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RESUMO

O O6leo essencial de laranja doce (OELD) € obtido, principalmente, dos residuos
agroindustriais da produ¢do e processamento de suco de laranja. Este produto possui um alto
valor agregado, principalmente, devido as suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas.
Porém, apresenta alta sensibilidade a condi¢cdes ambientais adversas, sendo volatil e passivel
de oxidacdo pelo efeito de temperatura, luz e oxigénio. A microencapsulacdo, por sua vez, é
uma tecnologia emergente que proporciona prote¢do a compostos bioativos. Assim,
objetivou-se avaliar o efeito da utilizacdo dos agentes de parede maltodextrina (MD) e
gelatina (GEL) compondo trés diferentes formulagdes (LD1, LD2 e LD3), sendo LD1 apenas
com MD e LD2 e LD3 utilizando misturas de MD e GEL nas proporcdes de 2:1 e 1:1,
respectivamente) na microencapsulacio do OELD (10% m/m). As microesferas de OELD
foram obtidas por emulsificacdo, seguida de liofilizagdo e caracterizadas quanto ao
rendimento, eficiéncia de microencapsulacdo, espectroscopia na regido do infravermelho,
microscopia eletronica de varredura (MEV), termogravimetria (TG e DTG), calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) e bioatividade por meio da determinacio do conteddo fendlico
total, atividade antioxidante e antibacteriana. Os resultados mostraram rendimento de
encapsulacdo e eficiéncia de até 90,19 e 75,75%, respectivamente. A andlise por MEV
mostrou microesferas de LD1, LD2 e LD3 com forma irregular tipica de secagem por
liofilizacdo. As curvas TG, DTG e DSC mostraram uma reducdo na volatilizacdo de OELD
em LD1 e maior protecdo termo-oxidativa em LD2 e LD3. Propriedades antibacterianas e
antioxidantes, bem como o teor total de fendlicos do OELD, foram mantidos apds
microencapsulacdo. As microesferas de OELD desenvolvidas apresentam alto valor agregado,
além de possuir maior estabilidade frente a fatores extrinsecos, menor taxa de volatilizagdo,
manuseio mais pratico e seguro, facilitando o transporte, armazenamento € insercio em

matrizes alimenticias.

Palasvras-chave: Liofilizacdo, microesferas, estabilidade termo-oxidativa, 6leos essenciais.



ABSTRACT

Sweet orange essential oil (OELD) is mainly obtained from agro-industrial waste from the
production and processing of orange juice. This product has a high added value, mainly due to
its antioxidant and antimicrobial properties. However, it presents high sensitivity to adverse
environmental conditions, being volatile and susceptible to oxidation by the effect of
temperature, light and oxygen. Microencapsulation, in turn, is an emerging technology that
provides protection to bioactive compounds. The objective of this study was to evaluate the
effect of the use of maltodextrin (MD) and gelatin (GEL) on three different formulations
(LD1, LD2 and LD3), with LD1 being only with MD and LD2 and LD3 using mixtures of
MD and GEL in the proportions of 2:1 and 1:1, respectively) in the microencapsulation of
OELD (10% m/m). Microspheres of OELD were obtained by emulsification, followed by
lyophilization and characterized as yield, microencapsulation efficiency, infrared
spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetry (TG and DTG),
differential scanning calorimetry (DSC) and bioactivity through the determination of total
phenolic content, antioxidant and antibacterial activity. The results showed encapsulation
yield and efficiency of up to 90.19 and 75.75%, respectively. SEM analysis showed LDI,
LD2 and LD3 microspheres with typical irregular lyophilization drying form. TG, DTG and
DSC curves showed a reduction in the volatilization of OELD in LD1 and greater thermo-
oxidative protection in LD2 and LD3. Antibacterial and antioxidant properties, as well as the
total phenolic content of OELD, were maintained after microencapsulation. The developed
OELD microspheres present high added value, besides being more stable against extrinsic
factors, lower rate of volatilization, more practical and safe handling, facilitating transport,

storage and insertion in food matrices.

Key-words: Lyophilization, microspheres, thermo-oxidative stability, essential oils.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta-se como o maior produtor do mundo de suco de laranja
(FAOSTAT, 2017). Desta atividade é gerado um grande volume de residuos, desde a
produgdo dos frutos até o seu processamento para obteng¢ao do suco. O 6leo essencial (OE) é
um dos possiveis subprodutos gerados a partir destes residuos agroindustriais, sendo
geralmente, obtido por meio de processo paralelo de prensagem das cascas, resultando em um
produto de alto valor agregado (REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE, 2012).

As variedades citricas possuem elevadas quantidades de OEs, sendo o flavedo a secao
principal que os contém. Os OEs apresentam um destacdvel valor comercial em virtude de
suas propriedades aromaticas (SAWAMURA, 2010), e, ainda, por sua biofuncionalidade. Os
OEs de Citrus sdo substancias geralmente reconhecidas como seguras (GRAS) pela Food and
Drug Administration (FDA, 2005) e podem ser utilizados para diversas finalidades, incluindo
para a industria cosmética, farmacéutica e de alimentos (ESPINA et al., 2011).

O OE de laranja doce (OELD) pode trazer beneficios para a saide. Oferece potencial
para uso na melhoria da seguranca dos alimentos por meio da inibi¢do de bactérias
patogénicas (O'BRYAN et al., 2008; ESPINA et al., 2011; GERACI et al., 2017), além de
propriedades antioxidante (RANTZSCH et al., 2009; OLATUNYA; AKINTAYO, 2017),
antifingica (SHARMA; TRIPATHI, 2008; VELAZQUEZ-NUNEZ et al., 2013)
antiaflatoxigénica (ADARSHA; RAMANI; MADHUSUDHAN, 2015), anti-inflamatéria
(RANTZSCH et al., 2009), inseticida (MARTINS, et al., 2017) e ansiolitica (FATURI et al.,
2010).

Devido a natureza volatil, os OEs sdo sensiveis a condi¢cdes ambientais adversas, se
degradando com facilidade durante o armazenamento (JESUS et al.,, 2016). Bakry et al.
(2016) em uma revisdao abrangente sobre a microencapsulacdo de OEs apresentam esta
tecnologia como uma ferramenta promissora para protecdo de compostos volateis, que sao
instaveis e podem ser oxidados e deteriorados quando expostos ao calor, luz, oxigénio e
umidade (BRINGAS-LANTIGUA et al., 2011). O processo de microencapsulacdo, além de
reduzir a volatilidade de OEs, tem sido utilizado pela possibilidade de transformar liquidos
em pos, mascarar sabores indesejaveis e controlar a liberagdo de ingredientes (SANTOS et al.,
2015).

