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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a influéncia das condi¢cdes de secagem e
materiais encapsulantes nas caracteristicas fisicas e fisico-quimicas das
microparticulas de 4&cido benzoico e dleo essencial de tomilho. Na
microencapsulacdo de &cido benzoico utilizou-se delineamento composto central
rotacional (DCCR), tendo como varidveis independentes: temperatura de entrada do
ar de secagem (145 °C — 180 °C) e concentracdo de acido benzoico (2% - 10%
(m/m)). A temperatura de secagem e a concentracdo de acido benzoico
influenciaram significativamente os parametros fisicos e morfoldgicos das
microparticulas. Os pardmetros da secagem por atomizagcdo de &cido benzoico
indicou que a temperatura de 169 °C e a concentracdo de 6% (m/m) de acido
benzoico foram as melhores condi¢cBes do processo para a obtencdo de &cido
benzoico microencapsulado, utilizando-se como matriz encapsulante o amido
modificado e a maltodextrina. Um segundo experimento foi aplicado utilizando um
delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢bes, sendo os tratamentos
amido modificado (AM), maltodextrina (M) e blenda de amido modificado e
maltodextrina (AM/M). A aplicacdo da mistura desses materiais encapsulantes
(AM/M) resultou em uma alta eficiéncia de encapsulacdo (82,65 g/100 g). A
morfologia do tratamento AM/M apresentou microparticula parcialmente rugosa, e
os tratamentos AM e M resultaram em uma formacdo de maior quantidade de
microparticulas quebradicas. J& o diametro da microparticula desse p6 AM/M
resultou em um valor de 19,15um e o span o que indica uma boa homogeneidade
das microparticulas variou de 1,94 a 2,15. A isoterma apresentou comportamento do
Tipo Il para o tratamento AM/M e 0 modelo matematico de GAB foi o0 que melhor
ajustou aos dados experimentais para 0 comportamento de sor¢do de umidade da
microparticula. A viscosidade da emulsdo de 6leo essencial de tomilho foi avaliada
para todos os tratamentos (IP - Isolado proteico; IPM - Isolado proteico e
maltodextrina; IPM1Q - Isolado proteico, maltodextrina e 1% de quitosana e IPM2Q
- Isolado proteico, maltodextrina e 2% de quitosana) pelo ajuste do modelo Herschel
Bulkley. Um terceiro experimento foi feito para avaliar o material IP em diferentes
misturas de encapsulantes (IPM, IPM1C e IPM2C). Na microencapsulacdo do éleo
essencial de tomilho o tratamento com IPM apresentou melhores caracteristicas para
0 produto resultante: 9,24 ¢/100 g para higroscopicidade, 60,62 g/100 g para
solubilidade e a sua morfologia apresentou superficies esféricas. Verificou-se que a
eficiéncia do processo de microencapsulagdo do tratamento IPM apresentou alta
retencdo de 6leo (29,50%), quando comparado com os tratamentos IP de (28,62%) e
IPM1Q (23,75%). Os estudos de avaliacdo dos componentes principais indicaram,
gue o timol caracterizou-se como o constituinte majoritario do 6leo essencial de
tomilho, com teores acima de 40% da area normalizada, sendo essa importante
caracteristica para exercer atividade antioxidante.

Palavra chave: Acido benzoico. Oleo essencial. Microencapsulagio. Isoterma.
Morfologia.



ABSTRACT

The objective of this work was to verify the influence of the drying conditions and
encapsulating materials over the physical and physical-chemical characteristics of the
microparticles of benzoic acid and thyme essential oil. In the microencapsulation of
benzoic acid, we used a central rotational composite design, using the independent
variables: drying air entry temperature (145°C — 180°C) and concentration of the benzoic
acid (2% - 10% (m/m)). The drying temperature and concentration of benzoic acid
significantly influenced the physical and morphological parameters of the
microparticles. The parameters for atomization drying of benzoic acid indicated that the
temperature of 169°C and the concentration of 6% (m/m) of benzoic acid were the best
processing conditions for obtaining microencapsulated benzoic acid, using as
encapsulating matrix modified starch and maltodextrin. A second experiment was
conducted using a completely randomized design with three replicated, with the
treatments modified starch (MS), maltodextrin (M) and a mixture of modified starch and
maltodextrin (MS/M). The application of the mixture of these encapsulating materials
(MS/M) resulted in high encapsulating efficiency (82.65 g/100g). The morphology of the
MS/M treatment presented partially rough microparticle, and treatments MS and M
resulted in the formation of a larger amount of brittle microparticles. The diameter of the
microparticle of the MS/M powder resulted in a value of 19.15 um and the span, which
indicates good homogeneity of the microparticles ranged from 1.94 to 2.15. The
isotherm presented Type Il behavior for the MS/M treatment and the GAB
mathematical model was the best adjusted to the experimental data for microparticle
moisture sorption behavior. The viscosity of the thyme essential oil emulsion was
evaluated in all treatments (WPI — Whey protein isolate; WPIM — Whey protein isolate
and maltodextrin; WPIM1C — Whey protein isolate, maltodextrin and 1% chitosan and
WPIM2C — Whey protein isolate, maltodextrin and 2% chitosan) using the Herschel
Bulkley model. A third experiment was done to evaluate the WIP material in different
blends of encapsulants (WIPM, WIPM1C and WIPM2C).In the microencapsulation of
the thyme essential oil, the treatment with WIPM presented better characteristics for the
resulting product: 9.24 g/100g for hygroscopicity, 60.62 g/100g for solubility and its
morphology presented spherical surfaces. We verified that the efficiency of the
microencapsulation process of treatment WIPM presented high oil retention (29.50%),
when compared to treatment WIP (28.62%) and WIPM1Q (23.75%). The evaluation
studied for the principal components indicated that thymol was characterized as major
constituent of the thyme essential oil, with contents above 40% of the normalized area,
being this important characteristic to exert antioxidant activity.

Keywords: Benzoic acid. Essential oi. Microencapsulation. Isotherm. Morphology.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Os aditivos alimentares séo substancias adicionadas aos alimentos e tém
como objetivos principais a manutencdo ou modificacdo do sabor, a melhora da
aparéncia, a adicdo de componentes funcionais agregando valor, além de
estender a vida til do produto como 0s agentes conservantes (antimicrobianos,
antioxidantes dentre outros).

Do ponto de vista tecnolégico, os &cidos organicos sdo essenciais para
0s produtos industrializados na conservagdo dos alimentos. Porém, muitas das
industrias alimenticias tém preferido utilizar produtos naturais de plantas que
possuem agdo conservante e, com isso, fins tecnoldgicos para a industria de
alimentos. Esses produtos necessitam de condigdes especificas de
processamento, visando manter a estabilidade do produto, além de maiores
cuidados durante o transporte e armazenamento. Os Gleos essenciais, substancias
quimicamente instaveis e com alta volatilidade e por meio do processo de
microencapsulacdo por spray drying, podem ser protegidos, terem a vida Util
prolongada, além de serem transformados em po, facilitando a adicdo desses
produtos em matrizes alimenticias.

A microencapsulacdo por spray drying vem se destacando, ha décadas,
em razdo da sua eficiéncia no processo de secagem e nas adequadas
caracteristicas do produto. E tradicionalmente utilizada na obtencao de produtos
particulados, na industria de alimentos, quimica, bioquimica e farmacéutica. O
processo de microencapsulacdo consiste no envolvimento de materiais sélidos,
liquidos ou gasosos, em um material encapsulante, formando microparticulas
que podem liberar o seu contetdo em condigdes especificas. As caracteristicas e
a qualidade das microparticulas, geradas no processo de encapsulagdo, séo

determinadas pela escolha do material encapsulante. Este deve ser capaz de
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formar uma cobertura de alta barreira para 0s compostos encapsulados,
promovendo boa retencdo de substancias volateis, protecdo do nucleo contra a
acdo do oxigénio atmosférico e das condicdes adversas do meio externo. Os
materiais de parede podem ser selecionados dentre uma ampla variedade de
polimeros naturais ou sintéticos. As propriedades fisicas e fisico-quimicas destes
materiais sdo importantes, na caracterizacdo dos produtos alimenticios em p@,
tais como a morfologia da microparticula, densidade, caracteristicas de
superficie, diametro, molhabilidade, solubilidade, além de outras propriedades.
Por outro lado, as propriedades quimicas estdo relacionadas com a
composicao da alimentacdo (composto ativo e encapsulantes) e, dependentes das
condigdes de secagem, afetam a qualidade do produto desidratado. O presente
trabalho tem como objetivo verificar a influéncia das condicGes de secagem e
diferentes formulacBes de materiais encapsulantes nas caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas das microparticulas de acido benzoico e 6leo essencial de

tomilho.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aditivo alimentar

Os produtos industrializados ocupam uma parcela cada vez maior no
mercado em decorréncia de sua praticidade e facilidade de aquisi¢cdo. A
engenharia de alimentos estd focada em estabelecer uma extensdo do prazo de
validade de alimentos empregando técnicas de preservacao e manutencdo da sua
qualidade (EVERT-ARRIAGADA et al., 2014; NAKONIECZNA et al., 2014).
Os aditivos sdo substancias adicionadas aos alimentos que tém a funcdo de inibir
0 crescimento microbiano do produto, o que pode assegurar suas caracteristicas
originais e sua seguranca alimentar, tornando-os atrativos e mantendo o seu
valor nutritivo (GAVA,; SILVA; FRIAS, 2008). Os acidos organicos como 0s
acidos acético, latico, citrico, benzoico e outros, sdo agentes conservantes de
amplo uso (EVANGELISTA, 2008).

No entanto muitos paises tém regulamentado o controle de uso de
aditivos potencialmente carcinogénicos. No Brasil, foi criada a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéaria e, nos Estados Unidos, a Food and Drug
Administration (FDA). Em 1962, foi criado o Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), cujo objetivo foi avaliar,
sistematicamente, o potencial tdxico, a mutagenicidade e carcinogenicidade dos
aditivos alimentares. O JECFA, baseado em dados experimentais, tem a missao
de recomendar ou ndo o uso de determinado aditivo e estabelecer o valor da
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para cada aditivo. A IDA indica a quantidade
diéria de um aditivo alimentar, que pode ser ingerida, ao longo prazo e que nao
venha apresentar riscos a saide humana (WU et al., 2013).

A maioria dos produtos de origens vegetal e animal se deteriora com
facilidade, perdendo a qualidade e, consequentemente diminuicdo da vida atil.

Atualmente os acidos organicos e Oleo essencial vém sendo cada vez mais
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utilizados pela industria alimenticia, para aumentar o tempo de armazenamento
e, assim, atender as expectativas do mercado consumidor (ASSUMPCAO et al.,
2008; HONORATO et al., 2013).

Com intuito de agregar qualidade aos produtos alimenticios, em
pesquisas recentes desenvolvem-se estratégias para o uso de aditivos naturais,
nas indastrias. Com a propagacdo das modernas praticas de preservacdo, 0s
Oleos essenciais tém sido muito utilizados, no preparo de alimentos, em virtude
do sabor e aroma diferenciado, o que possibilita reduzir o crescimento de
microrganismo indesejdvel da consequente deterioragdo dos alimentos
(TRAJANO et al., 2009).

Entretanto, é necessario que sejam desenvolvidas alternativas de
utilizacdo e manipulacdo desses aditivos para a aplicacdo em alimentos com o
objetivo de conserva-los, para que, aliadas as tecnologias, seja possivel
disponibilizar alimentos seguros. Dentre os aditivos, o acido benzoico e o 6leo
essencial de tomilho sdo conservantes, que vém sendo utilizados pela indUstria

alimenticia.
2.1.1 Acido benzoico

O é&cido benzoico (CsHsCOOH) é um po cristalino, branco, praticamente
inodoro de massa molecular 121,11 g/mol; ponto de fusdo 122 °C e um sabor
fracamente 4cido (BARREIRO; FRAGA, 2008; GARRITZ; CHAMIZO, 2002).
A acdo desse &cido esta direcionada, principalmente, contra leveduras e fungos,
incluindo microrganismos produtores de aflatoxinas (LUCK; JAGER, 2000;
MACHADO et al., 2007). A faixa 6tima de atuac&o é de pH 2,5 a 4,0, portanto é
apropriada, para alimentos &cidos, tais como sucos de frutas, bebidas
carbonatadas e picles (BARNABE; VENTURINI FILHO, 2010; MORETTO et
al., 2002). E pouco soluvel em &gua e tem sido utilizado na forma de benzoato
de sédio (LIMA; AFONSO, 2009).
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A acdo conservadora de &cido benzoico foi descrita, pela primeira vez,
por H. Freck, no ano de 1875, quando pesquisava um substituto para o &cido
salicilico. Desde entdo, tem sido um conservante ainda utilizado pelo seu baixo
custo e boa tolerancia pelo organismo humano e animal (LUCK; JAGER, 2000).
Os derivados do acido benzoico sdo utilizados como produtos quimicos,
produtos farmacéuticos, agrotoxicos e produtos alimenticios (GUO et al., 2012;
ZALTARIOV et al.,, 2016). O acido benzoico inibe o desenvolvimento de
microrganismos e a sua utilizacdo é muito importante, para o desenvolvimento
de novos materiais, nas industrias farmacéuticas e de alimentos (KARABACAK
etal., 2012).

O 4cido benzoico ocorre naturalmente em baixas concentragdes, em
diversos alimentos, tais como frutos, vegetais, especiarias e castanhas
(OHTSUKI et al., 2012). Além disso, o acido benzoico e seus sais apresentam
uma concentracdo méxima permitida de 0,05 g.100 mL™ de peso corpéreo
(TFOUNI; TOLEDO, 2002). Na utilizagcdo segura de aditivos alimentares, o
Brasil, como muitos paises, segue a recomendacao do Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA) (WU et al., 2013).

Na industria de alimentos, a microencapsulacgdo é utilizada com objetivo
de revestir um ou mais materiais ativos ou aditivos por um agente encapsulante,
de forma a manter ou modificar as suas propriedades funcionais. A finalidade
desse processo com o0 &cido benzoico esta relacionada a diminuicdo das
interacOes de substancias ativas do acido com fatores externos, & melhoria da
solubilidade no meio aplicado, a facilitagdo da sua incorporacdo na matriz
alimenticia, permitindo a sua liberacéo controlada e de forma lenta e na extenséo

da capacidade de armazenamento.
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2.1.2 Thymus vulgaris

O tomilho (Thymus vulgaris L.) é um subarbusto perene, ereto,
ramificado, muito aromatico e apresenta de 20 a 30 cm de altura, com ramos
levemente cobertos de pelos brancos e com folhas pequenas e ovais, utilizado na
culinaria, como condimento e na industria de perfumes e aromatizante de
licores. E uma planta medicinal, que pertence & familia Lamiaceae, originaria da
Europa, sendo cultivado no Sul e Sudeste do Brasil. O cultivo do tomilho nédo
demanda muitas exigéncias, podendo ser encontrado nas regibes secas, aridas,
solos arenosos e calcéaria (CASTRO; CHEMALE, 1995; OKE et al., 2009). O
tomilho compreende 150 géneros, com cerca de 2800 espécies distribuidas, em
todo o mundo, tendo o maior centro de dispersdo a regido do mediterraneo.
Dentre os géneros cultivados da familia Lamiaceae, destacam-se varias espécies,
tais como a salvia (Salvia officinalis), manjericdo (Ocimum basilicum), orégano
(Origanum vulgaris L.), manjerona (Origanum majorana L.), entre outras e sua
espécie e gendtipo variam com a estacdo do ciclo vegetativo (MEWES;
KRUGER; PANK, 2008).

O tomilho contém altas concentragbes de fendis, incluindo timol (12-
61%), o carvacrol (0,4-20,6%), 1,8-cineol (0,2-14,2%), cimeno (9,1-22,2%),
linalol (2,2-4,8%), borneol (0,6-7,5%), pineno (0,9-6,6%) e a canfora (0-7,3%)
(KOMAKI et al., 2016).

A Figura 1 representa estruturas quimicas de monoterpenos fenélicos
(timol e carvacrol) e hidrocarbonetos (p-cimeno e y-terpineno) presentes na
composicdo quimica do 6leo essencial de tomilho. Timol e carvacrol sdo os
constituintes majoritarios desse  06leo essencial (JORDAN et al., 2003;
KOMAKI et al., 2016).
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Figura 1l - Estrutura quimica de monoterpenos presentes no 06leo essencial de

tomilho
OH

- I

———

OH
/\.\_‘_
timol carvacrol
p-cimeno T-terpineno

Fonte: Jordan et al. (2003)

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis de
baixo peso molecular (OLIVEIRA; GODOY; COSTA, 2006; SIMOES;
SPITZER, 2003), cuja principal caracteristica é a volatilidade, diferenciando-os
dos 6leos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas, obtidas, normalmente,
de sementes de soja, mamona e girassol (SIMOES; SPITZER, 2003).

Existem diversas formas de extracdo desses Oleos e entre as mais
utilizadas estéo a extragdo por arraste de vapor de agua e a extracdo por fluido
supercritico. Esses Oleos volateis sdo, em sua maioria, compostos por
terpenoides, aldeidos, fenois, &lcoois, cetonas entre outros em menores
quantidades. Sua alta atividade biologica, também, inclui a inibicdo do
crescimento microbiano (PARRIS; COOKE; HICKS, 2005). Desta forma, tem
sido estabelecido, cientificamente, que cerca de 60% dos Oleos essenciais

possuem propriedades antifungicas e 35% exibem propriedades antibacterianas
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(BHAVANANI; BALLOW, 1992). A atividade antiflngica de 6leos essenciais
tem sido relatada, para diversas espécies, envolvendo, principalmente, as
familias Lamiaceae, Asteraceae, Verbenaceae, Rutaceae, Lauraceae e
Cupressaceae (ABAD; ANSUATEGUI; BERMEJO, 2007).

