, com fluxo de 20°C min-!, atmosfera de N2 a uma taxa de 20
mL min~' com aproximadamente 10 mg de amostras em um cadinho de alumina na
faixa de temperatura de 50°C a 900°C.

3.3.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV) / Espectroscopia por energia
dispersiva (EDS)

A morfologia foi observada na microscopia de varredura de elétrons (MEV)
com espectroscopia dispersiva de energia (VEGA3—Tescan) equipado com um
dispersor de energia Microssom de raios X (EDS). A analise de MEV foi realizada
afim de avaliar a morfologia da superficie das amostras e tamanho de particula. A
EDS por sua vez, foi responsavel por realizar uma andlise qualitativa e

semiquantitativa dos elementos quimicos presentes na amostra.
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3.4 EMULSOES

As emulsdes foram elaboradas a 1% (v/v) de dleo essencial, com
diferentes concentracdes de solucdo de 10% de nanocelulose, sendo elas 0,05%,
0,1%, e 0,2% (m/m). As concentragcbes de nanocelulose foram determinadas
baseado em dados da literatura como por exemplo Sundararajan et al. (2018) e
Feng et al. (2020). Inicialmente as massas de nanocelulose foram solubilizadas e
homogeneizadas por 1 minuto. Em seguida, o 6leo essencial foi adicionado
lentamente e homogeneizado em homogeneizador Turratec a 9.000 rpm por um
minuto. As emulsdes elaboradas foram mantidas em diferentes condi¢cbes de
armazenamento, sendo que uma duplicata estava a 30°C em BOD, e a outra

duplicata mantida sob refrigeragéo a 8°C.

3.4.1 Analise das emulsodes

Apos a obtencado das emulsbes foram realizadas as seguintes analises:
Microscopia otica e estabilidade, Digestéao in vitro, Concentragao Minima Inibitoria
(CMI), Eficiéncia da Encapsulagdo e Aspecto visual da emulsdo que foram
executadas no laboratorio de pesquisa do Campus Avancado da UFPR em Jandaia
do Sul. Além destas, também foi realizada a analise de Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) que foi desenvolvida no laboratério da Central Analitica no Setor
de Tecnologia da Universidade Federal do Parana no Centro Politécnico em
Curitiba.

Também foram observados o tamanho das gotas das emulsdes apos
determinados periodos mantidas sob refrigeracdo a 8°C e mantidas em
temperatura controlada a 30°C, para tanto foi utilizado o software Image J.

Ja para elaboracédo das curvas e avaliacdo dos demais dados foi utilizado o

software Origin, v 8.0.

3.4.2 Concentragdo minima inibitoria

A anadlise de atividade antimicrobiana foi realizada pelo método da

microdiluicdo em placas, conforme proposto por Ellof (1998). As amostras das
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emulsdes elaboradas foram testadas a fim de determinar a concentragcdo minima
inibitéria, (CMI) conforme o método adaptado descrito pelo NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003), das seguintes bactérias:
Klebisella pneumoniae (ATCC700600), Staphylococcus aureus (ATCC23923) e
Escherichia coli (ATCC23922). As bactérias foram previamente ativadas em caldo
Muller-Hinton (MH) a 35°C por 24 horas, em seguida foram diluidas em solugao
salina (0,9%) e a concentragao foi padronizada de acordo com a turbidez em 0,5
pela escala de McFarland. A analise foi realizada utilizando placa de 96 pocos,
sendo uma placa para cada uma dos microrganismos. Nos pog¢os da primeira linha
foi adicionado 150 pL de caldo MH, 150 pL das emulsdes e do 6leo essencial e 10
ML das bactérias, porém o O6leo essencial adicionado foi diluido em uma
concentragdo de 0,33 yL mL'. Nos pogos das linhas seguintes foi utilizado 150 uL
de caldo MH, 150 yL da amostra do pogo da linha anterior (antes da adigdo da
bactéria) e 10 uL das bactérias. Na primeira coluna da placa foi realizado o controle
negativo e o branco. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Para
identificacdo da inibicao foi utilizado uma solucao de cloreto de trifenil tetrazoélio na
concentragdo de 5 mg mL-' como indicador, sendo que a presenga de coloragéo
indica que houve o desenvolvimento de bactérias. A andlise foi realizada em

duplicata.

3.4.3 Eficiéncia da Encapsulag&o ao longo do tempo

A eficiéncia da encapsulacdo do 6leo essencial através da elaboracdo da
emulsdo foi avaliada a partir da determinagcdo da atividade antioxidante das
emulsdes pelo periodo de um més. As emulsdes foram mantidas sob condigbes
ambientais controladas, uma parte refrigerada a 4°C e outra em BOD (Caltech) a
30°C. Os mecanismos utilizados para determinacao de atividade antioxidante foram
FRAP, ABTS e o sistema Beta-Caroteno / Acido linoleico.