A protecdo decorrente do processo de microencapsulacdo acontece por meio do
envolvimento do nucleo (substancia bioativa) com o material de parede, o qual pode ser um

polimero natural ou sintético ou misturas de mais de um tipo de polimero. O sistema &
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composto de acordo com o uso pretendido para a microparticula (MPs) que pode ser
selecionado de acordo com seu tamanho, forma ou natureza. Desta forma, existem diversas
combinacdes de revestimentos e métodos de elaboracdo possiveis de uso para a encapsulacdo
de 6leos bioativos (JUN-XIA; HAI-YAN; JIAN, 2011; FERNANDES; BORGES; BOTREL,
2014; LI et al., 2018).

No caso de OEs ¢é recomendada encapsulacdo a baixa temperatura para evitar perdas
por volatilizacdo (BENAVIDES et al., 2016). A liofilizagao € uma das técnicas que ndo expde
substancias a altas temperaturas, pois o processo ocorre por sublimagdo do produto
congelado. Sistemas emulsionados contendo moléculas ativas dispersas em uma fase continua
aquosa sao submetidos a liofilizacdo proporcionando produtos estaveis e de facil transporte e
armazenamento (MORAIS et al., 2016). Substincias bioativas encapsuladas por liofilizagdo
podem apresentar maior eficiéncia de encapsulacdo e atividade antioxidante quando
comparada a secagem por spray-drying. Isto pode estar relacionado as baixas temperaturas
aplicadas durante a liofilizagdo em detrimento de temperaturas elevadas utilizadas no método
por spray-drying (PASRIJA et al., 2015, SAIKIA; MAHNOT; MAHANTA, 2015).

Outro fator que determina a estabilidade das MPs € a escolha do tipo de polimero
utilizado como agente encapsulante. A maltodextrina € um amido hidrolisado com aroma e
sabor neutros e excelente propriedade de bloqueio de oxigénio, possui propriedades para
formar rapidamente uma pelicula ao redor de goticulas de emulsdes e difusividade de dgua
relativamente baixa nestas peliculas, mas possui baixa capacidade de emulsificagdo
(ADHIKARI et al., 2009; UEKANE et al., 2016). Por sua vez, a gelatina apresenta
capacidade de emulsificacdo, atividade de estabilizacdo e tendéncia para formar uma rede
densa e fina em emulsdes (DICKINSON, 2009). A mistura de maltodextrina e proteina
favorece a prote¢ao de compostos bioativos (NESTERENKO et al., 2013).

Através das observagdes sobre o potencial da tecnologia de microencapsulacio para a
protecao de substancias ativas, tal qual o OELD, este trabalho foi realizado com o intuito de
desenvolver MPs que facilitem o transporte, armazenamento, manuseio e insercao deste OE
em matrizes alimenticias, com manuten¢cdo de suas propriedades bioativas, diminuindo as

perdas do OE por volatilizacdo e por degradacdo devido a presenca de agentes ambientais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver microesferas de maltodextrina e gelatina como encapsulantes, em
diferentes propor¢des, contendo OELD como substancia ativa, bem como avaliar a sua

estabilidade e manutencao da bioatividade.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar diferentes propor¢des de agentes encapsulantes na formacdo de
microparticulas de OELD por liofilizagdo, para verificar caracteristicas de rendimento
e efici€éncia de microencapsulacdo.

e Caracterizar os sistemas microencapsulados por determinacio de atividade de édgua,
técnicas de microscopia eletronica de varredura, termogravimetria, calorimetria
exploratoria diferencial e espectroscopia na regido do infravermelho;

e Avaliar a manutencdo das propriedades bioativas do OELD através da andlise de

compostos fenodlicos totais, capacidade antioxidante e atividade antibacteriana.



13

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 GENERO CITRUS

Em 1753, o género Citrus foi estabelecido por Carole Linneaus e, desde entdo, a
taxonomia deste género e o seu numero de espécies vém sendo discutida. Existem
divergéncias quanto ao numero exato de espécies em decorréncia da diversidade de
variedades, cultivares e hibridos resultantes da mutac¢do entre um ou mais tipos (SUN et al.,
2015).

As frutas do género Citrus pertencem a familia Rutaceae, sdo abundantes em regides
tropicais e fazem parte das culturas mais difundidas no mundo, incluindo laranjas, toranjas,
tangerinas, limas, limdes e mandarinas (SHARMA et al., 2017). A laranja doce (Citrus
sinensis) constitui-se como a principal fruta neste grupo e representa cerca de 70% da
producdo e consumo total de citrinos. Vdrias partes da fruta podem ser aproveitadas e
possuem beneficios para sauide (OKWI; EMENIKE, 2006; OLATUNYA; AKINTAYO,
2017).

A estrutura fisica das frutas citricas, geralmente, apresenta casca formada pela
epiderme; flavedo (composto por uma camada subepidérmica onde estio localizados sacos de
Oleos essenciais); albedo (corresponde a camada esponjosa abaixo do flavedo e € fonte de
flavanonas); e membrana segmentar (rede de fios finos ao longo do segmento). A membrana
interna tem segmentos, geralmente, alinhados e situados ao redor do nucleo central da fruta.
Sacos pequenos e densamente acondicionados contendo suco (vesiculas de suco) e sementes
presentes na maioria das variedades citricas preenchem os segmentos (LIU; HEYING;
TANUMIHARDIO, 2012) A representacdo da composi¢ao estrutural de uma fruta citrica é
mostrada na Figura 1.

Flavedo Albedo

~.
Casca ; | ' "/
N\

Segmento ou
carpelo

Semente Membrana

Vesiculas de suco Nucleo

Figura 1. Divisdes estruturais tipicas de uma fruta citrica (Fonte: préprio autor).
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Os citrinos sdao reconhecidos por suas propriedades medicinais hd muito tempo,
estando relacionadas principalmente aos seus fitonutrientes. As frutas citricas sdo boas fontes
de vitaminas, minerais, fibras e bioativos, como alcaldéides, carotendides, flavonoides e
polifenéis (OKWU; EMENIKE, 2006; MAHATO et al., 2018). Estes fitonutrientes e
vitaminas podem ser responsdveis pelas atividades antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias, entre outras funcionalidades atribuidas as espécies
citricas (GAO et al., 2018).