De acordo com o estudo por Dorman e Deans (2000), 6leo essencial de
tomilho apresenta atividade antimicrobiana contra 25 bactérias (sendo 9 Gram-
positivas e 16 Gram-negativas), por meio do halo de inibicdo com maior
atividade inibitoria frente a bactérias Gram-positivas.

As propriedades antimicrobianas estdo relacionadas ao elevado teor de
timol e carvacrol, compondo 40 a 50% do 6leo essencial de tomilho e que tem
atribuido a sua acéo antifungica (GAYOSO et al., 2005).

Nos alimentos, os dleos essenciais podem ser adicionados para protegé-
los contra 0 processo oxidativo e contra o crescimento microbiano. Em alguns
casos, podem ser adicionados como agentes flavorizantes e que apresentam
atividades antioxidantes. Nas especiarias, foram e, ainda, sdo utilizados 6leos
essenciais, durante séculos, para mascarar e atrasar a deterioragdo de alimentos
durante o armazenamento (LIN; JAIN; YAN, 2014). O potencial antioxidante
estd relacionado com a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e
terpenoides em sua estrutura quimica (OLIVEIRA; GODOY; COSTA, 2006). O
6leo essencial extraido de tomilho apresenta como compostos majoritarios o

timol e carvacrol, sendo o timol o mais predominante (KOMAKI et al., 2016).
2.2 Microencapsulagéo por spray drying

A microencapsulacdo é um processo eficiente, econdémico e permite o
seu emprego a uma ampla variedade de agentes encapsulantes, com boa retengéo
dos compostos volateis e ndo volateis. A Figura 2 ilustra 0 esquema de secagem

por spray drying.
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Figura 2 - Esquema de secagem por spray drying
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Fonte: Valduga, Battestin e Finzer (2003)

A técnica possibilita a utilizacdo de solugdes que constituem em um
material encapsulante e substancias bioativas, as quais, geralmente, formam uma
emulsdo ou solucdo a qual é atomizada por um bico atomizador, na forma de
goticulas (spray), para dentro de uma camara, por onde passa o fluxo de ar
guente em temperaturas entre 160 °C e 230 °C. Visto que esse aquecimento, na
escala laboratorial, é realizado por resisténcia elétrica, na inddstria costuma-se
utilizar queimador a gas (CAL; SOLLOHUB, 2010). A evaporacdo rapida do
liquido (solugdo) ocorre em contato com ar aquecido dentro do secador,
formando uma membrana, ao redor das gotas, que sdo transformadas em

mindsculas goticulas em forma de p6 (MARQUES et al, 2014,
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PEIGHAMBARDOUST; TAFTI; HESARI, 2011; SUAVE et al., 2006). Com
isso, 0 tempo de exposicdo do material ao calor é rapido e a temperatura do
nucleo, geralmente, ndo ultrapassa a 100 °C, contribui, assim, para a reducdo de
alteraces degradativas indesejaveis (SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2000).
Neste processo de secagem, a temperatura que ocorre dentro da camara cai,
acentuadamente, com a troca de calor, bem como a temperatura do ar de saida.
Essa temperatura de saida é usualmente medida no caminho entre a cAmara e 0
ciclone (CAL; SOLLOHUB, 2010; GHARSALLAOUI et al., 2007). O ar sai
pela parte inferior do equipamento & temperatura de 60 °C a 80 °C, passando
pelo ciclone, para recuperar microparticulas finas (por meio de forca centifuga)
com saida para atmosfera (SILVA, 2000). A separacdo do pé se faz, por meio da
projecdo do ciclone, que é deixado no coletor. A coleta é feita em um frasco que
¢ retirado no final da microencapsulagdo (CAL; SOLLOHUB, 2010;
GHARSALLAOUI et al., 2007).

De acordo com Oetterer, Regitano-d’Arce e Spoto (2006), a
microencapsulcdo por spray drying é um processo continuo, caracterizado pelo
curto tensdo de resisdéncia dentro da camara de secagem. A sua versatilidade €
reconhecida por permitir o controle de diversas caracteristicas do produto em po,
tais como densidade aparente, escoabilidade, higroscopicidade, atividade de
agua.

O processo de secagem por spray drying é influenciado por muitas
variaveis, tornando complexo o seu efeito sobre as caracteristicas de um produto
desejado (FIGURA 3). O processo pode ser influenciado pela temperatura do ar
de entrada, vazdo de alimentacdo e heterogeneidade das substancias a serem
atomizadas. Esses pardmetros, em combinagdo, poderdo influenciar a eficiéncia
do processo e as propriedades fisicas do produto em pé (solubilidade, tamanho
de microparticulas, morfologia, entre outras) (CAL; SOLLOHUB, 2010;
GHARSALLAOUI et al., 2007; MARQUES et al., 2014).
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Figura 3 - Representacao esquematica de microparticulas.
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Fonte: Oliveira e Petrovick (2010).

A escolha do tipo de atomizador ¢ muito importante, nas caracteristicas
do produto. Quanto maior a energia fornecida ao liquido menor sdo as goticulas
formadas e, para uma mesma quantidade de energia, 0 tamanho das goticulas vai
depender da vazdo de alimentagdo. Quanto maior a vazdo de alimentacdo maior

sera 0 tamanho das goticulas e maiores serdo as microparticulas formadas



22

(GHARSALLAOUI et al., 2007). A viscosidade é uma propriedade dependente
da concentragdo de sélidos, temperatura da alimentacdo e varia, também, com a
temperatura de secagem, afetando o escoamento da alimentacdo, rendimento do
processo e tamanho da microparticula. Alta concentracdo de sélido aumenta o
rendimento e tamanho da microparticula (GHARSALLAOUI et al., 2007).

A encapsulacdo de aromas é uma das mais importantes aplicacGes na
industrias de alimentos (BARANAUSKIENE et al., 2007). A maior perda de
componentes volateis e termosensiveis, durante a microencapsulagéo, da-se, na
parte inicial do processo, quando, ainda, ndo h& formacdo da membrana
semipermeéavel. O método tem sido utilizado no encapsulamento de material
ativo em relagdo ao agente encapsulante na proporcéo de 4:1. Na escolha do
encapsulante, devem-se considerar as propriedades fisico-quimicas como
solubilidade, peso molecular, cristalinidade, difusibilidade, propriedades de
formacdo de filme e poder emulsificante (GHARSALLAOUI et al., 2007;
SANTOS; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005).

2.3 Aplicacdo dos encapsulantes na técnica de microencapsulagéo

Os primeiros registros de aplicacdo da técnica de microencapsulagédo
datam 1930, mas o primeiro material microencapsulado surgiu em 1954. Nesse
campo, houve uma contribuicdo importante, pois a microencapsulacdo permitiu
o desenvolvimento de formulas de liberacdo controlada, ou seja, aquelas que tém
a capacidade de liberar os agentes ativos de maneira programada. Em tais
produtos, o principio ativo protegido é liberado, gradativamente, por meio de
estimulos adequados, tais como mudanca de pH, rompimento fisico,
intumescimento e dissolugdo (GONSALVES et al., 2009). As microparticulas
podem ser classificadas pelo tamanho de trés categorias: macro (>5000 pm),
micro (0,2 — 5000 pm) e nanoparticulas (<0,2 pm). Quanto as suas

caracteristicas, as microparticulas podem ser divididas em dois grupos: aquelas
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nas quais o nucleo €, nitidamente, concentrado na regido central, circundado por
filme definido e continuo do encapsulante, e aquelas nas quais o nucleo é,
uniformemente, disperso em uma matriz (AZEREDO, 2005). As microparticulas
sdo caracterizadas pela sua forma esférica, sendo o interior Unico no qual o
material ativo fica concentrado proximo ao centro, e 0 agente encapsulante
forma a parede de microparticula e o interior maltiplo, o agente encapsulante,
forma uma rede tridimensional com varios materiais ativos que podem estar

adsorvidos, incorporados com a matriz encapsulante (FIGURA 4).

Figura 4 - Representacdo da estrutura das microparticulas.
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Fonte: Jafari et al. (2008)

A microencapsulagdo tem inumeras aplicagdes e, no setor alimenticio,
os estudos foram iniciados nos anos 60 pelo Instituto de Pesquisas Southwest
nos Estados Unidos, com a microencapsulacéo de 6leos essenciais, para prevenir
a oxidagdo e perda de substancias volateis no controle da liberagdo de aroma. A
aplicacéo dessa tecnologia estendeu-se com a incorporacdo de aditivos naturais e
ingredientes (corantes, temperos, acidulantes, vitaminas e minerais) 0s quais
alteram a textura, melhoram a qualidade nutricional, aumentam a vida Util e

controlam as propriedades dos alimentos microencapsulados contra perdas
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nutricionais, além de preservar a cor e sabor (JYOTHI et al., 2010; MARQUES
etal., 2014; PASQUALIM et al., 2010; PU; BANKSTON; SATHIVEL, 2011).

O material encapsulante é um fator muito importante nas caracteristicas
das microparticulas. O material pode ser selecionado, em funcdo das
propriedades fisicas e quimicas do agente ativo, para formar as microparticulas
(FERNANDES et al., 2016; TAN et al., 2011; TONON; BRABET;
HUBINGER, 2008).

No Quadro 1 sdo apresentados as classes e 0s agentes mais comumente

utilizados na encapsulacéo de produtos alimenticios e componentes funcionais.

Quadro 1 - Agentes encapsulantes usados na utilizagdo das microparticulas

Encapsulantes

Materiais

Amido, maltodextrina, dextrinas, sacarose, xarope
Carboidratos de milho, celuloses e quitosana.

Goma arabica, carragena, cajueiro e alginato de
Gomas sodio.

Cera, parafina, triestearina, &cido esteérico,

. monoglicerideos e diglicerideos, 6leos e gorduras

Lipideos g g g

hidrogenadas.

poli(3-hidroxibutirato) P(3HB), poli(3-

Poliésteres naturais hidroxivalerato) P(3HV) e seus copolimeros.

Butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol
Polimeros sintéticos (BHA) tércio-butil-hidroxiquinona (TBHQ), tri-
hidroxi-butilfenona (THBP) e propil galato (PG).
Gluten, caseina, gelatina, albumina.

Proteinas

Fonte: Fang e Bhandari (2010), Ramalho e Jorge (2006), Sarubbo et al. (2007), Shu et al.
(2006) e Suave et al. (2006).
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Os materiais utilizados, para encapsulagdo de substancias bioativas,
devem ser de grau alimenticio e capazes de formar uma barreira entre a fase
interna e o meio externo, a fim de proteger o material encapsulado das condi¢des
ambientais e, com isso, manter a estabilidade do produto durante o
processamento e estocagem (NEDOVIC et al., 2011).

Os polimeros biodegradaveis utilizados podem ser o0s poliésteres
poliamidas, poliamino&cidos, policarbonatos, poliuretanos, quitosanas, gelatina,
gomas naturais, entre outras. J& as substancias ativas podem ser proteinas,
peptideos, 6leos volateis, pigmentos, catalisador e pesticidas (JYOTHI et al.,
2010).

Os carboidratos sdo muito empregados como agentes encapsulantes de
aromas, em virtude de sua capacidade de reter os volateis ao ambiente, durante o
processo de secagem e apresentarem baixo custo (ASTOLFI-FILHO et al.,
2005).

De acordo com Pérez-Alonso et al. (2003), a selecdo do material de
parede, a ser utilizado para o processo de encapsulacdo, geralmente, envolve a
eficiéncia do processo de encapsulacdo, estabilidade, durante a estocagem, grau
de prote¢do do nucleo e caracteristicas da superficie.

Para se escolher o material encapsulante, deve-se levar em consideracao
as propriedades fisico-quimicas do material como solubilidade, peso molecular,
cristalinidade, difusibilidade, propriedades de formacdo de filme, propriedades
emusificantes e todas elas associadas ao mecanismo de liberagdo controlada.
Assim sendo, a eficiéncia de microencapsulagdo e a estabilidade das
microparticulas, durante o armazenamento, sdo fortemente dependentes da
composicdo do encapsulante (GHARSALLAOUI et al., 2007). As principais
caracteristicas  destes  encapsulantes, utilizados em  processos de

microencapsulacdo, estdo descritas a seguir.
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2.3.1 Maltodextrina

A maltodextrina é um produto parcialmente hidrolisado do amido
formado de cadeias de D-glicose conectadas por ligagdes a-1,4 (SHAHIDI;
HAN, 1993). E produzida por hidrélise acida, enzimatica ou pela combinacéo de
ambos 0s processos sobre o amido (CHRONAKIS, 1998). O hidrolisado é
descrito, em relacéo a sua dextrose equivalente (DE), que & uma medida do total
do numero de unidades de o-D-glicose anidro e estd ligada ao seu grau de
polimerizacdo (DP), de forma que DE=100/DP (KENNEDY; KNILL;
TAYLOR, 1995). As maltodextrinas de diferentes dextroses equivalentes (DE)
sdo, geralmente, utilizadas como material encapsulante por sua elevada
solubilidade em agua, baixa viscosidade, baixo teor de agucar e suas solugdes
sdo incolores (MAHDAVI et al., 2016). Para serem chamados de maltodextrina,
devem apresentar dextrose equivalente (DE) menor que 20. Se o DE é maior que
20, é chamado de xarope de amido (SHAHIDI; HAN, 1993). Maltodextrina de
diferentes valores tem diferentes propriedades fisico-quimicas, incluindo
solubilidade, temperatura de congelamento, viscosidade, entre outras
(KLINKESOM et al., 2004).

No entanto, a principal desvantagem na utilizacdo da maltodextrina é a
deficiéncia na capacidade de emulsificacdo e a baixa retencdo de compostos
volateis (BUFFO; REINECCIUS, 2000). De maneira geral, a maltodextrina é
um produto com baixa higroscopicidade, ndo apresenta sabor doce e é
amplamente usada para melhorar o corpo dos produtos alimenticios. J& os
xaropes de milho apresentam uma leve docura e maior capacidade de absorver
umidade (BE MILLER; WHISTKER, 1996).

A maltodextrina é considerada um bom agente encapsulante, porque
exibe boa solubilidade e baixa viscosidade, mesmo em alta concentracdo de

solidos. Além disso, fornece boa estabilidade ao 6leo encapsulado, mas exibe
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baixa capacidade emulsificante e estabilizante & retengdo de dleos
(FRASCARELI et al., 2012; GHAESALLAOULI et al., 2007).

Apesar da maltodextrina ndo promover boa retencdo de compostos
volateis, durante a secagem por atomizacdo (acima de 85%), ela é capaz de
proteger os ingredientes encapsulantes da oxidagdo (RE, 1998).

Gharsalloui et al. (2007) mencionaram que a utilizacdo de carboidratos
de baixo peso molecular, em microencapsulacdo, geralmente, estd associada ao
problema de caking (estrutura aglomerada), colapso e recristalizacdo de
carboidratos amorfos durante o armazenamento. O conhecimento da formagéo
de caking pode ser explicado pela formacdo de enlaces entre as microparticulas
adjacentes quando a viscosidade da superficie atinge um valor critico (LE
MESTRE et al., 2002).

2.3.2 Amido modificado

O amido modificado ¢ um material encapsulante muito utilizado, na
microencapsulacéo de ingredientes alimenticios por oferecer excelente retengdo
de volateis, pela estabilidade da emulsdo e por apresentar baixa viscosidade em
altas concentracdes de solidos (KING; TRUBIANO; PERRY, 1976). Em razéo
da natureza anfifilico deste derivado de amido, trata-se de um material de parede
ideal para a secagem por atomizacio (ROCHA; FAVARO-TRINDADE;
GROSSO, 2012).

A producdo de amidos modificados é uma alternativa que vem sendo
desenvolvida, hd algum tempo, pois tem o objetivo de superar uma ou mais
limitagcBes dos amidos nativos e, assim, aumentar a utilidade e aplicabilidade
desse polimero pelas industrias. O amido pode ser modificado, quimicamente,
por meio da hidrdlise parcial, quando ocorre uma reagdo do agente hidrofdébico
com o CO, sob condigdes pré-determinadas de temperatura (T) e pressao (P).

Com isso, 0 amido é atraido, para a interface Oleo/agua de uma disperséo,
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podendo, assim, ser utilizado com agente encapsulante. Um composto,
frequentemente utilizado, para ligacdo ao amido, é o octenil anidrido succinato
(FIGURA 5). O amido parcialmente hidrolisado ganha um elemento
hidrofébico, sob a forma de grupos de octenil, resultando em moléculas inteiras
com um carater ampifilico (SWEEDMAN et al., 2013). Esta modificacdo assim
produzida tem boa dispersdo em agua e excelente retencdo do material volatil de
aroma apos a secagem (REINECCIUS, 1991, ROCHA,; FAVARO-TRINDADE;
GROSSO, 2012).

