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Resumo

Kringel, Dianini Hlttner. Encapsulacdo do 6leo essencial de laranja em fB-
ciclodextrina: Acdo antifungica e aplicacdo em bolos. 2019. 176 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Po6s-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, 2019.

Este trabalho foi dividido em cinco estudos. Com o primeiro estudo objetivou-se
estabelecer as melhores condicbes na formacdo e estabilidade de complexo de
inclusao entre ciclodextrinas (CDs) e 6leo essencial de laranja (OEL) pela técnica de
co-precipitagao, utilizando a B-ciclodextrina comercial (B-CD). Os complexos de
inclusao foram avaliados quanto a sua composicdo quimica, morfologia, estabilidade
térmica e analise de compostos volateis. A perda lenta dos compostos volateis do
Oleo essencial, quando complexado com [(B-CD, mostrou maior estabilidade em
comparacao com sua mistura fisica e com a sua forma livre. Portanto, os resultados
mostraram que o uso da B-CD na formacdo de complexos de inclusdo com dleo
essencial de laranja pode expandir para potenciais aplicacbes em alimentos. No
segundo estudo objetivou-se produzir CDs a partir de amido de trigo germinado e
nao germinado, para encapsulacdo de OEL e avaliar a estabilidade térmica do
complexo de inclusdo formado. O complexo de inclusao formado entre CDs/OEL
melhorou a estabilidade térmica do OEL, promovendo sua protecdo em altas
temperaturas. Apesar do resultado promissor, a dificuldade em separar as
ciclodextrinas e os acucares redutores da solucdo e o baixo rendimento obtido,
inviabilizou a utilizacdo destas nas seguintes etapas. Sendo assim, optou-se por
utilizar a ciclodextrina comercial, que apresentou resultados satisfatérios no primeiro
estudo. Com o terceiro estudo objetivou-se avaliar o efeito do processo utilizado
(electrospinning ou electrospraying) na eficiéncia de encapsulacdo do OEL. O
processo de electrospinning mostrou-se mais eficiente para a encapsulacéo do OEL,
com alta eficiéncia de encapsulacdo (75-90%). No quarto estudo, foi avaliada a
atividade antifungica in vitro do OEL contra seis isolados de Aspergillus spp. bem
como a atividade antifungica in situ do OEL, na forma livre e encapsulada, em bolos.
Os resultados mostraram que o OEL aumentou a estabilidade microbiolégica de
bolos, atrasando a contaminacao fangica de 30 para 150 dias. No ultimo estudo, o
OEL na forma livre e encapsulado em 3-ciclodextrina foi aplicado em pré-misturas de
bolo, as quais foram armazenadas por 6 meses. Os bolos obtidos a partir destas
pré-misturas foram avaliados no tempo zero e apds 3 e 6 meses de armazenamento.
O bolo com B-CD/OEL apresentou maior volume apds armazenamento da respectiva
pré-mistura por 6 meses; menor dureza e menor percentual de amido hidrolisado
apos digestibilidade in vitro. Por outro lado, na analise sensorial, 0 bolo com OEL
livre foi o preferido por 60% dos julgadores.

Palavras-chave: encapsulacdo, Oleo essencial de laranja, ciclodextrinas,
Aspergillus, bolos.






Abstract

Kringel, Dianini Huttner. Encapsulation of orange essential oil in B-cyclodextrin:
Antifungal action and application in cakes. 2019. 176 f. Thesis (PhD degree in
Food Science and Technology) — Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, 2019.

This work was divided into five studies. The first study was performed to establish the
best conditions in the formation and stability of inclusion complex between
cyclodextrins (Cds) and orange essential oil by the co-precipitation technique, using
the commercial B-cyclodextrin (3-CD). Inclusion complexes were evaluated for their
chemical composition, morphology, thermal stability and analysis of volatile
compounds through the headspace technique. The slow loss of the essential oll
volatile compounds, when complexed with 3-CD, showed greater stability compared
to its physical mixture and its free form. Therefore, the results showed that the use of
B-CD in the inclusion complexes with orange essential oil formation can expand to
potential applications in foods. In a second study, the objective was to produce CDs
from germinated wheat starch for encapsulation of orange essential oil and
evaluation of the thermal stability of the inclusion complex formed. The germination
increased the enzymatic activity of all the samples, as well as a greater production of
cyclodextrins. In addition, the inclusion complex formed between CDs/OEL
significantly improved the thermal stability of the orange essential oil, promoting its
protection at high temperatures. Despite the promising result, the difficulty to
separate the cyclodextrins and the reducing sugars from the solution and the low
yield obtained, prevented the use of these in the following steps. Therefore, it was
decided to use the commercial cyclodextrin, which presented satisfactory results in
the first study. The third study aimed evaluated the effect of the process used
(electrospinning or electrospraying) on the efficiency of encapsulation of orange
essential oil was evaluated, where the electrospinning process proved to be more
efficient for the encapsulation of the orange essential oil with high encapsulation
efficiency. . In the fourth study in vitro antifungal activity of orange essential oil (OEL)
was evaluated against six isolates of Aspergillus spp. was evaluated, as well the in
situ antifungal activity of OEL, in free form and encapsulated, in cakes. The results
showed that OEL ncreased the microbiological stability of cakes, delaying the fungal
contamination of the cakes from 30 to 150 days. In the latter study, the free OEL and
encapsulated in B-cyclodextrin was applied to cake pre-mixtures, which were stored
for 6 months. The cakes obtained from these pre-mixtures were evaluated at time
zero and after 3 and 6 months of storage. The B-CD/OEL cake presented higher
volume after storage of the respective premix for 6 months; lower hardness and
lower percentage of hydrolyzed starch after in vitro digestibility. On the other hand, in
the sensorial analysis, the cake with free OEL was preferred by 60% of the panelists.

Key words: encapsulation, orange essential oil, cyclodextrins, Aspergillus, cakes.
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1 Introducéao

A deterioracdo de produtos representa um sério problema para a indastria de
panificacdo resultando em perdas econdmicas significativas (SAMAPUNDO et al.,
2016) que podem variar entre 1 e 5% dependendo das estacdes do ano, do tipo de
produto, das praticas sanitérias, das condicbes de processamento e armazenamento
e embalagem. Os fungos sé@o 0s principais agentes responsaveis pela deterioracao
das matérias-primas e produtos acabados de panificacdo. Além dos defeitos visuais,
os fungos sdo responséaveis pelos off flavours, além de sintetizar micotoxinas e
compostos alergénicos (RIZELLO et al., 2017).

Dentre os produtos de panificacdo, os bolos industrializados séo altamente
suscetiveis a deterioracdo por fungos devido ao seu longo tempo de
armazenamento (> 45 dias) e sua alta atividade de agua (aw) (0,78-0,95), ideal para
0 crescimento deste tipo de micro-organismo. Embora a contaminacado fangica nos
estagios iniciais de preparo dos produtos seja notéria, ela ndo € considerada a
guestdo mais critica, uma vez que a microbiota inicial pode ser destruida pelo
tratamento térmico (forneamento). A contaminacao pés-forneamento (ar, manuseio
do produto e equipamento mal higienizado) € a questdo mais preocupante para a
estabilidade microbiolégica de bolos (MORASSI et al., 2018) sendo Penicillium spp.
e Aspergillus spp. os géneros predominantes neste tipo de produto (RIBES et al.,
2017; SIRISOONTARALAK et al., 2017; DEBONNE et al., 2018).

Com o intuito de assegurar a estabilidade microbiolégica dos produtos de
panificacdo, a industria desenvolve uma série de estratégias, que incluem o uso de
matérias-primas de alta qualidade e a prevencado da contaminacao pés-forneamento
(MORASSI et al., 2018). Além destas alternativas, o prazo de validade dos produtos
de panificacdo pode ser ampliado pela adicdo de conservantes quimicos
(SAMAPUNDO et al, 2016). No entanto, as crescentes tendéncias dos
consumidores por produtos alimenticios mais naturais e saudaveis levando a uma
mudanca na percep¢do do consumidor em relagdo aos conservantes quimicos
alimentares, tém impulsionado a busca por alternativas mais seguras para a
conservacgao de alimentos, além de preservar as propriedades sensoriais do produto
(RIBES et al., 2017; DEBONNE et al., 2018). Nesse sentido, os 0leos essenciais
surgem como alternativas potenciais para o uso de conservantes sintéticos, por
apresentarem em sua constituicdo, compostos ativos com propriedades antifungicas
(GONCALVES et al., 2018). Existem varios trabalhos na literatura relatando o
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potencial antifingico de 6leos essenciais de citros (VELAZQUEZ-NUNEZ et al.,
2013; JING et al., 2014; TAO et al., 2014; SIMAS et al., 2017).

O dleo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) pode ser classificado
como uma mistura de terpenos, hidrocarbonetos e compostos oxigenados,
considerados quimicamente instaveis. Em funcéo de sua natureza insaturada podem
ser facilmente oxidados por influéncia da luz, do ar e da umidade (GALVAO et al.,
2015). Este fato justifica as crescentes pesquisas que buscam alternativas para a
protecdo do Oleo essencial de laranja, destacando-se a encapsulacdo (ASCHERI et
al., 2003).

Atualmente existem muitas técnicas utilizadas para a encapsulacao de
compostos tais como, liofilizagdo, spray drying, secagem em leito fluidizado, dentre
outras (RAY et al.,2016; NEDOVIC et al., 2011). Além dessas técnicas, existem
também as de electrospinning e electrospraying, que consistem na aplicacdo de uma
alta voltagem que carrega positivamente a solucdo polimérica contida em uma
seringa. A solucdo € bombeada, e por atracdo e transporte da solucdo em direcédo a
um coletor, carregado negativamente, as fibras ou capsulas com potencial de
encapsular compostos sao formadas (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2014).

Outra alternativa para a protecao do 6leo essencial de laranja é a formacao de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) (WADHWA et al., 2017). As CDs
possuem uma estrutura caracteristica particular, com cavidades internas
hidrofébicas e extremidades essencialmente hidrofilicas (HUNDRE et al., 2014).
Essa caracteristica € responsavel pela formacdo de complexos de inclusdo com
substancias organicas e inorganicas, alterando as suas caracteristicas fisicas e
guimicas (SHAO et al., 2014) conferindo maior solubilidade em solu¢cbes aguosas
(LIANG et al., 2012) e fornecendo estabilizacdo e protecdo para as moléculas,
contra reacOes de degradacdo e oxidacdo (TAO et al.,, 2014). Além disso, a
liberacdo dessas moléculas pode ser controlada e/ou retardada pelo proprio
complexo de incluséo (KFOURY et al., 2016; KAYACI; UYAR, 2012a). A formacéo e
a estabilidade do complexo de inclusdo sdo dependentes da compatibilidade entre a
CDs e a molécula bioativa (FATHI et al., 2014).

Na industria de alimentos, as ciclodextrinas sdo principalmente aplicadas para
melhorar a retencdo de sabor em alimentos submetidos a tratamentos térmicos, e

como material de parede para encapsulacdo de substancias sensiveis a
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temperatura, como antioxidantes e Oleos essenciais, visando melhorar as
propriedades sensoriais de alimentos (GARCIA-SEGOVIA et al., 2011; ASTRAY et
al., 2009).

As ciclodextrinas sé@o oligossacarideos ciclicos ndo redutores compostos por
unidades de D-glicose unidas por liga¢cdes a-1,4, sendo as principais e mais comuns
CDs aquelas compostas de seis, sete e oito unidades de glicose, denominadas a, 3
e y- CDs, respectivamente (MATENCIO et al., 2017; KAYACI; UYAR, 2012b;
IBRAHIM et al., 2011). Estes oligossacarideos sao produzidos a partir de amido ou
derivados de amido por meio de hidrélise enzimética (CELEBIOGLU; UYAR, 2013)
catalisada pela ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) (DURA; ROSELL, 2016;
MARQUES, 2010). Tendo em vista que durante o processo de germinacdo sao
produzidas enzimas amiloliticas, principalmente a e [p-amilases, que sao
responsaveis por converter o amido em agucares redutores, como maltose, glicose e
dextrinas (MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005), pressupde-se que o amido de trigo
germinado seja um substrato promissor para a producao de CDs.

Existem diversos trabalhos sobre a producdo de CDs, otimizando parametros
como, concentracdo de substrato e de enzima, tempo, temperatura e pH 6timos de
reacdo (ZHEKOVA et al., 2009; MORIWAKI et al., 2009; IBRAHIM et al., 2011;
SCHOFFER et al., 2013; MORIWAKI et al., 2014; SAKINAH et al., 2014). Além
disso, nos ultimos anos tém crescido significativamente o numero de trabalhos
focando na aplicacdo de CDs purificadas, como complexos de inclusdo para
encapsulacdo de diversos compostos nas mais variadas aplicagbes (KAYACI,
UYAR, 2012a; KAYACI; UYAR, 2012b; SHAO et., 2014; MANGOLIM et al., 2014;
VILANOVA; SOLANS, 2015; HUNDRE et al.,2015; ANAYA-CASTRO et al., 2017).
No entanto, estudos sobre os efeitos das condi¢cdes de producao até a aplicacao das
ciclodextrinas como material de parede para encapsulacdo sao escassos. Além
disso, ndo foram encontrados estudos que relatam a producéo de CDs a partir de
amido de trigo germinado.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi encapsular o 6leo essencial de
laranja em B-ciclodextrina e aplicar em bolos; avaliando sua atividade antifingica

frente a Aspergillus spp.
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2 Revisdao bibliogréfica
2.1 Amido

O amido é um biopolimero semicristalino, considerado a principal fonte de
reserva de muitos vegetais, podendo ser encontrado em cereais, raizes, tubérculos,
sementes e frutas. Os granulos de amido podem variar em tamanho, forma,
estrutura e composi¢cdo quimica, dependendo de sua origem botanica, e sao
constituidos por moléculas de amilose e amilopectina (ZAVAREZE; DIAS, 2011). A
funcionalidade do amido depende principalmente da maneira pela qual estas duas
fracOes estao organizadas dentro da estrutura granular (BELLO-PEREZ et al., 2006).

A amilose (Figura la) é uma cadeia essencialmente linear formada por
unidades de glicose unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, apresentando grau de
polimerizacdo entre 500 e 2000 unidades de glicose. A amilopectina (Figura 1b) é
caracterizada pelo alto grau de ramificacdo, sendo a sua estrutura formada por
unidades de glicose unidas por ligagdes do tipo a-1,4 na cadeia principal, mas com
cerca de 5 a 6% de ligagbes a-1,6 nos seus pontos de ramificacdo. A amilopectina
apresenta grau de polimerizacédo da ordem de 10* a 10°, sendo comum a presenca
de 20 a 30 unidades de glicose (TESTER et al., 2004; ROCHA et al., 2008).

CH,OH
HO I
HO

Ho CHOH
o O

CH,0H
HO ¢

HO CHOH on
o o

CH,OH

HO
(b)

Figura 1. Estrutura molecular da amilose (a) e da amilopectina (b).
Fonte: CORRADINI et al. (2005).
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Os granulos de amido estdo organizados em regides cristalinas e amorfas, e
estas regides sdo dependentes da presenca de macromoléculas lineares e
ramificadas. As regifes cristalinas, consideradas as mais ordenadas, sédo formadas
pela fracdo linear das moléculas de amilopectina e sdo responsaveis por manter a
estrutura do gréanulo, controlar seu comportamento na presenca de agua e sua
resisténcia a ataques quimicos e enzimaticos. A regido amorfa é constituida pelas
cadeias de amilose e também pelas regides ramificadas da amilopectina (PEREZ;
BERTOF, 2010).

O amido pode ser degradado através de hidrélises acida, acida-enzimética, ou
apenas enzimatica, mas a utilizacdo de enzimas amiloliticas, em substituicdo as
substancias quimicas, apresenta algumas vantagens, tais como: seguranca, menor
impacto ambiental, além de possibilitar maior controle da reacdo, devido a

especificidade das enzimas, e menor geracao de sub-produtos (MIAO et al., 2015).

2.1.1 Hidrdlise enzimatica de amido

As principais enzimas envolvidas na degradacdo do amido podem ser
simplificadamente classificadas em amilases, que hidrolisam as liga¢gdes do tipo a-
1,4, e amilases desramificantes que hidrolisam as ligagcbes do tipo a-1,6. De forma
geral, existem quatro grupos de enzimas que convertem o amido: as endoamilases,
as exoamilases, as desramificantes e as transferases (Figura 2) (VAN DER VEEN et
al., 2000).

Segundo Gupta et al., (2003) as amilases sao capazes de hidrolisar moléculas
de amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e pequenos polimeros
compostos de unidades de glicose, e podem ser classificadas em trés categorias, as
a-amilases, chamadas de endoamilases, que catalisam as hidrélises de forma
aleatéria no interior da molécula de amido, liberando oligossacarideos de diversos
tamanhos, as B-amilases ou exoamilases, que hidrolisam as ligacfes glicosidicas a
partir da extremidade ndo redutora da molécula, liberando glicose ou maltose e por
fim, as glucoamilases ou amiloglucosidases, responsaveis por liberar unidades de
glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.

As ligagdes glicosidicas do tipo a-1,6 podem ser hidrolisadas pelas chamadas
enzimas desramificantes, exemplos destas enzimas sdo as isoamilases e
pululanases (CAl et al., 2010).
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Figura 2. Representagdo esquematica da acdo das enzimas envolvidas na
degradacéo do amido.
Fonte: Van Der Veen et al., (2000).

Entre as enzimas envolvidas no processo de degradacdo do amido, encontra-
se também o grupo das transferases, que sdo enzimas que quebram ligacdes
glicosidicas a-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador a um aceptor
glicosidico com a formacdo de uma nova ligacdo glicosidica (MARTINS; HATTI-
KAUL, 2003). Dentre as transferases, destaca-se a enzima ciclodextrina
glicosiltransferase, de grande interesse industrial.

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) € uma endoenzima, da familia das
a-amilases, que catalisa quatro tipos de reacfes através da clivagem das ligacbes
glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna da cadeia de um polissacarideo. A
CGTase apresenta uma atividade menor em reacdes de hidrélise, catalisando
principalmente trés reacfes de transglicosilagdo: ciclizagcdo, acoplamento e
desproporcionalizacéo (Figura 3) (DURA; ROSELL, 2016; ROMAN et al., 2016).
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Figura 3. Representacdo esquematica das reacdes catalisadas pela enzima
ciclodextrina glicosil transferase. A) ciclizagdo/acoplamento; B)
desproporcionalizacdo e C) hidrdlise.

Fonte: SVENSSON et al. (2009).

Segundo Van Der Veen et al. (2000), a principal reacdo catalisada pela enzima
CGTase € a reacdo de desproporcionalizacdo, onde ocorre a clivagem de um
oligossacarideo linear, sendo uma das partes transferida para outro aceptor,
também linear. A ciclizacdo ocorre quando a extremidade nédo redutora de um
oligossacarideo linear é ligada em sua propria estrutura, dando origem as chamadas
ciclodextrinas. Na reacédo de acoplamento, inversa a ciclizacdo, ocorre a abertura de
um anel de ciclodextrina seguida pela transferéncia para outro oligossacarideo

linear.

2.2 Amido de trigo
O trigo destaca-se por ser o cereal mais cultivado no mundo, e 0 amido, o
componente presente em maior quantidade tanto no grdo quanto na farinha, é a

principal reserva energética em plantas de trigo, representando 65% do peso seco
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final dos grdos (LI et al.,, 2016). Além disso, é considerado um ingrediente
multifuncional na industria de alimentos (YONEMOTO et al., 2007).

No endosperma do gréo de trigo, o amido se apresenta na forma de granulos,
sendo que sua forma, tamanho e estrutura sao fatores determinantes na
funcionalidade do amido (ZHANG et al., 2016). O amido de trigo possui distribuicdo
bimodal em relagdo ao tamanho, apresentando duas formas distintas de granulos:
granulos tipo A e B (Li et al., 2016). Os granulos tipo A apresentam formato lenticular
com um didmetro > 10um, enquanto os granulos de amido tipo B sdo de formato
poligonal ou esférico, com diametro <10 um (WANG et al., 2014).

A composicdo quimica do amido de trigo depende de diversos fatores,
principalmente aqueles relacionados a origem genética e condicdes ambientais
(clima, qualidade do solo, fertilizacdo, temperatura, tempo de semeadura,
precipitagéo). A cultivar do trigo exerce grande influéncia no teor de amilose e
amilopectina dos granulos de amido, mas ela ndo € um fator isolado. Outro fator
determinante sdo as condicbes ambientais a que este trigo foi exposto, que
influenciam diretamente na proporcdo destas macromoléculas e também na
atividade de enzimas envolvidas na biossintese do amido (ROSICKA-KACZMAREK
et al., 2016).

2.2.1 Amido de trigo germinado

As frequentes ocorréncias de chuvas no periodo da colheita do trigo levam a
elevada incidéncia de graos germinados, 0 que afeta diretamente sua qualidade
tecnologica (BARANZELLI et al., 2018). A germinacdo € um processo onde ocorre
reducdo das reservas acumuladas para a geracdo de uma nova planta, ou seja,
reservas como amido e proteinas, principalmente, sofrem o ataque de enzimas, e
séo hidrolisados em moléculas menores (POPINIGIS, 1985).

Segundo Popinigis (1985), o aumento da atividade enzimatica, principalmente
de a e B-amilases, € observada durante as primeiras fases da germinagdo. A
atividade hidrolitica é de suma importancia, pois converte substancias de reserva,
principalmente o amido, em acucares menores, utilizados como substratos para o
processo respiratério, que consequentemente garante o aporte energetico para a
germinacao.

O processo de degradacdo das reservas altera a qualidade tecnoldgica dos

graos e farinhas, sendo a principal ateracdo o aumento da atividade de enzimas
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amiloliticas (amilases), que atuam sobre o amido, convertendo-o a agucares como
maltose e glicose, e também a dextrinas e outras moléculas resultantes da clivagem
das cadeias de amilose e amilopectina (MCKIE; MCCLEARY, 2015; SINGH;
KAYASTHA, 2014).

As alteragbes observadas na composicdo e nas propriedades do amido
germinado podem ser interessantes para produtos que necessitam de amidos com
propriedades especificas para determinadas aplicacbes (CEREDA, 2002), como por
exemplo, para a producdo de ciclodextrinas, que sao produzidas por meio da
conversdo enzimatica do amido catalisada pela enzima ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) (LI et al., 2014; MORIWAKI et al., 2014).

Diferentes tipos de amido podem ser utilizados como substrato para a
producédo de ciclodextrinas, porém o mais comumente utilizado é o amido de batata.
O amido de milho e o amido de trigo também podem ser utilizados (SZERMAN et al.,
2007). No entanto, ainda ndo existem relatos na literatura da utilizacdo de amido de
trigo germinado como substrato para a producdo de ciclodextrinas, avaliando a
influéncia do aumento da atividade enzimética amilolitica promovida pela

germinacao.

2.3 Ciclodextrinas

O amido € um biopolimero semicristalino, utilizado como fonte de reserva de
muitos vegetais, podendo ser encontrado em cereais, raizes, tubérculos e sementes
(ZAVAREZE; DIAS, 2011). Ele é considerado o principal substrato para a reacdo de
hidrélise das ligacbes glicosidicas e a subsequente reacdo de transglicosilacdo
intramolecular ou ciclizacdo dos oligossacarideos, dando origem as chamadas
ciclodextrinas (ASTRAY et al., 2009; VAN DER VEEN et al., 2000).

As ciclodextrinas sédo oligossacarideos ciclicos ndo redutores constituidos por
unidades de glicose unidas por ligacées a (1-4) (YUAN et al., 2016). Dentre as
ciclodextrinas destacam-se as que contém seis, sete e oito unidades de glicose,
denominadas respectivamente de a, B e y-ciclodextrinas (Figura 4) (ABARCA et al.,
2016).
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(b)

Figura 4. Estrutura quimica da a, B e y-ciclodextrinas (a) e representacao

esquematica das ciclodextrinas (b).
Fonte: Kayaci e Uyar (2012b).