Os compostos fitoquimicos se apresentam em quantidades considerdveis nas espécies
citricas. A biofuncionalidade relacionada a esses compostos se concentram em extratos, bem
como nos OEs, obtidos a partir das frutas, folhas e cascas. Além de seu uso popular
terapéutico, as frutas citricas sdo largamente consumidas in natura e na forma de suco
(KAEWSUKSAENG et al., 2011).

Foram produzidas cerca de 146,6 milhdes de toneladas de frutas citricas no mundo em
2017, em uma 4rea plantada de aproximadamente 9.275.925 hectares. A China, Brasil, India e
Estados Unidos sdo os lideres mundiais na producdo dessas frutas. A citricultura brasileira
lidera o ranking mundial da producdo de laranjas, ocupando lugar de destaque, sendo a
principal espécie citrica produzida e exportada do pais, com 17.459.908 toneladas produzidas
em 2017(FAOSTAT, 2017).

A érea da citricultura nos Estados da Bahia e de Sergipe quase dobrou de tamanho
desde o inicio da década de 1990 (NEVES, 2010). Dentre os estados do Nordeste brasileiro,
Bahia e Sergipe, destacam-se na producio nacional e representam o quarto e o quinto estado,
respectivamente, que mais produzem laranjas no Brasil, com 665.986 e 421.353 toneladas
produzidas na safra de 2017, respectivamente. Também se destaca a produgdo de limdes
(88.781 t) e tangerinas (30.006 t) no Nordeste brasileiro (IBGE, 2017).

O Brasil € lider mundial na exportacdo de frutas citricas processadas, com destaque
para o suco concentrado de laranja congelado (OECD/FAO, 2016). Houve reducdo na
producdo da laranja em regides estratégicas do centro-sul brasileiro ao longo dos ultimos
anos, apesar disso, o processamento e exportacdo desta fruta na forma de suco ainda sdo
muito valorizados. Esta atividade tem grande importancia para a geragao de empregos e renda
nas regides produtoras, influenciando positivamente a economia brasileira (ERPEN et al.,

2018).
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3.2 SISTEMA AGROINDUSTRIAL DA LARANJA E GERACAO DE SUBPRODUTOS

Diversos atores produtivos fazem parte do sistema agroindustrial da laranja, desde
agricultores familiares que atuam na producdo e fornecimento de matéria-prima para as
inddstrias processadoras e exportadoras do suco, até redes de distribuicdo e exportacdo da
fruta in natura e, principalmente, do suco processado. As industrias processadoras dessa fruta
citrica estdo situadas, principalmente, no Estado de S3o Paulo. As atividades em torno da
cadeia produtiva do suco da laranja beneficiam os produtores, as industrias e os municipios
por meio da agregacdo de valor com a transformacgado da fruta em suco (NEVES et al., 2006;
ZULIAN; DORR; ALMEIDA, 2013).

De forma inegdvel, o estado de Sao Paulo tem grande relevancia para o setor citricola
brasileiro. O Estado detém a maior extensdo territorial de laranjeiras cultivadas, implicando
em geracdo de renda, movimentacdo entre os elos dessa cadeia produtiva, além de agregar
desenvolvimento para outros setores da economia, a exemplo de prestacdo de servigos e
comércio. Tais informacdes evidenciam o destaque e justificam o posicionamento desse
Estado no topo do ranking mundial da producio de laranja e exportacdo do suco (NEVES,
2010).

As laranjas s@o comercializadas em sua forma fresca (suco natural e laranja de mesa) e
para processamento e obten¢do do suco (pasteurizado, concentrado e congelado). Cerca de
30% da producdo nacional, o equivalente a mais de 100 milhdes de caixas de laranja, €
consumido pelo mercado nacional que tem a sua disposi¢do uma variedade de fruta nutritiva e
sauddvel a um preco competitivo. A maior parte da produgdo brasileira, aproximadamente
70%, é destinada para a inddstria de suco (ABECITRUS, 2013).

O processamento de sucos de frutas citricas representa um ramo de atividade da
citricultura muito importante para o agronegdcio brasileiro. A industrializag¢do de citros, como
a laranja, gera quantidades significativas de residuos agroindustriais. Nos ultimos anos,
diversas pesquisas tém sido realizadas com enfoque no reaproveitamento destes residuos,
como bagacos, cascas, sementes, carogos, talos, entre outras partes comumente descartadas
(STORCK et al., 2013). Contudo, apesar do crescimento constante dos estudos relacionados
com o reaproveitamento de residuos agroindustriais, a indudstria tem ainda pouco explorado
esta vertente (ARANHA et al., 2017).

As laranjas doces estdo entre as frutas mais populares do mundo. O seu teor de suco

varia entre 40% e 50%, enquanto o teor de polpa e sementes varia entre 20% e 30%. A casca
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pode atingir até 40% (FRANCO-VEGA et al., 2016) ou quase 50% do total da fruta de
espécies citricas, sendo julgada como residuo (SHARMA et al., 2017).

De modo geral, estes residuos podem se apresentar como uma alternativa para
obtencdo de novos compostos, com caracteristicas nutricionais e bioativas, assim como
geracdo de energia e novas tecnologias, reduzindo os impactos ao meio ambiente oriundo de
descartes inadequados dos residuos provenientes do sistema agroindustrial citricola (ROCHA;
ALMEIDA; CRUZ, 2017). Os residuos possuem baixo teor caldrico, podendo superar a polpa
da respectiva fruta (UCHOA THOMAS et al.,, 2014), sendo compostos por vitaminas,
minerais e fibras, assim como antioxidantes de importancia para as funcdes fisioldgicas
(INFANTE et al., 2013; PANESAR et al., 2016).

Os residuos de suco de laranja, com destaque para as cascas, podem ser aproveitados
na forma de farelo de polpa citrica, fertilizantes organicos, enzimas, extratos vegetais e 6leos
essenciais (ARBOS, STEVANI; CASTANHA, 2013). A limonina corresponde a um dos
principais componentes da casca de laranja, sendo causa do sabor amargo do suco. Apesar
disso, este composto evidencia beneficios como na reducao do colesterol e risco de trombose
venosa profunda (CAKRAWATI; HANDAYANTI, 2017).