Figura 5 - Estrutura do amido modificado

Agua, NaOH

Fonte: Sweedman et al. (2013).
2.3.3 Isolado proteico de soro de leite

As proteinas alimenticias possuem a vantagem de possuirem alto valor
nutricional e propriedades funcionais Unicas, tais como emulsificante,
geleificacdo, formacdo de espuma e boa interacdo com polissacarideos (BAKRY
et al., 2016). O soro de leite é um subproduto da industria de laticinios que
representa a por¢do aquosa do leite que se separa do coagulo durante a
fabricacdo de queijo ou da caseina. Apressenta-se como um liquido opaco e cor
amarelo-esverdeada (GUIMARAES et al., 2010). Pelo elevado contetdo de
substancias organicas presentes, no soro de leite, associado, principalmente, a
presenca de lactose e proteinas, o seu poder poluente é considerado alto, com

uma demanda bioquimica de oxigénio que varia de 27 a 60 kg.m™ (PRAZERES;
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CARVALHO; RIVAS, 2012). Este coproduto ja foi considerado uma materia-
prima de aproveitamento para a indlstria de lacteos. Entretanto, com as
regulamentaces ambientais rigorosas, que proibem o descarte de produtos com
alta demanda biolGgica de oxigénio, além das comprovac6es cientificas com alto
valor nutricional dos constituintes do soro e com o desenvolvimento de técnicas
de fracionamento, esse produto é amplamente requisitado como precursor de
ingredientes ou como ingrediente na industria de alimentos (GERNIGON;
SCHUCK; JEANTET, 2010).

Concentrados ou isolados proteicos de soro sdo ingrediente alimentar
gue apresenta uma alta solubilidade em ampla faixa de pH. A capacidade de
produtos de proteinas do soro de absorver agua e as caracteristicas de gelificagdo
permitem sua aplicacdo como ingredientes no processamento de alimentos
(UNITED STATES DAIRY EXPORT COUNTIL - USDEC, 2016). Esses
produtos, derivados de soro, comercialmente disponiveis, sdo concentrados
proteicos de soro (whey protein concentrate — WPC) e sdo produtos obtidos pela
remogdo de constituintes ndo proteicos de soro de forma que o produto final
seco contenha, em geral, entre 35% a 80% de teor proteico; e o isolado proteico
de soro (whey protein isolate — WPI) é uma forma comercial mais pura das
proteinas do soro e contém entre 80% a 95% de proteina (BRANS, 2006). Os
concentrados e isolados proteicos tém grande aplicacdo, nas industrias
alimenticias, pela funcionalidade que podem conferir aos alimentos. A
tecnologia de separagdo por membrana, a evaporagdo a vacuo e a secagem em
spray dryer sdo utilizadas para obtencéo de soro em po, concentrados e isolados
proteicos de soro (CARIC et al., 2009; SCHUCK; JEANTET; CARVALHO,
2010).

As proteinas de soro de leite sdo muito utilizadas, para encapsulacéo de
ingredientes alimenticios, por apresentarem propriedades funcionais requeridas
para a formacdo da parede das microparticulas (ROSENBERG; SHEU, 1996).
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De acordo com Charve e Reineccius (2009), proteina de soro de leite
atua como uma barreira na oxidagdo lipidica, uma vez que o material
encapsulante oferece melhor protecédo entre os carreadores de flavor tradicionais,

sendo observados entre 0s agentes menos permeaveis ao oxigénio.
2.3.4 Quitosana

O inicio da histéria da quitosana data dos anos de 1859 quando
pesquisadores relataram a forma desacetilada deste polimero. Mas, somente, nas
Gltimas décadas é que esse polimero vem sendo explorado, em aplicagdes
industriais, em decorréncia do aumento da sua importancia por ser uma fonte
renovavel e biogradavel (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). A quitosana, um
polissacarideo derivado da quitina, é um polimero biodegradavel, encontrado,
principalmente, em carapagas de crustaceos cujo material é considerado,
economicamente viavel (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). E
obtida, quimicamente, por desacetilacdo do polimero quitina, na presenca de
alcalis. Apresenta solubilidade em solugdes de acidos diluidas em pH abaixo de
6,0, sendo insolivel em agua. Este polissacarideo ¢ uma base fraca, sendo
insolivel em agua e solventes organicos, porém é sollvel na maior parte dos
acidos organicos, como, por exemplo, os acido acético e formico e, também, em
acidos inorganicos como éacido cloridrico (SHAHIDI; ARACHCHI; JEON,
1999). Em solucdo, apresenta comportamento pseudoplastico e a viscosidade
aumenta com a reducdo da temperatura e com o0 aumento do grau de
desacetilacdo (DASH et al., 2011).

A quitosana apresenta-se como um biopolimero catiénico obtido a partir
da desacetilacdo da quitina (poli-N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose). A
Figura 6 representa a estrutura quimica da quitosana, formada de unidades de 2-
desoxi-N-acetil-D-glicosamina e  2-desoxi-D-glicosamina  unidos  por

glicosidicas B-(1—4).



31

Figura 6 - Estrutura quimica da quitosana

~

Fonte: Azevedo et al. (2007)

Este polimero vem sendo utilizado, no tratamento de 4gua como agente
quelante, floculante e clarificante; na medicina e biotecnologia, como
antitumoral, anticoagulante, cicatrizante, fungicida e bactericida; em cosméticos,
como encapsulante de fragrancias, pigmentos e substancias ativas; no
processamento de alimentos na remocao de corantes e substancias acidas; como
espessante e estabilizante para molhos; na clarificagdo de vinhos e na protecéo
de frutos, na forma de coberturas comestiveis (GOY; ASSIS; CAMPANA-
FILHO, 2004). Por suas caracteristicas, possibilita a utilizagdo como matriz
polimérica para a liberacdo controlada de microparticulas (JUNG; CHUNG,;
LEE, 2006).

A variedade dos tipos de quitosana permite a preparacdo de
microparticulas de diferentes tamanho e formas entre seus componentes. Quando
comparada a outros polimeros, a grande quantidade de orificios/poros se mostra
de maneira linear desde a superficie até seu interior, promovendo, desta maneira,
uma grande difusao de substrato (AZEVEDO et al., 2007).

A escolha do material encapsulante pode ser selecionado a partir de uma
grande variedade de polimeros naturais ou sintéticos. O processo de
microencapsulagdo, utilizado com a matriz polimérico, pode influenciar na

caracteristica do produto.
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3 PARAMETROS DE QUALIDADE DAS MICROPARTICULAS

As caracteristicas das microparticulas estdo relacionadas com o0s
pardmetros fisicos do produto, sendo de grande importancia de se avaliar pela
sua forma, densidade, diametro e tamanho. As medidas de tamanho da
microparticula sdo muito usadas para monitorar o processos industriais. O
desempenho dos produtos gerados, no processo de encapsulacdo, é determinado
pelo rendimento do p6 e tamanho das microparticulas que pode apresentar suas
caracteristicas de forma critica (ETZLER; DEANNE, 1997). A descricdo da
distribuicdo do tamanho das microparticulas € utilizada, para caracterizar as
propriedades de materiais particulados, pois pode estar associada a aglomeracao,
grau de dispersdo, deposicdo, fluidez, granulagdo, permeabilidade e
sedimentacdo. Ja as propriedades fisico-quimicas estdo relacionadas com a
composicao e a interacdo de substancias como solventes ou estrutura do pé e,
sdo exemplificadas pela instantaneizacéo e pegajosidade (CHEN; PATEL, 2008;
TAN et al., 2011).

As propriedades do produto em pd, normalmente, sdo independentes,
sendo assim, a distribuicdo do tamanho das microparticulas ou contetido de
umidade pode resultar em mudanga simultanea da densidade e escoamento. O
contetdo de umidade das microparticulas € um aspecto muito importante para o
transporte do produto (BARBOSA-CANOVAS; JULIANO, 2005; GOULA;
ADAMOPOULOQS, 2010). A medida da densidade é fundamental, nas operagoes
de estocagem, processamento, embalagem e distribui¢do, pois quanto maior a
densidade menor é o volume da embalagem, o que representa 0 espago
necessario para o armazenamento (BHANDARI; HARTEL, 2005).

As isotermas de sor¢do sdo curvas que representam a relacéo entre o teor
de &gua, presente em um material e a sua disponibilidade, sendo muito utilizada

para prever as mudancas na estabilidade dos alimentos. A estabilidade de



33

alimentos em pd, também, é um pardmetro importante a ser avaliado com a
temperatura de transi¢éo vitrea (BHANDARI; ADHIKARI, 2009).
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Abstract

Benzoic acid is widely used as a preservative in the food and feed industry and
microencapsulation is important in the application of this ingredient in various
food products. The objective of this work was to evaluate the effect of benzoic
acid concentration and drying air temperature on the physical characteristics of
powders produced by spray drying, using maltodextrin and modified starch as
the wall materials. A rotatable central composite design was used; the
independent variables were inlet air temperature (145-180 °C) and benzoic acid
concentration (2-10%, m/m). Maximum vyield was obtained when higher
concentrations of benzoic acid and higher inlet air temperateres were applied.
The highest microencapsulation efficiency was reached at intermediate
temperatures (160 °C) and low concentration of benzoic acid. The particles size
(Dpaz)) ranged from 24.99 to 29.52 pm and, in general, presented amorphous
structure, spherical shape with rough surfaces and had no cracks. The optimum
condition, considering all the response variables together, was drying air
temperature 169 °C and benzoic acid concentration 6% (m/m). Under these
conditions, the particles presented solubility of 75.96 g/100 g and wettability of
56.8 s/g. Moreover, the process showed microencapsulation efficiency of 76.77
9/100 g and yield of 40.1%. Spray drying was considered a potential process to

provide microencapsulated benzoic acid.

Keywords: Benzoic acid. Drying temperature. Response surface. Physical

properties. Microcapsules.
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1. Introduction

Additives are widely used in the food and feed industry to increase
product shelf-life and prevent undesirable changes in foods. Benzoic acid occurs
naturally, at low concentrations, in various foods such as fruit, vegetables,
spices, and nuts, and particularly in dairy products. Benzoic acid and its sodium
salt are used as preservatives in food to prevent changes and deterioration caused
by microorganisms, because they inhibit growth of fungi, yeasts, moulds, and
bacteria (Ohtsuki et al. 2012). Benzoic acid is an organic acid, and has no toxic
effects at the recommended concentrations (Tfouni and Toledo 2002; Yoon et al.
2003).

Control of the crystallinity of organic substances is of great importance
due to better bioavailability of amorphous products compared to crystalline ones
(Gorle et al. 2010, Hancock and Zografi, 1997; Yu 2001). One alternative is to
develop techniques suitable for the processing and preservation of additives
which will ensure that they are stable in foods, are released in foods at permitted
concentrations and gradually along the storage time and also keep its
bioavailability. Microencapsulation through spray drying has been used to
achieve easy dosage and handling of products, low-cost transport and storage, to
impart desired characteristics to the final food formulation and promote the
occurrence of the amorphous state. Furthermore, this process provides a high
evaporation rate in a short time, which decreases loss of sensitive compounds,
and enables formation of controlled particle shapes and sizes (Leimann et al.
2009).

In spray drying, a liquid or paste active component is transformed into a
powder, with formation of a barrier around the core material. The effectiveness
of the encapsulated additive can be managed by its controlled release into the
food (Gharsallaoui et al. 2007; Patil et al. 2014).
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Products rich in organic acids, and/or low-molecular-weight sugars, such
as pure acids or fruit juices, are difficult to atomize and to be transformed in an
amorphous state, because they produce very hygroscopic powders, which are
susceptible to agglomeration, loss of flowability and crystalline transformation.
At the temperatures usually used in atomizers, such low-molecular-weight
compounds tend to adhere to the drying chamber walls, and particle cohesion
may result in a slurry rather than a powder. Consequently, the product stability
may be impaired, and the yield may be reduced as a result of nozzle clogging
(Boonyai et al. 2006; Marques et al. 2014a,b). To avoid these problems, various
materials which present high glass-transition temperature, such as maltodextrin,
gum arabic, modified starch, and their combinations, referred to as the wall
material, are used as encapsulants (Abadio et al. 2004; Moreira et al. 2009;
Pereira et al. 2009; Robert et al. 2012; Medina-Torres et al. 2013; Palm-
Rodrigues et al. 2013).

It is therefore important to evaluate different process conditions for the
spray-drying microencapsulation which enable production of powders with the
desired physical properties, regardless of the equipment capacity and heat
sensitivity. Among the conditions, the drying air inlet temperature and
concentration of the target material are important (Gharsallaoui et al. 2007). The
use of response surface methodology (RSM) allows predicting optimal drying
conditions and interactions between variables (Amado et al. 2015). On the other
hand, RSM s capable of providing adequate statistical information by
performing a relatively less number of experimental runs (Bas and Boyaci 2007;
Chakraborty et al. 2014). Optimisation of the spray drying conditions for
encapsulated products has been successfully reported by using RSM (Bakar et
al. 2013; Botrel et al. 2012; Kha et al. 2014).

There are no reports in the literature of studies of benzoic acid

encapsulation by spray drying. The aim of the present work is to evaluate the
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effects of the concentration of benzoic acid and the drying air temperature
applying RSM, using maltodextrin and modified starch as the wall material, on

the physical and morphological characteristics of the product.

2. Materials and methods

Benzoic acid (Brenntag Quimica Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brazil) was
used as the material to be encapsulated. Maltodextrin (Maltogil DE 10, Gargill,
Sdo Paulo, Brazil) and modified starch (Capsul®, National Starch Food
Innovation, Sdo Paulo, Brazil) were used as wall materials, and polysorbate 80

(Emfal, Betim, Brazil) was used as an emulsifying agent.

2.1. Experimental design

The assays followed the experimental design reported by Rodrigues and
lema (2011), based on response surface methodology using a rotatable central
composite design with 11 treatments, i.e. four factorial points and four axial
points, with three replicates at the central point. The independent variables were
drying air temperature x; (°C) and concentration of benzoic acid x, (%); the
respective levels are shown in Table 1. These values were selected based on
some previous studies (Botrel et al. 2012, Fernandes et al. 2013; Marques et al.
2014a,b).
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Table 1. Experimental design for spray drying

Assay Coded variables Real variables

X1 X2 X1 (°C) X2 (%)
1 -1 -1 150 3.16
2 +1 -1 175 3.16
3 -1 +1 150 8.84
4 +1 +1 175 8.84
5 -1.41 0 145 6
6 +1.41 0 180 6
7 0 -1.41 163 2
8 0 +1.41 163 10
9 0 0 163 6
10 0 0 163 6
11 0 0 163 6

X¢: drying air temperature (°C); X,: and concentration of benzoic acid (%).

The results obtained in the planning phase were adjusted using the

following polynomial:

Y =fo+ fiXy + foXo + ﬂllxlz + ﬂzzxz2 + froXiXo + € (1)

where £, are the regression coefficients, Y is the response surveyed, x; and x, are
the independent coded variables and ¢ is the experimental error. The response
variables evaluated were yield, microencapsulation efficiency, moisture content,
hygroscopicity, wettability, solubility, bulk tapped density, and particle size
(Dpazp)- Each experiment was repeated at least three times and the results were
averaged.

The optimum conditions for spray drying of benzoic acid were
determined based on the response variables, using the response desirability
profiling method described by Derringer and Suich (1980) and analysing the
variables which showed non-significant (p>0.05) lack of fit. Analysis of

variance and optimization of the drying process were performed using Statistic
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8.0 software (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Validation of developed models was
carried out by conducting additional experiments within the selected

independent variables at the optimum conditions.

2.2. Benzoic acid and wall materials preparation

Maltodextrin and modified starch were prepared for each formulation at
a ratio of 1:1 (m/m) and hydrated with distilled water for 12 h at room
temperature to ensure full saturation of the polymer molecules. The wall
material concentration was fixed in 40% (m/m) in the final solution. Benzoic
acid was previously dissolved in 5 mL of ethanol, with the aid of a mortar and
pestle. Polysorbate 80 (0.5%) was used as emulsifying agent. After that, the
benzoic acid was then added to the wall material solution in concentration
according to the experimental design (Table 1), ranging from 2.0 % to 10.0%
(m/m). The final solution was heated at 60 °C and homogenized at 2500 rpm for
10 min (Ultraturrax homogenizer, TECNAL Piracicaba, Brazil).

2.3. Spray drying

Spray drying was performed using a workbench spray dryer (Labmag
1.0 MSD, Ribeiréo Preto, Brazil) with a double fluid nozzle system of diameter
3 mm in a drying chamber of dimensions 670 mm x 200 mm. Feeding was
performed using a peristaltic pump with a airflow of 40 L/min and air pressure
of 400 kPa. The outlet air temperatures ranged from 76 to 97 °C, depending on
the feed concentration and inlet temperature, and the feed flow rate was
maintained at 0.70 L/h. Samples of 400 mL were used as feed solution for each
treatment and the drying time inside the chamber was between 2-5 seconds. The
dried powder was collected and stored in opaque airtight containers at 4 °C until

further analysis.
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2.4. Analytical methods
The yield on a dry basis (%) for each experimental treatment was

calculated using Equation (2) (adapted from Vasconcelos et al. 2005).

M
Yied = (—")x 100 (2)
M

]

where M, is the mass of dry solids in the total amount of dehydrated

encapsulated product, and M; is the mass mass of dry solids in the feed.