As ciclodextrinas séo obtidas a partir da degradacdo enziméatica do amido sob
acdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (MAN et al., 2016) capaz de
catalisar quatro tipos de reacdes, hidrélise, transglicosilacao/ciclizacdo, acoplamento
e desproporcionamento (DURA; ROSELL, 2016; ROMAN et al., 2016).

As caracteristicas das ciclodextrinas sao dependentes da fonte e da
concentracdo de amido, da concentracdo de enzima, do tempo de reacdo, da
temperatura e do pH. O produto obtido a partir da conversdo enzimatica €
normalmente uma mistura de af e y-ciclodextrinas, podendo também conter
pequenas quantidades de ciclodextrinas com mais de nove unidades de glicose (LI
et al., 2014).

A fonte de amido utilizada pode produzir ciclodextrinas com caracteristicas
distintas e esse fato é justificado provavelmente em funcdo das diferengcas na
estrutura fisica dos granulos de amido e as suas propriedades (MORIWAKI et al.,
2009).

Segundo Carneiro et al. (2006), a maneira que os residuos de glicose
presentes no anel das ciclodextrinas se arranjam, hidroxilas secundarias (C2 e C3)
situadas em uma das extremidades do anel enquanto as hidroxilas primarias (C6)
em outra, resultam em moléculas com formato cilindrico, do tipo “cone truncado”
(Figura 5). Em fungéo dessa conformacgéo, as extremidades hidrofilicas apresentam
capacidade de se dissolver em &agua enquanto as suas cavidades internas
hidrofébicas possibilitam a formacdo de complexos de inclusdo com diversas
substancias organicas e inorganicas (HUNDRE et al., 2015; SHAO et al., 2014; ZHU
et al., 2014).
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Figura 5. Estrutura tipo "cone truncado" caracteristico de ciclodextrina.
Fonte: CARNEIRO et al. (2006).

Entre todos os tipos de ciclodextrinas, a f-CD é a mais utilizada principalmente
para a formacédo de complexos de inclusédo, pois sua cavidade permite hospedar
moléculas na faixa de massa molecular da maioria das moléculas de interesse, entre
200 e 800 g.mol™. Outro fator que amplia seu uso é a facilidade de producéo, que
por ser mais estavel e menos sollvel em agua, facilita a sua separacdo das outras
ciclodextrinas e diminui seu custo (SANTOS et al., 2015; TAO et al., 2014). Além
disso, seu rendimento a partir de amido é maior quando comparado as outras
ciclodextrinas (RAKMAI et al., 2017; SHRESTHA et al., 2017).

2.4 Complexo de incluséo

Complexo de inclusdo pode ser definido como o resultado da interacdo entre
compostos em que uma molécula hospede de menor tamanho se encaixa na
cavidade de outra molécula. Nesse sentido, as ciclodextrinas consideradas como
capsulas vazias de determinado tamanho molecular, apresentam a capacidade de
formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de compostos (ASTRAY et
al., 2009).

As ciclodextrinas apresentam conformacao espacial do tipo “cone truncado”,
com os grupos hidroxilas primarios e secundarios voltados para a face externa,
conferindo carater hidrofilico para a superficie externa, enquanto a cavidade da
molécula é essencialmente hidrofébica (DUCHENE; BOCHOT, 2016; LIMA et al.,

2016), o que possibilita que diversas moléculas possam ser encapsuladas em sua
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cavidade, permitindo também que as ciclodextrinas sejam solUveis em agua e outras
substancias polares (ZHU et al, 2014). Na figura 6 estd representada
esquematicamente a formacdo de um complexo de inclusdo com ciclodextrina, nesta
imagem o p-xileno é a molécula héspede e os pequenos circulos representam as

moléculas de 4gua.
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Figura 6. Representacdo esquematica da formacédo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas.
Fonte: Martins e Veiga (2002).

Essa capacidade de incorporar compostos no interior da sua cavidade
hidrofébica é em funcdo das ligacdes envolvidas na formagcdo dos complexos, tais
como forgca de Van der Waals, interagdes dipolo-dipolo e/ou pontes de hidrogénio.
Essas ligacfes sdo consideradas fortes o suficiente para permitir a separacédo do
complexo mesmo em estado sdlido e fraco o suficiente para permitir a liberacdo da
molécula encapsulada, quando necessario (VENTURINI et al., 2008).

A complexacdo com ciclodextrinas é uma alternativa interessante para
aumentar a solubilidade aquosa das moléculas encapsuladas, bem como protegé-
las contra reacdes de oxidacdo, degradacdo térmica e evaporacdo (KAMIMURA et
al., 2014; SANTOS et al., 2015). Outra aplicacdo seria a encapsulacédo de aromas e
sabor, visando mascarar aromas indesejaveis e consequentemente melhorar as
caracteristicas organolépticas dos alimentos (ZHANG et al., 2015). Além disso, a
formacao de complexos de inclusao permite sistemas de liberacdo controlada de
aromas (KFOURY et al., 2014), e a complexacdo com compostos fendlicos
presentes em vegetais, frutas e bebidas possibilita a reducdo do escurecimento
enzimatico desses alimentos (CARNEIRO et al., 2006).
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As funcionalidades das ciclodextrinas as tornam atrativas para diversas
aplicacbes nas mais variadas areas, tais como industrias de alimentos, quimicas,
farmacéuticas e téxteis, além de ser amplamente utilizadas no ramo da biotecnologia
e agricultura (SCHOFFER et al., 2013).

Uma das aplicacdes das ciclodextrinas € a formagéo de complexos de incluséo
com Oleos essenciais e outras substancias volateis, a fim de aumentar sua
estabilidade, pois reduz significativamente suas perdas por evaporacao, fornece
protecdo contra reacfes de oxidacao, fotoestabilidade e estabilidade térmica, além

de permitir sua liberacéo controlada (KFOURY et al., 2015a).

2.4.1 Complexos de inclusdo com 6leos essenciais

Segundo Marques (2010), diversos compostos altamente volateis e
quimicamente instaveis na presenca de ar, luz, umidade e calor tém sido estudados
na formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrinas, dentre eles podem ser
citados: citral, citronelal, linalol, mentol, 6leo essencial de sélvia, de jasmim, de
canela, de bergamota, de laranja, de limdo, e outros monoterpenos como timol e
geraniol. Os aromas desses compostos, quando inclusos nas ciclodextrinas,
apresentam menor perda durante o armazenamento, como consequéncia de sua
menor exposicao a luz e ao oxigénio. Além disso, a complexacdo garante a eficacia
em relacdo a atividade antimicrobiana de alguns 6leos essenciais por um maior
periodo de tempo (HILL et al., 2013).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis de baixo peso
molecular e insoliveis em agua (DIMA; DIMA, 2015), considerados instaveis e
facilmente degradados por oxidacédo, volatilizacdo, aquecimento e presenca de luz
se nao estiverem protegidos de fatores externos (EL ASBAHANI et al., 2015). Oleos
essenciais sdo obtidos a partir de diferentes técnicas de extracdo, tais como a
destilacdo (incluindo a destilacdo por arraste & vapor), prensagem a frio e
maceracio (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

As frutas citricas, tais como a laranja, o limdo, a lima e as tangerinas séo
consideradas produtos basicos, sendo o Brasil o principal pais produtor
(BUSTAMANTE et al., 2016). Oleos essenciais extraidos a partir destas frutas
citricas apresentam em sua composicdo uma grande variedade de compostos,
destes 85-99% sdo compostos volateis, e 0os 1-15% restantes sdo compostos ndo

volateis. Os compostos volateis sdo misturas de monoterpenos, sesquiterpenos e
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sesquiterpendides como aldeidos, cetonas, acidos, &lcoois e ésteres (RUIZ,
FLOTATS, 2014; FAN et al., 2015).

Os oOleos essenciais de citros sdo amplamente utilizados em alimentos devido
as suas mais diversas aplicacdes, tais como, em bebidas, sorvetes e em produtos
de panificacdo, além de serem utilizados em industrias farmacéuticas devido ao seu
efeito anti-inflamatério e antibacteriano (BOUKROUFA et al., 2015; ALPARSLAN et
al., 2016).

O dleo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é constituido por
aproximadamente 98% de R-limoneno sendo os 2% restantes referentes a uma
mistura de outros terpenos e aldeidos alifaticos. Devido a sua natureza insaturada, o
O0leo essencial de laranja € considerado quimicamente instavel, podendo ser
facilmente oxidado na presenca de luz, ar ou umidade (GALVAO et al., 2015). Diante
disto, ttm se buscado alternativas para garantir a estabilidade e prote¢do do 6leo
essencial de laranja. De acordo com Dima; Dima (2015), uma maneira de proteger
0s Oleos essenciais durante o processamento, armazenamento e transporte € a
encapsulacdo. Sendo assim, uma alternativa promissora € o uso de ciclodextrinas
como agentes encapsulantes e formadores de complexos de inclusdo com O6leos

essenciais.

2.5 Encapsulacao

A tecnologia de encapsulacdo tem recebido consideravel interesse na area de
alimentos devido aos seus varios campos de aplicacfes. A encapsulacdo pode ser
definida como um processo para aprisionar uma substancia (agente ativo) dentro de
outra substancia (material transportador) formando particulas ou cipsulas em escala
micrométrica ou nanométrica. A substancia encapsulada (agente ativo) também é
designada como nucleo, preenchimento ou fase interna, enquanto os materiais de
revestimento (material transportador) sdo conhecidos como material de parede,
membrana, capsula, casca ou matriz (NEDOVIC et al., 2011; DEVI et al., 2017).

A encapsulacdo possibilita que os agentes ativos sejam protegidos de varias
condic¢des drasticas, tais como luz, cisalhamento, oxigénio, umidade, calor ou outras
condi¢cdes extremas, aumentando assim a sua estabilidade e mantendo a sua
viabilidade (DEVI et al.,, 2017). A encapsulagdo possibilita ainda a liberacéo
controlada do agente ativo durante periodos prolongados e sob condigbes

determinadas, contribui para o revestimento de sabores indesejaveis, a formacéo de
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particulas solidas, reducdo da perda de evaporacdo ou volatilidade, aumento da
barreira de reatividade para compostos bioativos e melhoria da estabilidade fisica e
biologica e vida atil de compostos bioativos (SHISHIR et al., 2018). Esta tecnologia
tem sido amplamente utilizada em industrias de alimentos com a finalidade de
encapsular aromas e sabores (TALEGAONKAR et al., 2016).

Microencapsulacdo e nanoencapsulacdo sao as duas formas principais da
tecnologia de encapsulacdo, em que ambas tém a funcdo de melhorar a
funcionalidade do produto. As técnicas de microencapsulacdo e nanoencapsulacao
podem produzir microcapsulas (1 a 1000 pum), submicron-capsulas (varias centenas
de nandmetros a menos de 1 pum) e nanocapsulas (1 a vérias centenas de
nandmetros) (RODRIGUEZ et al., 2016).

No processo de encapsulacéo, o primeiro passo € saber o tipo de sistema mais
adequado para o composto ativo. Portanto, sdo necessarias algumas escolhas
importantes, a primeira € a selecdo de materiais encapsulantes adequados para o
preparo do sistema encapsulado e a outra, € a técnica utilizada para a
encapsulacdo. Materiais encapsulados devem ser reconhecidos como materiais
“geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS). Outro fator importante €
considerar a funcionalidade que se deseja com a encapsulacdo, as concentragdes
adequadas, o mecanismo de liberacdo e o requisito de estabilidade (SHISHIR et al.,
2018).

Os compostos aromaticos sdo considerados sistemas muito complexos e
existem muitas variaveis que afetam a sua estabilidade (FATHI et al., 2014).
Portanto, encapsular compostos volateis antes de incorpora-los em alimentos ou
bebidas é uma interessante alternativa para evitar perdas de aroma durante o
processamento e minimizar as reacdes de degradacao (VOS et al., 2010). Nesse
sentido, a encapsulacdo é uma técnica que além de aumentar a estabilidade de
Oleos essenciais, aumenta sua solubilidade, diminuindo a necessidade de uso de
surfactantes e aumentando a possibilidade de uso dos 6leos essenciais como
aditivos alimentares (OSORIO-TOBON et al., 2016).

Segundo El Asbahani et al. (2015) e Ribeiro-Santos et al. (2017), uma parte
significativa da literatura trata da encapsulacdo de Oleos essenciais como sendo
capsulas de tamanho micro ou nanométrico utilizadas com o intuito de protege-los

contra fatores ambientais, tais como: oxigénio, luz, umidade, pH e altas
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temperaturas, além de conferir protecdo aos seus compostos bioativos, mantendo
assim suas propriedades, sejam elas antioxidantes, antimicrobianas, entre outras.

Dentre as técnicas utilizadas para a encapsulacdo, destaca-se a emulsificacao,
coacervacao, extrusdo, gelificacdo ibnica, inclusdo molecular, precipitacao,
liofilizacdo, atomizacgdo, lipossomas dentre outras (RADUNZ et al., 2018). Além
destas técnicas, tém se destacado a técnica de electrospraying, um método de
encapsulacdo que utiliza forcas elétricas, podendo ser obtidas capsulas de tamanho
nanometrico. A principal vantagem desta técnica € a sua elevada eficiéncia de
encapsulacdo e possibilidade de producdo em uma Unica etapa. A formacdo de
nanocapsulas depende de diversos fatores, tais como, da massa molecular
polimérica, da evaporacdo do solvente, do fluxo e da tensdo aplicada
(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

No processo de electrospraying a aplicacdo de uma alta tensédo elétrica a
solucdo polimérica produz um jato carregado eletricamente, que pode ser dividido
em goticulas, resultando em particulas de diferentes tamanhos e formas, coletadas
pelo alvo ligado ao outro eletrodo (Figura 7) (ZAMANI et al., 2013).
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Figura 7. Representacdo esquematica do processo de electrospraying.

Fonte: Adapatado de Bhushani e Anandharamakrishnan (2014).

Outro fator que exerce influéncia na eficiéncia de encapsulacdo € o material de
parede a ser utilizado. Embora um unico polimero possa ser usado para
encapsulacdo, nem sempre um Unico agente encapsulante possui todas as

propriedades de um material de parede ideal, assim, recomenda-se uma
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combinacdo de polimeros (RUTZ et al.,, 2016). Dentre os materiais de parede
utilizados, destacam-se as ciclodextrinas, com potencial aplicagdo para
encapsulacdo de compostos de sabor e aroma, proporcionando estabilidade a
oxidacdo e as perdas por evaporacao destes compostos (TALEGAONKAR et al.,
2016).

O aumento exponencial das publicacbes relacionadas a utlizacdo de
ciclodextrinas como material de parede para encapsulacdo de aromas (Figura 8) e
sua aplicacdo em alimentos revela o grande potencial desta tecnologia, que tem
como principais vantagens a diminui¢cdo da volatilidade, o aumento da estabilidade e
seu potencial mecanismo de liberagéo controlada (FENYVESI; SZENTE, 2016).
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Figura 8. Numero acumulado de artigos cientificos utilizando ciclodextrinas como
material de parede para encapsulacdo de aromas e sabores.
Fonte: Fenyvesi e Szente (2016).

A encapsulacdo adequada das moléculas ativas depende da sensibilidade
desta (estabilidade térmica) e da natureza (solubilidade em O6leo e agua) dos
componentes ativos. A liberacdo do componente ativo pode ser controlada por
Varios processos, tais como: processo mecanico, variagdes de pH (condigbes acidas
estomacais, neutras intestinais), acées enzimaticas ou ainda por outros estimulos
externos (DEVI et al., 2017). Segundo Kfoury et al. (2016), a liberacdo de moléculas
ativas encapsuladas em ciclodextrinas é principalmente influenciada por fatores
ambientais especificos, como temperatura e umidade relativa (UR), sendo o “gatilho”
da liberacéo ativado em temperaturas acima de 100°C e umidades relativas acima
de 75%.
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2.6 Materiais encapsulados em alimentos

Materiais encapsulados sdo aplicados em alimentos visando principalmente o
fornecimento de suplementos, alteracées na solubilidade, sabor, textura e cor, além
de fornecer compostos com propriedades antioxidantes e antimicrobianos. Existem
varios processos de encapsulacdo patenteados por industrias para uso em
alimentos. No entanto, apenas alguns estudos relacionados a aplicacdo de
compostos encapsulados em alimentos foram relatados, como por exemplo,
aplicacdo de microcpsulas contendo licopeno em bolo, 6leo de linhaca em péao,
curcumina em sorvete e iogurte e pigmentos de pimentdo vermelho em iogurte
(RUTZ et al., 2016).

Segundo He e Hwang (2016), as principais aplicacbes de materiais
encapsulados em alimentos s&o: na prote¢cdo contra deterioracdo microbioldgica,
através de agentes antimicrobianos e aumento da biodisponibilidade de compostos
bioativos; no aperfeicoamento das propriedades fisicas dos alimentos, através do
uso de aditivos de cor, antiaglomerantes entre outros; em embalagens ativas e
inteligentes; na encapsulacdo de sabores e aromas e compostos bioativos e na
seguranca alimentar. Na area de embalagens, a encapsulacédo apresenta aplicacdes
tais como, aumentar a vida utii do produto através do desenvolvimento de
embalagens ativas com propriedades antimicrobianas, que reduzem a carga
microbiana superficial no alimento (HANDFORD et al., 2014).

No processamento de alimentos, a encapsulacdo auxilia no desenvolvimento
de novos produtos, onde o0 uso de ingredientes alimentares encapsulados oferece
melhorias em propriedades de consisténcia, sabor e textura (CUSHEN et al., 2012).
Nesse contexto, uma possivel aplicacdo de materiais encapsulados em alimentos é
a encapsulacdo de 6leos essenciais e sua aplicacdo como aditivos alimentares em
bolos, visando conferir a melhoria das suas propriedades fisicas e sensoriais e
estabilidade durante a vida util, além de melhorar a solubilidade em &gua, a
estabilidade térmica e a biodisponibilidade dos compostos encapsulados
(EZHILARASI et al., 2013).

2.7 Materiais encapsulados em panificagéo
A adicdo de materiais especificos encapsulados em formulagbes alimenticias

pode surgir como uma maneira de superar algumas guestdes de processamento, a
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fim de obter vantagens tecnoldgicas e/ou nutricionais. Este tema € particularmente
importante em produtos de panificagdo, visto que a panificacdo é um processo
complexo onde ocorre uma série de reagcfes quimicas, principalmente no momento
do forneamento. Contudo, o uso de ingredientes encapsulados na panificacdo se
concentra basicamente na encapsulacdo de ingredientes como: 6mega-3, acidos
graxos poliinsaturados (PUFAs), cloreto de soédio, curcumina e probibticos
(VITAGLIONE et al., 2015).

Um desafio na area de panificacdo € o uso de compostos bioativos, uma vez
que estes possuem estabilidade limitada. Nesse sentido, a encapsulagao destes
compostos pode permitir seu uso em alimentos altamente processados
termicamente e no desenvolvimento de produtos funcionais de panificacdo (MALMO
et al., 2013). No entanto, nem todas as capsulas apresentam resisténcia ao
processamento térmico, assim, o uso de ingredientes encapsulados em produtos de
panificacdo ainda é um desafio tecnoldgico, uma vez que as condi¢cdes de
temperatura e presséo ocasionadas pelo forneamento podem causar rompimento do
revestimento tornando as capsulas ndo mais adequadas aos objetivos pretendidos
(VITAGLIONE et al., 2015). Nesse sentido, buscam-se estratégias de encapsulacao
gue oferecam alternativas para favorecer a liberagdo controlada de moléculas que
contribuam para o aroma, além da formacdo de compostos antioxidantes e/ou
antimicrobianos.

Embora esteja amplamente difundido o uso de Oleos essenciais como
conservantes e aromatizantes naturais em alimentos, ainda existem poucos relatos
na literatura sobre o uso de 6leos essenciais, encapsulados ou ndo, em produtos de
panificacao.

Gongalves et al. (2017) encapsularam 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris) pelo método de coacervacdo complexa e verificaram sua atividade contra
microrganismos patogénicos comuns em alimentos, empregando bolo como o
sistema modelo para simular a aplicagdo da microparticula em produtos de
panificacdo. As microparticulas aplicadas em amostras de bolos conferiram protecéo
contra a volatilizacdo do 6leo encapsulado e promoveu uma vida util minima de 30
dias sem o uso de conservantes sintéticos.

Debonne et al. (2018) investigaram a atividade antifungica do 6éleo essencial de
tomilho (Thymus zygis) in vitro, para validar a sua atividade antifiungica em péo de

trigo e em massa fermentada frente as cepas de Aspergillus niger e Penicillium
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paneum. Apesar do promissor potencial in vitro do 6leo de tomilho, ndo foi
observada uma extensdo da vida de u(til dos pées. Além disso, propriedades
importantes como volume, cor e sabor dos paes foram negativamente afetadas pelo
Oleo essencial de tomilho. Assim, a fim de permitir uma maior preservacéo do pao e
a manutencao das propriedades tecnoldgicas e sensoriais, uma sugestéo é trabalhar
com 6leos menos aromaticos.

Ju et al. (2018) estudaram o efeito dos Oleos essenciais de canela e cravo
contra o crescimento fungico em bolo de feijao verde e bolo de limdo, avaliando
também os efeitos desses dois Oleos essenciais e seus métodos de aplicacdo sobre
a vida util dos produtos em embalagens convencionais e a vacuo, atraves de teste
de armazenamento acelerado. A avaliacdo sensorial mostrou que a adi¢cao dos Oleos
essenciais ndo apresentou diferenca significativa no cheiro e sabor dos produtos. O
teste de armazenamento acelerado revelou que a adicdo de 6leo essencial de
canela se mostrou mais eficiente no controle fungico, podendo prolongar a vida Uutil
do bolo de feijdo verde e do bolo de limdo em embalagem convencional por 9-10 e
3-4 dias, respectivamente. Nas embalagens a vacuo, o 6leo essencial de canela
prolongou a vida util do bolo de feijdo verde e do bolo de lim&o para mais de 15-16 e
8-9 dias, respectivamente.

Oleos essenciais de citros também tém sido amplamente relatados como
conservantes naturais devido ao seu aroma agradavel e suas propriedades
antimicrobianas (DONSI; FERRARI, 2016; Li et al., 2018). Na literatura encontram-se
diversos relatos sobre o uso destes 6leos essenciais como uma alternativa viavel no
controle do crescimento de Aspergillus flavus e Penicillium verrucosum entre outros
fungos comumente associados a deterioracdo de produtos de panificacdo (SIMAS et
al., 2017). Porém nao ha relatos de sua aplicacdo em produtos de panificacéo.
Nesse sentido, o 6leo essencial de laranja surge como uma alternativa interessante
para o controle do crescimento de Aspergillus spp. e contribuicdo do aroma em

bolos.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar complexos de inclusdo entre (3-
ciclodextrina (B-CD) e 6leo essencial de laranja (OEL) comparando-0s com 0s seus
compostos puros e mistura fisica. As amostras foram avaliadas por composicao
quimica, morfologia, estabilidade térmica e compostos volateis por cromatografia
gasosa de headspace estatica (SH-GC). Comparando-se o 6leo essencial livre e a
mistura fisica com o complexo de inclusdo, foram observadas diferencas na
composicdo quimica, estabilidade térmica e morfologia. Essas diferengcas mostram
que houve a formacédo do complexo de inclusdo e demonstra a necessidade do
método de precipitacdo utilizado para garantir a interagcao entre a 3-CD e o dOleo
essencial. A lenta perda dos compostos volateis do o6leo essencial quando
complexados com B-CD, demonstra sua maior estabilidade quando comparada a
sua mistura fisica e o 6leo essencial de laranja na forma livre. A aplicagdo da B-CD
na formacdo de complexos de inclusdo com OEL pode ampliar as possiveis

aplicacdes em alimentos.

Palavras-chave: B-ciclodextrina, 6leo essencial de laranja, complexo de incluséo,

compostos volateis
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3.1 Introducéao

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos ndo redutores,
compostos por seis (a-ciclodextrina), sete (B-ciclodextrina) ou oito (y-ciclodextrina)
unidades de glicose unidas por ligacdes a-1,4 glicosidicas (KURKOV; LOFTSSON,
2013). As CDs sao obtidas a partir da degradacao enzimética do amido pela enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (ABARCA et al., 2016) que catalisa quatro tipos de
reacoes, hidrolise, transglicosilacdo/ciclizacdo, acoplamento e desproporcao (DURA,;
ROSELL, 2016, ROMAN et al., 2016).