Os subprodutos derivados de residuos citricos sdo considerados uma fonte econdmica
e renovavel de compostos com potencial valor. A rentabilidade agregada aos OEs estd em
franca expansdo nas industrias farmacéutica, de alimentos e de cosméticos (MAHATO et al.,
2018). O OELD ¢ extensivamente comercializado, no entanto, a industria nao utiliza todo
potencial econdmico e biologico dos subprodutos da laranja. Pesquisas recentes
demonstraram que o residuo da casca de laranja € um recurso com grande potencial e pode ser
convertido em produtos de alto valor agregado (REZZADORI; BENEDETTI; AMANTE,
2012; SHARMA et al., 2017; MAHATO et al., 2018).

3.3 OLEO ESSENCIAL DE LARANJA DOCE

OEs sdo misturas complexas de compostos organicos volateis, cuja composi¢do pode
ser influenciada por fatores fisiologicos e ambientais (JEYA-KUMARI et al., 2014). Os OEs
também sdo denominados 6leos volateis ou etéreos, possuem aroma intenso e agradavel, sao
liquidos de aspecto oleoso em temperatura ambiente, mas se volatilizam em exposi¢do ao ar
em temperaturas especificas. Tais caracteristicas os distinguem dos 6leos fixos (BERALDO et

al., 2013).
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A maior aplicabilidade na comercializagdo dos OEs se dar em func¢do da sua qualidade
aromdtica. Todavia, nos dltimos anos, as industrias e pesquisas cientificas tém voltado sua
atencdo para esses compostos devido as suas propriedades funcionais e pelo seu potencial
para utilizacdo como conservante natural, principalmente, como agentes antimicrobianos, com
potencial para o controle de bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos. Porém, o uso
de OEs como antimicrobianos ainda possui limitagdes (GUTIERREZ; BARRY-RYAN;
BOURKE, 2008; BERALDO et al., 2013).

Um dos entraves para a aplicagdo direta dos OEs é o seu forte sabor e odor, que
implica diretamente nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, podendo exceder o limiar de
aroma aceitavel pelos consumidores ou, dependendo da concentracdo de OE utilizada, tornar
o produto desejavel (QUESADA et al., 2016). Logo, € necessdria uma cuidadosa investigagao
de OEs apropriados ao perfil sensorial de determinado alimento e a composicdo do sistema
alimentar (GUTIERREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2009).

A possibilidade de extracdao de OEs a partir dos residuos da laranja, bem como de
outros frutos do género Citrus, é uma alternativa rentavel (REZZADORI; BENEDETTI;
AMANTE, 2012). E possivel agregar valor e minimizar os impactos causados pelos residuos
agroindustriais da laranja através da obtencdo de OEs (ZULIAN; DORR; ALMEIDA, 2013).
Estes fornecem substancias fitoquimicas que possuem atividades antioxidante e
antimicrobiana naturais, que podem atuar sobre vdrias bactérias e fungos, além de diversas
outras atividades que favorecem o seu uso diversificado (FAVELA-HERNANDEZ et al.,
2016).

Bourgou et al. (2012), ao avaliarem o efeito do estdgio de maturacdo e da composicao
quimica de OEs das cascas de Citrus sobre a atividade antibacteriana, encontraram diferencas
expressivas entre espécies distintas e diferentes estdgios de amadurecimento dos frutos. O
OELD extraido das cascas de frutos maduros apresentaram atividade contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Além de estudos que reportam os efeitos do OELD como agente antibacteriano
(O'BRYAN et al., 2008; ESPINA et al., 2011; GERACI et al., 2017), a efic4cia antifingica
desse OE também foi observada no crescimento e na morfogénese de Aspergillus niger, com
inibicdo do crescimento micelial (2,5 e 3,0 pg/mL de OELD) e acdo fungicida nas
concentracoes testadas (SHARMA; TRIPATHI, 2008). A forma de aplicacdo do OE pode
influenciar sua atividade. O contanto por vapores de OELD € mais eficaz na inibicdo de A.

flavus do que o contato direto, uma vez que concentragdes menores do vapor de OE sdo
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necessdrias para atingir o mesmo efeito antifingico observado pelo contato direto
VELAZQUEZ-NUNEZA et al., 2013).

Muitos estudos avaliam a capacidade antioxidante de material vegetal, inclusive a de
OEs de Citrus; embora, as metodologias sejam diversas e as formas de expressar os seus
resultados também (BACANLI; BASARAN; BASARAN, 2015; KHAN et al., 2012; REIS et
al., 2017; YANG et al., 2017). Os OEs das sementes de diversas variedades de laranja doce,
incluindo Hamlin, Natal, Pera-rio e Valéncia, apresentam quantidades expressivas de
compostos bioativos (carotenoides, compostos fendlicos, tocoferdis e fitoesterdis) que podem
estar relacionados a sua atividade antioxidante (JORGE; SILVA; ARANHA, 2016).

Efeitos antioxidante e anti-inflamatério do OE de laranja, em pesquisas in vitro,
demonstraram que o mesmo pode combater a dor, infec¢do e doenca pulmonar obstrutiva
cronica. Entre OEs conhecidos como anti-inflamatorios, incluindo OE de limdo, pinho e
eucalipto, o OE de laranja demonstrou a maior reducdo na inflamacdo, com reducdo de
espécies reativas de oxigénio de macréfagos alveolares ativados (RANTZSCH et al., 2009).

Ensaios clinicos demostraram potencial quimioprotetivo do OE da casca de laranja,
que possui o monoterpeno ciclico D-limoneno (90-95%) em sua composi¢do. Os
monoterpenos como agentes quimiopreventivos podem ser muito eficazes contra varios
tumores de roedores. Tal efeito quimiopreventivo do OE de laranja foi observado na pré-
neoplasia hepatica induzida por N-nitrosodietilamina em ratos (BODAKE et al., 2002).
ConstatacOes recentes foram reportadas sobre o elevado potencial anticancerigeno do OELD,
com efeito positivo na inibi¢do da proliferacio de uma linha celular de cancro do pulmao
humano A549 e da linha celular de cancro da préstata 22RV-1. E ainda, maior atividade
antioxidante que os OEs de pomelo e toranja (YANG et al., 2017).