The microencapsulation efficiency was determined using a high-
performance liquid chromatography (Shimadzu, Kyoto, Japan) system
consisting of a 20 LC AT pump, a CTO 20A oven, a 10A SIL automatic
sampler, an SPD-20A variable-wavelength detector. Chromatography was
performed on a reverse-phase column (Acclaim AO 250 mm x 40 mm, 5 um),
and assay quantifications were performed using an external standard, with
detection at 228 nm. A solution of 0.005 M ammonium
acetate/acetonitrile/Milli-Q water in ratios of 2:17:81, pH 4.2, flow rate 1.0
mL/min, and injection volume 25 pL was used as the mobile phase. The
concentration range curve obeyed the Beer-Lambert law (Tfouni and Toledo
2002). The results were calculated using Equation (3):

Microencapsulation efficiency = (%Ebﬁ) x 100 (3)
ba

where Qg iS the total amount of microencapsulated benzoic acid, and Qy, is the

amount of benzoic acid present in the feed.
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The moisture content of the powders was determined using a gravimetric
method according to AOAC (2000). 5 g of the powder samples were put in a
oven at 70 °C, under pressure (< 50 mm Hg), and dried until change in weight
between successive measurements at 1h intervals were < 0.002 g.

The hygroscopicity was measured using the method proposed by Cai
and Corke (2000). Powder (2.0 g) on a Petri dish was placed in an airtight
container with saturated NaCl solution at 75.29% relative humidity and 25 °C.
After one week, the samples were weighed and the hygroscopicity values in
grams of water per 100 g of dry solids were calculated.

The powder wettability was defined as the time (using a stop-watch)
needed for complete dissolution of 1 g of product in 100 mL of distilled water at
25 °C in a 250 mL beaker, according to the methodology described by Fuchs et
al. (2006) with some modifications.

Solubilities were determined using the method proposed by Cano-
Chauca et al. (2005). A homogenized solution of powder (1 g) dissolved in 100
mL of distilled water was used. The solution was transferred to a tube and
centrifuged at 2600 rpm for 5 min. An aliquot (25 mL) of the supernatant was
transferred to a previously weighed Petri dish and dried in an oven at 105 °C.
The amount of powder present in the supernatant was measured and considered
as the soluble portion of the powder.

The bulk tapped density was determined using the method reported by
Goula and Adamopoulus (2008). Powder (20 g) was poured into a 250 mL
graduated cylinder. The sample was repeatedly tapped manually by lifting the
cylinder and dropping it under its own weight through a vertical distance of 14 +
2 mm, until a negligible difference in volume between successive measurements
was observed. The mass and volume were determined and used to calculate the

tapped density.
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The particle size distribution was measured using a laser light diffraction
instrument (Mastersizer 2000, Hydro 2000 MU, Malvern Instruments, Malvern,
UK). Particle dispersion was performed in the dispersion unit, using a small
sample of powder in 600 mL of isopropanol. The solution stirring time was 15
min, and five measurements were made at 10 s intervals. The particle size
distribution was determined from the average particle diameter (Dy3) using

Equation (4) (adapted from Jinapong et al. 2008).

Yind*

- 4,“'
T n.d;] ®

dra3] =

where d; is the average droplet diameter; n; is the number of drops

The particle morphology was examined using scanning electron
microscopy (SEM; LEO 1430 VP-SEM, Electron Microscopy Ltd., Cambridge,
UK). The powders were fixed on stubs with dual-phase tape of diameter 1 cm
and length 1 cm, coated with gold. SEM was performed at 20 kV and a
magnification of 900-1200x.

X-ray diffraction (XRD) was applied to determine the powder
crystallinity. Samples of dried product were placed on a holder and aligned with
the aid of a glass sheet. Measurements were performed using a Shimadzu X-ray
diffractometer (DRX-6000) with Cu K, radiation of wavelength 1.5406 A at 30
kV and 30 mA. The samples were examined at 26 4° to 40°, with increments of
0.02° (1.2° min™").

3. Results and discussion
The experimental responses for the benzoic acid microencapsulation

process are presented in Table 2. Regression coefficients and p-values for the
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responses obtained for the microparticles produced are shown in Table 3. The
non-significant terms were eliminated and the models were considered to be
significant at 5% probability (p<0.05). The surface responses generated through
the models were expressed as the interactions between two variables (x;, drying
air temperature, and x,, concentration of benzoic acid) after response analysis.
Models presenting significant (p<0.05) lack of fit were considered not well fitted
and surface responses in these cases were not presented. The models in which
the coefficient of determination, R2, reached values above 80% were considered
suitable.

Maximum yield was obtained with higher concentrations of benzoic acid
and higher in let air temperatures (Fig. 1A). Lower concentrations of acid at
lower temperatures gave poor vyields, because decreasing the drying air
temperature can result in large amounts of moisture particles adhering to the
dryer wall, which reduces the yield (Gharsallaoui et al. 2007). Theoretically,
there are no material deposition problems if the dryer chamber is sufficiently
large (Truong et al. 2005) although wall material deposition could be a serious
problem in many industrial spray drying processes. However, the geometry of
the workbench dryer used is not comparable to an industrial setting, and
regardless of the products tested, the yields were poor (Marques et al. 2014a,b).
A decrease in the acid concentration increases the wall material/core ratio, and a
hard layer, which prevents water evaporation is rapidly formed, resulting in
high-moisture products. Similar results have been found in studies with products

of similar compositions (Moreira et al. 2009; Robert et al. 2012).



Table 2. Experimental responses to benzoic acid microencapsulation.

vield Microencapsulation Moistur H icity Wettability  Solubilit Bulk tapped D
Assay ¢ efficiency conetent ygroscopicily  Wetlablity - OB gensity [4:3]
(%) (9/100g) (%) (9/100g) (s/9) (9/100g) (9/mL) (um)
1 27.98 79.43 2.62 12.44 71.25 74.30 0.39 28.93
2 36.01 81.64 1.65 10.23 63.59 75.29 0.35 25.82
3 32.14 59.95 2.23 12.56 70.42 75.83 0.44 29.09
4 39.54 67.76 1.38 9.36 67.17 76.02 0.42 26.06
5 26.71 66.83 2.47 12.64 72.63 75.36 0.46 29.52
6 42.38 69.67 1.36 10.48 66.22 76.14 0.45 26.85
7 34.80 87.00 1.98 10.46 71.83 74.45 0.36 25.35
8 40.62 64.40 1.47 11.34 65.79 76.38 0.59 26.74
9 38.04 78.17 1.51 9.07 55.77 75.64 0.56 24.98
10 37.83 77.50 1.53 9.65 56.42 75.88 0.57 25.23
11 39.70 74.67 1.56 9.72 54.85 76.05 0.55 24.95

GG



Table 3. Regression coefficients and p-values for the responses obtained for the microparticles produced.

Microencapsulation

99

Yield . Moisture content Hygroscopicity
Source (%) E(gf/'fg%réc)y (%) (g/1000)
Coefficient p-Value Coefficient p-Value Coefficient p-Value Coefficient p-Value

Bo 38.532 <0.001 76.819 <0.001 1.533 <0.001 9.437 <0.001
B1 4.704 0.001 1.734 0.024 -0.424 <0.001 -0.410 0.035
B11 -2.558 0.023 -4.262 0.001 0.229 0.003 0.767 0.006
B2 1.993 0.030 -8.194 <0.001 -0.173 0.005 -0.139 0.374
B2z -0.966 0.276 -0.454 0.512 0.134 0.027 0.523 0.027
B12 -0.157 0.873 1.370 0.132 0.030 0.585 -0.020 0.925
Regression <0.001 <0.001 <0.001 0.003
Lack of fit 0.214 0.636 0.044 0.029
R 91.321 97.036 97.245 84.298
F'atiO(Ca|c/tab) 5.644 17.560 11.689 2.879

significant a 5% probability.
x1: drying air temperature (°C), x,: concentration of benzoic acid (%).

continuagéo



Wettability Solubility Tapped density D23
Source (s/9) (9/1009) (g/mL) (um)
Coefficient p-Value Coefficient p-Value Coefficient p-Value Coefficient p-Value
Bo 55.684 <0.001 75.857 <0.001 0.560 <0.001 25.052 <0.001
B -2.501 0.017 0.286 0.011 -0.009 0.641 -1.242 0.001
B11 6.637 <0.001 -0.110 0.262 -0.069 0.027 1.663 <0.001
B> -0.723 0.354 0.624 <0.001 0.056 0.031 0.296 0.160
B2z 6.328 0.001 -0.278 0.024 -0.059 0.046 0.587 0.041
B12 1.102 0.320 -0.200 0.109 0.005 0.858 0.020 0.940
Regression <0.001 0.001 0.007 <0.001
Lack of fit 0.104 0.416 0.033 0.058
R? 93.463 90.414 80.423 93.349
F-ratiocaicitan) 7.669 5.059 2.203 7.530

significant a 5% probability.
X;: drying air temperature (°C), x,: concentration of benzoic acid (%).

LS
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One of the most important quality parameters for product encapsulation
is the microencapsulation efficiency. Fig. 1B shows that the efficiency is
maximum at intermediate tested temperatures (160 °C) and low concentrations
of benzoic acid. The opposite conditions lead to a decrease in the efficiency. For
similar dehydrated products, ascorbic acid retention using different wall
materials and temperature ranges were 60-66% (Pereira et al. 2009), and 57-98%
(Palma-Rodriguez et al. 2013). Although benzoic acid sublimation could occur
in temperatures above 100 °C, the encapsulation process by spray drying is able
to retain the acid during the drying process because high temperatures together
with the effect of the polymeric matrix produce a semi-permeable membrane
which allows water loss but efficiently retains the organic molecules
(Reineccius, 2004). Furthermore, the encapsulated core do not reach high
temperatures because the evaporation of water occurs mostly at wet bulb
temperature which is below the hot air drying temperature.

Moisture content is an important factor in product stability during
storage, and, generally, the lower this is, the more stable the product is. The
moisture content of the benzoic acid powders ranged from 1.36% to 2.62%. The
moisture content decreased with increasing drying air temperature, as expected.
Water evaporation is fast in high-temperature drying, and the resulting powders
presented decreased moisture contents. This may have contributed to the
increase in powder yield, because drier particles, which adhere less to the drying
chamber wall, were produced. A reduction in the concentration of benzoic acid
(which is very hygroscopic) and the consequent increase in the wall material
concentration (which has low hygroscopicity) resulted in a decrease in moisture
content; such conditions are favourable for good stability during storage. The
moisture content values (g/100 g) reported in the literature for similar products
(acids and fruit juices) are higher than those found in this work, using various

concentrations of solids, temperatures, and wall material: 1.18 (Abadio et al.
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2004), 1.49-2.78 (Quek et al. 2007), 3.5-5.3 (Moreira et al. 2009), 2.0-2.5
(Fazaeli et al. 2012), and 2.1-1.5 (Palma-Rodrigues et al. 2013).

Hygroscopicity is related to the ability to absorb humidity from the
environment and therefore to the stability of the dehydrated product in storage
and the ease or difficulty of powder runoff. This property is affected by the
physical structure and chemical composition of the particles, which in turn are
affected by the processing conditions (Basu et al. 2006). There is a minimum
hygroscopicity value at the central point and maxima at the extremes of
temperature and concentration. Benzoic acid has an affinity with water, and an
increase in the water content of the resulting powder contributes to an increase
in the hygroscopicity; high temperatures result into very dry and porous
powders, which tend to absorb water more easily. Reduced hygroscopicity is
caused by more hydrophobic characteristics of the wall materials, as previously
reported (Goula and Adamopoulos 2008; Moreira et al. 2009).

The wettability and solubility are related to the reconstitution of
powdered products. The wettability is a measure of how quickly the powder
surface is wetted and submerged in water; it depends on the surface properties of
both phases, and the factors which affect these properties such as particle size,
density, porosity, and amphipathicity, in turn, depend on the processing
conditions (Bae and Lee 2008; Cugq et al. 2011; Kim et al. 2002). In the region
around the central point, the wettability is minimum, and it is maximum at the
end points (Fig. 1C). High temperatures give rise to low-density products, which
are more difficult to submerge in water (Goula and Adamopoulos 2008; Souza et
al. 2009). A low concentration of benzoic acid requires a high concentration of
encapsulating agent, which has an affinity with water lower than that of benzoic
acid, and this may also result in stiffer layers, hindering water penetration
(Vardin and Yasar 2012; Walton and Mumford 1999). High-humidity products

favour cluster formation; this increases their wetting capacity, because liquids
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easily penetrate the powders (Buffo et al. 2002). According to Lannes and
Medeiros (2003), powdered dehydrated products with a wettability time of 300
s, which is a good value, give products with good wettability.

The solubility depends on the affinity of the components of the product
for the solvent, and depends on water and the hydrophilic components. It also
depends on the processing conditions, particularly temperature, because
increases in temperature tend to degrade compounds, and this affects their
solubility (Goula and Adamopoulos 2004). A maximum point above the central
region and minimum points under conditions of low concentrations of benzoic
acid and any temperature are found (Fig. 1D). This is because of the reduction in
the concentration of the water-soluble active compound in the dehydrated
product, and because high temperatures increase the drying rate, favouring
formation of a hard crust, which it is difficult for water to penetrate (Fazaeli et
al. 2012). Similar results were reported by Quek et al. (2007) for dehydrated
melon.

The powder bulk density is related to product packing, distribution, and
marketing Bhandari and Hartel (2005). There is a maximum density value for
the variables (drying air temperature and concentration of benzoic acid). The
maximum value estimated for packing was 0.59 g/mL, at 163 °C and a benzoic
acid concentration of 6% (m/m). An increase in temperature results in low-
density products, more humid products, and, at higher temperatures, denser
products, because moisture promotes agglomeration (Gharsallaoui et al. 2007;
Goula and Adamopoulos 2010) An increase in the acid concentration at the
lowest concentration of encapsulating agent may result in moister products,
contributing to an increase in the density. Similar results were reported by
Abadio et al. (2004); Fazaeli et al. (2012); Marques et al. (2014b).

Control of the size of the dry particles is a very important factor, because

it greatly affects the appearance, fluidity, and dispersibility of the powder
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(Reineccius et al., 2004). Fig. 1E shows that a reduction in the drying air
temperature and variations in the concentration of benzoic acid enable the
particle size to be ranged from 29.52 to 24.95 um. Larger particles are obtained
using a drying air temperature of 145 °C and benzoic acid concentration of 6%
(m/m). This can be attributed to greater expansion of these particles during
drying as a result of greater flexibility of the film formed by the wall material
and of the encapsulated one. The size of atomized droplets normally increases
with increasing concentration of solids or when the drying temperature
decreases, resulting in the formation of larger particles (Goula and Adamopoulos
2004). Small particles have greater mass and heat-transfer coefficients and
smaller inner diffusion paths compared with large particles. However, these
particles have a lower moisture content and dry faster, therefore it is possible for
them to undergo degradation (Walton and Mumford 1999). In a spray-drying
system, the size of the dry particles depends on the size of the atomized droplets,
which can vary from 5 to 150 um (Santos et al. 2005).
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Fig. 1. Response surfaces for yield (A), microencapsulation efficiency (B), wettability
(C), solubility (D), and particle size (E) based on the variation of drying temperature (X,)
(°C) and benzoic acid concentration (x,) (%) in the spray drying process.

The aim of the optimization process was to obtain powders with
maximum values of yield, microencapsulation efficiency, and solubility and
minimum values of wettability. According to the results for the desirability
function (Fig. 2), a combination of air drying at 169 °C and a benzoic acid
concentration of 6% (m/m) gave the best predicted values for the optimized

conditions in terms of yield (40.1%), microencapsulation efficiency (76.77 g/100
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g), wettability (56.8 s/g), and solubility (75,96 g/100 g). In order to conduct the
validation of the optimum conditions, experiments were performed under the

optimized conditions and the mean values were obtained from real experiments
(Table 4).
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Fig. 2. Contour curve for the optimization of the process based on the variation of drying

temperature (x;) (°C) and benzoic acid concentration (x,) (%) in the spray drying
process.

Table 4. Validation of the response desirability profiling method using the
optimized inlet air temperature (169 °C) and benzoic acid concentration (6.0%).

Yield Microencapsulat Wettabilit ~ Solubility

(%) ion efficiency y (9/100 g)
(9/100 g) (s/9)
Predicted values 40.1 76.77 56.8 75.96
Experimental 416 +6.3 78.25 + 3.30 56.4+1.7 75.56+0.61
values
E (%) 8.37 3.17 1.97 0.59

E: relative mean error
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The microparticles produced using different spray-drying processes have
similar morphological characteristics, with hollow spheres and vacuoles, which
may originate from shrinkage after hardening of the outer surface and expansion
of air bubbles trapped inside the droplets (Teixeira et al. 2004). The formation of
spherical, predominantly rough, surfaces was observed at low temperatures (Fig.
4A and B). According to Ré (1998), roughness generally occurs when film
formation is slow; this is associated with the presence of surface depressions
caused by collapse of droplets in the early drying stage. Fig. 3C and D shows
that the drying air temperature influences the morphological characteristics of
the particles, because an increase in temperature leads to the formation of brittle
particles. This result is similar to that reported by Sansone et al. (2011), who
assessed the morphologies produced by atomization; they observed brittle
particles with porous walls.
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Fig. 3. Effect of temperature and concentration on the morphology of benzoic acid-
encapsulated microparticles: (A) 150 °C, 3.16% - Assay 1; (B) 150 °C, 8.84% - Assay 3,
(C) 163 °C, 10% - Assay 8; and (D) 175 °C, 8.84% - Assay 4.