As CDs possuem uma estrutura peculiar, com extremidades essencialmente
hidrofilicas, o que favorece a sua solubilizagdo em agua e outras substancias
polares, enquanto a sua cavidade interior é de carater hidrofébico (ZHU et al., 2014).
Essa caracteristica é responsavel pela formacdo de complexos de inclusdo com
substancias orgéanicas e inorganicas, alterando suas caracteristicas fisicas e
quimicas (SHAO et al., 2014) e favorecendo sua aplicacdo em diferentes areas,
incluindo aquelas relacionadas a alimentos, produtos farmacéuticos, cosméticos,
produtos quimicos, agricultura e biotecnologia (LI et al., 2014; MORIWAKI et al.,
2014).

A formacdo e a estabilidade do complexo de inclusdo dependem da
compatibilidade entre a CDs e a molécula bioativa. Portanto, diferentes tipos de CDs
(a-CD, B-CD e y-CD) podem ter capacidades diferentes para aprisionar uma mesma
molécula e, assim, o tipo de CDs utilizada depende da finalidade a que se destina e
do tipo de molécula que se deseja hospedar (FATHI et al., 2014). Entre as CDs, a -
CD ¢é a mais utilizada, porque a sua cavidade permite hospedar moléculas na faixa
de pesos moleculares da maioria das moléculas normalmente “encapsuladas’,
geralmente com um peso molecular entre 200 e 800 g.mol-1. Outro fator que
favorece sua utilizacdo € a facilidade de producdo, maior estabilidade e menor
solubilidade em agua, facilitando a sua separacdo de outras CDs e reduzindo seu
custo (SANTOS et al., 2015, TAO et al., 2014).

Na area de alimentos, as CDs sdo principalmente aplicadas na formagéo de
complexos de inclusdo em substancias com sensibilidade a altas temperaturas,
como por exemplo, 6leos essenciais. O 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.)
Osbeck) é constituido de uma mistura de terpenos, hidrocarbonetos e oxigenados,
gue devido a sua estrutura insaturada, sdo considerados quimicamente instaveis,

facilmente oxidados na presenca de ar, luz e umidade (GALVAO et al., 2015). A
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formacdo do complexo de inclusdo entre B-CD e 6leo essencial de laranja poderia
aumentar a solubilidade em agua, a estabilidade a luz e a temperatura deste 6leo, o
gue proporcionaria a protecdo contra a oxidacao, e a reducédo de efeitos fisioldgicos
indesejados de sua volatilidade (HILL et al., 2013; KAMIMURA et al., 2014).

Neste contexto, objetivou-se com o estudo produzir complexo de inclusao entre
B-CD e Oleo essencial de laranja. A fim de avaliar a eficiéncia do método de
complexacédo, o complexo de inclusdo foi comparado com o composto puro (B-CD) e
sua mistura fisica (6leo essencial de laranja e B-CD). As amostras foram avaliadas
guanto a sua composi¢ao quimica, térmica, morfolégica, eficiéncia de complexacéo
e a estabilidade dos complexos de inclusdo a partir da analise de volateis pela
técnica de headspace estatico.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Material

As laranjas da variedade Valéncia [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram coletadas
em setembro de 2015 na cidade de Pelotas, Brasil. A B-CD comercial (97% de

pureza) foi adquirida na Sigma-Aldrich (USA).

3.2.2 Extracdo do 6leo essencial de laranja

Para a extracdo do 6leo essencial, inicialmente as cascas foram congeladas,
visando aumentar a superficie de contato, o que resulta em um maior rendimento do
processo. Apdés, 30 g de cascas de laranja congeladas foram trituradas com 300 mL
de agua destilada na proporcdo de (1:10; m/v). A extracdo foi realizada por
hidrodestilacdo utilizando extrator Clevenger, conectado a um baldo de fundo
redondo de 2000 mL, com uma manta de aquecimento como fonte de calor. Apos 3
horas, o 6leo essencial foi recolhido e acondicionado em ultra freezer a -20°C + 2 em

frascos de vidro ambar selados com parafilme até ao momento das analises.

3.2.3 Caracterizacao do Oleo essencial de laranja por cromatografia gasosa

Para a identificagcdo dos componentes, o 6leo essencial de laranja foi analisado
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), utilizando
coluna nao capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O gas de arraste utilizado foi hélio,
sob fluxo de 1,2 mL.min™. A temperatura foi mantida a 60°C durante 2 min e depois

gradualmente aumentada 4°C. min™ até atingir 220°C, o tempo total de corrida foi de
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41 min. Os espectros de massa foram registados na faixa de 30 a 450 m/ z e o
volume injetado foi de 0,1 pL. Os componentes individuais foram identificados
comparando com seus respectivos espectros de massa e com a biblioteca interna. A

composicao percentual foi obtida a partir da integral dos picos.

3.2.4 Preparo do complexo de inclusédo e da mistura fisica

O complexo de inclusdo entre 6leo essencial de laranja (OEQ) e B-ciclodextrina
(B-CD) foi preparado pelo método de precipitacdo, de acordo com a metodologia
descrita por Bhandari et al. (2010) com algumas modifica¢des. Dissolveu-se uma
amostra de 2 g de 3-CD em 50 mL de agua destilada mantida a 35°C em placa de
aguecimento e adicionou-se lentamente 1,5 g de 6leo essencial a solucdo quente. A
mistura foi continuamente agitada e mantida a 35°C durante 3 h. Quando a
temperatura diminui espontaneamente para a temperatura ambiente, a solucéo
permaneceu durante a noite sob refrigeragdo a 5°C. Recuperou-se o material
precipitado por filtracdo sob vacuo. O precipitado foi lavado com etanol a 99% e
seco em estufa com circulagcédo forcada de ar a 50°C durante 24 h. O complexo de
inclusédo obtido foi armazenado e refrigerado em frascos selados.

Com o intuito de avaliar a eficacia do método de complexacéo, foi preparada
uma mistura fisica (MF) entre o 6leo essencial de laranja e B-CD na propor¢édo de
1:1 (m/m) utilizando grau e pistilo. Posteriormente, a mistura foi armazenada em

vidros devidamente selados e mantidos sob refrigeracéo (4°C).

3.2.5 Caracterizacdo do complexo de inclusdo e da mistura fisica
3.2.5.1 Morfologia

As morfologias da B-CD comercial, do complexo de inclusdo de 3-CD-OEL e da
mistura fisica foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura utilizando uma

voltagem de aceleragdo de 10 kV e uma ampliagdo de 2000x.

3.2.5.2 Propriedades térmicas
3.2.5.2.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A analise térmica das amostras foi realizada utilizando calorimetro diferencial
de varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japao) utilizando aproximadamente

3 mg da amostra em cadinhos de aluminio sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
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mL/min) e taxa de aquecimento de 10°C/min, em uma faixa de temperatura de 30-
300°C.

3.2.5.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A estabilidade térmica das amostras foi avaliada utilizando um analisador
termogravimétrico (TGA, TA-60 WS, Shimadzu, Kyoto, Japao). As amostras (+ 5 mg)
foram aquecidas na faixa de temperatura de 30-600°C, a uma taxa de aquecimento

de 10°C/min, sob atmosfera de nitrogénio (50 mL/min).

3.2.5.3 Identificacdo dos grupos funcionais - espectros de infravermelho

Os espectros de infravermelhno das amostras foram obtidos em
espectrofotometro com transformada de Fourier (IR Prestige-21; Shimadzu) na
regido de 4000-400 cm™. Foram preparadas pastilhas a partir da mistura das
amostras com KBr em uma proporgdo de 1:100 (amostra: KBr). Foram recolhidas
100 leituras a uma resolucdo de 4 cm™. As medidas foram coletadas em

absorbancia.

3.2.6 Eficiéncia de complexacéao

A eficiéncia de complexacdo do complexo de inclusdo foi determinada
conforme metodologia descrita por Wen et al. (2016). Pesou-se 20-30 mg do
complexo de inclusdo e misturou-se com agua destilada (20 mL) e acetato de etila
(10 mL) em um bal@o volumétrico de 100 mL. A solucdo foi entdo aquecida em
chapa de aquecimento a 85 °C durante 20 min, com agitagédo intermitente. A fase
organica contendo os compostos volateis foi decantada e a fase aquosa foi extraida
com acetato de etila duas vezes (2 x 5 ml) a 85 °C utilizando o método descrito
acima. A concentracdo de 6leo essencial de laranja em acetato de etila foi
determinada por espectrofotbmetro UV-Visivel (UV-2550, Shimadzu, Japéao)
utilizando uma curva padréo do 6leo essencial de laranja, em concentracfes de 2-8
mg/ml de 6leo essencial de laranja em acetato de etila, seguindo-se a leitura da
absorbancia da solugéo a 292 nm. A eficiéncia de complexacéo (EC) foi calculada
conforme a Equacéo 1.

Encapsulado (g)

EC (%) = x 100 Eq. (1)

Total complexo de inclusio (g)
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3.2.7 Identificacdo e quantificacao de volateis

O complexo de incluséo, a mistura fisica e o 6leo essencial livre foram pesados
e condicionados em frascos de vidro de 20 mL para a andlise do headspace estético
segundo Kfoury et al. (2015a), com algumas modificacbes. Os frascos foram
vedados por meio de um septo de silicone/PTFE e submetidos ao banho-maria
termostatizado a uma temperatura de 30 = 0,1 °C. ApGs o tempo de 30 min
necessarios para o equilibrio entre a amostra e a fase gasosa, a amostragem foi
conduzida manualmente usando uma seringa gas-tight (SGE, Australia). O volume
do headspace amostrado foi de 1 mL e injetado diretamente na porta de injecéo do
cromatdgrafo a uma temperatura de 250 °C no modo split de raz&do 1:20. Todas as
injecdes foram realizadas em um cromatégrafo a gas Varian Star 3400CX (CA, EUA)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (GC-FID). Os compostos foram
separados numa coluna capilar apolar de silica fundida BPX 5 (25 m x 0,22 mm x
0,25 pym) (SGE, Australia). O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a uma
pressdo constante de 10 psi. A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 40°C
e mantida durante 0,5 min. Em seguida, um gradiente de temperatura foi iniciado
subindo a 4 °C min™ até 80°C, seguido por um aumento a 10 °C.min™* até 230°C e
mantida em condi¢des isotérmicas durante 2 min. A temperatura do detector foi
mantida a 250 °C. Uma série de n-alcanos homoélogos foram analisados sob as
mesmas condi¢des cromatograficas para calcular o indice de retencéo linear (LRI). A
guantidade percentual relativa de cada composto identificado foi obtida a partir da
area do pico obtida no FID.

A andlise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatdgrafo gasoso
Shimadzu QP2010 Ultra acoplado a espectrémetro de massas (GC/MS, Shimadzu
Corporation, Japdo). Para estas andlises, foram usadas as mesmas condicfes
cromatograficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gas de arraste. O
detector foi operado no modo de ionizacao por impacto de elétrons com uma energia
de ionizacédo de 70 eV e um intervalo de varredura de massas 35-350 m/z. Os
analitos foram identificados com base na comparacdo com 0s espectros de massas
disponivel na biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST) e por
comparacao dos indices de retencao linear calculados com aqueles disponiveis na

literatura cientifica.
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3.2.8 Estabilidade do complexo de inclusao

A estabilidade do complexo de inclusdo em relacdo ao percentual de retencao
de volateis foi avaliada no dia do preparo dos complexos de incluséo e 7 e 14 dias
apo6s. O porcentual de retencao (r) do OEL pela B-CD foi determinado de acordo
com Kfoury et al. (2015a), com algumas modificacbes, e expressa conforme
Equacéao 2.

Y ACD
> A0

Onde Z AO e = ACD referem-se a soma das areas dos picos de cada componente

r (%) = (1 — 222y x 100 Eq. (2)

do OEL na auséncia e na presenca de (3-CD, respectivamente.
3.3 Resultados e discusséo
3.3.1 Cromatografia gasosa do 6leo essencial de laranja

A andlise de 6leo essencial de laranja por GC-MS permitiu a identificacdo de

100% dos componentes integrados como mostrado na Figura 9.

d-limoneno

- B-mirceno

Figura 9. Perfil cromatografico do 6leo essencial de laranja

Foi possivel identificar sete constituintes, sendo o d-limoneno (95,56%) o
principal componente, seguido de B-mirceno (2,35%), octanal (0,55%), a-pineno
(0,54%), B-linalol (0,45%), ciclohexeno (0,29%) e decanal (0,26%). Estes resultados
foram semelhantes aos encontrados por Galvéao et al. (2015), que caracterizaram o
Oleo essencial de laranja e também identificaram sete compostos, sendo o limoneno
(96,30%) o componente principal, seguido de mirceno (2,11%), a- pireno (0,66%),
incluindo alguns outros componentes em menores concentracbes. Segundo

Hashtjin; Abbasi (2015), os compostos limoneno e mirceno sdo 0s principais
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constituintes do Oleo essencial de laranja, representando 95% e 2%,
respectivamente.

De acordo com Goncalves et al. (2015), os 6leos essenciais de citros sao
caracterizados como misturas de muitos componentes, incluindo terpenos,
sesquiterpenos, aldeidos, &lcoois e ésteres e podem ser descritos como uma
mistura de hidrocarbonetos terpénicos, compostos oxigenados e residuos nao
volateis. Entretanto, fatores como a época de colheita, a forma de cultivo, as
condicbes climaticas, a genética, o método de extracdo, o estresse hidrico, o
periodo e as condi¢bes de armazenamento podem influenciar a composicao quimica
dos Oleos essenciais (DIMA; DIMA, 2015). Calo et al. (2015) identificaram
aproximadamente 400 compostos em 06leos essenciais de citros, e relataram que a
guantidade destes compostos depende principalmente dos métodos de extracdo e

das cultivares de citros.

3.3.2 Caracterizacao do complexo de inclusao e mistura fisica
3.3.2.1 Morfologia

As morfologias da B-CD, do complexo de inclusdo e da mistura fisica séo
mostradas nas Figuras 10a, 10b e 10c, respectivamente.

S I Wi S

Figura 10. Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) da B-CD (a), do complexo de

incluséo (b) e da mistura fisica (c).

A cavidade hidrofobica da 3-CD tem a capacidade de acomodar varios tipos de
moléculas héspedes para formar complexos de inclusdo com morfologias diferentes
(ZHANG et al., 2015). A B-CD pura apresentou tamanho de particula e formato
irregular (Figura 10a). Por outro lado, o complexo de inclusdo, quando comparado a

morfologia da B-CD pura, apresentou alteragbes no tamanho e na forma das
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particulas (Figura 10b) sugerindo uma alteracdo da estrutura, o que pode indicar a
formagdo de um complexo, diferindo também da estrutura observada na mistura
fisica (Figura 10c). Galvao et al. (2015) avaliaram a morfologia de um complexo de
inclusao entre B-CD e 6leo essencial de laranja e também observaram mudancas na
forma e tamanho de particula quando comparado a B-CD pura.

Wen et al. (2016) avaliaram a morfologia do complexo de incluséo de B-CD e
Oleo essencial de canela e relataram que a B-CD apareceu com particulas de
diferentes tamanhos em blocos retangulares, enquanto que a amostra referente ao
complexo de inclusdo apresentava-se sob a forma de cristais em multi-camadas.
Assim, a diferenga de morfologia entre o complexo de incluséo e a 3-CD sugere a

formacédo de um complexo de inclusao.

3.3.2.2 Propriedades térmicas
3.3.2.2.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)
Andlise térmica é amplamente utilizada para a avaliacdo de complexos de

inclusdo. As curvas de DSC de todas as amostras sdo mostradas na Figura 11.

B-CD

B-coyoEL

Fluzo de calor (Wig)

Temgperatura {*C)

Figura 11. Curvas de DSC da B-CD, do complexo de inclusao B-CD/OEL, da mistura

fisica (MF) e do Oleo essencial de laranja (OEL).

A B-CD pura apresentou um unico pico endotérmico a 144,6 °C, que esta
relacionado a perda de agua dentro da cavidade hidrofébica de B-CD (WANG et al.,
2011). O complexo de inclusdo apresentou um pico endotérmico a 159,0°C menos
pronunciado do que a 3 -CD pura (Figura 11). Zhang et al. (2015) encontraram um
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pico de intensidade reduzida no complexo de inclusdao de trans-anetol e -
ciclodextrina e sugeriram que parte da 4gua que estava inicialmente presente na
cavidade da B-CD foi deslocada pelo 6leo, devido a sua maior afinidade pela
cavidade hidrofobica da 3-CD, confirmando a formac&o do complexo.

O pico endotérmico a 234°C observado no termograma de 6leo essencial de
laranja ndo foi detectado nos termogramas do complexo de inclusao (Figura 11), o
gue indica uma maior estabilidade do 6leo essencial complexado quando comparado
com o O6leo essencial livre. Tao et al. (2014) também encontraram um pico
endotérmico de 268°C apenas no 6leo de tomilho, ndo sendo este pico observado
no termograma do complexo de inclusdo. Segundo esses autores, o0 6leo de tomilho
foi protegido na cavidade hidrofébica da B-CD, confirmando a formacdo do complexo
de inclusdo. Além disso, no termograma da mistura fisica foi observado o
aparecimento de dois picos endotérmicos (Figura 11), sugerindo que nao houve uma
boa interagdo entre B-CD e o Oleo essencial de laranja. Isto demonstra a
necessidade do método de precipitacdo para a formacao do complexo de incluséo.

De acordo com Mura (2015), modificacbes na forma e temperatura do pico da
banda de desidratacédo da CD, coincidindo com o desaparecimento do pico de fuséo
da molécula héspede, estdo diretamente relacionadas com a formacdo de
complexos de inclusdo. Além disso, a presenca de dois picos na curva de DSC de
misturas fisicas refere-se a desidratacdo da CD e ao pico de fusdo das moléculas
hospedes.

No termograma do Oleo essencial de laranja livre, foi apresentado um pico a
234 °C, provavelmente relacionado ao d-limoneno, componente principal do 6leo
essencial de laranja, confirmado pela analise de CG-MS (Figura 9). Também foram
encontrados picos de menor intensidade a 82°C e 100°C relacionados com a

volatilizacdo dos demais constituintes do 6Oleo.

3.3.2.2.2 Analise termogravimétrica (TGA)

Os perfis termogravimétricos de B-CD, do complexo de inclusdo, da mistura
fisica e do 6leo essencial estdo ilustrados na Figura 12. A decomposicao térmica da
B-CD ocorreu em dois estagios, um de 60 a 90°C e outro de 324°C a 341°C (Figura
12). O primeiro estagio com uma perda de massa de 9,9% pode ser atribuido a
evaporagao da agua ligada a 3-CD e o segundo a decomposic¢ao térmica da B-CD.
Neste estagio, 73,6% da massa foi perdida. Segundo Mura (2015) e Trotta et al.
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(2000), as curvas de TGA da B-CD séao caracterizadas por duas perdas de massa
distintas: a primeira, ocorrendo a temperaturas proximas de 100°C, devida a
desidratacédo da B-CD, enquanto a segunda etapa ocorre a temperaturas superiores

a 300°C, devido a decomposicao da ciclodextrina.
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Figura 12. Curva da analise termogravimétrica da 3-CD, do complexo de incluséo -

CD/OEL, da mistura fisica (MF) e do 6leo essencial de laranja (OEL).

No termograma do complexo de inclusdo observou-se também dois estagios, o
primeiro atribuido a perda de agua da (3-CD e os segundo a decomposigéo da 3-CD
(Figura 12). O primeiro estagio, referente a evaporagao da agua ligada a B-CD, pode
ser atribuida a redistribuicao e a reducédo de agua contida na cavidade da B-CD. De
acordo com Zhang et al. (2015), a substituicdo das moléculas de 4gua que se ligam
a B-CD por um uma molécula hidrofébica apropriada € a principal "for¢ca motriz" para
a formacgéo de complexos.

Comparando o complexo de inclusdo com a mistura fisica e a B-CD pura, foi
observado que a temperatura inicial de decomposi¢cdo do complexo de incluséo foi
superior a da mistura fisica e da B-CD pura. Esse comportamento sugere que 0O
complexo de inclusdo foi mais termicamente estavel quando comparado as demais
amostras (MENEZES et al., 2012).
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A curva de TGA da mistura fisica apresentou dois estdgios de perda de massa,
o primeiro de 30°C a 150°C, relacionado com a degradac¢do do 6leo e o segundo de
324 a 342°C, atribuido a decomposigéo da B-CD pura.

Devido a sua alta volatilidade, o 6Oleo essencial livre apresentou perda de
massa de 100% na faixa de temperatura de 30-150°C (Figura 12). A mistura fisica
apresentou dois estagios de perda de massa, o primeiro de 30° a 150°C, relacionado
com a degradacéo do 6leo e o segundo de 324 a 342°C, atribuido a decomposicéo
da B-CD pura. No entanto, no termograma do complexo de inclusdo néo foi
observado o estagio referente & decomposicdo do 6leo essencial. Este resultado
sugere que a complexagdo com B-CD aumentou a estabilidade térmica do 6leo
essencial, como observado também em outros estudos (MURA, 2015; ABARCA et
al., 2016).

3.3.2.3 Identificacdo dos grupos funcionais - espectros de infravermelho
A Figura 13 apresenta os espectros de FTIR da B-CD pura, do complexo de

inclusédo, da mistura fisica e do 6leo essencial de laranja.
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Figura 13. Espectros de FTIR da B-CD, do complexo de incluséo (B-CD-OEL), da

mistura fisica (MF) e do Oleo essencial.
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O espectro da B-CD pura apresentou bandas caracteristicas a 3408 cm™ e
2926 cm™ correspondendo a grupos de vibracdo de estiramento O-H e C-H,
respectivamente. As bandas de absorcdo a 1652 cm™, 1153 cm™, 1031 cm™ e 934
cm™ correspondem a ligacdo H-O-H, alongamento de grupos C-O e vibragéo de
alongamento simétrico C-O-C de estiramento de ligagdes a-1,4, respectivamente
(ZHANG et al., 2015; ABARCA et al., 2016; WEN et al., 2016).

No espectro do complexo de inclusdo pode ser observada uma diminuicao
acentuada da banda em 3408 cm™ em relagdo a observada no espectro da B-CD
pura (Figura 13). Além disso, a banda em 1447 cm™, caracteristica do 6leo
essencial, ndo foi observada no espectro do complexo de inclusdo. Resultado
semelhante foi encontrado por Galvao et al. (2015), que avaliaram o complexo de
inclusdo de Oleo essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck e B-CD. Estes autores
observaram uma reducéo da intensidade de algumas bandas caracteristicas de 6leo
essencial e desaparecimento de outras, indicando a interacdo de 6leo essencial
dentro da cavidade de B-CD. AlteracBes nas bandas caracteristicas da molécula
hospede, tais como desaparecimento, alargamento, variacfes na intensidade de
pico séo resultados da restricdo das vibracdes de estiramento da molécula héspede
causada pela inclusdo na cavidade da B-CD (MURA, 2015). De acordo com Oliveira
et al. (2011), a insergdo da molécula héspede na cavidade da B-CD pode causar
uma restricdo conformacional, que consequentemente reduz o movimento das

moléculas encapsuladas, reduzindo a intensidade do sinal.

3.3.3 Eficiéncia de complexacéao

A quantidade de 6leo essencial “inclusa” nos complexos de inclusao foi
mensurada por espectroscopia de UV-visivel e o0s resultados expressos como
eficiéncia de complexacdo (EC%) (mg de Oleo complexado/ g de complexo). A
eficiéncia de complexacédo encontrada para o complexo de inclusdo entre B-CD e
Oleo essencial de laranja foi de 32,70% (32,70 mg de 6leo complexado em 1g de
complexo) (Tabela 1). Este resultado é superior ao encontrado por Wen et al. (2016),
que ao avaliarem o complexo de inclusdo entre B-CD e 6leo essencial de canela,
encontraram uma eficiéncia de complexacdo de 10,8% (10,8 mg de 6leo essencial
de canela complexado em 1g de complexo). Segundo Tao et al., (2014) valores

baixos de eficiéncia de complexacdo podem estar associados a perdas do Oleo
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essencial por volatilizacdo, isto porque durante o processo de formag&do dos

complexos de incluséo, a etapa de secagem € realizada em recipientes abertos.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulacéo (EE) e retencéo de volateis (r) do complexo de
incluséo de CD/OEL.