Evidéncias cientificas apoiam o d-limonene como 0 monoterpeno mais promissor para
se desenvolver como um agente anti-cancer, particularmente contra o cancer de mama.
Estudos em animais e epidemiolégicos suportam a presenca de propriedades anti-cancer na
casca de citricos e o principal constituinte de alimentos bioativos, o d-limoneno. Modelos
animais sugerem que, quando ingerido, o d-limoneno exibe um amplo espectro de atividade
bioldgica, incluindo efeitos quimioterdpicos e quimiopreventivos (MILLER et al., 2011).

O OELD também possui efeito ansiolitico para uso na aromaterapia. Os resultados da
exposicdo de ratos Wistar ao aroma de OELD sugerem uma atividade ansiolitica aguda,
dando algum suporte cientifico ao seu uso como tranquilizante, possibilitando sua utilizacao

como tratamento alternativo para ansiedade (FATURI et al., 2010).
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Outros possiveis beneficios para o uso do OE da casca de laranja foram descritos,
como ingrediente funcional na dieta de animais. O OELD atuou como promotor de
crescimento e imunoestimulante em tildpias. Além disso, a adicdo desse OE citrico em suas
dietas reduziu a mortalidade de peixes apds a infec¢@o por Streptococcus iniae (ACAR et al.,
2015). A inclusdo de OELD na dieta de ovelhas, dependendo da concentragdo, pode aumentar
a producdo de leite e o status antioxidante do plasma sanguineo e do leite produzido
(KOTSAMPASTI et al., 2018).

Em uma abordagem recente, Ambrosio et al. (2017), demonstraram atividade
antibacteriana de OEs provenientes dos residuos da producao de suco de laranja (OEL), sobre
bactérias patogénicas (Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Listeria innocua) € menores atividades contra bactérias benéficas
(Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus e Bacillus subtilis). Dentre 28 tipos
diferentes de OE testados, incluindo Cymbopogon citratus, Lippia alba e Thymus vulgaris, os
OEL apresentaram a melhor atividade antibacteriana seletiva, sugerindo-se seu uso como uma
alternativa para antibidticos convencionais utilizados na produgdo de ragdes para alimentagcdo
animal, a fim de obter alimentos mais seguros.

Dentre os possiveis beneficios a partir da utilizagdo do OELD, é oportuna a utilizacao
de tecnologias que atuem na preservacdo de seus compostos, que possuem natureza volatil.
Tais compostos sao frequentemente descritos como responsaveis pela biofuncionalidade que o
mesmo apresenta. A protecdo efetiva, armazenamento, transporte € insercdo em matrizes
alimenticias facilitados, com as limitagdes inerentes ao uso de OEs anteriormente descritas,

podem ser obtidos com a tecnologia de microencapsulacao.

3.4 TECNOLOGIA DE MICROENCAPSULACAO

A definicdo de microencapsulacdo ocorreu primeiramente no final dos anos 1930,
apresentando-se como um substituinte limpo para a utilizacdo de papel carbono e fitas de
carbono, sendo de grande relevancia para as industrias de maquinas. A aplicacdo das técnicas
de microencapsulacdo por meio do uso de pulverizacdo e liofilizagdo passou a ser empregada
a partir de 1999 (KUMAR; KAR, 2014).

A utilizagdo do método consiste em revestir compostos de interesse para industrias
alimenticias, farmac€uticas, cosméticas, entre outras, a partir de agentes encapsulantes ou da

mistura destes (HUQ et al., 2013). A microencapsulacdo se da a partir de processos fisico-



20

quimicos ou mecanicos, gerando particulas de didmetro pequeno, porém estruturalmente
resistentes as condicdes adversas do meio no qual poderdo ser inseridas (SIMEONI et al.,
2014).

O processo de microencapsulacdo tem como produto resultante as microesferas e/ou as
microcdpsulas. Microesferas sdo MPs que acondicionam o material ativo espalhado por toda
matriz homogénea. J4 Microcédpsulas sdo particulas onde o composto desejado, posicionado
no centro da microcdpsula, encontra-se totalmente envolto pelo agente encapsulante (BAKRY
et al., 2016; JEYA-KUMARI;, ZYNUDHEEN; PARVATHY, 2016). As MPs podem ser
classificadas de acordo com o tamanho da particula em macro (> 5000 um), micro (0,2 a 5000
um) e nano (< 0,2 um) (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Em geral, a microencapsulacio € aplicada para alterar texturas, separar materiais com
possibilidade de reagirem entre si, reduzir a toxicidade de compostos, mascarar sabores
indesejaveis, reduzir a volatilidade de OEs e proporcionar liberagdo controlada dos compostos
envoltos pelo material de parede (CAM; ICYER; ERDOGAN, 2014; SANTOS et al., 2015;
SILVA etal., 2013 ; SILVA; VIEIRA; HUBINGER, 2014).

A técnica € capaz de propiciar a liberacdo do composto encapsulado no sitio de agdo,
sendo que vdrios fatores podem ser usados para iniciar a acdo desejada, como o estresse
mecanico, atividade enzimética, alteracdo no pH, tempo, temperatura, fermentacao bacteriana,
forca osmoética, entre outros (COOK et al., 2012). Como consequéncia, a microencapsulacao
permite proteger e isolar o composto encapsulado de tensdes ambientais, como oxigénio,
acidez elevada e exposi¢do a condi¢des gastricas (HUQ et al., 2013).

Materiais que necessitem ser isolados, protegidos, ou ter sua acdo retardada, podem
ser encapsulados e utilizados em industrias de alimentos, de cosméticos e farmacéutica. A
escolha do método a ser usado para a microencapsulacdo deve ser favoravel as caracteristicas
e composi¢io quimica do composto que serd encapsulado (RODRIGUEZ et al., 2016).
Segundo Favaro Trindade, Pinho e Rocha (2008), a escolha do método ird depender também
do tamanho desejado da particula, do mecanismo de liberacdo do nicleo e das propriedades
fisico-quimicas do agente de parede e do nucleo.