In general, the XRD patterns of crystalline materials show sharp peaks,
whereas amorphous products give a broad background pattern (Caparino et al.
2012). Fig. 4 shows that the XRD pattern of benzoic acid differed from those of
the wall materials (maltodextrin and modified starch), with predominantly
crystalline peaks, characteristic of this type of material. In contrast, the wall
materials have patterns typical of amorphous structures. Amorphous products

are more likely to be obtained during drying of complex mixtures such as
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extracts of medicinal plants (Langrish and Wang 2009). Amorphous solids are,
in general, more soluble (Yu, 2001), and have a negative impact on handling
properties; crystallization can lead to release of the encapsulated substance from
the matrix (Drusch et al. 2006). This information shows that encapsulants are
suitable for spray drying allowing the retention of crystalline products in the
amorphous phase of the produced particles (Fernandes et al. 2014). The
encapsulated benzoic acid samples obtained in various treatments were found to
have an amorphous strucuture after spray drying. For the benzoic acid
microparticles in assays 3, 4, and 8, the XRD patterns showed some crystalline
peaks; the highest concentrations of benzoic acid were used in these cases.
Although these treatments give products with higher propensities to lose
encapsulated products, they are still predominantly amorphous. Similar results
were reported by Borrmann et al. (2013) for the encapsulation of passion-fruit

juice.
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Fig. 4. X-ray diffraction patterns of the raw materials before spray drying
process (A) and of benzoic acid microcapsules after spray drying process (B).

4. Conclusion

The drying temperature and benzoic acid concentration influence
significantly on the physical and morphological parameters of benzoic acid
powders. Our results show that a drying air temperature of 169 °C and benzoic
acid concentration of 6% (m/m) provided a good microencapsulation
performance. Results of the validation verified the adequacy of the
corresponding response surface model employed for predicting the variation of
powder properties as function of the two studied independent variables. The

microparticles produced showed similar morphological characteristics, i.e.,
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hollow spheres and vacuoles and the particle size ranged from 25 um to 29,5
pum. This study showed that it is possible to produce encapsulated benzoic acid
through spray drying.
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RESUMO

A utilizacdo da microencapsulacdo de acido benzoico é muito
importante para garantir a melhor aplicagdo deste aditivo em matriz alimenticia,
pela transformacdo de um produto vitreo em uma estrutura amorfa, além de
prolongar o seu tempo de armazenamento. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
material encapsulante de amido modificado (AM) e/ou maltodextrina (M) nas
propriedades fisicas e na estabilidade térmica dos produtos estudados. Foi
utilizado um delineamento univariado inteiramente casualizado com trés
repeticdes: amido modificado (AM), maltodextrina (M) e blenda de amido
modificado e maltodextrina (AM/M). A aplicacdo do material encapsulante
AM/M resultou em maior eficiéncia de encapsulacdo (82,65 g/100 g) e menor
eficiéncia foi observada para os tratamentos AM e M (68,47 e 67,10 g/100 g),
respectivamente. As propriedades de reconstituicdo do tratamento AM/M
mostraram um valor de 2,16% para o teor de umidade e 74,78 g/100 g para a
solubilidade. J& o didmetro da microparticula desse p6 resultou em um valor de
19,15 um e o span de todos os tratamentos variou de 1,94 a 2,15, o que indica
uma boa homogeneidade em relacdo a distribuicdo do tamanho da
microparticula. A morfologia do tratamento AM/M apresentou microparticula,
parcialmente rugosa, e os tratamentos AM e M resultaram formacdo de maior
quantidade de microparticulas quebradicas. A densidade de leito e compactada
no tratamento AM/M alcangou um valor de 059 e 041 g. mL?,
respectivamente, a molhabilidade foi de 58 segundos. A isoterma apresentou
comportamento do Tipo I, para o tratamento AM/M e o modelo matematico de
GAB foi 0 que melhor ajustou os dados experimentais para 0 comportamento de
sorcdo de umidade das microparticulas. As analises térmicas indicaram que as
microparticulas produzidos com diferentes materiais encapsulantes foram
estaveis termicamente. O tratamento AM/M foi o mais adequado para
encapsular acido benzoico.

Palavras-chave: amido modificado, maltodextrina, microparticulas, propriedades
fisicas, analise térmica
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Evaluation of different encapsulating agents in the properties of benzoic
acid encapsulated by spray drying

ABSTRACT

The use of benzoic acid microencapsulation is very important to guarantee the
better application of this additive in food matrix for the transformation of a glass
product into an amorphous structure in addition to prolonging it’s time for
storage. The objective of this work was to evaluate the encapsulating material of
modified starch (MS) and/or maltodextrin (M) in the physical properties and
thermal stability of the studied products. We used a completely randomized,
univariate design, with three replicates: modified starch (MS), maltodextrin (M)
and mixture of modified starch and maltodextrin (MS/M). The application of the
encapsulating material resulted in higher efficiency of the encapsulation (82.65
0/100 g), with lower efficiency observed for treatments MS and M (68.47 and
67.10 ¢/100 g, respectively). The reconstructing properties of the MS/M
treatment resulted in 2.16% for moisture content and 74.78 g/100 g for
solubility. The diameter of the microparticle of this powder resulted in 19.15
pum, and the span of all treatments ranged from 1.94 to 2.15, which indicates
good homogeneity in relation to the distribution of the microparticle size. The
morphology of the MS/M treatment presented partially rough microparticle, and
treatments MS and M resulted in the formation of a higher amount of brittle
microparticles. The bed and compact densities in the MS/M treatment reached
the value of 0.59 and 0.41 g mL™, respectively, wettability of 58 seconds.
Isotherm presented Type Ill behavior for the MS/M treatment and the GAB
mathematical model better adjusted to the experimental data for microparticle
moisture sorption behavior. The thermal analyses indicated that the
microparticles produced with different encapsulating materials were thermally
stable. The MS/M treatment was the most adequate for encapsulating benzoic
acid.

Keywords: modified starch, maltodextrin, microparticles, physical properties,
thermal analysis.
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1. Introducéo

O Aacido benzoico apresenta inumeras aplicacbes, na producdo de
farmacos, cosméticos, embalagens, sendo utilizado como conservante de
alimentos [1,2]. Adicionalmente, esse aditivo é muito comum nos alimentos,
geralmente, é encontrado nas formulacdes de diversos géneros alimenticios [3].
Esse conservante é considerado um agente antimicrobiano, pois inibe ou retarda
0 crescimento de bactérias, fungos e bolores [4]. Na natureza, o acido benzoico é
encontrado nas plantas, frutos e produtos derivados do leite [3].

Entre as inovagbes tecnologicas de alimentos, a técnica de
microencapsulagdo por spray drying representa um importante papel na
industria. Consiste em dispersar o produto a ser seco sobre forma de pequenas
goticulas em uma corrente de ar quente de maneira a se obter um pé. As funcdes
basicas de atomizacdo sdo proporcionar elevada taxa de evaporagdo em altas
temperaturas e produzir microparticulas com formato, tamanho e densidade com
magnitudes controladas e desejadas [5,6].

A escolha do tipo de polimero, a estabilidade da matriz e as condicdes
de alimentacdo e secagem sdo varidveis de interesse com importancia nas
propriedades e caracteristicas do produto final [7]. Dentre as varidveis, que
afetam a eficiéncia do processo e demais propriedades, destaca-se o uso de
agentes carreadores ou encapsulantes que diferem entre si, na sua capacidade
emulsificante e formadora de um filme, propriedades necessarias para uma
eficiente encapsulacdo. O material encapsulante € proveniente de compostos que
criam uma rede cuja principal finalidade € a protecdo do material do nucleo [8].
Portanto os materiais encapsulantes devem possuir capacidade de formar uma
pelicula coesa com o material ativo, proporcionar compatibilidade quimica e
fisica que ir4 conferir as propriedades desejadas com as microparticulas, tais

como flexibilidade, resisténcia, impermeabilidade e estabilidade. Além disso, é
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necessario que apresentem baixa viscosidade em altas concentracGes de solidos,
baixa higroscopicidade e disponibilidade [9,10]. Entretanto o uso da mistura de
amido modificado com maltodextrina é uma alternativa que pode oferecer uma
boa relagdo entre custo e eficiéncia de encapsulacéo.

Dependendo do material do nucleo e as caracteristicas desejadas para o
produto final, materiais encapsulantes podem ser selecionados com base em uma
grande variedade de polimeros naturais e sintéticos [11]. Cada substancia possuli
caracteristicas Unicas de poder emulsificante e propriedades formadoras de filme
gue definem a sua capacidade para funcionar como um bom agente encapsulante
[8]. O agente encapsulante como amido modificado vem sendo desenvolvido, ha
algum tempo, com o objetivo de superar as limitacbes dos amidos nativos e,
assim, aumentar a utilidade e aplicabilidade deste polimero pelas industrias. As
razbes que levam a modificacdo do amido sdo de melhorar a formacéo de filmes
e aumentar o poder emulsificante [9]. Quando o amido é modificado com octenil
anidrido succinico, o amido ceroso, parcialmente hidrolisado, ganha um
elemento hidrofébico sob a forma de grupos de octenil, resultando em moléculas
inteiras com um carater anfifilico [7]. Um pequeno nivel de substituicdo resulta
em um produto com excelente capacidade emulsificante de auxilio a secagem
por spray e pode ser utilizado, em altas concentragbes, na alimentacdo do
sistema, produzindo, ainda, solucbes com boa estabilidade [12,13]. A
maltodextrina é um polissacarideo obtido da hidr6lise parcial de amido, formado
por D-glicose ligada na posig¢do a-(1—4). A maltodextrina possui, ainda, um
baixo custo, uma alta solubilidade em &gua (> 75%) e baixa viscosidade, em
solugbes aquosas [14], devendo apresentar um valor de dextrose equivalente
(DE) <20 [12,15].

A utilizagdo da microencapsulacdo de acido benzoico por secagem por
spray drying, além de permitir que o produto possua caracteristicas amorfas

necessarias para sua aplicacdo na matriz alimenticia, facilita a incorporagdo e
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padronizacdo desse componente, em uma matriz alimenticia e prolonga o tempo
de armazenamento desse produto. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
agentes encapsulantes amido modificado e/ou maltodextrina na eficiéncia de
microencapsulacdo e nas propriedades fisicas e térmicas dos produtos

desidratados.

2. Material e métodos

Para o estudo do processo de microencapsulacéo, foi utilizado o &cido
benzoico (Brenntag Quimica Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil) como material a ser
encapsulado. A maltodextrina (Maltogil DE 10, Gargil, Sdo Paulo, Brasil) e o
amido modificado (Capsul®, National Starch Food Innovation, Sdo Paulo,
Brasil) como materiais encapsulantes; o polisorbato 80 (Emfal — Empresa
Fornecedora de Alcool Ltda, Betim, Brasil) usado como agente emulsificante.

2.1. Planejamento experimental

Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente casualizado
com trés repetices, conforme apresentado na Tabela 1. Para avaliar os efeitos
das trés formulacGes sobre as caracteristicas dos p6s de &cido benzoico
encapsulado, uma anélise de variancia foi feita, utilizando o software Statistica
(ver. 8. Stat Soft. Inc., Tulsa, USA) e as médias comparadas com o teste de
Tukey a (p<0,05).
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Tabela 1. Delineamento experimental para microencapsulacdo de &cido
benzoico.

Material encapsulante

Tratamento (9/1009)
AM M AM/M
1 100 - -
2 - 100 -
3 - - 50:50

AM: Amido modificado; M: Maltodextrina; AM/M: Amido modificado e
maltodextrina.
2.2. Preparo da emulsdo

A substituicdo total e parcial de amido modificado e maltodextrina foi
preparada, para cada formulagdo, conforme Tabela 1, as quais foram hidratadas
com 4agua destilada, por 12 horas, em temperatura ambiente, para garantir a
saturacdo completa das moléculas dos polissacarideos. A concentracdo de
material de encapsulante foi fixada em 40% (m/m). O &cido benzoico foi,
previamente dissolvido, em 5 mL de etanol, com auxilio de um gral e pistilo na
concentracdo de 6% em relacdo aos sélidos totais [15]. Polissorbato 80 (0,5%
m/v) foi usado como agente emulsificante. A solucéo final foi aquecida a 60 °C e
homogeneizada a 2500 rpm durante 10 min (homogeneizador Ultraturrax,
TECNAL Piracicaba, Brasil).

2.3. Microencapsulacéo por spray drying

As emulsdes foram processadas, em um secador spray drying de
bancada da marca Labmag, modelo MSD 1.0 (Ribeirdo Preto, Brasil), com
sistema injetor de bico duplo fluido de 3 mm de didmetro, em uma camara de
secagem com dimensdao 670 mm x 200 mm. A alimentacdo do secador é
fornecida pela bomba peristaltica, com fluxo de ar de aspersdo 40 L/min e

pressdo do ar 400 kPa. A temperatura do secador seguiu a metodologia proposta
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por Marques et al. [15], utilizando-se a temperatura do ar de entrada a 169 °C. A
temperatura de saida do ar variou de 78-96 °C e a vazdo de alimentacéo foi
mantida a 0,70 L/h.

2.4 Anélises do produto encapsulado

A andlise de eficiéncia de microencapsulacdo foi realizada, de acordo
com a metodologia descrita por Tfouni e Toledo [17], com pequenas
modificagcdes. Para isso, empregou-se um sistema modular de cromatografia
liquida de alta eficiéncia Shimadzu® (Kyoto, Japdo), composto de bomba LC 20
AT, forno CTO 20A, amostrador automatico SIL 10A, detector de comprimento
de onda variavel SPD-20A e sistemas de dados LC Solution. Para o preparo das
amostras, pesaram -se 5 g de acido benzoico microencapsulado, em um baldo
volumétrico ambar de 100 mL e, em seguida, adicionaram-se 50 mL de solucao
hidroetandlica a 70%. A solubilizacdo das amostras foram realizadas por
sonicacdo por 30 min a 50 °C. O volume de 100 mL foi completado com solugéo
hidroetandlica a 70% e homogeneizado. As amostras foram filtradas em
membrana de 0,45 um. Para as analises cromatograficas, empregou-se coluna
Acclaim Organic Acid AO (250 x 40 mm, 5 um), injetando-se 25 pL dos
sobrenadantes. As andlises foram realizadas em modo isocratico, empregando-se
como fase moével uma solucdo de acetato de amdnio 0,005 M/acetonitrila/agua
nas proporcdes 2:17:81, pH: 4,2 e fluxo de 1 mL/min, a 25 °C. A deteccdo no
UV foi registrada a 228 nm. A curva de calibracdo de éacido benzoico
compreendeu a faixa de 1,0 a 5,0 mg/mL. A equacéo da reta, y = 139.476,98 —
2110,07, R? = 0,9989, em que y é a absorbancia e x é a concentracdo, foi
empregada, para determinacdo das concentragcbes de 4&cido benzoico, no
microencapsulado. Para os célculos de eficiéncia da microencapsulacéo,

empregou-se a Equacéo (1) adaptada por Vasconcelos et al. [18].
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Microencapsulation efficiency = (%bﬂ ) x 100 (1)
ba

em que: Qgys O total de acido benzoico microencapsulado e Qp, quantidade de

acido benzoico presente na alimentacdo.

O teor de umidade foi determinado, segundo a técnica gravimétrica, em
estufa a vacuo a temperatura de 70 °C, segundo método AOAC [19].

A molhabilidade dos po6s foi medida, adaptando-se a metodologia
proposta por Fuchs et al. [20]. O método constitui na queda de 1 g do produto,
em 100 mL de agua destilada a 20 °C, em béquer de 250 mL, sem agitacdo e
medindo o tempo necessario para que todas as microparticulas se molhassem até
a completa dissolugéo do produto.

Para solubilidade, utilizou-se a metodologia proposta por Cano-Chauca
et al. [21] com algumas modificacdes. 1g do p6 foi polvilhado sobre superficie
de 100 mL de &gua destilada e homogeneizada. A solucédo foi transferida para
um tubo e centrifugada a 2.600 rpm, por 5 minutos. Uma aliquota (25 mL) do
sobrenadante foi colocada na placa de petri previamente pesada e submetida
numa estufa a 105 °C. A quantidade de pO presente no sobrenadante foi
quantificada e considerada como por¢éo soltvel do pé.

A densidade de leito (p) foi determinada por meio da medida do volume
ocupado por 2 g da amostra em uma proveta graduada de 50 mL [22]. A
densidade compactada foi determinada de acordo com a metodologia de Goula e
Adamopoulus [23]. Para isso, pesaram-se 20 g de po, o qual foi transferido para
uma proveta graduada de 50 mL. As amostras foram repetidamente batidas,
manualmente, levantando-se e soltando-se da proveta sob o seu proprio peso, a

uma altura de 14+2 cm, até que uma diferencga negligenciavel do volume entre as
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medi¢des sucessivas fosse observada. Massa (g) e volume (mL) observados
foram determinados para o calculo da densidade compactada (g/mL).

A distribuicdo do tamanho de microparticulas foi medida, usando um
laser instrumental de difracdo de luz (Mastersizer 2000, modelo Hydro 2000
UM, Malvern Instruments, Worcestshire, UK). A dispersdo das microparticulas
foi realizada, na unidade de dispersdo do equipamento, com uma pequena
amostra de po, utilizando isopropanol PA. O tempo de agitacéo da solucéo foi de
15 minutos, sendo feitas cinco réplicas de leitura, na mesma amostra, em um
intervalo de 10 segundos. A composicdo granulométrica foi determinada,
utilizando-se o diametro medio volumétrico das microparticulas (Dpg) € a
homogeneidade da distribuicdo do tamanho das microparticulas (span) foi

calculada, conforme a Eq. (2), adaptada por Jinapong et al. [22].