Tempo de armazenamento

(dias) EE (%)* r(%)*
1as
0 32,70+ 0,02 99,90 + 0,03
7 Nd 98,66 + 0,09
14 Nd 98,61+ 0,11

*Média + desvio padrdo; Nd= ndo determinada.

Por outro lado, Kfoury et al. (2015b) encontraram valores de eficiéncia de
complexacdo considerados altos, variando entre 60 e 80%, utilizando diferentes
relacbes molares entre B-CD e 6leo essencial de manjericdo, 3:1 e 6:1,
respectivamente. No entanto, vale ressaltar que os maiores valores encontrados
para eficiéncia de complexacdo no estudo de Kfoury et al., (2015b) podem ser
justificados ndo sé pelas maiores relagdes molares utilizadas, como também pelo
diferente método utilizado para formacédo dos complexos de inclusao, a liofilizacao.
O método de liofilizacdo para formacdo de complexos de inclusédo € utilizado para
moléculas volateis e termolabeis, visto que a baixa temperatura utilizada minimiza
suas perdas por evaporacdo (DEL VALLE, 2004).

Abarca et al. (2016) avaliaram o complexo de inclusdo B-CD:2N-N, e
encontraram 34,8% e 1,9% de eficiéncia de complexacao, utilizando uma relacdo de
1:0,5 e 1:2, respectivamente. Segundo os autores, as diferencas encontradas para a
eficiéncia de complexacao podem ser atribuidas a estrutura quimica e propriedades
da molécula hospedada, ao tipo de interagao entre a molécula e a B-CD e ao método

utilizado para formacao dos complexos de inclusao.

3.3.4 Identificacdo dos compostos volateis do OEL
A é&rea e a concentracdo dos compostos volateis em relagdo a area total dos
picos, do 6leo essencial livre, da mistura fisica e do complexo de inclusdo, sdo

mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Area dos picos e concentracdo (%) dos compostos volateis do 6leo
essencial de laranja (OEL) mistura fisica (MFOEL) e complexo de inclusdo (B-CD-
OEL).

Area
Composto
OEL MFOEL B-CD-OEL
4-thujene 1,99+0,02 0,73+0,01 Nd
B-mirceno 14,45+0,39 3,73%0,05 Nd
cis-Ocimeno 3,40+ 0,07 0,92+0,01 Nd
Limoneno 680,67+16,29 150,72+2,30 0,17+0,00
B-linalol 2,81+0,15 2,39+0,03 Nd
Total 708,40£16,97 160,75+2,40 0,17+0,00
Concentracéo (%)® 100 22,70 0,02
%Concentragdo dos compostos volateis (%) em relagdo a area do total dos picos. Nd= nido
detectado

O perfil cromatografico do 6leo essencial livre, da sua mistura fisica e do seu
complexo de inclusdo mostrou diferencas qualitativas e quantitativas; isto porque
cada constituinte do 6leo possui habilidade para formar complexo de inclusédo devido
a sua maior ou menor afinidade pela B-CD. Quando as moléculas hospedes
apresentam uma dimensao molecular semelhante, a molécula ou o seu residuo mais
hidrofébico tem a maior afinidade pela cavidade da CD (MARQUES, 2010), além da
hidrofobicidade da molécula hdspede, a ligacdo entre as CDs e 0s compostos
aromaticos depende da sua acomodacdo geométrica na cavidade da CD (CIOBANU
et al., 2013). O aprisionamento da molécula dentro da cavidade se da por forcas de
ligacdo, como forcas de Van der Waals, interagbes dipolo-dipolo e pontes de
hidrogénio (GUPTA et al., 2016).

A concentracéo relativamente baixa dos compostos no complexo de inclusédo
mostrou a alta estabilidade do complexo de inclusdo, com perda de volatilizacdo de
apenas 0,02% para B-CD-OEL e 22,70% para a mistura fisica (MFOEL).

3.3.5 Estabilidade do complexo
A estabilidade do complexo de inclusado durante 0,7 e 14 dias foi determinada
pela retencado do OEL na B-CD e quantificado comparando-se a soma das areas dos

picos cromatograficos dos componentes do O6leo essencial na presenca e na
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auséncia da B-CD. Os valores de retencdo sao apresentados na Tabela 1. Os
valores de retencdo mostraram que o OEL foi eficientemente retido na cavidade da
B-CD, devido a encapsulacdo da molécula hospede na formacdo do complexo de
inclusdo. Isso refletiu na reducdo da pressdo de vapor e volatiidade do oleo
essencial devido a sua inclusdo na cavidade da 3-CD (KFOURY et al., 2015).

Segundo Ho et al. (2011), a liberagdo das moléculas hospedes de complexos
de inclusdo podem ser influenciados por fatores como temperatura e umidade
relativa. Kfoury et al. (2016) avaliaram o efeito do método de preparo, da
temperatura e umidade relativa na liberacdo de aroma de complexo de incluséao
entre B-ciclodextrina e anetol e mostraram em seu estudo que um aumento na
temperatura (acima de 100°C) e na umidade do ambiente (acima de 75% UR) é
capaz de “abrir’ a estrutura da ciclodextrina e acelerar a liberacdo dos compostos
volateis.

Os resultados deste estudo sugerem que a formacéo de complexos de inclusao
com ciclodextrinas representa uma alternativa de encapsulacao eficiente e estavel,
devido a capacidade da B-CD em reter eficientemente os Oleos essenciais,
protegendo-os da evaporagdo, mesmo 14 dias apos a sua elaboragdo. O 3-CD-OEL
apresentou perda volatil de 1,29% apds 14 dias desde que foram produzidos. O
desempenho das CDs depende da complementaridade geométrica (tamanho e
forma) entre sua cavidade e a molécula hospede (KFOURY et al., 2015a).

Segundo Marques (2010), em geral, quanto menor a molécula héspede, mais
facil a complexacdo, desde que ocorram interacdes entre ela e a cavidade
hospedeira. Por outro lado, moléculas grandes sdo dependentes da presenca de um
grupo ou anel capaz de serem introduzidas na cavidade, caso contrario, apenas
algumas partes lipofilicas da molécula sdo capazes de se encaixar na cavidade
lipofilica da CD e ndo a molécula inteira.

Decock et al. (2008) estudaram a modelagem molecular para 2 compostos com
hidrofobicidade semelhante, mas de diferentes familias quimicas, limoneno e metil-
heptina carbonato. Eles observaram o espacgo vazio fraco entre a cavidade da 3-CD
e o limoneno sugerindo que esta CD € mais adequada para acomodar tal molécula,
comparada com a a-CD e y-CD. Em relagdo aos tamanhos de cavidades, carbonato
de heptina formetil, uma molécula linear, o espaco € maior do que o limoneno. Neste

caso, 0 a-CD é mais adequado devido ao seu menor tamanho de cavidade.
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Ciobanu et al. (2013) estudaram a liberacdo controlada de compostos
aromaticos do 6leo essencial de Mentha piperita complexados por ciclodextrinas. A
B-CD apresentou alta retencdo para todos os compostos aromaticos estudados.
Estes resultados sugerem que a inclusdo na cavidade da B-CD protege os

compostos contra a evaporagédo do aroma.

3.4 Concluséao

Na comparagao da B-CD pura, do 6leo essencial livre e da mistura fisica com o
complexo de inclusdo, foi observado que ocorreram diferencas na composicéo
quimica, na estabilidade térmica e na morfologia das mesmas. Estes resultados
sugerem a formacdo do complexo de inclusdo, e evidenciam a necessidade do
método de precipitacao utilizado para garantir a interagcao entre a -CD e o dleo

essencial de laranja.
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Resumo

Ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos produzidos por modificacdo enzimatica de
amido, capazes de formar complexos de inclusdo a fim de melhorar a solubilidade
em agua e a estabilidade térmica de moléculas hidrofébicas e volateis. O objetivo
deste estudo foi produzir a, B, and y-CDs de amidos de trigo germinado e né&o
germinado. Além disso, avaliou-se a estabilidade térmica do complexo de inclusao
entre as CDs produzidos a partir de amido de trigo germinado e Oleo essencial de
laranja. O teor e o rendimento de a, B e y-CDs produzidas a partir de amido de trigo
germinado e nao germinado em diferentes concentracdes de amido foram avaliados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e estas CDs foram utilizados para a
formacdo de um complexo de inclusdo com 6leo essencial de laranja (CDs/OEL). A
germinacdo aumentou a atividade enzimatica de todas as amostras, bem como o
rendimento de CDs. O complexo de inclusdo formado entre CDs/OEL melhorou
significativamente a estabilidade térmica do 6leo essencial de laranja, promovendo

sua protecédo em altas temperaturas.

Palavras-chave: amido de trigo, germinacéo, ciclodextrinas, complexo de incluséao,

estabilidade térmica.
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4.1 Introducao

A germinacdo do trigo no campo, conhecida como germinacao na espiga, € um
processo natural que ocorre devido ao excesso de chuvas, se desencadeando
especialmente proximo ao momento da colheita e resultando em menor rendimento
e baixa qualidade do gréo, além de prejuizos na extracdo e qualidade tecnologica da
farinha, diminuindo assim, seu valor econémico (BROWN et al., 2018). Durante este
processo ha degradacdo de reservas, causada principalmente pelo aumento da
atividade enzimatica amilolitica, como a-amilase, [-amilase, enzima de
desramificantes e a-glicosidase, que atuam sobre o amido, convertendo-o em
acucares como maltose e glicose, e também dextrinas e oligossacarideos, como
resultado da clivagem das cadeias de amilose e amilopectina (MCKIE; MCCLEARY,
2015). A atividade amilolitica promovida pela germinacdo pode influenciar a
producdo de ciclodextrinas, visto que durante esse processo parte do amido é
clivado, facilitando a producéo das ciclodextrinas.

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos ndo redutores que
consistem em unidades de D-glicose unidas por ligagbes a-1,4. Existem trés
principais e mais comuns ciclodextrinas, que sao aquelas compostas por seis, sete e
oito unidades de glicose, denominadas a, B e y-ciclodextrinas, respectivamente
(MATENCIO et al.,, 2017). Estes oligossacarideos sao produzidos a partir da
hidrolise enzimatica (CELEBIOGLU; UYAR, 2013), catalisada pela enzima
ciclodextrina glicosiltransferase (DURA; ROSELL, 2016), sendo o amido o principal
substrato (MATHEW; ADLERCREUTZ, 2013).

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é uma endoenzima, da familia das
a-amilases, que catalisa quatro tipos de reacfes através da clivagem das ligacGes
glicosidicas a-1,4. Esta enzima apresenta menor atividade nas reacdes de hidrolise,
catalisando principalmente trés reacdes de transglicosilagdo: ciclizagao,
acoplamento e desproporcdo (DURA; ROSELL, 2016).

As ciclodextrinas apresentam formato tipo “cone truncado”, com a cavidade
interna essencialmente hidrofdbica, permitindo a formacao de complexos de inclusédo
com substancias hospedeiras hidrofobicas, enquanto a superficie externa possui
carater hidrofilico (DUCHENE; BOCHOT, 2016) o que as tornam solGveis em agua e
outras substancias polares (HUNDRE et al., 2015). Além disso, a formacdo de
complexo de inclusdo com substancias organicas e inorganicas aumenta sua

estabilidade a luz e temperatura, fornece protecao contra a oxidacdo, mascara ou
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reduz efeitos fisioldgicos indesejados e reduz sua volatilidade (SANTOS et al.,
2015).

As caracteristicas das ciclodextrinas podem variar de acordo com a
concentracdo e fonte de amido, concentracdo de enzima, tempo de reacéo,
temperatura e pH (LI et al., 2014). Vérios autores estudaram diferentes fontes de
amido para a producdo de ciclodextrinas (IBRAHIM et al., 2011; SCHOFFER et al.,
2017). No entanto, ndo foram encontrados relatos na literatura utilizando o amido de
trigo germinado na producéo de ciclodextrinas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi produzir ciclodextrinas a partir
de amidos de trigo germinado e ndo germinado e quantificA-las em a, B e y-
ciclodextrinas. Além disso, estudou-se a composi¢ao quimica, atividade amilolitica e
alfa-amilase dos amidos de trigo (germinado e ndo germinado) e a estabilidade
térmica do complexo de inclusdo entre ciclodextrinas produzidas a partir de amido

de trigo germinado e Gleo essencial de laranja.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Material

Foram utilizados graos de trigo da cultivar BRS Marcante, das safras de 2013 e
2014, onde a safra de 2014 corresponde ao trigo que germinou naturalmente no
campo. Os graos de trigo foram cedidos pela Embrapa Trigo-Passo Fundo/RS. A
enzima CGTase (Toruzyme ® 3.0 L) foi gentilmente cedida pela Novozymes A/S
(Dinamarca). O amido soluvel P.A foi adquirido da Synth (Brasil). A B-CD comercial
(97% de pureza) foi adquirida da Sigma- Aldrich (USA). O 6leo essencial de laranja
foi extraido por hidrodestilacdo das cascas de laranja da variedade Valéncia [Citrus
sinensis (L.) Osbeck] coletadas na cidade de Pelotas, em setembro de 2015.

4.2.2 Moagem dos graos

Os graos de trigo foram acondicionados a 15% de umidade com agua destilada
durante 24 h, depois moidos em moinho de cilindros experimental (Chopin, Moulin
CD1, Franga), de acordo com o método 26-10.02 da American Association of Cereal
Chemistry (AACCI, 2010).
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4.2.3 Extracdo do amido de trigo

O amido de trigo foi extraido conforme o processo sugerido por Knight; Olson
(1984). Uma mistura de farinha de trigo e agua foi preparada em uma proporcéo de
2:1 (p:v). A massa formada foi lavada com agua até completa remocdo do amido, e
entdo a mistura de amido e agua foi filtrada em peneira de 200 mesh. O filtrado foi
centrifugado a 3500 rpm, durante 20 min. Apés a centrifugagdo, a camada escura na
parte superior do material precipitado foi removida e o restante do decantado foi
ressuspenso em agua destilada e centrifugado novamente. O processo foi repetido
por trés vezes. O amido foi seco em estufa com circulagéo de ar a 40 °C por 16 h até
aproximadamente 12% de umidade, para analises posteriores.

4.2.4 Composigdo quimica do amido de trigo

Os teores de umidade, cinzas, lipidios e proteina bruta foram determinados de
acordo com os métodos AACC International numeros 44-15.02, 08-12.01, 30-25.01 e
46-13.01, respectivamente, AACC (2010).

4.2.5 Determinacao da atividade amilolitica e alfa-amilase dos gréos e amidos de
trigo

A determinacdo da atividade amilolitica e da enzima alfa-amilase foi
determinada nos graos de trigo moidos (germinado e ndo germinado) e nos amidos,
seguindo a metodologia descrita por Saman et al. (2008). A extracdo da enzima foi
realizada pela suspensédo de 1 g de amostra em 10 mL de solugdo de cloreto de
calcio 0,2%, mistura em vortex por 1 min e centrifugacéo a 1008 x g por 10 min. O
sobrenadante foi utilizado para medir a atividade enzimatica (extrato enzimatico).

A atividade amilolitica foi determinada pela incubacdo de 0,5 mL do extrato
enzimatico em substrato composto de solucdo de amido solavel 1% em tampéao
acetato 0,05 mol.L™ . As amostras foram incubadas a 60°C por 5 min e 0 aumento
dos acucares redutores foi avaliado. Uma unidade de atividade amilolitica (U) é
considerada como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de
maltose por minuto.

A atividade da enzima alfa-amilase seguiu 0 mesmo procedimento da atividade
amilolitica com modificacfes na temperatura e tempo de incubacdo. A mistura do
extrato enzimético e substrato foram incubados a 70°C por 15 min para inativar as

enzimas B-amilase e a-glucosidase. Uma unidade de atividade da a-amilase (U) é
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considerada como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de maltose

por minuto.

4.2.6 Producédo das CDs dos amidos de trigo

As CDs foram produzidas de acordo com a metodologia proposta por Alves-
Prado et al. (2008), com algumas modificagbes. Os amidos de trigo (germinado e
nao germinado) (1% p/v) foram preparados em tampao acetato, 100 mM, pH 5,5, e
gelatinizadas em banho-maria (esta concentracdo foi previamente determinada
através de testes preliminares), 1,5% (v/v) de enzima CGTase (também definida em
testes preliminares) foi adicionada em 100 mL de cada substrato gelatinizado, e
estes entdo permaneceram em banho-maria digestor (Velp Scientifica) a 55°C sob
agitacdo a 120 ciclos por minuto por 24 h. Ao final da reacdo a suspensao foi
mantida a 90°C por 10 min para inativacdo da enzima, sendo apOs centrifugada,
coletando-se o sobrenadante, que foi armazenado a 4°C em frascos hermeticamente

fechados, para anélises posteriores.

4.2.7 Determinacdo cromatografica das CDs produzidas

A concentragao de a-CD, B-CD e y-CD produzidas na modificacdo enzimatica
do amido foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
utilizando cromatoégrafo liquido equipado com detector de indice de refracdo IR-CG
410, coluna amino propilsilano SGE com tamanho de particula 5 mm, comprimento
25 cm e diametro interno 4,6 mm. A fase movel utilizada foi acetonitrila e agua (65:
35) a um fluxo de 0,5 mL.min™ & temperatura ambiente (+ 25 °C). Os padrdes e as
amostras foram filtrados em membrana de 0,45 mm. Foram construidas curvas
analiticas para a-CD, B-CD e y-CD com diferentes faixas de concentracdo. Os
resultados da area dos respectivos picos em funcao da concentracdo de CDs foram
ajustados por regressao linear e os limites de quantificacdo e deteccdo foram

calculados.

4.2.8 Determinacado de agucares redutores das CDs produzidas

A determinacdo de acucares redutores foi realizada pelo método de DNS, de
acordo com metodologia descrita por Miller (1959), com algumas modificacdes. Apés
a modificacdo enzimatica do amido, uma aliquota de 200 uL da solugédo de CDs foi

coletada, adicionada 200 uL da solugédo DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico), aquecida
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em banho-maria a 100°C durante 5 min e posterior resfriamento em &agua fria. Apés
foi adicionado 1,6 mL de agua destilada e realizada a leitura em espectrofotdmetro a
540 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acucar redutor

por mL de amostra, através da realizacdo da curva com padréo de glicose.

4.2.9 Preparo do complexo de inclusédo de ciclodextrinas/oleo essencial de laranja
(B-CDs / OEL)

O complexo de incluséo entre as ciclodextrinas produzidas a partir de amido de
trigo germinado e o Oleo essencial de laranja (OEL) foi preparado pelo método
descrito por Yildiz et al. (2018), com algumas modificacdes. Inicialmente, a
guantidade de CD e OEO foram ajustadas na propor¢cao de 1:1 (p/p) (definida por
testes preliminares) e a ciclodextrina (20%, p/v) foi dissolvida em agua, mantida a
35°C, e o Oleo essencial (20%, p/v) foi lentamente adicionado a solugédo. Estas
suspensdes foram agitadas durante a noite a temperatura ambiente. Para minimizar
a perda de Oleo essencial, durante a agitacdo o frasco de vidro foi fechado
hermeticamente. Por fim, a solucéo obtida foi seca em estufa com circulacdo forcada
de ar a 35°C durante 24 h. O complexo de inclusdo obtido foi armazenado sob
refrigeracéo a 4°C em frascos selados.

4.2.10 Propriedades térmicas (TGA/DTA) do complexo de inclusao (8-CDs/OEL)

As temperaturas de decomposicdo e a perda de massa (%) devido a
decomposicdo do complexo de inclusdo, do Oleo essencial de laranja e das
ciclodextrinas produzidas a partir de amido de trigo germinado foram determinadas
usando um analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japéo).
As curvas TGA / DTA foram registradas sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min™") aquecendo as amostras (+ 5 mg) de 30°C a 600°C com uma taxa de
aguecimento de 10°C/min.

4.2.11 Analise estatistica

As analises foram realizadas em triplicatas e o desvio padréo foi reportado,
exceto para a determinacdo cromatografica das CDs produzidas. As medias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significaAncia pela andlise de variancia
(ANOVA). A comparagdo de dois grupos foi realizada pelo teste t a 5% de

significancia.
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4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Rendimento de extracdo e composi¢cdo quimica do amido

Os rendimentos de extracdo e composi¢cdes quimicas dos amidos de trigo ndo

germinados e germinados sdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimento de extracdo e composicdo quimica do amido de trigo

germinado e ndo germinado.

Parametros (%, b.s)® Germinado N&o germinado
Rendimento de extracao 4583+ 1,35 64,83 £ 1,27
Umidade 8,96 + 0,25™ 8,73+£0,21
Cinzas 0,21 £ 0,00 0,14 + 0,01
Lipideos 0,11 + 0,00 0,10 + 0,00
Proteina bruta (x 5,7) 0,31 +0,02™ 0,33+0,01

% Média de trés repeticdes + desvio padrdo. * ou ns na mesma linha representam significancia e néo
significancia, entre amido de trigo germinado e ndo germinado, respectivamente, pelo teste t com 5%
de probabilidade de erro.

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o rendimento de extracao de
amido foi reduzido apdés a germinacdo. Segundo Pinkaew et al. (2017), a
germinacao pode induzir alteragcdes importantes no amido, inclusive no rendimento
de extracdo. Resultado semelhante também foi relatado para trés cultivares de arroz
(PINKAEW et al., 2016) e foi atribuido a decomposicdo do amido nativo por enzimas
hidroliticas, resultantes da germinagdo. Essas enzimas, incluindo a-amilase, B-
amilase e a-glicosidase, podem degradar granulos de amido e, assim, produzir
maltose, glicose, dextrinas e oligossacarideos (XU et al., 2011).

Segundo Pinkaew et al. (2016), o isolamento do amido envolve a remocao de
proteinas. Assim, um maior rendimento de extracdo de amido & seguido por um
menor teor de proteina. No entanto, embora tenha sido observada uma diferencga
significativa no rendimento do amido, a germinagéo ndo induziu mudangas no teor
de proteina bruta nem no teor de umidade do amido no presente estudo. Xu et al.
(2011) revelaram que o teor de proteina apds a germinacdo esta relacionado ao
peso molecular das proteinas; enquanto que as proteinas de alto peso molecular
sdo, até certo ponto, hidrolisadas durante o estagio inicial de germinacdo, as

proteinas com baixo peso molecular permanecem praticamente as mesmas.
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Na germinacdo, houve um aumento significativo do teor de cinzas. Esse
aumento pode ser devido a hidrélise dos inibidores de nutrientes promovido pela
germinacao, como o acido fitico, levando a liberacao de fosfato e minerais (WANG et
al., 2018). Segundo Kajla, Sharma e Sood (2017), durante a germinacéo cerca de
70% do fosforo € convertido em fosforo livre sollvel pela acdo da fitase, o que
consequentemente aumenta o teor de cinzas.

A germinacdo proporcionou um aumento significativo do conteudo lipidico.
Esse aumento pode estar relacionado aos lipidios livres decorrentes do aumento das
atividades das enzimas lipoliticas durante a germinacdo (BARANZELLI et al., 2018;
SINGH et al., 2017). Além disso, A perda de amido devido a germinacdo leva a
consequente diminuicdo do peso; assim, as porcentagens dos outros componentes

podem ser alteradas como uma propor¢ao do peso total (VAN HUNG et al., 2011).

4.3.2 Atividade amilolitica e alfa-amilase em grdos moidos e amido de trigo

As atividades amilolitica e alfa-amilase em grédos moidos de trigo germinado e
nao germinado foram superiores aos valores encontrados para seus respectivos
amidos (Figura 14).
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Figura 14. Atividade enzimatica (amilolitica e alfa-amilase) dos graos de trigo néao
germinado (TMNG) e germinado (TMG) e dos amidos de trigo ndo germinado
(ATNG) e germinado (ATG).