Para a producao de MPs sao utilizados diversos métodos aplicaveis para a industria de
alimentos. Os métodos mais comuns sdo por emulsificacdo, leitos fluidizados, secagem por
pulverizagdo, arrefecimento, arrefecimento por pulverizagcdo, co-cristalizacdo e liofiliza¢do
(HOLKEM; CODEVILLA; MENEZES, 2015; SANTOS et al., 2015). Dentre os diversos
métodos que podem ser utilizados para a microencapsulagdo, a emulsificacdo seguida de

liofilizac@o tem sido reconhecida como alternativa vidvel (MORALIS et al., 2016).
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A liofilizacdo consiste na secagem em camara fria a partir da remocao da dgua de um
produto congelado submetido a vicuo, sob condi¢des de baixa temperatura e pressio, para
produzir MPs sélidas (GAIDHANI et al., 2015). E uma técnica bastante utilizada na aplicagio
de compostos termoldbeis, que sao sensiveis a temperaturas altas, como no caso de OEs
(EZHILARASI et al., 2013; NIREESHA et al., 2013).

A técnica de emulsificacdo serve de base para outros métodos, quando o composto a
ser encapsulado necessita unir uma fase dispersa em uma fase continua pela acdo de um
emulsionante. Para garantir a permanéncia da emulsio é necessdria uma combinagdo
especifica dos ingredientes utilizados, sendo indispensdvel o uso de emulsificante ou
tensoativo (FRANZOL; REZENDE, 2015), os quais possuem como principais fungdes a
reducdo da tensdo interfacial e atuagdo como barreira contra a coalescéncia das goticulas
(DICKINSON, 2009).

A escolha do(s) agente(s) encapsulante(s) depende de vérios fatores, como fatores
relacionados ao meio onde as MPs serdo adicionadas. O agente encapsulante ndo deve
interagir quimicamente com o material a ser encapsulado. Além disso, deve ser analisada a
técnica que serd utilizada para a formagdo da microparticula, o mecanismo e liberagdo do
material encapsulado, a habilidade de dispersar ou emulsificar, a capacidade de prover
maéxima protecdo para o material a ser encapsulado contra condi¢des desfavordveis, como por
exemplo, a inser¢io de MPs em alimentos com alta atividade de 4dgua (WEINBRECK;
BODNAR; MARCO, 2010).

Enquadram-se na categoria de agentes encapsulantes os compostos que serdo
responsdveis pela formagdo de filmes que ird envolver o material microencapsulado, sendo
estes, polimeros naturais ou sintéticos (ASSUNCAO, 2014). Os materiais mais utilizados
como agentes encapsulantes sao carboidratos, gomas, lipideos, poliésteres naturais, polimeros
sintéticos e proteinas (JEYA-KUMARI; ZYNUDHEEN; PARVATHY, 2016).

A mistura de -carboidratos e proteinas tem sido amplamente utilizada na
microencapsulacdo de compostos bioativos. A maltodextrina (MD) é um composto derivado
do amido que compreende dez monOmeros de glucose sob a forma de cadeia linear
(CAKRAWATI; HANDAYANI, 2017), e possui excelente propriedade de bloqueio de
oxigénio. Além disso, possui capacidade de formar uma pelicula, com baixa difusividade de
dgua, ao redor de goticulas de emulsdes, porém com baixa capacidade de emulsificacao
(ADHIKARI et al., 2009; UEKANE et al., 2016). Por sua vez, a gelatina (GEL) possui certa
capacidade de emulsificacdo, atividade de estabilizacdo e tendéncia para formar uma rede

densa e fina quando em emulsdes (DICKINSON, 2009). De forma geral, a mistura de MD e
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proteina pode favorecer a protecdo de compostos bioativos (NESTERENKO et al., 2013),
inclusive na microencapsulacdo de OE de Citrus (CAMPELO et al., 2017; CAMPELO et al.,
2018).

O OELD ja foi encapsulado utilizando secagem em spray drying com diferentes
agentes encapsulantes. Gonsalves et al. (2009) obtiveram microcdpsulas de quitosana pelo
método de coacervacdo simples em meio aquoso com OE de laranja, e constataram que a
técnica foi eficaz, simples e reprodutivel para encapsular este OE. Jun-Xia, Hai-Yan e Jian
(2011) verificaram a retengao eficaz dos componentes de sabor, indicando boa protecao do
OELD na microencapsulacdo por coacervacdo complexa em matriz de isolado proteico de
soja e goma ardbica. Sosa et al. (2013) utilizaram MD, sacarose e trealose, e amidos
modificados como emulsionantes, para avaliar a retencdo de aroma de OELD e obtiveram
resultados promissores, mas relatam que a retencdo satisfatéria de compostos de aroma vai
depender da escolha da matriz encapsulante e que, durante o encapsulamento de aromas por
spray drying, alguns componentes volateis podem ser perdidos facilmente. Souza et al. (2018)
estudaram a liberacdo controlada de OELD em MPs poliméricas mistas contendo goma
arabica, MD e nanofibrilas de celulose (NC). As NC atuaram como agente espessante,
aumentando a viscosidade da emulsdo. As formulacdes contendo NC apresentaram maior
eficiéncia de microencapsulagao.

Nao h4 estudos sobre a microencapsulacdo do OELD que tenham utilizado as mesmas
condi¢Oes de processo para obtengdo de microesferas contendo OELD. No presente estudo
foram utilizados MD e GEL como agentes encapsulantes, realizou-se inicialmente a

emulsificac@o entre o nicleo e os encapsulantes seguida de secagem por liofilizacao.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

O OELD utilizado como ntcleo foi obtido da Ferquima Ind. Com. Ltda. (Vargem
Grande Paulista, Brasil) e extraido por prensagem a frio da casca dos frutos. O OELD foi
classificado como um liquido com coloracdo de amarelo a laranja, odor citrico e doce,
densidade relativa de 0,855 g/mL (20 °C), tendo como componente majoritdrio D-limoneno
(aproximadamente 96%), de acordo com especificacdes apresentadas no relatrio técnico
disponibilizado pelo fornecedor. Os polimeros MD - DE 20 (Cargill, Uberlandia, Brasil) e

GEL incolor na forma de p6 (Mix, Sao Bernardo do Campo, Brasil) foram utilizados como
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materiais de parede. Os demais reagentes quimicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich, Saint
Louis, EUA.