A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS foi adaptada de
Teixeira (2017) e utiliza a captura do radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico). Para tanto, foram feitas trés solu¢des: uma solugédo ABTS (7 mM),
uma solugdo de persulfato de potassio (140 mM) e uma solugdo combinada do
radical ABTS, a qual foi mantida protegida da luz por 16 horas e posteriormente

diluida em alcool etilico até que se obtivesse a absorvancia de 0,70 £ 0,05 em um
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comprimento de onda de 734 nm. Uma aliquota de 30 yL de cada extrato diluido em
diferentes concentracdes foi transferida para um tubo de ensaio e posteriormente
foram adicionados 3,0 mL da solugdo radical ABTS+:. Apdés homogeneizagéo, a
absorbancia foi medida em um comprimento de onda também de 734 nm, em
espectrofotometro UV-Vis (Drawel DV 8200). A curva padrao foi obtida com trolox
em concentracdes entre 100 e 2000 uM.

A atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico, € um
método baseada na atividade de inibicdo de radicais livres gerados durante a
peroxidagao do acido linoleico. Para isso foram adicionados adicionando-se 10 mg
de B-caroteno em um baldo de 10 mL e completando o volume com cloroférmio. Em
seguida foi preparada uma emulsao com 50 mg de acido linoleico, 0,2 mL de Tween
20, 1 mL de solucédo de B-caroteno. Essa solucdo foi levada ao rotaevaporador por
10 minutos, a 35°C, para remogao do cloroférmio. Em seguida foi adicionado agua
destilada, para formag¢ao de uma emulsao limpida com absorvancia entre 0,6 e 0,7
nm.

Por fim, a emulsao B-caroteno/acido linoleico foi adicionada em tubos de
ensaio juntamente com 0,5 mL da amostra diluida, a leitura foi realizada
imediatamente apos o preparo no comprimento de onda de 470 nm. Em seguida os
tubos foram mantidos a 50°C por 120 minutos e entdo realizou-se novamente a
leitura. A amostra controle foi preparada com metanol e o método foi realizado
conforme descrito por (Rufino et al., 2006a). Para determinagdo da atividade

antioxidante foi utilizada a seguinte equagao:

AAT =1 — (abs;—abspr )
I:nbsi—nbs‘f}

Em que: abs; € a absorvancia inicial; abs. € a absorvancia final do trolox e
abs; € a absorvancia final das amostras, apds 2 horas a 50°C.

Ja para o método FRAP, que utiliza o mecanismo de reducido do ferro,
preparou-se uma solucédo reagente FRAP com tampé&o acetato, uma solugdo de
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) e cloreto férrico, que foi utilizada imediatamente
apos o preparo. Também foram preparadas 3 diluicdes diferentes de cada amostra e

adicionadas 90 yL de cada diluicdo em tubos de ensaio, 270 yL de agua destilada e
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2,7 mL de reagente FRAP, que foram homogeneizados e mantidos em banho maria
a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura das amostras a uma
absorvancia de 595 nm. A curva padréao foi elaborada com sulfato ferroso em quatro
concentragdes diferentes que variam de 500 a 2000 pM e o reagente FRAP foi
utilizado como branco para calibrar o espectrofotdbmetro. O método foi realizado

conforme descrito por (Rufino et al., 2006).

3.4.4 Digestao in vitro

A digestdo simulada foi realizada afim de observar a preservagcao dos
compostos ao longo das etapas de digestdo. Para isso foram preparadas 3
amostras distintas das emulsées: 0,025, 0,05 e outro com 0,1 g de nanocelulose,
que foram imediatamente testadas na fase oral, gastrica e intestinal.

Na fase oral, a solugéo simulada de saliva foi elaborada utilizando 0,2% de ao-
amilase, dissolvidos em tampéao fosfato de sédio com pH de aproximadamente 6,8.
Ja o suco gastrico foi preparado utilizando 3 g L' de pepsina em uma solugdo de
cloreto de sodio com concentragdo de 9 g L' e nesta etapa o meio foi acidificado até
pH 3 com HCI 0,1 N. Para a fase intestinal foi necessario uma solugdo com 3 g L' de
sais biliares e 10 g L-! de pancreatina em uma solugdo tampao de fosfato de sodio e
pH 7 com NaOH 0,1 N.

Apos o preparo das solugdes 10 mL de cada amostra foram dispostos em
Erlenmeyers de 125 mL e colocados em incubadora tipo Shaker (Tecnal TE-4200)
por 5 minutos, a 37°C e 100 rpm de agitagao, juntamente com a solugdo simulada
de saliva. Apds isso uma aliquota de 5 mL de amostra foi retirada e congelada
imediatamente para parar a reacao, par