A maior atividade enzimatica no trigo integral em comparagdo com o amido é

explicada pela acdo de enzimas localizadas abaixo da camada de aleurona e, em
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menor grau, no germe (POMERANZ, 1988). Além disso, durante o processo de
extracdo do amido, as enzimas podem ter sido removidas, 0 que, juntamente com a
solubilidade das proteinas, pode ter contribuido para a menor atividade enzimatica
do amido, em comparac¢do com o grao triturado de trigo.

As atividades amilolitica e alfa-amilase foram maiores nos grados de trigo
moidos germinados e no amido de trigo germinado do que nas amostras nao
germinadas. As amilases enddgenas, que sao sintetizadas na camada de aleurona,
sdo ativadas durante a germinacdo e sdo responsaveis pela degradacdo do
endosperma amildceo (DELCOUR; HOSENEY, 2010). A alfa-amilase constitui
aproximadamente 30% do total de enzimas sintetizadas durante a germinacéo e
desempenha um papel importante na hidrolise do amido, agindo principalmente
como uma enzima de clivagem durante o processo de germinacao (KALITA et al.,
2017).

De Brier et al. (2015) relataram que a alfa-amilase pode persistir em gréos de
trigo maduros e ndo germinados em niveis suficientes para afetar a atividade
enzimatica das farinhas, o que explica a atividade da alfa-amilase em trigo néo
germinado (3,82 U/mL), enquanto o trigo germinado exibiu maior atividade de alfa-
amilase (5,97 U/mL). Em um estudo anterior sobre a germinagéo do trigo, Jin et al.
(2011) relataram valores de atividade da alfa-amilase até 12 vezes maiores apés 5

dias de germinacéao.

4.3.3 Producéo de ciclodextrinas de amido de trigo

A producéao de ciclodextrinas foi diretamente influenciada pela concentragdo de
amido (Tabela 4). A concentracdo de amido induziu mudancas que foram
proporcionais a quantidade de ciclodextrinas produzidas. Quando a concentracéo de
amido mais alta foi utilizada (10%), o numero de y-CDs aumentou, enquanto as
concentragdes de a e B-CDs diminuiram continuamente durante a reacdo. Por outro
lado, os amidos de trigo apresentaram maior taxa de conversao para B-CDs em
menor concentracdo de amido (1%).

A proporgédo de ciclodextrinas é dependente da concentragdo inicial de
substrato e do tempo de reacdo (SCHOFFER et al., 2017). Observacées
semelhantes foram feitas na producao de ciclodextrinas e na taxa de conversao de
diferentes concentracdes de amido de batata (0,5 a 5,0%) (IBRAHIM et al. 2011).
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Esses autores encontraram uma taxa de conversdo mais alta usando uma

concentracéo de 1,5% de amido comparado a uma concentragao de 5,0% de amido.

Tabela 4. Concentracdes de a, B e y-ciclodextrinas e rendimento de conversao de

amidos de trigo ndo germinado e germinado em ciclodextrinas.

Ciclodextrinas

Amido de . Ciclodextrinas (%) Rendimento
. Amido (%)? (mg/mL) )
trigo (%)
a B Y a B Y
Nao 1 0,04 4,42 0,40 1,42 89,06 9,52 48,6
germinado 10 3,02 2,75 6,55 3500 17,60 4,45 12,3
_ 1 0,04 5,00 0,40 1,30 90,25 8,45 54,4
Germinado
10 3,29 3,09 6,52 36,40 18,52 45,12 12,9

2 Concentracéo calculada com relacéo & solucdo tampao (p/v). °= mg ciclodextrina/100 mg amido.

Sakinah et al. (2014) testaram o efeito de diferentes concentracbes de amido
de mandioca e ciclodextrina glicosiltransferase na producédo de ciclodextrinas, e
encontraram concentragdes mais altas de ciclodextrinas quando utilizadas
concentragbes mais baixas de amido. No entanto, o aumento na concentragdo de
amido de tapioca (acima de 8% p/v) ndo resultou em um aumento significativo na
producdo total de ciclodextrina. Isso ocorre porque os locais de ligacdo do amido
ficaram saturados em concentragcdes mais altas de amido, enquanto a concentracéo
de ciclodextrina glicosiltransferase permaneceu constante, resultando em um
rendimento insignificante de ciclodextrina.

Schoffer et al. (2013) estudaram o efeito da concentracdo de substrato na
producao de B-ciclodextrina, com concentra¢cdes de amido soluvel variando de 0,2%
a 10%, e descobriram que o rendimento maximo de conversdo ocorreu em uma
baixa concentracdo de amido (4%). Segundo Rakmai; Cheirsilp (2016), a reducéao na
concentragao de B-ciclodextrina usando uma alta concentracdo de substrato ocorre
porque as reacdes que produzem ciclodextrinas sdo reversiveis e inibidas por uma
alta concentracdo de produto. Além disso, altas concentracbes de amido também
causam um aumento na viscosidade, o que dificulta o acesso das enzimas ao seu
substrato (RAKMAI et al., 2015).

Por outro lado, em estudo anterior de Muria et al. (2011) sobre o efeito da

concentracdo de substrato e temperatura na produgdo de [-ciclodextrina, foi
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observado que o aumento na concentracdo de amido de sago resultou em um
aumento na concentragdo final de [-ciclodextrina em todas as temperaturas
testadas. Isso ocorre porque um aumento na concentragdo do substrato aumenta a
frequéncia de colisdo de enzimas e substratos.

O processo de germinacdo influenciou a produgdo de B-ciclodextrina mais
eficientemente na menor concentracdo de amido (1%) testada. Durante a
germinacao, varias alteracbes no gréo foram observadas, incluindo o aumento de
enzimas amiloliticas ativadas por mecanismos que regulam o processo de
germinacado (MCKIE; MCCLEARY, 2015). A presenca dessas enzimas podemter
contribuido para a diferenca observada na producdo de ciclodextrinas. Tanto nos
amidos de trigo germinados como nos ndo germinados, uma concentracdo de amido
de 10% induziu uma reducédo no teor de B-ciclodextrina € um aumento no teor de y-
ciclodextrina.

Como o processo de germinacao diminui a qualidade tecnoldgica da farinha de
trigo para a producdo de pdo, uma alternativa seria isolar o amido de trigo
germinado para a producado de ciclodextrinas, o que representaria uma maneira de
agregar valor a um produto que de outra forma seria descartado pela industria

alimentar.

4.3.4 Quantificacao de acucares redutores das CDs produzidas

O conteudo de acucares redutores nas ciclodextrinas produzidas a partir do
amido de trigo esta apresentado na Tabela 5.

Embora a CGTase pertenga a familia das a-amilases, esta enzima catalisa
principalmente a cicliza¢do intramolecular (WANG et al., 2013). Assim, o amido era
tradicionalmente submetido a um pré-tratamento usando amilase antes da CGTase.
No entanto, o uso adicional de amilase apresenta varias desvantagens, como a
degradacédo de CDs e um baixo rendimento devido a aceleracdo de outras reacdes
da CGTase por acoplamento (SAKINAH et al., 2009). Nesse contexto, o uso de
amido de trigo previamente hidrolisado por amilases produzidas durante a

germinacao pode surgir como uma alternativa para superar esses problemas.
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Tabela 5. Teor de agucares redutores das CDs produzidas.

Amido® Amido® (%) Acucares redutores (mg/mL)®
ATNG 1 0,39+0,006¢
ATNG 10 0,89+0,003"
ATG 1 0,43+0,013°
ATG 10 0,97+0,0022

% ATNG= amido de trigo ndo germinado; ATG= amido de trigo germinado.

b Concentra¢c6es de amido calculados com relacédo a 100 mL de solugao tampéao;

“ mg glicose / ml de solucéo de ciclodextrina. Cada valor representa a media de trés repeticdes.
Média +desvio padrdo. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferenca
estatisticamente significativa entre si (p<0,05

Como observado na Tabela 5, o processo de germinacdo contribuiu para o
aumento do teor de acUcares redutores, possivelmente devido a presenca de
enzimas a e B-amilase. No processo de germinagéo, as reservas de grédos, como
amido, proteinas e lipidios, sdo metabolizadas durante a degradacdo do
endosperma e a formacdo de enzimas (DELCOUR; HOSENEY, 2010). Segundo
Wang et al. (2013), o tratamento com enzimas amiloliticas pode produzir grandes
quantidades de glicose, o que poderia facilitar a reacdo de acoplamento com as
CDs. Confirmando essa afirmacdo, o amido de trigo germinado apresentou o maior
teor de acUcares redutores e, consequentemente, o maior rendimento de
ciclodextrinas (Tabela 4).

Os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com os resultados
encontrados por Xu et al. (2011) que mostraram uma relacdo inversa entre o
rendimento de extracdo de amido e a reducdo do teor de aglcar, onde a germinacgao
causou uma diminuicdo no teor total de amido, mas um aumento no nivel de
acucares redutores. Isso ocorre porque as amilases produzidas durante a
germinagao clivam as ligagdes glicosidicas a-1,4 no amido e desse modo liberam
produtos como glicose e maltose. Segundo Wang et al., (2013) o tratamento com
enzimas hidrolisantes pode produzir grandes quantidades de glicose, o que poderia
facilitar a reacéo de acoplamento com os CDs, resultando em sua degradacéao.

Saman et al. (2008) relataram um maior teor de agucares redutores durante o
processo de germinacdo, e atribuiram isso a presenca de enzimas hidroliticas.
Segundo Rakmai e Cheirsilp (2016) e Muria et al. (2011), o aumento na quantidade

de acucares redutores pode ser atribuido a hidrolise adicional do amido e da
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ciclodextrina em acuUcares redutores, uma vez que a ciclodextrina glicosiltransferase
também catalisa a hidrolise do amido.

4.3.5 Andlise térmica (TGA/DTA) do complexo de inclusao (CDs/OEL)

A estabilidade térmica do complexo de inclusdo, do OEL e das ciclodextrinas

produzidas a partir do amido de trigo germinada foi determinada usando curvas
TGA/DTA (Figura 15).
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Figura 15. Termogramas TGA (a) e DTA (b) do complexo de inclusdo, OEL e

As temperaturas inicial e final de decomposicdo das CDs foram de 252,9 e
321,0 °C, respectivamente, com 47,4% de perda de peso. Na curva DTG foi
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observada apenas em um estagio de decomposi¢cdo térmica, onde ocorreu a
principal degradacdo das moléculas de CDs. O 6leo essencial de laranja iniciou sua
decomposicdo a 31,9 °C e sua decomposi¢cdo completa ocorreu em torno de 135 °C,
com uma reducéo de massa de 94,7%, indicando sua natureza altamente volatil. Por
outro lado, os termogramas do complexo de inclusdo apresentaram dois estagios de
decomposicao térmica. A primeira etapa com uma perda de massa de 48,0% pode
ser atribuida a degradacéo principal da CD (293 °C), e a segunda etapa (421,8 °C),
provavelmente a evaporacdo do Oleo essencial de laranja com uma reducéo
adicional de 23,0% na massa.

No complexo de inclusdo, ndo ha evidéncias da presenca de 6leo essencial de
laranja na temperatura de decomposicdo (127 °C, Figura 16b), sugerindo que a
formacdo do complexo de inclusdo aumentou a estabilidade térmica do O6leo
essencial, retardando assim a sua decomposi¢cdo. Segundo Yildiz et al. (2018), a
estabilidade térmica aumentada do Oleo essencial é um indicativo de complexacao
de inclusdo entre a ciclodextrina e moléculas héspedes. Munhuweyi et al. (2018)
produziram microcapsulas de p-ciclodextrina contendo 6leos essenciais de canela e
orégano, e observaram uma alteracdo na degradacdo térmica da molécula héspede
apos complexacdo com ciclodextrina. Essas mudancas foram atribuidas a uma
interacdo quimica e a presenca de uma molécula hospedeira no complexo que

aumentava a estabilidade térmica dos compostos volateis.

4.4 Concluséo

Os graos de trigo germinados no campo sdo uma fonte promissora de amido
para a producdo de ciclodextrina. A concentracdo de amido germinado e nao
germinado influenciou o rendimento e os teores de a, B e y-ciclodextrinas, sendo
observado o maior rendimento de conversdo quando utilizado amido de trigo
germinado na concentracdo de 1%, produzindo principalmente [B-ciclodextrina,
enguanto a maior concentracdo de amido (10%) produziu maiores concentracdes de
y-ciclodextrinas. O complexo de inclusdo produzido com ciclodextrinas a partir de
amido de trigo germinado aumentou a estabilidade térmica do Oleo essencial de
laranja, promovendo sua protecdo em altas temperaturas. Assim, o amido de trigo
germinado pode ser um substrato promissor para a producéo de ciclodextrina,
agregando valor a este produto que, normalmente, ndo é utilizado pela industria de

alimentos. As ciclodextrinas produzidas a partir de amido de trigo germinado podem
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ser utilizadas para encapsular compostos altamente volateis e instaveis a altas

temperaturas.



5 Capitulo 3 — Artigo a ser submetido

Encapsulacédo de 6leo essencial de laranja pela técnica de electrospun

Artigo escrito para o periddico Journal of Microencapsulation
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Resumo

A técnica de electrospun € um processo eletro-hidrodindmico que visa a obtencéo de
fibras (electrospinning) ou particulas (electrospraying), baseada na concentracao da
solucdo do polimero. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do processo
utilizado (electrospinning ou electrospraying) na eficiéncia de encapsulacédo de 6leo
essencial de laranja. O Oleo essencial de laranja (30, 40 e 50%) foi encapsulado
utilizando zeina (10%) como matriz polimérica para a formacédo das capsulas, e
zeina (20%) para as fibras. As solugbes poliméricas foram caracterizadas pelo
potencial zeta. A eficiéncia de encapsulacdo, capacidade de carregamento e
morfologia das céapsulas e fibras foram avaliadas. O potencial zeta aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentracdo do 6leo essencial de laranja. A
eficiéncia de encapsulacio e a capacidade de carregamento foram
significativamente maiores na formacao de fibras do que na formacéo de céapsulas e
aumentaram com o0 aumento da concentracdo de O6leo essencial de laranja. A
morfologia das capsulas em todas as concentracdes de 6leo essencial de laranja
estudadas apresentou particulas “enrugadas”. As fibras com 40% de dleo essencial
de laranja apresentaram morfologia mais homogénea com apenas alguns “beads”. O
processo de electrospinning se mostrou a técnica mais eficiente para a

encapsulacdo do 6leo essencial de laranja, com alta eficiéncia de encapsulacao.

Palavras-chave: electrospinning; electrospraying; capsulas; fibras; 6leo essencial de

laranja.
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5.1 Introducéao

Os oOleos citricos representam uma mistura de centenas de compostos que
podem ser classificados em trés fracdes: hidrocarbonetos terpénicos, compostos
oxigenados e compostos nao volateis (ALPARSLAN et al., 2016). Devido ao baixo
peso molecular dos componentes constitucionais, como aldeidos, &lcoois, ésteres e
terpendides, os 6leos essenciais sdo altamente volateis e lipofilicos (HASHTJIN;
ABBASI, 2015).

A encapsulacdo consiste de uma técnica para aprisionar um material ou
mistura de materiais (molécula héspede) em outros materiais ou sistemas (material
de parede) a fim de evitar a perda dos compostos bioativos e volateis (SHRESTHA
et al.,, 2017). A técnica pode manter a estabilidade quimica do hospedeiro e
promover sua liberacdo no tempo e taxa desejado (ROSA et al., 2015). Além disso,
a encapsulacdo pode proporcionar protecdo contra a degradagdo, causada
principalmente por altas temperaturas, luz UV e oxidacdo, além de ampliar a acdo de
seu principio bioativo (EL ASBAHANI et al., 2015; SOTELO-BOYAS et al., 2017).

Vérios métodos de encapsulacéo tais como electrospun, gelificacdo, deposicéo
de camada por camada, extrusdo, co-precipitacdo, coacervagao, secagem por
pulverizagao / liofilizagao, formagao de emulséo e outros séo usados para aprisionar
moléculas héspedes (ZHU, 2017). O electrospun tem despertado interesse por ser
uma técnica alternativa com potenciais aplicacbes em alimentos, embalagens de
alimentos e industrias agricolas (AYTAC et al., 2017; LIBRAN et al., 2017). Esta
técnica apresenta como uma das vantagens a de trabalhar sob condi¢cdes
ambientais (temperatura e pressdo), além da obtencdo de maiores eficiéncias de
encapsulacdo e menores tamanhos de particulas do que nos atomizadores
mecanicos convencionais (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2016; GARCIA-MORENO
et al., 2017).

A técnica de electrospun, ou seja, electrospinning ou electrospraying € um
processo electro-hidrodindmico que consiste na aplicacdo de uma alta voltagem que
carrega positivamente a solugdo polimérica contida em uma seringa. A solucédo é
bombeada, e por atracdo e transporte da solugcdo em direcdo a um coletor,
carregado negativamente, as fibras ou capsulas com potencial de encapsular
compostos sao formadas (MENDES et al., 2017; ZAEIM et al., 2017). A diferenca

entre as técnicas de electrospinning e electrospraying é baseada na concentracdo
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da solucao de polimero. Quando a concentragao da solucao é alta, o jato do cone de
Taylor € estabilizado e as fibras sdo formadas; se a solucdo apresentar baixa
concentracdo, o jato € desestabilizado e goticulas finas sdo formadas (BHUSHANI,;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; GHORANI; TUKER, 2015).

Para a encapsulacdo de compostos bioativos pela técnica de electrospun, uma
ampla gama de proteinas de grau alimenticio pode ser usada (BHUSHANI et al.,
2017). Entre eles, a zeina, uma proteina do milho, apresenta varias vantagens,
como biocompatibilidade e biodegradabilidade (YANG et al., 2017). Além disso, a
zeina é conhecida por sua alta resisténcia térmica e grande propriedade de barreira
ao oxigénio (NEO et al., 2013) considerada como um material de parede potencial
para a encapsulacdo de compostos funcionais e para aplicacbes no setor de
embalagens. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do processo utilizado
(electrospinning ou electrospraying) na eficiéncia de encapsulacéo de 6leo essencial

de laranja.

5.2 Materiais e métodos
5.2.1 Material

Laranjas da variedade Valéncia [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram colhidas em
setembro de 2015, no sul do Rio Grande do Sul, na cidade de Pelotas, Brasil. A
zeina foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA).

5.2.2 Extracao do 6leo essencial de laranja
O dleo essencial de laranja foi extraido por hidrodestilacdo, conforme descrito
por Kringel et al. (2017).

5.2.3 Preparo da solucédo polimérica de zeina

As solucdes poliméricas foram preparadas usando zeina em duas
concentragdes diferentes. Para o processo de electrospraying utilizou-se 10% (p/v)
de zeina e para o processo de electrospinning foi utilizada a concentracédo de 20%
(p/v). Incialmente, a zeina foi dissolvida em solu¢cdo aquosa de etanol a 70% sob
agitacdo. Na sequéncia, 30, 40 ou 50% (p/p, OEL/zeina) de Oleo essencial de laranja
foi adicionado as solugbes de polimero e agitado durante 15 min no escuro a 21 *
2°C.
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5.2.4 Producéo das capsulas e fibras

Para ambas as técnicas (electrospinning e electrospraying) as solucdes de
polimero foram carregadas em uma seringa plastica de 6 mL e bombeadas (Modelo
780100; Kd Scientific Inc., Holliston, MA, EUA) através de uma agulha de aco
inoxidavel de extremidade chata e calibre 16 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada)
com taxa de 0,8 mL.h™. A agulha estava conectada a um eletrodo positivo de uma
fonte de alta tensdo (ES30R-5W/DM; Gamma High Voltage Research, EUA) a 20 kV.
O sistema foi configurado verticalmente e a distancia entre a agulha e o alvo coletor
foi fixada em 20 cm. As capsulas e fibras foram coletadas numa placa coletora de
aco inoxidavel circular coberta com folha de aluminio. O processo foi conduzido a 22
+ 2°C e 30% de umidade relativa do ambiente, dentro de uma camara com controle
de umidade e temperatura (MLR-350; SANYO Electric Co., Japéo).

5.2.5 Determinacédo do Potencial zeta

O Potencial zeta foi obtido pela técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS)
usando o equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire,
Reino Unido). As amostras foram diluidas 100 vezes com etanol a 70% e medidas a
25 °C.

5.2.6 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento

A capacidade de carregamento (CC) e a eficiéncia de encapsulacéo (EE) foram
determinadas de acordo com Moomand; Lim (2014) pela medicdo do 6leo nao
aprisionado, com algumas modificacdes. O 6leo da superficie das capsulas foi
removido pela lavagem com hexano. A absorbancia do liquido contendo o dleo e
hexano foi medida em espectrofotbmetro. O contetdo de 6leo na fracdo hexano (B)
foi determinada por uma curva padrdo (R?=0,99) preparada pela diluicdo do 6leo
essencial em hexano em diferentes concentragdes. A quantidade tedrica do 6leo (A)
foi considerada como a quantidade do 6leo essencial inicialmente adicionada na
solucédo polimérica (30, 40 e 50% p/p, OEL/zeina). A CC e a EE foram calculadas de
acordo com as Equac0es 3 e 4, respectivamente:

cc = “Ex100 Eq. (3)

EE = “=8 4100 Eq. (4)
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Onde A é a quantidade tedrica de Oleo essencial (mg), B é a quantidade de
oleo livre coletado na solugdo com hexano (mg) e C € o peso inicial das capsulas

(mg).

5.2.7 Morfologia das capsulas e fibras

A morfologia das capsulas e das fibras foi avaliada utilizando microscopio
eletrbnico de varredura (S-570; Hitachi High Technologies Corp., Japdo) a uma
voltagem de aceleracédo de 10 kV. As amostras foram recobertas com uma camada

de ouro utilizando um metalizador a vacuo (Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA).

5.2.8 Estatistica

As analises foram realizadas em triplicatas e o desvio padrao foi reportado. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia pela andlise de
variancia (ANOVA).

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Potencial zeta
Os valores do potencial zeta das capsulas e fibras sdo mostrados na Figura

16 (a) e (b), respectivamente.

(@) (b)
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Figura 16. Potencial zeta das cpsulas (a) e fibras (b) contendo 6leo essencial de

laranja (OEL) em diferentes concentracoes.
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Para ambas as amostras (capsulas e fibras) o comportamento observado foi o
mesmo, 0 potencial zeta aumentou proporcionalmente com o0 aumento da
concentracdo de 6leo essencial de laranja. O potencial zeta foi ligeiramente superior
para as fibras, em todas as concentracfes de Oleo essencial estudadas. Segundo
Liang et al. (2018) o aumento no valor do potencial zeta mostra uma maior interagao
entre a molécula hospede e a zeina.

As dispersdes coloidais com valores de potencial zeta superiores a £ 30 mV
indicam particulas altamente carregadas (negativas ou positivas), proporcionando
dispersoes fisicamente estaveis devido a repulsdo eletrostatica gerada (ROSA et al.,
2015). Os resultados encontrados no presente estudo mostraram a formacéo de
capsulas e fibras com uma estrutura mais agregada, provavelmente devido a
hidrofobicidade tanto do 6leo essencial de laranja quanto da zeina (CHEN et al.,
2018).

5.3.2 Eficiéncia de encapsulacao e capacidade de carregamento

A eficiéncia de encapsulacdo (%) e capacidade de carregamento (%) das
capsulas e fibras carregadas de 6leo essencial de laranja sdo mostradas na Figura
17a e 17b, respectivamente.

(a) (b)

arrcgasnento (%)

Sncia de encapsulagio (%e)
Eficiéneia de encapsuloglo (%)

¥
Capacidade de carrogamento (%6)

Cupacidoade de ¢

WAL A0 W% OB X A LD WAL W OB X

Figura 17. Eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de carregamento das capsulas
(@) e fibras (b) contendo O6leo essencial de laranja (OEL) em diferentes

concentragoes.