Para andlise da atividade antibacteriana foram utilizadas as cepas Staphylococcus
aureus ATCC 23235 (INCQS 00102) e Escherichia coli ATCC 35218 (INCQS 00325)
adquiridas da Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitdria — CMRVS
(FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). As culturas de S. aureus e E. coli foram
cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (CBHI; Kasvi, PR, Brasil) a uma temperatura de 37
°C por 24 horas (NCCLS, 2003). Para obter os indculos das cepas bacterianas com uma
contagem entre 7 ¢ 8 log UFC mL!, a densidade 6ptica da suspensdo foi medida a 625 nm
(ODg25) em espectrofotdometro (Biospectro, modelo SP-220, Curitiba, PR, Brasil) até obtencao

de OD ¢25de 0,1 utilizando CBHI para o ajuste do inéculo e para o branco.

4.2 Métodos
4.2.1 Microencapsulacdo do OELD

Para o processo de microencapsulacdio (ME) foi realizada uma etapa inicial de
emulsificacdo entre o nicleo (OELD) e encapsulantes (MD e GEL), seguida de secagem da
emulsdo. MD e GEL foram utilizados como agentes encapsulantes compondo trés diferentes
formulacdes (LD1, LD2 e LD3), sendo LD1 apenas com MD e LD2 e LD3 utilizando
misturas de MD e GEL nas propor¢des de 2:1 e 1:1, respectivamente. As microesferas foram
preparadas com teor fixo de OELD (10% m/m). Testes prévios foram realizados para
obtencdo das condi¢des requeridas para o processo de ME, de acordo com as etapas citadas a
seguir.

As emulsdes foram preparadas por adigdo do OELD em solu¢des de MD ou MD/GEL
nas proporgdes previamente testadas para as trés formulagdes. Os agentes encapsulantes
foram pesados em recipientes separados, homogeneizados em 4gua destilada esterilizada a 35
°C até completa dissolucdo e acrescentados do agente tensoativo Tween 80 (concentragdo
final de 5% v/m dos agentes encapsulantes). Em seguida, o OELD foi adicionado lentamente
no sistema sob agitacdo constante (7000 rpm) por 15 min utilizando agitador mecanico tipo
Turrax MA102 (Marconi, Piracicaba, Brasil). O procedimento foi realizado em banho de gelo
a 4 °C para evitar a volatilizacao do OELD.

ApOs o preparo, as emulsoes foram transferidas para recipientes plasticos, congeladas
(-25 °C por 24 h em freezer horizontal) e submetidas a secagem em liofilizador Alpha 1-4 LD

Plus (Christ, Osterode am Harz, Alemanha), sob pressao de 0,11 mbar e temperatura de -60
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°C por 60 h. Durante o processo de liofiliza¢do, a camara de secagem foi coberta para evitar
incidéncia de luz nos materiais. As emulsdes secas obtidas foram maceradas com auxilio de
almofariz e pistilo até a obten¢do de um p6 homogéneo. O material obtido foi acondicionado
em recipiente pldstico, embalado com papel aluminio para evitar a incidéncia de luz e

armazenado sob refrigeracdo até posterior caracterizagao.

4.2.2 Caracterizagao das microesferas de OELD

4.2.2.1 Rendimento de microencapsulacao

O rendimento de microencapsulagdo (RM) foi avaliado com base nas massas dos
encapsulantes, do OELD e do tensoativo utilizados no preparo das emulsdes e na massa final

apos secagem, calculado por meio da equacdo seguinte:

RM= Msou =100 (1)
inicial

onde:
Minai: Massa do produto microencapsulado apds secagem; e

Minicial: Massa seca de encapsulantes, 6leo essencial e tensoativo.

4.2.2.2 Eficiéncia de microencapsulagao

A quantidade de OELD retida na matriz encapsulante foi determinada de acordo com
o método descrito por Benavides et al. (2016). Para isso, 0,5 g de cada sistema
microencapsulado foi homogeneizado com 30 mL de hexano, utilizado como agente extrator.
A solug@o permaneceu sob agitacdo overnight em mesa agitadora NL343-01 (NewLab,
Piracicaba, Brasil) a 25 °C. As amostras foram submetidas a ultrassonicacdo em banho
ultrassonico USC-800 (Unique, Indaiatuba, Brasil) por 10 min, seguida de agitagdo em
agitador de solucdes AP56 (Phoenix Luferco, Araraquara, Brasil) por 3 min e centrifugagdo
em centrifuga CEO1-B1 (Kacil, Recife, Brasil) (2317,80 x g por 5 min). O volume do
sobrenadante obtido foi completado para 50 mL com adi¢do de hexano, e a leitura da
absorbancia a 315 nm foi realizada utilizando espectrofotometro UV-visivel SP-220

(Biospectro, Curitiba, Brasil). O OELD foi utilizado como padrdo e o seu componente
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majoritdrio (D-Limoneno) foi utilizado como referéncia para obtencdo da curva analitica (y =
0,2579x — 0,0088; R? = 1).

Para avaliar a eficiéncia de microencapsulagdo (EM) foram considerados o teor de
OELD inserido no sistema e aquele retido pela matriz encapsulante apds o processo. A EM

foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

0]

)
100
OE_

EM=

tadrico

onde:
OE:ca1 = Teor real de 6leo essencial retido; e

OE:ccrica = Teor de 6leo essencial inserido.

4.2.2.3 Espectroscopia na regido de infravermelho (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram recolhidos em um intervalo de varrimento de 500
a 4000 cm™! utilizando Espectrofotometro FTIR/NIR FRONTIER (Perkin Elmer, Waltham,
Estados Unidos) e acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR), empregando cristal de

seleneto de zinco (ZnSe), resolucdo de 4 cm™ e média aritmética de quatro varreduras.

4.2.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microestrutura das microesferas obtidas foi observada por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Os sistemas microencapsulados foram previamente cobertos
por uma fina camada de ouro em metalizador Q150R ES (Quorum, Lewes, Inglaterra). As
micrografias foram obtidas em um microscopio eletronico de varredura SSX-550 (Shimadzu,

Quioto, Japao), com voltagem de aceleracao de 20 KV.