Dgp — Dm)

Span = ( De (2)

em que: Dy, Dsy € Dgy S0 0s didmetros equivalentes a 10%, 50% e 90%,

respectivamente, do volume acumulado.

2.5. Morfologia

A morfologia das microparticulas foi avaliado por meio da microscopia
eletronica de varredura (MEV). As microparticulas foram fixado em porta-
espécimes metélicas (stubs), com fita adesiva de dupla fase de 1 cm de didmetro
e 1 cm de altura, revestida de ouro. As amostras foram colocados na camara a
Vacuo e examinada com o microcépio eletronico de varredura (MEV 1430 VP-
LE Microscopia Eletronica Ltd., Cambidge, UK). O MEV foi operado a 20 kv

com uma ampliagéo de 900-1200x.
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2.6. Isoterma de adsorcdo de umidade

As isotermas de adsor¢do foram determinadas pelo método gravimétrico
estatico descrito por Spiess and Wolf [24]. Pesou-se 1 g de cada tratamento na
placa de petri a qual foi colocada, em sete dessecadores, contendo solucGes
salinas saturadas, em agua destilada (LiCl, MgCl,, K,CO3;, Mg(NOs),, NaNQOs3,
NaCl e KCI), com atividade de &gua variando entre 0,11 a 0,84 e armazenadas,
em uma camara climatica, na temperatura de 25°C. Amostras de todos 0s
tratamentos foram pesadas, em intervalos de tempo pré-determinados, até
alcangar peso constante. Os dados da isoterma de sorcdo de umidade
correlacionados com o0s seguintes modelos matematicos: (GAB [25], Halsey
[26], Henderson [27], Oswin [28] e Smith [29]). Os modelos, utilizados para o
ajuste, foram selecionados, de acordo com a reviséo de Al-Muhtaseb et al. [30].
Os parametros das equaces foram estimados pela correlagdo dos modelos
matematicos aos dados experimentais, utilizando uma regressdo néo linear pelo
método Quasi-Newton, com critério de convergéncia de 10* e auxiilio do
Statistica software (ver. 8. Stat Soft. Inc., Tulsa, USA), em nivel de 5% de
significancia. O modelo foi considerado o mais adequado, baseado no maior
coeficiente de determinacdo (R?) e, no menor modulo do desvio relativo médio

(E%), definido pela equacéo (3).

o= 257, () ®

em que: E erro padrdo (%); n nimero de dados observados; Y valor observado;

¥ valor estimado pelo modelo.

2.7. Estabilidade térmica
A estabilidade térmica do &cido benzoico encapsulado foi avaliada por

analise termogravimétrica, em um equipamento DTA-TG Shimadzu 50 H
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(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). As andlises foram realizadas sob
atmosfera de nitrogénio, a uma taxa de fluxo de 50 mL.min™, com aquecimento

de 25 °C a 600 °C com uma razdo de aquecimento de 10 °C.min™.

3. Resultados e discusséo

Observa-se gue o uso de diferentes materiais encapsulantes, empregados
na microencapsulagdo de acido benzoico afetou, significativamente (p<0,05) e
o0s parametros fisicos e fisico-quimicos analisados (Tabela 2).

Um dos pardmetros de qualidade mais importantes, no processo de
microencapsulagdo, é a eficiéncia da encapsulacdo e esta analise se torna
indispensavel na caracteristica do produto final. Essa variavel esta fortemente
relacionada ao tipo de material encapsulante utilizado, a concentracédo de solidos
da solucéo de alimentacéo e a temperatura aplicada ao processo. A eficiéncia de
encapsulacdo pode ser aumentada pela selecdo dos materiais encapsulantes que
apresentem diferentes propriedades funcionais [7]. A maior eficiéncia foi
verificada, para o tratamento AM/M, que se diferiu, estatisticamente, (p<0,05)
do tratamento AM e M. Observa-se que a aplicagdo do material encapsulante
(amido modificado ou maltodextrina) na formulacdo pode ter facilitado a
formacdo de crosta, durante a secagem, reduzindo a difusdo do &cido
encapsulado para a superficie das microparticulas, diminuindo, portanto a perda
do material do nucleo. Baixos valores de eficiéncia de encapsulacdo de &cido
ascorbico foram encontrados, para o suco camu-camu, usando amido modificado
ou maltodextrina como materiais puros (44,44 g/100 g — 46,31 g/100 g),
respectivamente e, para a mistura de amido modificado e maltodextrina (45,50
9/100 g) [31]. Segundo os autores, a utilizacdo destas blendas, também,

contribuiram, para diminuir a perda de vitamina C, durante o armazenamento.



Tabela 2. Médias e desvios padrdo de parametros fisico e fisico-quimicos de acido benzoico encapsulado com diferentes materiais

encapsulantes.

Variaveis
. Densidade .
Eficiéncia da . - - Densidade
Tratamento microencapsulacio Umidade = Molhabilidade  Solubilidade da compactada Dpag Span
(%) (s/g) (9/100 g) particula 1 (um)
AM 68,47+1,11° 1,55+0,24° 68,41+2,02° 75,92+0,87° 0,68+0,03° 0,58+0,01°  15,93+0,07°  2,12+0,00°
M 67,10+1,05° 1,55+0,14° 52,64+3,17° 77,9010,43% 0,58+0,01° 0,50+0,01°  14,88+0,09° 2,15+0,03%
AM/M 82,65+3,52° 2,16+0,01° 58,72+3,84°°  76,78+0,84° 0,59+0,01° 0,41+0,01°  19,15+0,01*°  1,94+0,00°

ab/alores com letras diferentes na mesma coluna diferem entre si significativamente (p<0,05) pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. AM - amido modificado; M - maltodextrina; AM/M - amido modificado e maltodextrina.

98
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O teor de umidade é o principal fator que afeta a estabilidade e as
propriedades fisicas das microparticulas, desde que um pequeno aumento, no
contetido de agua € capaz de diminuir a temperatura de transi¢éo vitrea (T,) das
microparticulas, o suficiente, para aumentar a mobilidade do material
encapsulado, na matriz encapsulante, durante o armazenamento, impactando,
negativamente, nas principais propriedades fisicas e tecnoldgicas desses
materiais. Observa-se que a blenda de amido modificado e maltodextrina
resultaram em um aumento na umidade do p6. Tal fato pode ter atribuido ao
aumento da viscosidade da mistura do material encapsulante, visto que as
microparticulas apresentaram diametro relativamente maior. De maneira que,
quando a viscosidade da solucdo aumenta maiores sdo as goticulas formadas na
atomizagéo [32].

A molhabilidade pode ser caracterizada pela susceptibilidade das
microparticulas serem penetradas pela dgua as quais séo influenciadas por fator
fisico, especialmente, tamanho e forma das microparticulas [33]. Observou-se
que o uso de maltodextrina contribuiu, para melhorar a molhabilidade, pois esse
componente, o qual é caracterizado por alta solubilidade em &gua, favorece a
diminuicdo do tempo necessario para que as microparticulas sejam, totalmente,
adsorvidas pela agua. Lannes e Medeiros [34] mencionam que 0 tempo maximo,
para o produto molhar seja uma decisdo arbitraria e que um bom parametro pode
ser 0 maximo de 60 segundos, para que 90% do produto mergulhem na agua e,
nesse aspecto, pode-se afirmar que os tratamentos (M e AM/M) alcangam esses
valores. No entanto, o tratamento AM/M ndo foi estatisticamente diferente
desses.

Uma boa solubilidade é requisito fundamental para aplicacdo dos pos
como ingredientes na industria de alimentos. A solubilidade é a Ultima etapa de
dissolucao da microparticula na matriz alimenticia e € considerada essencial para

a qualidade destes produtos. Observou-se, para solubilidade, que os tempos
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obtidos, para os pés se tornarem completamente solubilizados em &gua, variaram
de 75,92 a 77,90 g/100 g entre os tratamentos. Abadio et al. [35], utilizando
diferentes concentracbes de maltodextrina, para suco de abacaxi em po,
observaram um valor médio de 81,56% para a solubilidade. Verificou-se que,
com a adicdo da maltodextrina que é muito solivel em &gua, a solubilidade
aumentou muito pouco com a blenda AM/M.

A densidade da microparticula é um parametro fundamental e
importante para avaliar os processos industriais na determinacdo das condi¢des
de empacotamento, embalagem e transporte. Verificou-se que os tratamentos M
e AM/M se diferiram estatisticamente (p<0,05) do tratamento AM. Este
resultado pode estar relacionado ao tamanho desses compostos, ja que as
moléculas de maltodextrina sdo menores que as do amido modificado. Bae e Lee
[33] observaram que alto grau de aglomeracdo e do colapso estrutural do pé
estdo relacionados ao conteddo de maltodextrina e, tal fato pode gerar a
diminuicdo do volume da microparticulas. Por outro lado, a densidade
compactada é influenciada pela geometria e tamanho da microparticula. As
microparticulas esféricas terdo melhor organizacdo ao serem empacotadas e
apresentam maiores densidade [36].

O controle, no tamanho das microparticulas, € um fator importante pela
sua grande influéncia na aparéncia, fluidez e dispersibilidade [37]. Observou-se
gue o tamanho das microparticulas foi influenciado, significativamente (p<0,05),
quando foi empregada substituicdo total e parcial de amido modificado por
maltodextrina. Os valores do tamanho da microparticula encontrados estdo em
conformidade aos estudos conduzidos com o uso da técnica do spray drying, que
variam de 5 a 100 um [38]. Quando a maltodextrina foi aplicada & formulacéo
com o amido modificado, o tamanho da microparticula foi aumentado. Este
resultado pode estar relacionado com a morfologia das microparticulas, como

observado pela analise da morfologia discutida a seguir. As microparticulas, na
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presenca de amido modificado e maltodextrina, mostraram um menor
encolhimento, durante o processo de secagem contribuindo, assim, para o
aumento do tamanho das microparticulas. O valor de dispersibilidade (span) se
relaciona ao grau de uniformidade de distribuicdo de tamanho das
microparticulas [39]. Assim, quanto menor for o valor deste pardmetro menor
sera dispersdo da distribuicdo de tamanho da microparticula, o que indica um
sistema homogéneo que permite uma melhor padronizacdo do produto e das
propriedades das microparticulas. Foi verificado que as microparticulas do
presente estudo apresentaram valores, para o span entre 1,94 a 2,15, indicando

uma homogeneidade do processo de secagem por spray drying.

3.1 Morfologia das microparticulas

As microparticulas mostraram variedade em tamanho, que é uma
caracteristica tipica de microparticulas produzidas por spray drying. Verificou-
se que as microparticulas produzidas com blendas de material encapsulante
possui maior concentracdo de microparticulas rugosas (Fig. 1 C). As
imperfeicBes superficiais (frissuras, rugosidade e colapsos) sdo formadas,
quando ha um lento processo de formacdo de filme, durante a secagem das
goticulas atomizadas, associando a presenca de depressdes superficiais ao
colapso sofrido pelas gotas durante os estagios iniciais de secagem [40]. Em
trabalho conduzido por Costa et al. [41], no encapsulamento de bioaroma de
queijo suico por spray drying, utilizando maltodextrina e amido modificado
como material de encapsulante, obtiveram-se formas esféricas ocas com a
formac&o de vacuolos que podem ter sido originados, a partir de um processo de
encolhimento ocorrido, logo ap6s o endurecimento da superficie. As
microparticulas produzidos com AM e M levaram & formacgdo de maior
quantidade de microparticulas quebradicas (Fig. 1A e 1B), provavelmente, por

ndo ter adquirido a caracteristica viscoelastica. Os mecanismos associados com a
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formacdo de espagos vazios estdo relacionados a expansdo das microparticulas
durante as Ultimas fases do processo de secagem. Teixeira et al. [42]
evidenciaram que a expansdo térmica do ar, no interior das microparticulas de
secagem, pode suavizar o encolhimento. Os pequenos orificios, encontrados em
algumas microparticulas, provavelmente, devem ter ocorrido nos estagios finais

de secagem [43].

Fig. 1. Micrografias eletronicas de varredura obtidas para as microparticulas de acido
benzoico produzidas com os seguintes encapsulantes: A: Amido modificado, B:
maltodextrina, C: amido modificado/maltodextrina.
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3.2 Isotermas de adsor¢do de umidade do acido benzoico encapsulado

O modelo de GAB foi escolhido como o melhor modelo, para explicar o
comportamento da isoterma, em funcdo de seu alto coeficiente de determinacdo
(R?) e menor desvio relativo médio (E%) (Tabela 3). O teor de umidade na
monocamada (Xm) mostra a quantidade de agua que é fortemente adsorvida, em
sitios especificos, na superficie dos alimentos, sendo considerado um valor
importante para assegurar a estabilidade do produto [44]. Os valores de (Xm),
obtidos para acido benzoico encapsulado, variaram de 0,055 a 0,095 g.g™ entre
os diferentes tratamentos. As microparticulas produzidas M apresentaram
menores valores de Xm do que as microparticulas produzidas AM e AM/M. Os
valores de Xm indicaram que as microparticulas apresentaram caracteristicas de
higroscopicidade, similares a valores encontrados, para produtos ricos em
acUcares, entre 0,060 g.g™* a 0,064 g.g™* para polpa de abacaxi e polpa de camu-
camu em po, respectivamente, de acordo com dados experimentais obtidos por
Gabas et al. [45] e Silva et al. [46].
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Tabela 3 Valores estimados dos coeficientes e parametros estatisticos para o
modelo GAB, Halsey, Oswin e Peleg

Modelo da Equacéo AM M AM/M
GAB Xm 0,055 0,095 0,067
C 0,055 2,915 0,099
X., = AmCKa,, K 0,183 0619 0,114
(1-Ka,)(1-Ka,+CKa,) g 0509 0509 1,116
R 0,999 0,995 0,994
Halsey A 0,002 0,002 0,002
2 B 0,070 0,070 0,071
Xoq = ﬂi E(%) 4,204 457 4,475
In a) R 0,783 0,760 0,724
Oswin A 0,085 0,079 0,066
, B 0411 0400 0,602
Xo=a (1:1—";}] E(%) 1616 1464 0,849

w 2

R 0,988 0,988 0,996
Peleg A 0,093 0,084 0,016
Ky 1019 0979 1,787
b 0,093 0,084 0,116
X, =a.aw* + b.aw* K, 1,019 0979 1,787
E(%) 0997 0916 2,273
R? 0,986 0985 0,992

Xeq: umidade de equilibrio (g.g™ de p6 seco); Xm: umidade de monocamada
(9.9 de p6 seco); C; K: constantes do modelo relacionadas com a monocamada
e propriedades de monocamadas; aw: atividade de &gua; a, b: pardmetros do
modelo; E: médulo de desvio relativo; R% coeficiente de determinacio. AM:
amido modificado; M: maltodextrina e AM/M: amido modificado e

maltodextrina.
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O modelo de GAB foi usado para descrever o comportamento das
isotermas (Fig. 2). As isotermas de sorcdo, para os tratamentos AM e M,
apresentaram caracteristicas de isotermas do tipo Il (sigmoidal), enguanto a
isoterma, obtida para o tratamento AM/M, apresentou isoterma do tipo Il (ndo
sigmoidal) [47]. De acordo Rizvi [48], comportamento de isoterma do tipo Il é

caracteristico de alimentos ricos em componentes solUveis.

0,24

o

[}

o

'

1

[

1

!
=

0,16 /

0,12 2N

0,08 o

0,04 i

Teor de umidade, base seca (g.g™")

0,00
0,0 0,1 02 03 04 05 0,6 0,7 08 09

Atividade de agua (aw)

Fig. 2. Isoterma de adsor¢do de umidade, para acido benzoico encapsulado,

ajustado para o0 modelo de GAB.
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Observou-se, por meio das caracteristicas fisicas dos pos, que as
umidades apresentaram mudangas de fases para os tratamentos de &acido
benzoico encapsulado (Fig. 3). O calapso encontrado para 0s tratamentos € um
fendbmeno indesejavel, em que, inicialmente, o p6 comeca a aglomerar e, em
consequéncia, ocorre a formacdo de torrdes. Este estadgio foi observado, nas
atividades de 4gua de 0,113 a 0,529, para o tratamento M e atividade de agua de
0,113 a 0,645, para o tratamento AM e AM/M. Aguilera et al. [49] relatam que o
colapso, gue pode ser observado nas microparticulas, geralmente, inicia-se com
a formacgédo de pontos de onde comega a deformacdo da superficie e adesdo de
contato dos pés. Esta formacéo de colapso do pé foi observada, na atividade de
agua 0,645, para o tratamento M. A compactagédo € o estagio mais avangado no
processo, geralmente estd associado a perda pronunciada da integridade do
sistema, ocorrendo espessamento das pontes interparticulas e reducéo do espaco
entre as microparticulas e deformagdo dos agrupamentos dos pés. Este fato foi
observado, na atividade de agua 0,756, para o tratamento AM e AM/M. No
estagio final, ocorre a liquefacdo da amostra. Essa fase foi observada, para todos

os tratamentos, na atividade de agua de 0,843.
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Fig. 3. Estrutura fisica dos pés de acido benzoico encapsulado, nas atividades de

agua utilizadas, durante a determinag&o das isotermas de adsor¢do de umidade.