A eficiencia de encapsulacdo e capacidade de carregamento foram

significativamente superiores nas fibras quando comparado as capsulas. Este



92

resultado mostra que o electrospinning é uma técnica mais eficiente para a
encapsulacdo do Oleo essencial de laranja, apresentando alta eficiéncia de
encapsulacdo. Além disso, o ineficiente encapsulamento do 6leo essencial de
laranja nas capsulas pode ser devido a facilidade de difusédo de vapor no contetudo
de polimero relativamente reduzido solicitado para a formacdo de céapsulas
comparado com a concentracdo de zeina necessaria para as fibras (YAO et al.,
2016). O mesmo comportamento foi observado por Liang et al. (2017) quando a
eficiéncia de encapsulacédo do epigalocatequina galato aumentou proporcionalmente
a medida que a concentracdo de zeina aumentou.

A eficiéncia de encapsulacao alcancada neste estudo utilizando a técnica de
electrospinning foi maior (75% a 90%) do que aquelas relatadas para encapsulacao
de oleo essencial de laranja por outros métodos (40 a 88%) (VELMURUGAN et al.,
2017; GHASEMI et al., 2017). Este resultado pode estar relacionado as condicdes
de processo utilizadas durante a encapsulacao, visto que a técnica utilizada néo
envolve temperatura, pressdo e condicbes quimicas severas. Assim, 0s 0leos
essenciais sdo protegidos da volatilizacdo e degradacdo durante o processo de
encapsulacédo (KHOSHAKHLAGH et al., 2017).

Além do método utilizado, outros fatores afetam a eficiéncia de encapsulacao
de Oleos essenciais, como materiais de nucleo e parede. Wang et al. (2017)
relataram o uso de fibras eletro-esféricas de zeina como um encapsulante eficiente
para componentes funcionais de alimentos.

Em relacdo a concentracdo de Oleo essencial, tanto nas capsulas quanto nas
fibras, a eficiencia de encapsulacdo e a capacidade de carregamento foram
aumentadas com o aumento da concentracdo de 6leo essencial de laranja (Figuras
18a e 18b). Cheng e Zhong (2015) observaram comportamento oposto nas
nanoparticulas de zeina, quando a concentracdo de 6leo de hortela-pimenta
aumentou, a eficiéncia de encapsulacdo diminuiu. Essa diferenca pode estar
relacionada a maior afinidade do 6leo de laranja com a zeina do que o Oleo de
hortela-pimenta. Segundo Kringel et al. (2017), a afinidade entre moléculas
hospedeiras e hospedeiras € influenciada pela composicdo quimica, tamanho

molecular e estrutura do 6leo essencial.
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5.3.3 Morfologia das capsulas e fibras

Os efeitos das concentracbes de Oleo essencial laranja e do polimero na
morfologia das capsulas e fibras foram estudados e estdo apresentados na Figura
18.

D00 W . ) » vy of Gankh

Figura 18. Morologi das cépulas o 30, 40 5% de (’)Io essencle Iarnja
(a, b e c, respectivamente) e fibras com 30, 40 e 50% de 6leo essencial de laranja

(d, e,f, respectivamente).
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As capsulas apresentaram particulas “enrugadas” em todas as concentragdes
de 6leo essencial de laranja estudadas (Figuras 19a, 19b e 19c). Segundo Gomez-
Estaca et al. (2012), a forma das particulas de zeina pode ser devido a um aumento
no tamanho das goticulas junto com uma rapida evaporacéao do solvente, formando
uma pele semi-sélida do polimero na superficie, que apds a secagem colapsa e
forma particulas enrugadas.

As fibras produzidas com 30 e 50% de 6leo essencial de laranja (Figuras 19d e
19f, respectivamente) apresentaram maior formacédo de “beads”, enquanto que as
fiboras com 40% de Oleo essencial de laranja apresentaram morfologia mais
homogénea com apenas alguns “beads” observados. Essa diferenca pode estar
relacionada principalmente com a concentracdo do polimero. Concentracbes de
polimero mais altas estabilizam o jato do cone de Taylor e 0 alongamento ocorre
devido ao mecanismo de instabilidade de entrelacamento. Por outro lado,
concentragcbes mais baixas de polimero produzem goticulas finas devido a
desestabilizacdo do jato (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).
Moomand e Lim (2015) notaram que uma menor concentracdo de polimero (10%
p/p) produziu agregados de zeina enquanto uma maior concentracdo de polimero
(20% m/m) resultou em fibras lisas. Com isto, pode-se pressupor que a zeina € mais
adequada para a encapsulacdo de 6leo essencial de laranja na forma de fibras do

gue em capsulas.

5.4 Concluséao

A menor concentracdo de zeina formou cépsulas agregadas, enquanto que na
concentracdo mais alta de zeina foram obtidas fibras uniformes. A concentracéo de
zeina nao influenciou os valores do potencial zeta. No entanto, a concentracdo de
O0leo essencial de laranja influenciou o potencial zeta, que aumentou
proporcionalmente a medida que a concentracdo do Oleo essencial de laranja
aumentou na solucdo polimérica. A maior concentracdo de zeina contribuiu para a
maior eficiéncia de encapsulagdo, aumentando também com a maior concentracao
de oleo essencial de laranja. A menor concentracdo de zeina produziu particulas
desunifomes, em todas as concentracdes de Oleo essencial de laranja estudadas.
Fibras produzidas com 30 e 50% de Oleo essencial de laranja apresentaram varios
“‘beads”, enquanto as fibras com 40% de 6leo essencial de laranja apresentaram

morfologia mais homogénea com apenas alguns “beads”. Assim, o electrospinning
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pode ser considerado a técnica mais adequada para encapsulacéo de 6leo essencial
de laranja e as fibras formadas por esta técnica podem apresentar potencial para

aplicacdo em embalagens de alimentos.

5.5 Estudos futuros

Tendo em vista os resultados obtidos neste estudo e a atividade antifungica do
OEL relatada na literatura, tém-se como proposta de continuacdo deste trabalho a
aplicacao das fibras de zeina com OEL encapsulado em embalagens ativas para
controle de Aspergillus spp. Uma possivel aplicacao destas fibras com propriedades
antifingicas seriam em embalagens de produtos de panificacdo, como paes ou
bolos, visto que a principal fonte de contaminacéo destes produtos se da por fungos
do género Aspergillus.

Para isto, algumas analises poderiam ser realizadas, tais como: determinacéo
da atividade antifungica dos volateis do 6leo essencial pela técnica de micro-
atmosfera e identificacdo de volateis e o percentual de retencéo (r%) destes volateis
pela zeina. Além disso, seria interessante avaliar o mecanismo de liberacdo do OEL
das fibras pela técnica de headspace, em ambientes com diferentes umidades
relativas (%UR); bem como a distribuicdo do 6leo essencial de laranja nas fibras de

zeina através da analise de microscopia confocal.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifangica in vitro do 6leo essencial
de laranja (OEL) contra seis isolados de Aspergillus spp. bem como a atividade
antifingica do OEL na forma livre e encapsulada em bolos. O OEL foi encapsulado
pelo método de precipitacdo antissolvente, usando zeina e complexo de inclusdo
entre B-ciclodextrinas (B-CD/OEL) em diferentes concentragdes (2,5; 5,0 e 7,5% m/v,
em relacdo a zeina). As capsulas produzidas foram secas pela técnica de
electrospraying. Em geral, as cdpsulas apresentaram formato esférico e regular com
eficiéncia de encapsulacdo de 35%. As alteracdes no padrdo de difragdo do
complexo de inclusdo (B-CD/OEL) e da B-CD indica que a complexacéo foi efetiva,
além disso, o menor pico em 17,07° das céapsulas de zeina e complexo de inclusdo
B-CD/OEL confirmam a encapsulacdo bem-sucedida. O OEL inibiu o crescimento de
todas as espécies de Aspergillus testadas. A concentracdo inibitéria minima (CIM)
do OEL variou de 45,24 a 90,47 mg/mL e a concentragcdo fungicida minima (CFM)
variou de 45,24 a >180,95 mg/mL. A. terreus (MV 3529) mostrou-se a espécie mais
sensivel ao OEL, seguido da A. niger (MV 3531 M 1354). A espécie A. fumigatus
apresentou a maior resisténcia ao OEL com CFM de 2180,95 mg/mL. O OEL atrasou
efetivamente a deterioragcdo microbiolégica dos bolos de 30 para 150 dias. Estes
resultados sugerem que o OEL pode ser usado com o intuito de aumentar a

estabilidade microbiologica, e consequentemente a vida-util de bolos.

Palavras-chave: atividade antifungica, Aspergillus, 6leo essencial de laranja, bolos.
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6.1 Introducao

A deterioracdo dos produtos € um dos maiores problemas na industria de
panificacdo. Por esta razdo, 0 uso de conservantes sintéticos acaba sendo uma
alternativa para aumentar a vida util de bolos e paes. No entanto, a utilizacdo destes
conservantes vem sendo relacionada a problemas de salde e a associada
percepcao negativa do consumidor. No intuito de contornar esse problema, a
industria de panificacdo tem explorado alternativas naturais para a preservacédo dos
produtos (DEBONNE et al., 2018). Assim, Oleos essenciais citricos tém sido
explorados como conservante natural devido ao seu aroma e caracteristicas
antioxidantes favoraveis, bem como suas atividades antimicrobianas (DONSI;
FERRARI, 2016; LI et al., 2018; TAO et al.,, 2014). Estes 06leos essenciais sao
considerados uma alternativa viavel para controlar o crescimento de Aspergillus
flavus e Penicillium verrucosum, entre outros fungos comumente associados a
deterioracdo de produtos de panificacdo (SIMAS et al.,, 2017) que podem estar
presentes na superficie do produto devido a contaminacao pds-panificacdo, durante
as etapas de resfriamento, acabamento e embalagem (SIRISOONTARALAK et al.,
2017).

Citrus sinensis (L.) Osbeck € a cultivar de laranja mais cultivada no mundo. A
variedade C. sinensis Valencia é a principal variedade de laranja produzida no
Brasil, principal produtor e exportador de Oleos essenciais de laranja (OEL)
(GONCALVES et al., 2018). Embora amplamente utilizado na industria de alimentos,
o OEL na forma ndo encapsulada é volatil e suscetivel a oxidacdo na presenca de
luz, ar e umidade (WADHWA et al.,, 2017). Além disso, sua alta reatividade e
hidrofobicidade representam desafios consideraveis durante as formulacbes de
alimentos e bebidas (DONSI; FERRARI, 2016). Para superar esses desafios, o 6leo
essencial precisa ser encapsulado em sistemas compativeis com a aplicacdo em
alimentos (EVAGELIOU; SALIARI, 2017).

A encapsulagédo envolve o aprisionamento de uma substancia (agente ativo)
dentro de um material suporte (material de parede) com a finalidade de proteger a
substancia ativa e estender sua bioatividade (KHORSHIDIAN et al., 2018). Desta
forma, a capacidade e eficiéncia de encapsulamento sao altamente dependentes do
material de parede usado utilizado (WANI et al.,, 2017). Uma ampla gama de
polimeros pode ser usada como material de parede, como por exemplo, a zeina,

uma prolamina extraida do milho que tem sido utilizada como material de parede
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para melhorar a eficiéncia de encapsulacdo devido a sua biodegradabilidade e
compatibilidade com outros polimeros (GHORANI; TUCKER, 2015; WU et al., 2012).
A zeina contém dominios hidrofébicos e hidrofilicos que podem ser facilmente
convertidos em nanoparticulas coloidais esféricas pelo método de precipitacado
utiizando antissolvente (SUN et al.,, 2016). Neste método, a diferenca de
solubilidade da zeina em etanol e &gua € responsavel por precipitar as
nanoparticulas de zeina promovendo a encapsulacdo do 6leo essencial, o qual é
dissolvido na solucdo aquosa de etanol juntamente com a zeina (WU et al., 2012).
Apbés a precipitacdo, é necessaria uma etapa de secagem para manter a
estabilidade do 6leo essencial, bem como facilitar 0 manuseio e armazenamento
(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Neste contexto, o electrospraying é uma
técnica promissora para a producdo de microcapsulas. Este método consiste na
aplicacdo de um campo elétrico de alta voltagem em uma solucao polimérica, a qual
€ pulverizada em direcdo a um coletor de carga oposta ou aterrada, onde as
microcapsulas secas sao depositadas (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017). O
electrospraying é ideal para o0 encapsulamento de compostos volateis e
termicamente instaveis, como 0s 0leos essenciais, uma vez que O processo €
realizado a temperatura ambiente e a pressdo atmosférica (VEGA-LUGO; LIM,
2009). Além disso, a complexacdo do composto bioativo dentro de uma molécula
hospedeira tais como ciclodextrinas (CDs) antes do electrospraying, pode aumentar
sua estabilidade (WEN et al., 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifingica in vitro do o6leo
essencial de laranja frente a seis espécies de Aspergillus spp. e avaliar sua atividade
através da incidéncia fungica em bolos utilizando OEL na forma livre e encapsulado

pelo método de precipitacdo utilizando antissolvente.

6.2 Material e métodos
6.2.1 Materiais

Laranjas da variedade Valéncia [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram colhidas em
setembro de 2015, na cidade de Pelotas, Brasil. A B-ciclodextrina comercial (3-CD;
97% de pureza) e a zeina foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA). Este
experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de Ciéncia de Alimentos
da Universidade de Guelph, em Guelph, Canad4a, nos Laboratérios do Departamento

de Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas e no
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Centro de Diagnéstico e Pesquisa em Micologia Veterinéria da Universidade Federal
de Pelotas.

6.2.2 Extracdo do Oleo essencial de laranja (OEL)
O oleo essencial de laranja foi obtido por hidrodestilagédo, conforme descrito por
Kringel et al. (2017).

6.2.3 Atividade antifiingica do OEL
6.2.3.1 Micro-organismos e preparacao dos indculos fungicos

A atividade antifungica do OEL foi avaliada contra trés cepas de Aspergillus
fumigatus (Af10, Af71 and Af13073) do Centro Nacional de Aspergilose (Manchester,
United Kingdom); dois isolados de Aspergillus niger (MV3531 e M1354) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel, Pelotas, RS, Brasil) e da Universidade
Federal de Rio Grande (FURG, Rio Grande, RS, Brasil), e um isolado de Aspergillus
terreus (MV3529) da UFPel, totalizando seis micro-organismos. O género Aspergillus
foi escolhido para avaliacdo, pois € um dos fungos mais importantes associados a
deterioragéo do bolo.

As avaliacbes antifungicas in vitro foram realizadas pela técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo M38-A2 estabelecido pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (2008) com adaptacdes. Resumidamente,
os fungos foram cultivados em placas contendo agar de dextrose de batata
(Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) a 30 °C durante 7 dias para induzir a formagéo
de conidios e esporangiosporos. As colbnias foram cobertas com 3 mL de solucdo
salina estéril a 0,85% contendo uma gota de Tween 20 (cerca de 0,01 mL) para
facilitar a preparacéo do inéculo. O conteudo fungico foi transferido para tubos para
a decantacdo das particulas pesadas. Apdés cerca de 3 min, as suspensdes
superiores foram transferidas para tubos contendo soro fisiolégico para correcédo do
in6culo para transmitancia de 80-82% (correspondente a 0,09 a 0,11 de
absorbéancia) em espectrofotdmetro (Spectrum Instruments Co. Shanghai, China) a
530 nm. Apos o ajuste da concentracdo, uma diluicdo em meio RPMI-1640 (meio
Roswell Park Memorial Institute, Sigma, Alemanha), suplementado com glicose 2% e
MOPS [3- (acido N-morfolino propanosulfénico)], foram preparadas na proporcao de
1:50 (v/v), correspondendo a uma densidade de aproximadamente 0,4 a 5x10%
UFC/mL.
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6.2.3.2 Concentracao inibitéria minima (MIC) e concentracao fungicida minima
(CFM)

Em uma microplaca de 96 pocos, prepararam-se diluicbes seriadas de OEL em
meio RPMI-1640 suplementado entre as concentracdes de 0,707 a 361,9 mg/mL.
Para controle do experimento, pocos contendo 100 mL de RPMI-1640, foram
adicionados de 100 mL de OEL (para o controle negativo) e 100 mL de inoculo
fungico (para o controle positivo). As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48h
para estabelecer os valores de CIM, correspondendo a menor concentra¢éo do 6leo
essencial para inibir o crescimento fungico. Para CFM, 10 uL de cada pogo, sem
crescimento fungico visivel, foram transferidos para placas de Petri contendo agar
Sabouraud-dextrose (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) suplementadas com
cloranfenicol e incubadas a 35 °C por 5 dias. Os valores de CFM correspondem a

menor concentracdo capaz de matar a cepa fungica.

6.2.4 Preparo do complexo de inclusdo 3-CD/OEL

O complexo de inclusao entre B-CD/OEL foi preparado pelo método de
precipitacdo conforme Kringel et al. (2017). Uma amostra de 2 g de B-CD foi
dissolvida em 50 mL de agua destilada a 35°C e lentamente adicionada de 1,5 g de
0leo essencial. A mistura foi mantida a 35°C com agitacdo constante durante 3h.
Apos esfriar até temperatura ambiente, a solu¢do foi mantida a 5°C durante a noite.
O material precipitado foi recuperado por filtragcdo a vacuo. O precipitado foi lavado
com etanol (99% de pureza) e seco em estufa com circulacdo de ar a 50 °C durante
24h. O complexo de inclusdo obtido foi armazenado em refrigerador em frascos

selados até o uso.

6.2.5 Preparo das cdpsulas de zeina e complexo de inclusdo (B-CD/OEL)

As capsulas de zeina e complexo de inclusao B-CD/OEL foram preparadas
pelo método de precipitagdo utilizando antissolvente segundo Zhong e Jin (2009),
com adaptacOes. Todo processo foi realizado em temperatura ambiente. A solucéo
de zeina foi preparada dissolvendo 10% de zeina (p/v) em 10 mL de uma solugéo
aquosa de etanol 70%. A solucdo de zeina foi lentamente adicionada a 10 mL de
solugcbes aquosas contendo diferentes concentragdes do complexo de incluséo (-
CD/OEL (2,5; 5,0 e 7,5% m/m, em relacdo a zeina), durante 5 min, para induzir a
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precipitacdo das nanocapsulas zeina/complexo de inclusdo. As suspensdes
resultantes de zeina/complexo de inclusdo foram secas em electrospraying como

descrito a seguir.

6.2.6 Obtencao das capsulas de zeina/complexo de inclusdo B-CD/OEL por
electrospraying

As suspensdes obtidas no item 6.2.5 foram colocadas em seringa plastica de 6
mL e bombeada (modelo 780100; Kd Scientific Inc., Holliston, MA, EUA) a um fluxo
de 1 mL/h através de uma agulha de aco inoxidavel de extremidade chata (Fisher
Scientific, Ottawa, ON, Canada). A agulha foi conectada a um eletrodo positivo de
uma fonte de alta voltagem continua (ES30R-5W/DM; Gamma High Voltage
Research, EUA) a 20 kV. As capsulas obtidas por electrospraying foram recolhidas
numa placa coletora de aco inoxidavel coberta com folha de aluminio. A distancia
entre a ponta da agulha e o coletor foi fixada em 20 cm. O processo de
electrospraying foi conduzido a 22 + 2°C e 30% de umidade relativa do ambiente,
dentro de uma camara com controle de umidade e temperatura (MLR-350; SANYO

Electric Co., Japao).

6.2.7 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solucdes poliméricas

A viscosidade aparente foi avaliada usando um viscosimetro digital Brookfield
(Modelo DV-II, EUA). A condutividade elétrica das solucdes foi determinada usando
um medidor de condutividade (modelo CON500, Benchtop Meter, EUA) e expressa

em pS/cm. Todas as medidas foram feitas a temperatura ambiente (23 £ 2 °C).

6.2.8 Potencial zeta

O potencial zeta da suspensao foi medido pela técnica de espalhamento
dindmico de luz (DLS) (Zetasizer Nano, Malvern Instruments, Worcestershire, RU).
As solucdes poliméricas (item 6.2.5) foram diluidas 100 vezes em solugdo aquosa

de etanol 70% e as medidas foram realizadas a 25°C.

6.2.9 Morfologia e distribuicdo de diametro das capsulas
A morfologia das capsulas foi avaliada utilizando microscopio eletrénico de
varredura (MEV, Modelo K550, Emitech, Ash-ford, Kent, RU) com aceleragao de 12

kV. As amostras foram recobertas com ouro usando um metalizador a vacuo
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(Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA). O diametro médio e a distribuicdo dos
didametros das cépsulas foram avaliados a partir das micrografias, selecionando
aleatoriamente 100 objetos para medicédo, com o auxilio de um software de analise

de imagem (ImageJ, National Institutes of Health, EUA).

6.2.10 Eficiéncia de encapsulacéao (EE) do OEL

Considerando a maior uniformidade das capsulas da suspensao contendo
5,0% do complexo de inclusdo B-CD/OEL, a andlise de EE foi realizada somente
para esta amostra. A medida foi realizada conforme Ghasemi et al. (2017) com
algumas modificacdes. Para a determinacdo do conteudo de OEL superficial,
dispersaram-se 0,5 g de amostra em 20 mL de hexano, misturou-se durante 20 min
em agitador magnético e filtrou-se utilizando papel de filtro Whatman n° 41, seguido
por andlise espectrofotométrica a 231 nm. Para o conteudo total de OEL, 0,5 g de
amostra foram dissolvidos em 20 mL de agua destilada e misturados até completa
dissolucdo. Em seguida, adicionaram-se 20 mL de hexano a solucdo preparada e
misturou-se durante mais 5 min. Esta solucéo foi centrifugada a 3500 rpm durante
20 min e o sobrenadante foi coletado para determinar o total de OEL encapsulado. A
EE foi calculada conforme Equacéo 5.

Conteudo total de OEL—Contetido de OEL na superficie
x 100

EE (%) = Contetdo total de OEL EQ. (5)

6.2.11 Difragao de raio-X (DRX)

Os difratogramas das amostras (B-CD, complexo de inclusdo B-CD/OEL, zeina
e capsulas de zeina:complexo de inclusdo -CD/OEL) foram obtidos em difratdmetro
de raios-X (SSX-550, Shimadzu, Brasil) com Cu K a (A = 1,540 A, 30 kV), na faixa de

2 a50° (26) e 1 s em cada etapa.

6.2.12 Elaboracgao dos bolos
A formulagéo dos bolos (Tabela 6) foi baseada no método 10-90.01 da AACC

(2010), com algumas modificagoes.
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Tabela 6. Formulagéo dos bolos controle, com OEL encapsulado e OEL livre.

Ingredientes Bolo Bolo com OEL .
(9/100g farinha de trigo) controle* encapsulado** Bolo com OEL fivre
Farinha de trigo 100 100 100
AcuUcar 90 90 90
Sal 1 1 1
Ovos 41 41 41
Margarina 11 11 11
Leite 40 40 40
Fermento quimico 5,2 5,2 5,2
OEL livre - - 0,62
OEL encapsulado - 1,7° -

% Quantidade méaxima de aromatizante permitido pela legislacédo ° Calculado com base na eficiéncia
de encapsulacéo; OEL: 6leo essencial de laranja.

Para avaliacdo visual da incidéncia fangica, foram produzidas trés formulacdes
de bolos: um bolo controle (sem OEL), um bolo com OEL encapsulado em zeina:
complexo de inclusdo B-CD/OEL (5% m/m) e um bolo com OEL livre. A
concentracdo de complexo de inclusdo B-CD/OEL utilizada (5% p/p) foi escolhida
com base nos resultados anteriores de morfologia e EE. Para preparar os bolos, os
ingredientes secos (farinha, sal e acucar) foram misturados por 1 min utilizando
batedeira planetaria (KSM150PSOB Artisan, KitchenAid, Estados Unidos). Os
demais ingredientes (ovos, leite e margarina) e o 6leo essencial de laranja (livre e
encapsulado) foram adicionados em duas etapas. Na primeira etapa a mistura foi
realizada em baixa velocidade por 2 min para misturar a massa e a segunda etapa
em velocidade média por 6 min para incorporar o ar na massa. Por fim, o fermento
em po foi adicionado e misturado por 30 s em baixa velocidade. A massa (30 g) foi
distribuida em formas de aluminio untadas com margarina e assada em forno
elétrico pré-aquecido, por 20 min a 180°C. Apos o forneamento, os bolos foram
resfriados por 3 h a temperatura ambiente (x20°C), acondicionados em sacos de
polipropileno e armazenados a 20°C para avaliagdo da estabilidade fungica. As
amostras de bolo foram fotografadas periodicamente para avaliar a incidéncia de

fungos. A atividade de agua (Aw) dos bolos foi determinada no tempo zero e apos a
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primeira incidéncia fungica, utilizando um medidor de atividade de agua (LabTouch-
aw, Novasina, Lachen, Suica).