4.2.2.5 Atividade de dgua (Aa)

A A, das microesferas foi analisada utilizando um medidor de atividade de dgua 3TE

(Aqualab, Albufeira, Portugal) a 25 ° C.
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4.2.2.6 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas utilizando analisador térmico
TGA/SDTA 851e (Mettler Toledo, Columbus, Estados Unidos), sob atmosfera inerte (Fluxo
de 50 mL/min), taxa de aquecimento de 10 °C/min, em faixa de temperatura entre 30 e 600
°C, utilizando cadinho de alumina (6xido de aluminio), contendo aproximadamente 5 mg de
amostra.

O parametro utilizado para determinacdo da temperatura inicial de degradagdo foi o
Tonset segundo Haines (2002), obtido pela intersec¢do de uma tangente tracada entre as linhas
de base horizontais superior, inferior e a parte ingreme da curva sigmoidal, caracterizada

como o ponto que melhor representa a temperatura de degradagdo de um composto.

4.2.2.7 Calorimetria exploratéria diferencial

O comportamento térmico das microesferas também foi avaliado pelas curvas de
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) obtidas em equipamento DSC 823e (Mettler
Toledo, Columbus, Estados Unidos), sob atmosfera inerte (Fluxo de 50 mL/min), taxa de
aquecimento de 10 °C/min em faixa de temperatura entre 30 e 150 °C, utilizando cadinho

hermético de aluminio, contendo aproximadamente 5 mg de amostra.

4.2.3 Avaliacdo da bioatividade de microesferas de OELD

4.2.3.1 Determinagdo do conteido de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Para a quantificacdo dos compostos fenodlicos totais (CFT) e determinacdo da atividade
antioxidante (AA) pela captura do radical livre DPPH, as microesferas foram submetidas a
ruptura como descrito por Reis et al. (2017).

Os CFT foram quantificados utilizando o método de Folin-Ciocalteu, como descrito
por Waterhouse (2012). Para isso, foram utilizados 2 g do material resultante da ruptura das
microesferas diluido em 10 mL de metanol. Uma aliquota de 300 pL foi misturada com 1825
puL de dgua destilada e 125 pL do reagente Folin-Ciocalteau, seguido de agitacdo utilizando
agitador de solugdes AP56 (Phoenix Luferco, Araraquara, Brasil). Apds cinco minutos, foi
acrescentado 250 pL de carbonato de sodio (Na2COs) a 20%, seguido de nova agitagdo e
repouso em banho maria a 40 °C, durante 30 min. A leitura foi realizada em

espectrofotometro UV-visivel SP-220 (Biospectro, Curitiba, Brasil) a 765 nm. A curva
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analitica foi obtida (y = 0,2579x — 0,0088; R? = 1), utilizando 4cido gédlico como padrdo, e 0s
resultados foram expressos em miligramas de equivalentes de dcido galico por grama das
microesferas (EAG) (mg g™!).

A medicao da capacidade de eliminagdo do radical livre DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Fernandes et al. (2016). Para isso, utilizou-se 2 g de cada
sistema microencapsulado em 10 mL de metanol. Uma aliquota de 350 puL foi adicionada em
3150 uL de DPPH e as leituras das amostras foram realizadas apds 30 min. Para a curva de
calibragao foram preparadas solucdes utilizando Trolox a 500 uM para o consumo de DPPH
600 uM em solucdo metandlica e dgua destilada para ajuste das concentracdes finais (17,5,
35, 70, 105, 140 e 175 mg/mL). Como controle, utilizou-se uma solu¢do com 3150 uL de
DPPH e 350 pL. de metanol. As leituras foram realizadas em espectrofotdometro UV-visivel
SP-220 (Biospectro, Curitiba, Brasil) a 765 nm nos tempos 0 e 30 min. Os resultados foram
expressos como concentracdo de Trolox em uM versus % de inibi¢ao, submetidos a regressao

linear (y = 3,3697x + 7,2978 e R2 = 0,9975) e expressos em mg de trolox g! da amostra.

4.2.3.2 Atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana foi utilizado o método de difusdo em dgar. Para
isso, trés pocos de 10 mm de didmetro foram feitos com o uso de ponteira esterilizada em
placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MHA, Kasvi, PR, Brasil). Em seguida, 100 uL
das suspensdes das cepas de S. aureus e E. coli (contendo 7 — 8 log UFC mL™) foram
espalhadas uniformemente sobre o MHA e os pogos carregados com 50 mg de cada
formulacdo das microesferas. As placas foram incubadas sob refrigeracdo por 12 h para
promover a difusdo das microesferas e liberacdo do OELD no MHA, sendo, em seguida,
incubadas a 37 °C durante 24 h. Ao término do periodo de incubagdo, os didmetros dos halos
de inibi¢do foram medidos, sendo considerada a ocorréncia de efeito inibitério das cepas
bacterianas teste quando da observacao de halos de inibicdo do crescimento com diametro >

11 mm (Benavides et al., 2016).

3.2 Analise estatistica

Todos os experimentos (avaliagdo da bioatividade) foram realizados em triplicata em

dois experimentos distintos, sendo os resultados expressos como médias das repeticoes. Os
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dados foram analisados utilizando linguagem R (R Core team, 2014) por meio de ANOVA e
teste de Tukey a 5% (p < 0,05).
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Abstract

This study evaluated maltodextrin (MD) and gelatin (GEL) in different ratios (SO1, MD only;
SO2, MD and GEL = 2:1; and SO3, MD and GEL= 1:1, respectively) as wall materials to the
microencapsulation of sweet orange essential oil (SOEO, fixed amount of 10% w/w). SOEO
microspheres were obtained by emulsification/lyophilization and characterized regarding the
microencapsulation yield and efficiency, infrared spectroscopy, ultrastructural aspects
(scanning electron microscopy, SEM), thermogravimetric (TG), derivative thermogravimetry
(DTG) and differential exploratory calorimetry (DSC) and bioactive properties. Yield and
efficiency of encapsulation was of up to 90.19 and 75.75%, respectively. SEM analysis
showed SO1, SO2 and SO3 microespheres with irregular shapes. TG, DTG and DSC curves
showed more considerable decrease in SOEO volatilization in SO1 and higher thermo-
oxidative protection in SO2 and SO3. Antibacterial and antioxidant properties, as well as the
total phenolic content of SOEO were maintained after microencapsulation. These reveal the

potential application of these SOEO microspheres as preservatives in food matrices.

Keywords: sweet orange, microencapsulation, freeze-drying, bioactive properties, stability.