3.3 Analise térmica diferencial e perda de massa

A termogravimetria € uma técnica que se baseia, na medida de perda de
massa de uma determinada amostra (Tabela 4), em fungéo da temperatura ou do
tempo. O acido benzoico apresentou apenas um estagio de perda de massa e as
microparticulas, contendo o 4&cido benzoico encapsulado e o0s materiais
encapsulantes puros, apresentaram dois estagios de perda de massa (Fig. 4 A). O
primeiro estagio, para todos os materiais, com excecdo do &cido benzoico, até
110 °C, é atribuido a perda de umidade das amostras. Observou-se que 0 &cido
benzoico apresentou uma menor estabilidade térmica em relagdo aos materiais
encapsulantes puros e encapsulados. Em temperaturas superiores a 110 °C, as
perdas de massa observadas correspondem a processos de decomposicdo dos
materiais. Nesta etapa podem ocorrer reagdes relacionadas a desidratagdo de
anéis de carboidratos, despolimerizacdo e decomposi¢do de unidades dos

polimeros [50]. Quando os materiais poliméricos sdo submetidos a um
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tratamento térmico, podem apresentar mudancgas estruturais caracterizadas pela
ruptura de ligagGes quimicas, nas cadeias principais e laterais [51]. Em relacéo a
temperaturas correspondentes a inclinacdo maxima de cada passo de mudanca de
peso (Fig. 4B) ou temperatura maxima de degradacdo térmica (600 °C), observa-
se que esta temperatura € menor, para acido benzoico puro (aproximadamente
180 °C), do que os encapsulantes e o produto encapsulado (300-330 °C), pois se
trata de um composto volatil, cuja encapsulagdo é benéfica, para retardar esta

degradac&o, que é o objetivo do processo de encapsulagéo.
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Fig. 4. Curva de perda de massa TGA (A) e dTGA (B) obtida, para os materiais

encapsulantes puros e para 0 &cido benzoico encapsulado, nas diferentes

matrizes estudadas, em atmosfera de nitrogénio. AM: amido modificado; M:

maltodextrina; e AM/M: amido modificado e maltodextrina
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Tabela 4 Analise térmica diferencial e perda de massa do material encapsulante
e &cido benzoico encapsulado

1° estagio 2° estagio
Ensaios Tonset Tendset PM Tonset Tendset PM
°C °C % °C °C %

Acido benzoico 88,20 110,64 1,18 151,12 178,43 99,162

Amido
41,90 76,92 529 290,79 339,98 79,74

modificado

Maltodextrina 48,89 100,13 7,05 286,85 330,77 73,34
AM 41,34 69,97 553 294,77 336,99 81,46
M 39,45 6841 502 280,38 332,17 82,06
AM/M 40,03 72,81 5,06 280,92 337,95 80,79

Tonset: temperatura de entrada; Tengser: temperatura de saida; PM: perda de massa.
AM: amido modificado; M: maltodextrina e AM/M: amido modificado e

maltodextrina.

4. Conclusao

De maneira geral, as variaveis estudadas apresentam efeito significativo
sobre as respostas avaliadas. A combinacdo de amido modificado e
maltodextrina mostra-se uma boa alternativa de material encapsulante nas
propriedades de reconstituicdo do produto. Além disso, apresenta a maior
eficiéncia de encapsulacdo para o acido benzoico. As isotermas de adsorcdo
apresentam comportamento sigmoidal tipico da curva do tipo Il para a blenda
de amido modificado e maltodextrina. A morfologia da microparticula apresenta
uma variedade em tamanho, para os diferentes tratamentos, de formato
parcialmente rugosa e quebradica. As analises térmicas indicaram que o acido
benzoico encapsulado, para o diferentes materiais encapsulantes, foi resistente

termicamente.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the physical and physicochemical
characteristics of thyme essential oil encapsulated by spray drying and by
partially replacing whey protein isolate with maltodextrin and chitosan. The
effects of different encapsulant materials on the viscosity of thyme essential oil
were examined. In general, microparticles containing encapsulated thyme
essential oil treated with whey protein isolate and maltodextrin had good powder
characteristics such as hygroscopicity and solubility, and their morphological
studies showed spherical surfaces. The microparticle sizes ranged from 20.97 to
26.18 um for all treatments. It was found that the whey protein isolate and
maltodextrin treatment produced the greatest oil retention efficiency for
(29.50%). Analyses for major components of thyme essential oil indicated that
the mixture of different encapsulants resulted in over 40% thymol retention.
Pure and encapsulated essential thyme oil were found to have appreciable

antioxidant activity for different treatments.

Keywords: Thymol; process efficiency; milk protein; chitosan; spray drying.



106

1. Introduction

Thyme is a plant, which is widely used in the cuisine of different
cultures. Its use is widespread in Mediterranean countries, and its pleasant flavor
makes thyme easy to accept. Heat sensitive and volatile bioactive compounds
derived from natural sources such as plants have many applications in the food
industry as well as in the pharmaceutical and cosmetic products industry (Kha et
al., 2010; Quispe-Condori et al., 2011). These compounds are of interest to the
food industry because of their different biological functions especially
antioxidant and antimicrobial functions (Kocic-Tanackov et al., 2012). The
properties of essential oils are owing mainly to the presence of different classes
of compounds such as terpenes, terpenoids, aliphatic, and aromatic compounds
(Dima et al., 2014). However, they have limitations in their use since they can
react with other compounds in formulations, which alters their properties (Parris
et al., 2005).

Among the methods employed to prolong the stability of such
compounds is microencapsulation, which makes use of encapsulating solid or
liquid matrices, or polymeric reservoir systems (Madene et al., 2006; Nedovic et
al., 2011). Microencapsulation by spray drying is an interesting method; its main
function is to protect the encapsulated material from factors that are likely to
cause deterioration of the material (Gharsallaoui et al., 2007). These methods are
widely used to protect compounds from exposure to elevated temperatures and
preserve essential oils, preventing the loss of their biological activity. The spray
drying method is particularly used for improved preservation of products as dry
solids (Li et al., 2010). The choice of the polymeric matrix is very important,
and factors such as matrix solubility, toxicity, cost, and linkage ability with the
compound should be taken into consideration. Thus, the coating material must
allow the formation of a film encapsulating the active compound in order to be

chemically compatible. The membrane must display properties that promote
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coating, such as flexibility, strength, impermeability, and stability (Severino et
al., 2011). The encapsulating materials should not react with the active core
materials and should be safe for use in food products (Fernandes et al., 2014).

The whey protein isolate or milk protein molecules are composed of
different chemical groups, are amphiphilic, and have the ability to associate and
interact with a variety of different types of encapsulating materials of high
molecular weight. In addition, they have a flexible molecular chain (Madene et
al., 2006). They are widely used for microencapsulation of food ingredients
owing to their functional properties including solubility, film-forming ability,
emulsifying ability, and ability to stabilize emulsion droplets (Jafari et al., 2008).

Maltodextrin is a polymer widely used as an encapsulating material and
offers great advantages over other materials because of its relatively low cost,
neutral aroma and taste, low viscosity at high solids concentrations, and ability
to provide good protection of the encapsulated essential oil against oxidation.
Limitations to its use include a low emulsifying capacity and retention of
volatile compounds; therefore, it is recommended for use together with other
encapsulant materials (Fernandes et al., 2014).

Chitosan has low toxicity and high biocompatibility, biodegradability,
bioactivity, and antibacterial properties. The chitin p-(1-4)-2-acetamido-2-
deoxy-D-glucopyranose is a naturally occurring biopolymer found in the cell
walls of fungi and the exoskeletons of invertebrates such as shrimp, crab,
crayfish, and crabs (Muzzarelli, 1973; Desai and Park, 2005). The incorporation
of essential oil in chitosan improves the action of its major constituent (Avila-
Sosa et al., 2012; Dima et al., 2014). Hence, it has attracted much attention as a
polymeric matrix for the controlled release of drugs and other ingredients (Jung
et al., 2006).

Given the above considerations, the aim of this study was to evaluate the

physical and physicochemical characteristics of thyme essential oil encapsulated
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by spray drying due to the partial replacement of whey protein with maltodextrin
and chitosan.

2. Materials and methods

The essential oil of thyme (Thymus vulgaris L.) (Ferquima Ind. e Com.
Ltd, Vargem Grande Paulista, Brazil) was used as the material to be
encapsulated. The whey protein isolate of 80% protein (Gemacom Tech, Juiz de
Fora, Brazil), maltodextrin (DE 10 Maltogil, Gargil, Sdo Paulo, Brazil), and
chitosan (PM= 71.3 kDa, degree of deacetylation 85.9%) (Polymar Science and

Nutrition, Fortaleza, Brazil) were used as wall materials

2.1. Experimental planning

Treatments were performed using a randomized experimental design
with three replicates, as shown in Table 1. To evaluate the effects of four
formulations on the features of encapsulated thyme essential oil powders,
analysis of variance was performed using Statistica software (ver. 8 Stat Soft.
Inc., Tulsa, OK, USA), and means were compared using the Tukey’s test (p <

0.05).
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Tablel. Experimental design for thyme essential oil microencapsulation.

Encapsulant material (%)

Treatment

WPI M C
WPI 30 - -
WPIM 15 15 -
WPIM1C 14.5 14.5 1
WPIM2C 14 14 2

WPI - Whey protein isolate; M - Maltodextrin; C - Chitosan; WPIM - Whey
protein isolate and maltodextrin; WPIM1C - Whey protein isolate, maltodextrin
and 1% chitosan and WPIM2C - Whey protein isolate, maltodextrin and 2%

chitosan.

2.2. Emulsion Preparation

A solution of the encapsulant materials was prepared by dissolving the
materials for each treatment in distilled water one day before. The emulsion was
maintained at room temperature for 12 h to ensure complete saturation of the
polymer molecules. Chitosan dispersion was carried out by dissolving one and
two g chitosan in 100 mL of 0.25 and 0.50% (v/v) acetic acid solution,
respectively. The solution was then allowed to stand for 2 h for hydration of the
polysaccharide. For complete dissolution, the solution was placed for 6 h under
continuous stirring (1000 rpm) using a magnetic stirrer at room temperature (25
°C). The chitosan solution was vacuum-filtered to remove non-solubilized
materials. Ten grams of the essential oil was added to the polymerc solution
while stirring at 3500 rpm for 10 min using a homogenizer (Ultra turrax 1KA
T18 basic, Wilmington, NC, USA). The viscosity measurements of the
emulsions were made to verify rheological behavior. The emulsion was used as
liquid feed in the spray drying process. For each treatment, around 400 mL of

emulsion was prepared for the production of microparticles. The ratio of the
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essential oil mass to the encapsulating material was maintained at 1:3 (m/m)
(Jafari et al., 2008). The percentage of solids (encapsulant) used as a feed

solution was 30% (m/m) for all treatments.

2.3. Microencapsulation by spray drying

The treatments were processed using a benchtop spray drying injection
system (Labmag brand, model MSD 1.0, Ribeirdo Preto, Brazil) with a double
fluid nozzle 3 mm in diameter on a drying chamber with dimensions 670 mm x
200 mm. The power supply for the dryer was supplied by a peristaltic pump with
a spray air-flow of 40 L/min and air pressure of 4.0 bars. The drying temperature
was adapted from the methodology proposed by Jafari et al. (2008), who used an
inlet air temperature of 180 °C, outlet air temperature ranging from 78-96 °C,
and a feed flow rate maintained at 0.80 L/h.

2.4. Emulsion viscosity

The rheological measurements of essential oil emulsion were assessed in
triplicate and assayed at 25 °C using a rheometer with concentric cylinder
(Brookfield DVIII Ultra, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton,
USA). The treatments were subjected to an increasing ramp shear rate for 6 min
that varied linearly from 3.3 to 61.2 5™, and 12 measurements were taken. The
spindle SC4-34 (9.39 mm in diameter and 29.36 mm in length), and 23R/RP
(19.05 mm in diameter and depth of 64.77 mm were used. The shear stress
values (t) and strain rate (¥), and the rheological parameters of the model
Herschel-Bulkley (Equation 1), were calculated using Rheocalc software

(version v.3.1, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, USA).
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LAY ! T
Ny = Ky(y)™-s + ?D (1)

1o apparent viscosity (Pa.s); kg: consistency index (Herschel-Bulkley); vy:
strain rate (s™); ng: fluid behavior index (Herschel-Bulkley); T,: initial shear

stress (Pa.s).

2.5. Analytical methods

The humidity of the powders was determined gravimetrically in a
vacuum oven at 70 °C. The analysis was done in triplicate using 5 g of the
powder samples until constant weight was obtained, according to the method by
AOAC (2006).

Hygroscopicity was measured based on the methodology proposed by
Cai and Corke (2000). Two grams of the powder were used in petri dishes,
which were placed in an airtight container containing saturated NaCl solution
that provides 75.29% relative humidity at 25 °C. After one week, the samples
were weighed, and hygroscopicity was expressed in grams of water per 100 g of
dry solids.

Solubility was determined according to the method by Cano-Chauca et
al. (2005). One gram of powder was added to 100 mL of distilled water, and the
solution was homogenized. The solution was then transferred to a tube and
centrifuged at 2.600 rpm for 5 min. An aliquot (25 mL) of the supernatant was
transferred to a petri dish previously weighed and placed in an oven at 105 °C
until it reached a constant weight. The amount of powder present in the
supernatant was measured and regarded as the soluble portion of the powder.

Total oil was determined using the method by Jafari et al. (2007) with
some modifications. Ten grams of the encapsulated powder was added to 250
mL of distilled water in a distillation flask. Hydrodistillation was then performed

in a Clevenger apparatus for 3 h. The hydrolate was collected, and the essential
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oil was purified using dichloromethane (3 x 25 mL), employing a liquid-liquid
partition separating filter. The physiological functions of each replicate were
assessed by pooling the fractions and drying with 2 g of anhydrous magnesium
sulfate. The salt was removed by simple filtration and the solvent evaporated at
room temperature under gas exhaust hood until it reached a constant weight,
yielding the essential oil alone. Qil retention is defined as the ratio of total oil
extracted in the initial oil feed in relation to the total solids and was calculated

by equation 2.

total oil extracted (%))

Oil retention (%) = ( initial oil (%)

(2)

The bulk density was determined by measuring the volume occupied by
2 g of the sample in a 50 mL graduated cylinder. The bulk density (p) was
calculated using the ratio mass/volume (Jinapong et al., 2008). The tapped
density was determined according to the methodology by Goula and
Adamopoulus (2008). According to this, 20 g of powder were weighed and
transferred to a 50 mL graduated cylinder. Samples were repeatedly hit manually
by lifting up and dropping the cylinder at a height of 14 + 2 cm, until a
negligible difference in volume between successive measurements was
observed. Mass (g) and volume (mL) were determined and used to calculate the

tapped density (g/mL).

2.6. Size distribution of the microparticles

The particle size distribution was measured using a laser diffraction
instrument (Mastersizer 2000, modelo Hydro 2000 UM, Malvern Instruments,
Worcestshire, UK). The microparticles were dispersed by the equipment

dispersion unit using a small powder sample using isopropanol. The solution
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was stirred for 15 min, and five readings were obtained on the same sample over
a 10 s interval. The particle size distribution was determined using the volume
mean diameter of the microparticles (D), and scattering of the microparticles

(span) was calculated according to Eqg. (3) adapted from Jinapong et al. (2008).

Span = (DQ%DD"D) (3

D1o, Dsg, and Dy are the diameters equal to 10%, 50%, and 90% cumulative

volume, respectively.

2.7. Analysis by Gas chromatography—mass spectrometry (GC/MS)

For chemical analysis of thyme essential oil and other pure essential oils
extracted from the microparticles were analyzed. Quantitative analysis of
essential oils was conducted using the gas phase chromatographic equipment
Agilent® 7890A coupled to a mass selective detector Agilent® MSD 5975C
(Agilent Technologies, California, USA) operated by electronic impact
ionization 70 eV, in scanning mode, at speed 1.0 scan/s, with mass acquisition
interval 40-400 m/z. We used a fused silica capillary column HP-5MS (30 m
length x 0.25 mm internal diameter x 0.25 um film thickness) (California,
USA). Helium was used as a carrier gas with flow 1.0 mL/min; the temperatures
of the MS injector and transfer line were maintained at 230 °C. The analysis
conditions were an initial oven temperature of 50 °C, followed by a temperature
ramp of 4 °C/min till 140 ° C and then a ramp of 10 °C/min until 240 °C. The
injection was performed on the split mode at a 1:50 rate of injection. The
concentrations of the constituents present in the fraction were expressed as a
percentage of the total normalized ions chromatogram area, which indicates the

relative percentage constituents of the sample. The components were identified
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by comparing their retention rates relative to calculated retention rates in the
literature (Adams, 2007) and by comparison to the mass spectra library database
NIST/NHI (Nist, 2008; Adams, 2007). The retention index (IR) was calculated
by the injection of the mixture of hydrocarbons Cs-Cy (Sigma, EUA) and the
application of equation Van Den Dool and Kratz (1963).