6.2.13 Analise estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata, com excecéo da difragédo de raios-X.
Os erros foram relatados como desvio padrdo. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de significancia, usando analise de variancia (ANOVA) no
software Statistica 5.0. A comparacao de dois grupos foi realizada pelo teste t com

significancia de 5%.

6.3 Resultados e discusséo
6.3.1 Atividade antifungica do OEL

As espécies de Aspergillus sdo frequentemente associadas a deterioracdo em
produtos de panificacdo. Por estas razdes, o género Aspergillus spp. foi escolhido
para avaliar a atividade antifingica do OEL neste estudo. A atividade antifungica in
vitro do OEL esta apresentada na Tabela 7.

O Oleo essencial de laranja inibiu 100% do crescimento dos isolados de
Aspergillus, variando os valores de CIM e CFM de 45,24 a 90,47 mg/mL e 45,24 a >
180,95 mg/mL, respectivamente. Entre os fungos testados, A. terreus (MV 3529) foi
0 mais sensivel ao OEL com valores semelhantes de CIM e CFM (45,24 mg/mL),
seguido por A. niger mostrando a atividade fungistatica e fungicida nas mesmas
concentracfes (90,47 mg/mL). O OEL inibiu todas as cepas de A. fumigatus
testadas (CIM: 90,47 mg/mL), embora uma concentragdo maior tenha sido
necessaria para atingir um efeito letal (CFM 2180,95 mg/mL).

O género Aspergillus possui centenas de espécies comumente encontradas em
ambientes ricos em oxigénio. Dados reportados na literatura mostram que Oleos
essenciais de citros possuem amplo espectro contra o género Aspergillus, incluindo
A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. terreus e A. parasiticus (JING et al., 2014). As
atividades antifungicas do OEL podem ser atribuidas ao limoneno, um terpeno que é
o principal componente (96%) do Oleo essencial de laranja (KRINGEL et al., 2017;
SIMAS et al., 2017). A propriedade antifungica do limoneno esta relacionada a sua
capacidade de penetrar na parede celular fungica e romper a membrana celular,
causando vazamento citoplasmatico, inibindo o crescimento micelial e induzindo
eventual morte celular (JING et al., 2014; SIMAS et al., 2017; TAO et al., 2014).
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Tabela 7. Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) de OEL frente as espécies de Aspergillus.

Aspergillus Cepas CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Aspergillus niger MV 3531 90,47 90,47
Aspergillus niger M 1354 90,47 90,47
Aspergillus terreus MV 3529 90,47 45,24
Aspergillus fumigatus Af 10 90,47 180,95
Aspergillus fumigatus Af 71 90,47 >180,95
Aspergillus fumigatus Af 13073 90,47 180,95

* A letra de cada numero de cepa/ isolado esta relacionada as seguintes cole¢es culturais: os
isolados “MV” pertencem ao Centro de Diagnostico e Pesquisa em Micologia Veterinaria
(Universidade Federal de Pelotas, UFPEL, RS, Brasil); Os isolados “M” pertencem a Faculdade de
Medicina (Universidade Federal do Rio Grande, FURG, Rio Grande RS, Brasil); "Af* pertence ao
National Aspergillosis Center (Manchester, Reino Unido).

6.3.2 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das solucdes poliméricas
A viscosidade aparente e a condutividade elétrica das soluces de zeina e do
complexo de inclusdo 3-CD/OEL em diferentes concentragbes estdo demonstradas

na Tabela 8.

Tabela 8. Viscosidade aparente e condutividade elétrica de solucdes poliméricas

com diferentes concentracdes de complexo de incluséo B-CD /OEL

Complexo de inclusao* Viscosidade aparente Condutividade elétrica
(%: plv) (mPa.s™) (us.cm™)
2,5 13,1+0,2° 178,8 £0,2°
5,0 13,1+0,2° 236,6 + 1,0
7,5 9,0£0,1° 259,3 +1,2°

*Média tdesvio padrdo. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferenca |
estatisticamente significativa entre si (p<0,05).

Os valores de viscosidade aparente ndo foram significativamente diferentes
(p>0,05) entre as amostras com concentragdes do complexo de incluséo de 2,5 e
5,0% (p/v). No entanto, quando utilizado 7,5% (p/v) de complexo de incluséo, a
viscosidade aparente diminuiu significativamente (p<0,05). Por outro lado, a

condutividade elétrica aumentou a medida que a concentracdo do complexo de
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inclusdo nas solucbes de zeina aumentou. Segundo Bhushani e
Anandharamakrishnan (2014), as concentracdes do polimero afetam a viscosidade e
a tensdo superficial da solucdo e, portanto, influenciam no produto formado no
electrospraying.

De acordo com Maron et al. (1959), a viscosidade da solugéo esta diretamente
relacionada a extensdo do emaranhamento das cadeias das moléculas do polimero
na solucdo. Assim, o aumento da viscosidade da solucdo polimérica tende a
dificultar a formacao de goticulas durante o electrospraying. Por outro lado, solu¢des
com baixa concentracdo sao diluidas para que ndo ocorra 0 emaranhamento da
cadeia, quebrando-se em goticulas (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2014; CHAKRABORTY et al., 2009).

Geralmente, a condutividade das solugcbes aumenta com o aumento da
concentracdo do polimero, consequentemente solugées mais viscosas tém uma
maior condutividade (SMEETS et al., 2017). Entretanto, neste estudo, embora a
condutividade elétrica tenha sido proporcional a concentracdo do polimero, a

viscosidade foi inversamente proporcional as solucdes (Tabela 8).

6.3.3 Potencial zeta

O potencial zeta das solu¢des poliméricas esta apresentado na Figura 19.
Como mostrado na figura, o complexo de inclusao do 3-CD/OEL 5,0% apresentou o
maior valor de potencial zeta (7,94 + 0,04 mV), indicando maior estabilidade em
comparacao com as solug¢des contendo 2,5% (4,25 = 0,15 mV) e 7,5% (2,05 + 0,07
mV) do complexo de inclusdo B-CD/OEL. Os valores de potencial zeta indicam o
nivel de estabilidade da dispersao coloidal suspensa. A faixa de pontos isoelétricos
da zeina esta entre pH 5,8-6,5. Nesse pH, a carga de particulas é zero, o que leva a
agregacdo das dispersdes de particulas. As particulas ficam carregadas
positivamente quando baixam o pH para 3 e carregam negativamente acima do
ponto isoelétrico (CHATSISVILI et al., 2017).
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Complexo de Inclusdo (%)

Figura 19. Potencial zeta (mV) das solucdes poliméricas contendo diferentes
concentragdes de B-CD/OEL

Valores de potencial zeta superiores a 30 mV indicam particulas altamente
carregadas (negativas ou positivas), formando dispersbes estaveis fisicamente
devido a repulsdo eletrostatica. Neste estudo, os valores do potencial zeta foram
menores que + 30 mV, indicando tendéncia de agregacdo de particulas, devido a
niveis insuficientes de copolimeros para saturar completamente as superficies das
particulas (DAVIDOV-PARDO et al., 2015).

Além disso, segundo Liang et al. (2018), o aumento do potencial zeta mostra a
maior interacdo entre os componentes das capsulas de zeina. Assim, a solucéo
contendo 5,0% do complexo de inclusdo 3-CD/OEL apresentou maior estabilidade e
interacao entre o complexo de inclusao B-CD/OEL e zeina, quando comparada com

as solugdes contendo 2,5% e 7,5% de complexo de inclusdo 3-CD/OEL.

6.3.4 Morfologia e distribuicdo de diametro das capsulas

As morfologias e a distribuicdo de tamanho das capsulas estdo apresentadas
na Figura 20. As micrografias mostraram capsulas de formato esférico e regulares.
As capsulas contendo 2,5 e 7,5% de complexo de inclusdo B-CD/OEL (Figuras 20a e

20c) apresentaram estrutura menos uniforme com capsulas mais agregadas.
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Figura 20. Micrografias e distribuicdo do diametro das capsulas preparadas com
diferentes concentragbes de B-CD/OEL. (a) 2,5%; (b) 5,0%; (c) 7,5%.

No método de precipitacdo antissolvente, a zeina torna-se insolluvel e precipita
para formar nanoparticulas quando a concentracdo de etanol diminui, resultando em
estrutura menos ordenada (LI et al., 2013). Além disso, a agregacdo das capsulas
pode estar associada aos valores do potencial zeta, onde as solu¢des contendo 2,5
e 7,5% de B-CD/OEL apresentaram menor estabilidade e, consequentemente, maior

tendéncia de agregacédo das capsulas (Figura 20).
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As cépsulas produzidas com 2,5 e 7,5% de complexo de incluséo B-CD/OEL
mostraram rugosidade em sua superficie, 0 que pode estar associado ao
encolhimento do material da parede durante o processo de secagem (CAMPELO et
al., 2017). A morfologia das capsulas € um importante parametro de qualidade visto
que as estruturas fissuradas ou danificadas podem comprometer a estabilidade do
material encapsulado (BOTREL et al., 2014).

O menor didmetro médio encontrado foi de 1,534 ym para capsulas produzidas
com 2,5% de complexo de inclusdo 3-CD/OEL e o maior diametro médio foi de 1,781
Mm para capsulas com 7,5% de complexo de inclusdo B-CD/OEL. Li et al. (2013)
produziram nanoparticulas de zeina com ou sem Oleo essencial de timol pelo
meétodo antissolvente modificado e 0 mesmo comportamento foi relatado. Os autores
observaram que quando as razdes timol-zeina aumentaram de 0,1 para 0,4 (m/m), o
tamanho das particulas aumentou de 160,8 para 264,3 nm. Segundo estes autores,
em concentracdes mais elevadas, o 6leo essencial pode acumular na superficie da
capsula e aumentar a interacdo hidrofébica, induzindo o comportamento de
agregacao.

A morfologia das capsulas estad diretamente relacionada a concentracdo de
polimero, peso molecular e condutividade elétrica da solucdo. Geralmente, em
solu¢gBes com menor didmetro pode ser utilizada uma maior condutividade elétrica
da solucdo e menor concentracdo de polimeros (GHORANI; TUCKER, 2015;
SMEETS et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados neste estudo,
entretanto, além do menor didmetro na menor concentracdo de polimero, a menor
condutividade elétrica foi relatada (Tabela 8).

Zhong e Jin (2009) estudaram nanoparticulas de zeina produzidas pelo mesmo
método utilizado no presente estudo e também observaram estruturas regulares e
esféricas, com tamanho de particula variando de 100 a 200 nm. Segundo estes
autores, se 0 tempo para o rompimento das goticulas durante o processo de
electrospraying € menor do que o tempo de solidificacdo da zeina, nanoparticulas de
zeina esféricas tendem a se formar. Quando a solidificacdo da zeina ocorre antes do
rompimento das goticulas ou se ocorre a coalescéncia parcial das goticulas, as
estruturas irregulares tendem a ser predominantes.

Em outro estudo, Li et al. (2013) produziram nanoparticulas de zeina
antimicrobianas por meio de um método antissolvente modificado e observaram

particulas coloidais esféricas e lisas, com tamanho entre 100 e 300 nm. As capsulas
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obtidas neste estudo também apresentaram formato esférico, porém com tamanho
maior (Figuras 20a, 20b e 20c). A morfologia e o tamanho das particulas podem
estar associados a relacdo zeina: 6leo essencial e ao processo utilizado para a
encapsulacédo (QUISPE-CONDORI et al., 2011).

6.3.5 Eficiéncia de encapsulacao

O complexo de inclusdo B-CD/OEL e as capsulas zeina:complexo de inclusdo
B-CD/OEL apresentaram os mesmos valores de eficiéncia de encapsulacdo, em
torno de 35%. Este resultado mostra que o Oleo essencial foi encapsulado
principalmente no complexo de B-ciclodextrina e que o electrospraying néo resultou
na perda substancial do teor de 6leo essencial.

Em estudo realizado por Wen et al. (2016), que avaliaram o complexo de
inclusdo entre 6leo essencial de canela e B-ciclodextrina, os autores obtiveram EE
de 10,8%, valor significativamente inferior ao reportado nesse estudo. Esta diferenca
pode estar relacionada com o método de encapsulacéo utilizado no presente estudo,
resultando em maior valor de EE. Além de o método utilizado ser diferente
(electrospraying x precipitacdo antissolvente), os 6leos essenciais (0leo essencial de
canela x OEL) e as matrizes também foram diferentes (acido polilatico x zeina), o
gue pode justificar as diferencas nos resultados encontrados.

Kfoury et al. (2015) relataram valores de EE de 60% e 80% para os complexos
de inclusdo entre B-CD e Oleo essencial de estragdo em proporcdes 3:1 e 6:1,
respectivamente. Estes resultados podem ser atribuidos a razao molar utilizada ser
mais elevada, bem como o método de secagem por liofilizacdo utilizado, que
minimiza as perdas por evaporacdo do Oleo essencial. Abarca, et al. (2016)
estudaram o complexo de inclusdo entre 2-nonanona (2-NN) e B-ciclodextrina
preparada por co-precipitagdo e relataram um EE variando entre 34,8% e 1,9%,
utilizando razdées molares de 1:0,5 e 1:2, respectivamente. De acordo com estes
autores, a diferenca significativa entre as raz6es molares usadas, pode ser atribuida
a estrutura quimica e as propriedades fisicas da molécula hospedeira, o tipo de
interagdo entre a molécula e a B-CD ou o processo utilizado para sintetizar os

complexos.
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6.3.6 Difracao de raio-X
Os padrdes de raios-x da -CD, do complexo de inclusdo pB-CD/OEL, da zeina

e das capsulas de zeina:complexo de inclusdo B-CD/OEL estdo apresentados na

Figura 21.
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Figura 21. Padrdes de raios X da 3-CD, do complexo de inclusdo 3-CD/OEO, da

zeina e das cépsulas de zeina:complexo de inclusédo B-CD / OEO.

Analisando os padrdes de raio-X das amostras € possivel observar um pico em
formato acentuado entre 8,92° a 28,52° (20), caracteristico da B-CD, indicando uma
estrutura cristalina com cristalinidade relativa (CR) de 67,9%. No difratograma do
complexo de inclusado B-CD/OEL foi observada a intensificacdo de alguns picos tais
como 11,60°, 16,96° a 17,92° e 23,11° a 24,35°, bem como uma diminuicdo em
8,90°, 25,62°, 27,04° e 28,55°. Além disso, foi observada mudancas nos padrdes de
difracdo entre B-CD/OEL e B-CD indicando a complexacdo com o OEL bem
sucedida.

Os padrdes de raios-X da zeina ndo apresentaram picos cristalinos, entretanto,
duas estruturas largas em 8,96° e 21,44° foram observadas, mostrando suas
propriedades amorfas, como pode ser confirmado pela CR de 6,8%. Nas capsulas
de zeina:complexo de inclusdo B-CD/OEL, observou-se uma CR de 21,28% e um

menor pico em 17,07°, confirmando o sucesso do processo de encapsulacgéo.
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Resultados semelhantes foram reportados por Liang et al. (2017), que relataram

uma diminui¢do na intensidade dos picos na amostra encapsulada.

6.3.7 Incidéncia fungica em bolos

A primeira incidéncia fungica foi detectada nas amostras do bolo controle, apos
30 dias de armazenamento (Figura 22a). Os bolos formulados com o OEL
encapsulado em capsulas de zeina:complexo de inclusdo 3-CD/OEL, bem como os
bolos elaborados com OEL livre apresentaram a primeira incidéncia fungica apos
150 dias de armazenamento (Figuras 22b). Todas as amostras apresentaram
valores de a,, de aproximadamente 0,80, sem variagcdo durante o tempo avaliado (0
e 30 dias). Isso sugere que a embalagem impediu a perda de umidade das amostras
de bolo, em todas as amostras analisadas.

Os bolos industrializados sdo mais suscetiveis a deterioracdo por fungos
devido ao longo tempo de armazenamento (>45 dias) e ao aumento de a,, (0,78 para
0,95). Sirisoontaralak et al. (2017) e Goncalves et al. (2018) relataram valores de ay,
mais elevados do que o presente estudo para bolos tipo chiffon, sem (a,, 0,85) e com
(aw 0,87) Oleo essencial de tomilho encapsulado. Segundo Sirisoontaralak et al.
(2017) bolos com aproximadamente 0,85 resultaram no crescimento de espécies de
Aspergillus. Neste estudo, apesar dos bolos apresentarem valores similares de a,
(condicdo favoravel ao crescimento fangico), os bolos com OEL (livre e
encapsulado) controlaram a incidéncia dos fungos, estendendo a vida util do produto
por 150 dias de armazenamento.

Debonne et al. (2018) avaliaram a atividade antifungica in vitro de 6leo
essencial de tomilho (Thymus zygis) contra A. niger e Penicillium paneum e sua
atividade em pdo e massa de pao fermentada. Os autores concluiram que, apesar
das propriedades antifungicas promissoras do 6leo essencial de tomilho, nao foi
observada um aumento efetivo na vida util do p&o. Além disso, as propriedades
tecnoldgicas e de aroma do pao foram afetadas negativamente pelo 6leo essencial
de tomilho, sugerindo a importancia de substituir a utilizacdo destes 6leos essenciais
por outros menos aromaticos. Bozik et al. (2017) avaliaram a atividade antifingica
de diferentes 6leos essenciais (canela, tomilho, orégano, cravo, capim-limao e
gengibre) contra trés cepas de Aspergillus e o efeito de tratamentos com 0leo
essencial no perfil sensorial de aveia. Eles observaram alta atividade antifingica dos

Oleos essenciais, embora o forte aroma e sabor afetassem negativamente a
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aceitagcdo do consumidor. Com base nisso, o complexo de inclusdo B-CD/OEL
desenvolvido no presente estudo pode ser utilizado como um agente antifingico

alternativo.

(@)

OEL encapsulado Controle OEL livre

(b)
OEL encapsulado
e v- i

Figura 22. Incidéncia fungica nos bolos controle e com OEL livre e encapsulado

apos 30 dias(a) e 150 dias (b) de armazenamento.

As perdas econbmicas nas industrias de panificacdo por deterioracdo fungica,
bem como as exigéncias dos consumidores por alta qualidade, seguranca e
alimentos processados com vida atil prolongada e propriedades sensoriais
preservadas, estimulam a busca por novos conservantes naturais (RIZZELLO et al.,
2017). Neste contexto, o Oleo essencial de laranja representa uma alternativa como

conservante natural e como ingrediente alimentar. Além disso, ha pouca evidéncia
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de produtos de panificacdo com 6leos essenciais e ndo ha relatos na literatura sobre

o bolo com éleo essencial de laranja encapsulado ou livre.

6.4 Conclusao

As capsulas preparadas com 5,0% de complexo de inclusdo B-CD/OEL por
processo de precipitacdo antissolvente, seguido pela técnica de electrospraying
exibiram um consideravel efeito inibidor contra todas as espécies de Aspergillus
testadas. O OEL, tanto na forma livre quanto encapsulada, retardou efetivamente a
incidéncia fungica dos bolos, prolongando a estabilidade fungica de 30 para 150
dias. Esses resultados sugerem o potencial uso do 6leo essencial de laranja como

conservante antifingico natural em alimentos.

6.5 Estudos futuros

Com base nos resultados obtidos neste estudo permanecem algumas questdes
gue precisam ser respondidas por estudos futuros.

Tendo em vista os resultados obtidos no primeiro estudo (Capitulo 1) referentes
a estabilidade do complexo de inclusdo, que demonstraram que a [(B-ciclodextrina é
capaz de reter cerca de 98,6% dos volateis mesmo apos 15 dias de armazenamento
e dos resultados obtidos neste estudo, que mostraram que mesmo apdés o
forneamento dos bolos o OEL ainda apresentava atividade antifungica, adiando
efetivamente a deterioracdo microbiolégica destes e prolongando seu prazo de
validade, pretende-se realizar o seguinte estudo futuro: Elaboracdo de pré-misturas
de bolo, contendo o OEL na forma livre e encapsulado, avaliando o mecanismo de
liberacdo dos volateis durante 0 armazenamento, bem como a andlise de volateis no
produto acabado, ou seja, no bolo apds o forneamento, para conferir se permanece
algum composto ativo do OEL que seja responsavel pela inibicdo do crescimento de

Asperqillus.



7 Capitulo 5 - Artigo a ser submetido

Armazenamento de pré-misturas de bolo contendo Gleo essencial de laranja
livre e encapsulado em B-ciclodextrina: efeito sobre as propriedades

tecnoldgicas, sensoriais e de digestibilidade in vitro

Artigo escrito para o periodico LWT-Food Science and Technology
Qualis 2012-2016 em Ciéncia de Alimentos: Al
Fator de impacto: 3,13
ISSN 0023-6438






121

Resumo

O dleo essencial de laranja (OEL) é amplamente utilizado como agente aromatizante
em alimentos, no entanto, devido a sua susceptibilidade a oxidacdo e elevada
volatilidade precisa ser protegido em materiais compativeis com a sua aplicacao.
Nesse sentido, uma alternativa € a sua encapsulacdo em (-ciclodextrina, através da
formacao de complexos de incluséo. Objetivou-se com este estudo aplicar o OEL na
forma livre e encapsulado em B-ciclodextrina em pré-misturas de bolo e avaliar a sua
influéncia nas propriedades tecnolégicas dos bolos. Alem disso, a influencia do OEL,
de forma livre e encapsulada, nas propriedades sensoriais e de digestibilidade in
vitro dos bolos também foi avaliada. As pré-misturas foram preparadas e
acondicionadas em sacos de polietileno de baixa densidade e armazenadas em
ambiente com temperatura controlada (20°C) por 6 meses. No tempo zero (dia da
preparacdo da pré mistura), e apos 3 e 6 meses de armazenamento das mesmas,
as misturas foram usadas para a producdo de bolos: um bolo controle (sem OEL),
um bolo com OEL livre e um bolo com OEL encapsulado em B-CD (B-CD/OEL).
Osbolos obtidos foram avaliadas quanto as suas propriedades tecnoldgicas, no dia
da producdo e ap6s 3 e 6 meses de armazenamento, através das seguintes
andlises: umidade; volume especifico, cor e analise de perfil de textura (TPA). Além
disso, foi realizada a andlise de digestibilidade in vitro e analise sensorial dos bolos.
O bolo com B-CD/OEL apresentou maior volume apds armazenamento da respectiva
pré-mistura por 6 meses; menor dureza (durante todos os tempos de
armazenamento avaliados) e menor percentual de amido hidrolisado apdés
digestibilidade in vitro. Por outro lado, o bolo com OEL livre foi o preferido por 60%
dos julgadores e o que apresentou maior intensidade do sabor de laranja segundo

resultados obtidos na analise sensorial.

Palavras-chave: armazenamento, bolos, digestibilidade, 6leo essencial de laranja,

propriedades tecnolégicas, sensorial.
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7.1 Introducao

Produtos de panificagdo quando armazenados em condigdes convencionais e
sem uso de conservantes tendem a apresentar uma curta vida atil (3 a 4 dias)
(PASSARINHO et al., 2014). O envelhecimento e a perda de qualidade destes
produtos sdo resultantes principalmente do aumento da atividade de agua do
produto, levando a deterioracdo microbiolégica e consequentes perdas econémicas
(MORASSI et al.,, 2018). Com intuito de contornar esse problema, ha anos vém
sendo utilizados diversos conservantes sintéticos (DEBONNE et al., 2018).

Contudo, o aumento de problemas de saude relacionado ao uso de
conservantes sintéticos e a busca por alimentos mais saudaveis tem impulsionado a
demanda por produtos livres de aditivos sintéticos (Goncgalves et al., 2017). Essa
tendéncia tem crescido cada vez mais na industria de panificacdo, voltando a
atencado principalmente o uso de compostos naturais (MARTINS; PINHO;
FERREIRA, 2017; SIRISOONTARALAK et al., 2017).