2.8. Antioxidant activity analysis

The compound 2.2-diphenyl-1-picryl-hidrazila (DPPH) was used as a
substance to generate free radicals in order to determine the antioxidant activity
of pure and encapsulated thyme essential oil using different encapsulating
materials. The antioxidant activity test was adapted by Dima et al. (2014). We
used 0.1 g of the essential oil sample was encapsulated with 10 mL of
distilled water and homogenized until completely dissolved. The solution of
this sample was pipetted 300 pL, and placed in a test tube, into which was 3.7
mL of the DPPH solution was added. The DPPH solution was prepared with 40
mL of 0.1 M acetate buffer (pH 5.5) with 60 mL in 80% methanol. The sample
mixture was vigorously vortexed for 1 min and allowed to stand in the dark for
30 min. Readings were performed using the spectrophotometer Bel SPECTRO
S-2000 (Monza, Italy) at 517 nm. The percentage of antioxidant activity (% AA)
for each concentration of the tested treatments was calculated according to

equation 4.

— ABS,. .
’“’“?"")] x 100 (4)

control

ABS

ABS
s =[1-

control

ABS_;mpe refers to reading absorbance of DPPH solutions and extracts;

ABS__...o1 is the absorbance of the sample control.
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2.9. Morphology

The morphology of the microparticles was evaluated by scanning
electron microscopy (MEV). The powders were fixed on metal door species
(stubs) with double-sided tape of 1 cm diameter coated with gold. The samples
were examined using MEV 1430 VP-LE (Electron microscopy Ltd., Cambridge,
UK), operated at 20 kv at a magnification of 900-1200x.

3. Results and Discussion
3.1. Emulsion viscosity of different encapsulating materials

Table 2 shows the rheological parameters of the emulsion using different
polymeric materials, calculated by the model fit Herschel Bulkley using the
consistency index data, behavior index, and coefficient of determination.

Table 2. Rheological parameters obtained by fitting the data to the model
Herschel Bulkley, the temperature 25 °C.

Parameter
Emulsions .
K (Pa.s) n R E (%)
WPI 0.181+0,00° 0.90+0,00° 100.0 0.00
WPIM 0.023+0,01¢ 1.11+0,02° 08.7 0.05
WPIM1C 0.163+0,02° 0.80+0.01° 99.8 0.10
WPIM2C 0.158+0.01° 0.74+0,01° 99.8 0.09

P¢ \/alues with different letters in the same column differ (p<0.05). by Tukey
test at 5%. K: Consistency index; n: Behavior index; R% Determination
coefficient; E: mean relative error. WPI — Whey protein isolate; WPIM — Whey
protein isolate and maltodextrin; WPIM1C — Whey protein isolate, maltodextrin
and 1% chitosan and WPIM2C — Whey protein isolate, maltodextrin and 2%
chitosan.

Emulsions of the polymeric materials showed significant differences

(p<0.05) between treatments. The results showed a good rheological adjustments
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to data (Fig. 1) because the non-linear regression analysis for the treatments
whey protein isolate (WPI), whey protein isolate, maltodextrin and 1% chitosan
(WPIML1C), and whey protein isolate, maltodextrin and 2% chitosan (WPIM2C)
demonstrated determination index (R?) greater than 0.99. However, the whey
protein isolate and maltodextrin (WPIM) treatment was influenced by the
processing of the emulsion indicating a trend of Newtonian fluid behavior.

The suspension containing encapsulant WPIM showed the lowest angle

of inclination as seen in Fig. 2 owing to the low viscosity (0.023 Pa.s).

7
+ WPI

—Herschel Bulkley
WPIM
r WPIMI1C
= WPIM2Q

Shear stress (N/m?)

60

Strain rate (1/s)

Fig. 1. Experimental design for thyme essential oil microencapsulation. WPI -
Whey protein isolate; WPIM - Whey protein isolate and maltodextrin; WPIM1C
- Whey protein isolate, maltodextrin, and 1% chitosan and WPIM2C - Whey
protein isolate, maltodextrin, and 2% chitosan.
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Fig. 2. Relationship between apparent viscosity and shear rate for emulsion of
different polymeric materials. WPl - Whey protein isolate; WPIM - Whey
protein isolate and maltodextrin; WPIM1C - Whey protein isolate, maltodextrin,
and 1% chitosan and WPIM2C - Whey protein isolate, maltodextrin, and 2%
chitosan.

According to Floury, Desrumaux and Legrand, (2000), physical
characteristics of emulsion can change when using homogenizer at high
pressure, which may result in a change in viscosity. However, less viscous
emulsions processed at a high-pressure homogenizer suffer less variation in
viscosity compared with emulsions that are more viscous. The emulsions created
by mixing chitosan in WPIM2C and WPIM1C treatments resulted in values
ranging from 0.158 to 0.163 Pa.s, respectively. According to Qian and
McClements (2011), viscous emulsions are usually more difficult to obtain with
small diameter high-pressure homogenization, as the residence time in the

equipment is very short and often is much less than the time required to deform
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and break the dried drops. Therefore, it can be observed in the treatment with
WPI that the viscosity was enhanced by processing the emulsion by
homogenization. Floury et al., (2002), observed an increase in the viscosity of
emulsions in WPI using high-pressure homogenization, which may have
assigned the increase of intermolecular interactions, resulting attraction between
adjacent molecules denatured. According to Reineccius (1989) the viscosity
limit to carry out atomization of a solution is close to 500.00 mPa.s. It is noted
that for the formulations with 30% solids content, the viscosity value observed

in the emulsion of the WPI treatment was smaller than 181.00 mPa.s.

3.2. Physical and physicochemical characteristics of the microparticles

It is noted that using different polymeric materials in thyme essential oil
microencapsulation  significantly affected (p<0.05) the physical and
physicochemical parameters analyzed (Table 3).

Moisture content is one of the most important parameters in food
analysis. The moisture percentage of the microparticles showed a range of
1.32% to 2.06%. The lowest percentage was observed for encapsulated WPIM,
which was not significantly different from WPI (p>0.05). Jafari et al. (2007)
obtained powders with moisture contents between 1.20% to 2.70% for D-
limonene protein isolate microencapsulating matrices, modified starch, and

maltodextrin.



Table 3. Means and standard deviations of the physical and physicochemical characteristic of thyme essential oil
encapsulated with different polymeric materials.

Moisture

Tapped

Hygroscopicity  Solubility  Oil retention  Bulk desity . D3
Treatment content 0 1 density ' Span
%) (9/1009)  (g/100) (%) ©@mL) omLh) (Hm)
WPI 1.82+0.06™ 7.79+0.91° 70.30£0.91° 29.50+0.56° 0.27+0.02° 0.39+0.02° 26.18+0.46° 3.06+0.02°
WPIM 1.32+0.38° 9.24+0.63% 68.62+0.80° 28.62+0.54° 0.20+0.01°  0.33+0.02° 20.97+0.16° 2.81+0.16
WPIMIC  1.96%0.11° 8.62+0.34° 65.40+1.29° 23.75+2.32* 0.33+0.02*° 0.38+0.01° 24.51+0.46" 2.24+0.00°
WPIM2C  2.06+0.09" 6.46+0.70° 64.09+1.62° 20.40+2.80° 0.28+0.02° 0.35+0.01" 24.74+0.33" 2.28+0.02°

ab/alues with different letters in the same column differ significantly (p<0.05) by Tukey test at 5%. WPI — Whey protein isolate;
WPIM — Whey protein isolate and maltodextrin; WPIM1C — Whey protein isolate, maltodextrin and 1% chitosan and WPIM2C —
Whey protein isolate, maltodextrin and 2% chitosan.

6TT
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The hygroscopicity is another important feature of the microparticles to
be examined. It is related to the solubilization and formation of agglomerates.
These formations increase humidity and hinder solubilization of the
encapsulated material (Walstra et al., 2006; Fox and McSweeney, 1998;
Fernandes et al., 2014). It was found that WPIM1C, WPI, and WPIM2C
treatments resulted in the combination of polymeric materials with low
hygroscopicity, however the difference was not statistically significant (p>0.05).
This was because maltodextrin is a low hygroscopicity material and chitosan
mixture is an alternative to its use as a carrier agent and reduces the
hygroscopicity. It is desirable that the microparticles have low hygroscopicity,
since the moisture gain can result in changes in flow properties due to its
structure, the breakdown, and agglomeration. According to Cai and Corke
(2000), further degradation of the encapsulated material can be related to the
high hygroscopicity of the encapsulant.

The highest percentage oil retention occurred in WPI treatments and
WPIM, although they showed no statistical differences compared to the
treatment WPIM1C. Qil retention during the encapsulation has been related to
the rate of formation of the semipermeable membrane of the microparticles
during the drying process, which allows the diffusion of water loss or retainment
of larger molecules with oil (Reineccius, Reineccius, & Peppard, 2004). The
partial replacement of protein isolate by maltodextrin and chitosan mixture
reduces volatility during drying because of the increased hydrophilic nature of
the wall system, limiting the oil accessibility through diffusive processes and a
reduction in time for the formation of crust with dried drops. On the other hand,
the high content of isolated proteins improves the solidification rate (Yousefi et
al., 2001).

The bulk densities and compacted powder product may result in

improved storage for products with high density can take up less space and
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require smaller containers. They have been submitted with the WPIM mixture
powder microparticles with lower density. According to Cai and Corke (2000),
low bulk density may be due to the presence of air within the microparticles.
The addition of maltodextrin blends and chitosan microparticles resulted in
lower packing density. This can be explained by the fact that the encapsulant
material directly influences the distribution and size of the microparticles.
According to Tonon et al. (2011), the lower the tapped density, the greater the
amount of air present between the microparticles, which increases the possibility
of oxidative degradation and reduces the stability during packaging.

The microparticles may have various diameters and may have various
shapes, depending on the encapsulant materials and the methods by which they
were obtained (Schroohen et al., 2001). The microparticles produced using
different encapsulants have average diameters that reached values ranging from
20.97 to 26.18 um, respectively. The application of the encapsulant materials in
the chitosan treatments had no influence on the average size of the
microparticles. Drusch and Berg (2008) found that the microparticles of larger
size have less surface area and thus can encapsulate more oil, decreasing the oil
content on the surface. According to Jafari et al. 2008, in some cases it is
desirable to produce large microparticles to facilitate the hydration of the
encapsulated material. Small microparticles tend to disperse very little,
especially in cold water, forming lumps on the surface of the liquid. The
microparticles were found to be homogeneous due to low spreadability values
between 2.24 to 3.06 span. A stable suspension is one that has no noticeable
changes in the distribution of the droplet size and in its state of aggregation at a
time that should prevent the coalescence of drops after formation of dried

microparticles (Jafari et al., 2008).
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3.3. Analysis by GC/MS of the thyme essential oil extracted from the
microparticles

Fig. 3 presents the results of chemical composition of the eight chemical
constituents (area normalized > 2 %) of pure thyme essential oil extracted from

microparticles.
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Fig. 3. Main chemical composition (normalized area > 2%) of pure essential oils
of thyne and extracted microparticles. WPl — Whey protein isolate; WPIM —
Whey protein isolate and maltodextrin; WPIM1C — Whey protein isolate,
maltodextrin, and 1% chitosan and WPIM2C - Whey protein isolate,

maltodextrin, and 2% chitosan.

In independent samples, thymol was characterized as the major
constituent of thyme essential oil, with levels above 40% of the normalized area.

The lower content of thymol was observed in pure essential oil (41.45%), which
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higher in oils extracted from micropariculas (56.66% to 71.10%).The highest
thymol levels in oils extracted from the microparticles are characterized by the
percentage increase in the relative distribution of the areas, due to the losses of
the volatile constituents (a-pinene, p-cymene and d-terpinene) present in thyme
essential oil.

Note that the contents of these components in pure oil are significantly
higher than in the oils extracted from the microparticles. The encapsulation of
essential oils in a solid matrix provides protection against degradation and
controls the release of the essential oil (Almeida et al., 2013). However,
according to Bakry et al. (2016), the chemical composition of essential oils can
be altered because of oxidation, chemical interactions, or volatilization. Thermal
and oxidative degradation of essential oil Origanum vulgare L. (oregano)
encapsulated by spray drying occurred because of the use of high temperatures
during the process of spray drying (over 80 °C) and the presence of oxygen,
since normally compressed air is used as drying gas (Almeida et al., 2013).
During the process of atomization of thyme essential oil, a similar phenomenon
may have occurred, leading to the loss of volatile thermolabile constituents.

Another hypothesis can be formulated based on the hydrophobicity of
monoterpene hydrocarbons that would be more concentrated on the surface of
the microparticles. According to Bertolini et al. (2001), volatile hydrophobic
compounds from essential oils, which may be present on the surface of the
microparticles, are less protected and hence, more susceptible to evaporation
losses.

Moreover, linalool, camphor, carvacrol, thymol, and E-caryophyllene
showed higher affinity to the wall materials studied than did pure oil polymerc
materials; all these constituents were protected by the encapsulating agents.
Compared to WPIM1C treatment and other treatments, chitosan at a

concentration of 2% (WPIM2C treatment) provided greater protection for
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carvacrol and thymol. A simple change in chitosan concentration when used as
an polymeric material showed greater preservation of these constituents, which
may potentially contribute more effectively to its delayed release. Similar results
were observed by Almeida et al. (2013) on the microencapsulation of oregano
essential oil. The impregnated oil starch employing rapid depressurization
(maximum 1.5 min) was richer in thymol (72%) and carvacrol (14%) compared

to the pure oil (52.6% and 8.6%, respectively).

3.4. Antioxidant activity analysis of pure and encapsulated thyme essential oil

The antioxidant activities of the essential oil obtained from
concentrations of pure and polymeric peas were found to differ with different
encapsulant materials and were evaluated by the method of free radical
sequestration DPPH as shown in Table 4.
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Table 4. Antioxidant activity of different dilutions of pure thyme essential oil
encapsulated with different polymeric materials.

Treatment (%)

Dilutions
N Thyme
(Mg.L™h) o WPI WPIM WPIM1C WPIM2C
essential oil
100 55.30+1.49% 48.76+0.60° 45.96+0.47° 47.30+0.36%° 47.76+0.85"
500 49.40+0.26° 42.46+1.40° 42.53+0.25° 45.46+0.49° 45.90+0.51°
1.000 37.86+0.30° 40.43+0.35° 40.16+0.25° 32.10+0.34% 34.10+1.12°
2.000 26.73+1.15° 32.33+0.25° 39.33+0.73* 25.93+0.75° 25.30+0.55°
3.000 24.40+1.04° 24.36+0.45° 31.93+0.75° 19.20+0.26° 17.63+0.66"
4.000 11.06+0.66° 14.90+0.30° 27.83+0.35% 15.13+0.20° 13.23+0.35°

abel\/alues with different letters in the same column differ significantly (p
<0.05) by Tukey test at 5%. WPI — Whey protein isolate; WPIM — Whey protein
isolate and maltodextrin; WPIM1C — Whey protein isolate, maltodextrin and 1%
chitosan and WPIM2C — Whey protein isolate, maltodextrin and 2% chitosan.

It is noted that different values for percentage antioxidant activity were
found for pure versus encapsulated thyme essential oil. The results of this study
were based on the capacity of the antioxidant substances on the reaction
substrate, which is capable of reacting with the free radicals DPPHes. This
method is based on the electron transfer of antioxidant compounds present in the
treatments to the radical DPPHe, because in order to receive this electron color is
reduced. The strength of antioxidant activity found in pure and encapsulated
thyme essential oil is related to the presence of hydroxyl (-OH) groups that are
capable of donating a hydrogen atom to prevent or stabilize free radicals (Dima
et al.,, 2014). The thyme essential oil and its main compounds of antioxidant

activity including thymol and carvacrol have hydroxyl group.
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3.5. Morphology of the microparticles

The microparticulate powders produced using different polymeric
materials have partially similar morphological characteristics. They generally
had mostly spherical shapes and smooth surfaces with slight roughness. It is
observed in Fig. 4A that treatment with WPI propitiated the formation of
smoother surface of microparticles as compared to WPIM treatments (Fig. 4B),
in which the predominance of rough surface is noted. A similar result was
observed with the treatment of blends of chitosan (Fig. 4C and D), where
microparticles with light ridges and hollows were obtained. These recesses or
surface shrinkage is a characteristic feature of dehydrated products by spray
drying (Bertolini et al., 2001). The shrinking of the surface occurs when the
drying temperature is relatively low causing the surface layer to remain moist
and flexible for longer and thus the microparticles do not expand in volume and
shrivel when cooled (Trindade and Grosso, 2000). This characteristic was
obtained by Fernandes et al. (2008) for the Lippia sidoides essential oil
microencapsulation. Some holes can be noticed in some microparticles that
probably occurred in the final stages of drying and may result from lower

viscoelastic property of the encapsulant materials (Jafari et al., 2007).
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Fig. 4. Scanning electron micrographs of benzoic acid particulate matter
produced with the following encapsulant WPI - Whey protein isolate; WPIM -
Whey protein isolate and maltodextrin; WPIM1C - Whey protein isolate,
maltodextrin, and 1% chitosan and WPIM2C - Whey protein isolate,
maltodextrin, and 2% chitosan.

4. Conclusions

The choice of polymeric material is important for the
microencapsulation process. Chitosan has been widely used in combination with
other polysaccharides for various industrial applications. In general, the whey
protein isolate mixed with maltodextrin showed promise and was feasible to use,
since it produced low viscosity emulsion. Results showed that it is possible to
produce microparticles with good physical characteristics, oil retention, volatile

constituents, and antioxidants. The morphology of powders using single protein
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isolate and maltodextrin resulted in relatively spherical microparticles, and for
powders treated with chitosan microparticles showed slight grooves or recesses.
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