Dentre os compostos naturais utilizados como conservantes em panificacao,
destacam-se o0s Oleos essenciais de citrus (MAHATO et al., 2017), presentes em
quantidades significativas na casca de frutas citricas, sendo o limoneno o composto
majoritario, representando mais de 95% dos compostos presentes no 6leo essencial
de laranja (KRINGEL et al.,, 2017; LI; LU, 2016). Além de possuir atividades
antifangicas e antibacterianas ja comprovadas, o 6leo essencial de laranja é
comumente utilizado como agente aromatizante em alimentos (HUSSEIN et al.,
2019).

Durante o processamento de suco de laranja sdo geradas grandes quantidades
de subprodutos, sendo a casca da laranja o principal deles, podendo representar até
50-65% do peso total (MAHMOUD et al., 2016). Nesse sentido, a exploracdo de
subprodutos do processamento de frutas citricas e sua aplicacdo em alimentos € um
campo promissor (MAHATO et al.,, 2018), particularmente em produtos de
panificagdo, como bolos, que sao produtos populares e amplamente consumidos
(ZLOTEK, 2018).

Dentre o género Citrus, a variedade C. sinensis Valencia é a principal
variedade de laranja produzida no Brasil, que € o principal produtor e exportador de
Oleos essenciais de laranja (GONCALVES et al., 2018). Embora amplamente
utilizado na industria de alimentos, o 6leo essencial de laranja (OEL) na forma livre

possui limitagbes tecnoldgicas devido a sua alta volatilidade e susceptibilidade a
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oxidagdo na presenca de luz, ar e umidade, acarretando na perda da qualidade e
diminuicdo na vida de prateleira dos produtos e por isso, representam desafios
consideraveis durante as formulacdes de alimentos e bebidas (CHEN et al., 2018;
DONSI; FERRARI, 2016; WADHWA et al., 2017). Para superar esses desafios e
minimizar o impacto nas propriedades organolépticas, o OEL precisa ser protegido
em sistemas compativeis com a sua aplicagdo em alimentos. (EVAGELIOU,;
SALIARI, 2017; GHASEMI et al., 2017; LI; LU, 2016).

Nesse sentido, uma alternativa para a protecdo do OEL é a formacdo de
complexos de inclusdo com ciclodextrinas (CDs) (WADHWA et al., 2017). As CDs
possuem uma estrutura caracteristica particular, com cavidades internas
hidrofobicas e extremidades essencialmente hidrofilicas (SANTOS et al., 2017).
Essa caracteristica € responsavel pela formacdo de complexos de inclusdo com
substancias hidrofobicas, alterando as suas caracteristicas fisicas e quimicas (SHAO
et al., 2014; TAO et al., 2014) e fornecendo estabilizacdo e protecdo para as
moléculas, contra reacdes de degradacao e oxidacdo (KFOURY et al., 2018a). Além
das vantagens citadas acima, vale ressaltar que as CDs c sao inertes e nao
interferem nas propriedades biologicas das moléculas héspedes (KFOURY et al.,
2016; KFOURY et al., 2018b).

No entanto, para que se tenha uma protecdo bem-sucedida, varios fatores
devem ser considerados, a fim de prevenir a perda de aromas e garantir a liberacdo
controlada durante o preparo e/ou armazenamento. Segundo Kfoury et al. (2016) a
liberacdo de moléculas ativas encapsuladas em ciclodextrinas é principalmente
influenciada por fatores ambientais especificos, como temperatura e umidade
relativa (UR), sendo o “gatilho” da liberacdo ativado em temperaturas acima de
100°C e umidades relativas acima de 75%. Sendo assim, o bolo pode ser
considerado uma matriz alimentar interessante para aplicacdo do OEL encapsulado
em CDs.

Diante do exposto, objetivou-se com o estudo aplicar o OEL na forma livre e
encapsulado em [B-ciclodextrina em pré-misturas de bolo e avaliar a sua influéncia
nas propriedades tecnoldgicas das pré-misturas e dos bolos durante o
armazenamento, além de seu efeito nas propriedades sensoriais e de digestibilidade

in vitro dos bolos.
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7.2 Material e métodos
7.2.1 Materiais

Para a execucdo deste estudo foram utilizados os seguintes materiais: 0leo
essencial de laranja, obtido conforme descrito no item 6.2.2., a B-ciclodextrina
comercial (B-CD; 97% de pureza) foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA) e os demais
ingredientes para elaboracdo das pré-misturas e dos bolos no comércio local de
Pelotas/RS. Este experimento foi realizado nos laboratérios do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas e no

Laboratdrio de Analise Sensorial da mesma Universidade.

7.2.2 Preparo do complexo de incluséao

O complexo de inclusao entre B-CD/OEL foi preparado pelo método de
precipitacdo, de acordo com a metodologia descrita por Kringel et al., (2017) com
algumas modificagcdes. Dissolveu-se uma amostra de 2 g de B-CD em 50 mL de
agua destilada mantida a 35°C em placa de aquecimento e adicionou-se lentamente
1,5 g de Oleo essencial a solucdo quente. A mistura foi continuamente agitada e
mantida a 35°C durante 3 h. A solucdo foi mantida durante 24 h sob refrigeracédo a
5°C. Recuperou-se o material precipitado por filtracdo sob vacuo. O precipitado foi
lavado com etanol 99% e seco em estufa com circulacdo forcada de ar a 50°C
durante 24 h. O complexo de inclusdo obtido foi armazenado e refrigerado em

frascos selados

7.2.3 Preparo das pré-misturas e dos bolos

A formulacédo das pré-misturas e dos bolos (Tabela 6) foi baseada no método
10-90.01 da AACC (2010) com algumas modificacbes. Foram produzidas trés
formulacBes de pré-misturas e seus respectivos bolos: um bolo controle (sem OEL),
um bolo com OEL encapsulado em B-CD e um bolo com OEL livre. Para as preé-
misturas foram utilizados os ingredientes descritos na tabela 6, exceto ovos,
margarina e leite.

Para as pré-misturas os ingredientes devidamente pesados foram misturados
em batedeira planetaria (KSM150PSOB Artisan, KitchenAid, Estados Unidos)
durante 10 min, até completa homogenezei¢do. Apds, as pré-misturas obtidas foram
acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas a 20°C para posteriores

analises. Para preparar os bolos, os ingredientes secos (farinha, sal e agucar) foram
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misturados por 1 min utilizando batedeira planetaria (KSM150PSOB Artisan,
KitchenAid, Estados Unidos). Os demais ingredientes (ovos, leite e margarina) e o
oleo essencial de laranja (livre e encapsulado) foram adicionados em duas etapas.
Na primeira etapa a mistura foi realizada em baixa velocidade por 2 min para
misturar a massa e a segunda etapa em velocidade média por 6 min para incorporar
o ar na massa. Por fim, o fermento em po6 foi adicionado e misturado por 30 s em
baixa velocidade. A massa (50 g) foi distribuida em formas de aluminio untadas com
margarina e assada em forno elétrico pré-aquecido, por 20 min a 180°C. Os bolos

foram resfriados a temperatura ambiente por 1h antes das analises.

7.2.4 Estabilidade ao armazenamento

Para avaliar a estabilidade ao armazenamento as pré-misturas foram
acondicionadas em sacos de polietleno de baixa densidade (Apéndice A) e
armazenadas em ambiente com temperatura controlada (20°C). As pré-misturas e
os bolos obtidos a partir destas foram avaliadas quanto as suas propriedades
tecnoldgicas, no dia da producédo e apés 3 e 6 meses de armazenamento, atraves
das seguintes andlises: umidade das pré-misturas e dos bolos; volume especifico,
cor e andlise de perfil de textura (TPA) dos bolos.

7.2.5 Avaliacdo das propriedades tecnolédgicas
7.2.5.1 Umidade

O teor de umidade (%) das pré-misturas e dos respectivos bolos foram
determinados de acordo com o método 44-15.02 (AACC, 2010). As amostras foram
secas em estufa a 105°C e pesadas com precisdo e, intervalos de tempo regulares

até se atingir um peso constante.

7.2.5.2 Volume especifico

O volume especifico (VE) (g.mL™) dos bolos foi obtido pela razdo entre o
volume aparente (mL) e a massa do bolo (g) apds assado e resfriado. O volume
aparente foi determinado pelo método de deslocamento de sementes de painco,
medindo-se 0 volume de sementes deslocadas em uma proveta (PIZZINATTO,;
CAMPAGNOLLI, 1993).
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7.2.5.3 Cor dos bolos

A cor do miolo dos bolos foi medida com colorimetro Minolta (CR-300). Definido
pela CIE (Comisséo Internacional de Iluminacédo) sendo registrados os valores L *
(luminosidade), a * e b * (coordenadas de cromaticidade), angulo de leitura de 10° e

iluminante Des.

7.2.5.4 Andlise de perfil de textura (TPA)

A analise do perfil de textura (TPA) foi realizada em texturdbmetro (TA.XTplus,
Stable Micro Systems, Reino Unido) equipado com uma sonda cilindrica (20 mm de
diametro), conforme metodologia descrita por Guadarrama-Lezama et al. (2016). As
analises de textura foram realizadas 1 h ap6s o forneamento dos bolos. Os bolos
foram cortados em fatias de 25 mm que foram comprimidas a 40% da sua altura
original, utilizando dois ciclos de compressao a uma velocidade de teste de 1,7 mm
s, Os seguintes parametros foram quantificados de acordo com as normas do
software do equipamento e com base no gréfico resultante da analise: elasticidade
(a altura que a amostra recupera durante o tempo que decorre entre o final do
primeiro ciclo e o inicio do segundo ciclo), adesividade (a area de forca negativa
para o primeiro ciclo, representando o trabalho necessario para puxar o probe de
compresséao longe da amostra), coesividade (razdo entre as areas positivas durante
0 segundo e o primeiro pico); firmeza (forca maxima do primeiro pico de compressao
da curva de forca x tempo) e resiliéncia (medida de recuperacdo da amostra apés

compressao).

7.2.5.5 Digestibilidade in vitro

A digestédo in vitro foi simulada de acordo com a metodologia descrita por
Dartois et al. (2010), simulando condicbes gastricas e do intestino delgado.
Inicialmente foram pesados 25 g de bolo e adicionados em 170 mL de agua, estes
foram misturados em liquidificador por aproximadamente 1 segundo para simular o
processo de mastigagao. Esta mistura foi entdo adicionada em um reator de vidro
encamisado, com capacidade de 500 mL, mantido sob agitagdo mecéanica (300 rpm)
e conectado a um banho de circulacdo de agua para manter a temperatura a 37 + 1
°C. Os bolos foram digeridos por 30 minutos em fluido géastrico simulado (SGF),
contendo pepsina (pH 1,2). Para realizar o segundo passo de digestdo, foram

adicionados a mistura da reacdo o fluido intestinal simulado (SIF) contendo
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pancreatina, amiloglicosidase e a invertase a fim de simular a digestdo no intestino
delgado, durante 45 minutos (pH 6,8). Aliquotas de 0,5 mL foram retiradas nos
tempos 0, 15 e 30 min de digestdo durante a fase gastricae a0, 3, 6, 9, 12, 15, 20,
25, 30, 35, 40 e 45 min de digestédo durante a fase intestinal e misturadas com 3 mL
de etanol absoluto para paralisar a reacdo. As amostras foram incubadas com uma
solugcéo de amiloglucosidase / invertase antes de analisar a glicose utilizando o kit
de glicose (GOPOD-FORMAT, K-GLUC 05/2008, Megazyme International Ireland
Ltd., Ireland). Os resultados foram expressos como porcentagem de amido

hidrolisado conforme Equacéao 6:
SH(%) =3 =09 x 2 Eq. (6)

Onde: SH (%) é o percentual de amido hidrolisado (total); Sh é a quantidade de
amido hidrolisado (g), Si é a quantidade inicial de amido (g); GP é a quantidade de
glicose produzida (g). 0,9 € um fator de conversao (a partir do amido em glicose) o
gual é geralmente calculado a partir do peso molecular do monémero de amido /
peso molecular de glicose (162/180 = 0,9) (DARTOIS et al., 2010; GONI et al.,
1997).

Também foi calculada a cinética da hidrélise do amido durante a digestédo

simulada do intestino delgado (GONI et al., 1997) através da Equac&o 7:
C = Cu(1 — e7KY) Eq. (7)

Onde C, C. e k representam o percentual de amido hidrolisado, o percentual
do equilibrio da hidrélise (maximo de hidrolise obtido, onde a mesma atingiu o

equilibrio) e a constante cinética, respectivamente.

7.2.5.6 Analise sensorial

Nos bolos com adicdo de 6leo essencial de laranja livre e encapsulado em (3-
ciclodextrina foram realizados os testes de comparacao pareada e preferéncia. Para
realizacdo do teste de comparacdo pareada as amostras foram codificadas com
nameros aleatdrios e apresentadas simultaneamente com ordenacdo balanceada

(AB e BA). Foram disponibilizadas as fichas com os testes (Apéndice B) e um termo
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de consentimento livre e esclarecido (Apéndice C) e foi solicitado aos julgadores que
experimentassem as amostras da esquerda para a direita, utilizando bochecho com
agua entre as degustacdes, e que indicassem em ficha qual amostra apresentada
apresentava a maior intensidade do atributo “sabor laranja”. O teste de comparacéo
pareada seguiu o0 modelo bilateral, ou seja, quando nao se sabe se existe diferenca
entre as amostras em relacdo a um atributo especifico e desta forma, as mesmas
amostras sao apresentadas em ordem diferente aos julgadores. No teste de
preferéncia, foi solicitado aos julgadores que indicasse qual sua amostra preferida
em relacdo ao atributo “sabor laranja”.

Ambos os testes foram realizados com 60 julgadores néo treinados, de ambos
0S géneros, pertencentes a comunidade da Universidade Federal de Pelotas. As
analises foram realizadas em cabines individuais, sob luz vermelha (para mascarar o
atributo cor), onde cada provador recebeu as amostras codificadas com trés digitos
escolhidos ao acaso e copo com agua.

Os dados obtidos foram analisados através de tabela especifica para tal teste,
(bilateral, p=1/2) com o objetivo de estabelecer o nivel de significancia em funcéo da
relacdo do numero total de provadores e o numero de julgadores concordantes
(ABNT, 1994).

7.2.6 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de significancia, usando analise de variancia (ANOVA) no
software Statistica 5.0.

7.3 Resultados e Discusséo
7.3.1 Teor de umidade das pré-misturas e dos bolos

A umidade das pré-misturas e dos bolos ao longo do armazenamento de 6
meses, avaliados no tempo zero e apds 3 e 6 meses, estdo apresentadas na Tabela
9. Tanto as pré-misturas quanto os seus respectivos bolos apresentaram a mesma
tendéncia de reducao do teor de umidade durante o armazenamento. Entre as pré-
misturas foi observada diferenca estatisticamente significativa somente apos 3
meses de armazenamento, onde a amostra controle (sem adicdo de OEL)
apresentou menor teor de umidade (7,01%) comparada as amostras contendo OEL

livre e contendo B-CD/OEL (ambas com 7,18% de umidade). Os resultados
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encontrados para as pré-misturas demonstram um indicativo de armazenamento
correto, com manutengédo do teor umidade e cumprimento aos teores de umidade
estabelecido pela legislacdo (RDC n° 263, Brasil, 2005) que preconiza que a
umidade maxima aceitavel para farinhas € de 15%. Comportamento semelhante foi
encontrado por Gomes et al. (2014), que avaliaram a estabilidade de misturas para
bolo sem glaten armazenadas por 240 dias, bem como a qualidade dos respectivos
bolos prontos. Esses autores reportaram que as misturas para bolo sem glaten
apresentaram boa estabilidade ao longo do armazenamento (240 dias), néo
havendo variacdo significativa do teor de umidade (variagdo maxima de 0,7%) e
atribuiram essa estabilidade da umidade a baixa permeabilidade a umidade das

embalagens multicamada metalizada utilizadas.

Tabela 9. Teor de umidade das pré-misturas e dos bolos durante o armazenamento.

Umidade (%)

Pré-misturas Tempo de armazenamento (meses)

Inicial 3 6
Controle 7,99+0,45% 7,01+0,03"F 6,57+0,30%¢
Contendo OEL livre 7,56+0,03* 7,18+0,05%° 6,84+0,05%¢
Contendo B-CD/OEL 7,57+0,17%4 7,18+0,03%® 6,44+0,09%¢

Bolos Inicial 3 6
Controle 40,66+0,15** 38,99+0,09"° 30,09+0,23"¢
Contendo OEL livre 40,15+0,76* 38,77+0,22"® 31,51+0,48"¢
Contendo B-CD/OEL 40,08+0,17* 39,49+0,14%® 31,97+0,57%

Média +desvio padrdo. Médias com letras minusculas distintas na mesma coluna apresentam
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras mailsculas
distintas na mesma linha apresentam diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de
armazenamento (p<0,05).

Em relacdo a umidade dos bolos, no dia da producdo ndo foi observada
diferenca estatistica entre as amostras. Os bolos contendo B-CD/OEL armazenados
ap6s 3 e 6 meses apresentaram maior teor de umidade quando comparados aos
bolos controle e contendo OEL livre. Este resultado pode estar relacionado a
caracteristica higroscopica da B-ciclodextrina e sua consequente tendéncia em
absorver umidade (KFOURY et al., 2017).
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Hussein et al. (2019) adicionaram 0Oleo essencial de laranja ndo encapsulado,
micro e nanoencapsulado em bolo tipo péo de |6 e relataram que o bolo controle
apresentou o maior teor de umidade, enquanto o bolo com 6leo essencial ndo
encapsulado apresentou o menor teor de umidade.

Ezhilarasi et al. (2014) analisaram o efeito da adicdo de extrato de fruta
Garcinia encapsulado em diferentes materiais de parede na qualidade de pées e
constataram que os paes com adicdo do extrato encapsulado apresentaram maior
teor de umidade do que o pao controle, isso porque a incorporacdo das
microcapsulas exigiam a adicdo de maior quantidade de agua durante a preparagao
da massa.

Ahmed e Hussein (2012) avaliaram o efeito de extratos de canela e laranja
sobre a qualidade fisico-quimica, sensorial e microbiolégica de péao-de-l6 e
reportaram que o teor de umidade diminuiu com o aumento da concentragdo dos
extratos (0,03 a 0,30%) sendo, portanto, inferiores ao teor de umidade do bolo

controle.

7.3.2 Volume especifico dos bolos

Na Tabela 10 estd apresentado o volume especifico dos bolos durante o
armazenamento. A adicdo do OEL, seja na forma livre ou encapsulada, ndo exerceu
influéncia significativa sobre o volume especifico dos bolos até 3 meses de
armazenamento. ApGs seis meses de armazenamento houve diferenca significativa
entre todos os bolos, sendo o bolo com OEL livre o que apresentou o0 menor volume
especifico (4,58 g.mL™), seguido pelo bolo controle (5,48 g.mL™) e por fim pelo bolo
com B-CD/OEL (6,73 g.mL™), que apresentou o maior volume especifico.

Em relacdo ao tempo de armazenamento foi possivel observar que o volume
especifico do bolo controle e do bolo com OEL livre ndo apresentou diferenca
significativa até os 3 meses de armazenamento, seguido de uma reducao
significativa deste parametro apds 6 meses de armazenamento. Por outro lado, o
volume especifico do bolo com B-CD/OEL ndo apresentou diferenca significativa

durante o armazenamento.
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Tabela 10. Volume especifico dos bolos durante o0 armazenamento.

Volume especifico (g.mL™)

Bolos Tempo de armazenamento (meses)
Inicial 3 6
Controle 6,68+0,54*" 6,64+0,15* 5,48+0,20"°
Contendo OEL livre 6,88+0,16*" 6,83+0,21* 4,58+0,05°®
Contendo B-CD/OEL 6,93+0,50** 6,70+0,25% 6,73+0,10**

Média *desvio padrdo. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras mailsculas distintas
na mesma linha apresentam diferenca estatisticamente significativa entre os tempos de
armazenamento (p<0,05).

Debonne et al. (2018) também relataram uma reducéo do volume especifico de
paes apés a adicdo de 6leo essencial de tomilho. Segundo Martins; Pinho; Ferreira
(2017), a reducdo do volume especifico de produtos de pées e bolos pode ser
devido a influéncia da rede de glaten na resisténcia da massa e retencédo do gas
produzido durante a fermentacdo. A partir desta afirmacdo, pode-se inferir que o
oleo essencial de laranja na forma livre, enfraquece a rede de gluten, acarretando
em uma menor capacidade de retencdo de gas.

Comportamento oposto ao encontrado no presente estudo foi observado por
Hussein et al. (2019), que obtiveram maior volume especifico nos bolos (pao de 10)
contendo 6leo essencial de laranja ndo encapsulado e por Ezhilarasi et al. (2014)
gue relataram que o0 aumento da quantidade de compostos encapsulados
diminuiram o volume especifico de pdo. Segundo estes autores, substancias
encapsuladas podem diminuir a concentracdo de gluten na formulacao e diminuir a
retencdo de gases durante o processo de cozimento.

Por outro lado, Takeungwongtrakul, Benjakul; H-kittikun (2015) avaliaram as
propriedades tecnolégicas de pdo com 6leo de camardo encapsulado e reportaram
gue os paes com adicdo das capsulas apresentaram maior volume especifico
guando comparado ao pdo controle. Segundo esses autores isto se deve as
possiveis interacdes entre 0 material de parede das capsulas (concentrado proteico
de soro e caseinato de sodio) e a massa do pao. Estas proteinas podem fortalecer a
estrutura do péo via interacdo com o gluten, fazendo com que a rede de glaten da
massa consiga reter o gas produzido na fermentacdo de forma mais eficiente e,

desta forma, aumentar o volume do péo.
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Ahmed; Hussein (2012) observaram que o péo-de-l6 adicionado de extratos de
canela ou laranja apresentou menor volume especifico em comparacdo com a
amostra de bolo controle. Além disso, os autores reportaram uma diminuicdo do
volume especifico de pao-de-l6 com o aumento do periodo de armazenamento.
Esse resultado foi justificado pela perda de agua e de ar dos bolos durante o
armazenamento. No presente estudo (Tabela 10) foi observado uma manutencgéo do
volume especifico dos bolos controle e com OEL livre até 3 meses de
armazenamento, seguido por uma reducdo deste parametro apos 6 meses. Por
outro lado, o bolo contendo B-CD/OEL manteve o volume especifico durante todo o

periodo de armazenamento.

7.3.3 Cor dos bolos

Os parametros de cor (L*, a* e b*) dos bolos durante o armazenamento estéo
apresentados na Tabela 11. Foi possivel observar que o parametro de luminosidade
(L*) diminuiu ao longo armazenamento para os bolos controle e com OEL livre. Esta
diminuicdo da luminosidade foi mais acentuada para o bolo com OEL livre,
provavelmente devido a oxidacdo do mesmo ao longo do armazenamento. Hussein
et al. (2019) também observou em seu estudo que o bolo com 6leo essencial de
laranja ndo encapsulado apresentava menor luminosidade quando comparado aos
bolos controle e com 6leo essencial micro e nanoencapsulado.

Com relacdo ao parametro a*, que é a coordenada de cromaticidade
vermelho/verde, ndo foram observadas diferencas significativas entre os bolos para
todos os tempos de armazenamento avaliados. Em relacdo ao parametro b*,
coordenada de cromaticidade amarelo / azul foi observado um valor superior no bolo
com OEL livre no tempo zero, e para os bolos controle e com adi¢cao de 3-CD/OEL,
0 que representa uma maior intensidade da cor amarela nestes bolos. Em todos os
bolos foi observado o aumento do parametro b* durante o tempo de
armazenamento, indicando um aumento da coloragéo amarela destes bolos.

Ahmed; Hussein (2012) também observaram uma reducédo da luminosidade do
bolo tipo pdo de |6 com extrato de laranja ao longo dos dias de armazenamento; no
entanto em relacéo ao parametro b* foi notado comportamento oposto ao observado
neste trabalho (Tabela 11), o bolo do tipo p&o de 16 com adicdo de extrato de laranja

apresentou reducao da cor amarelo com o passar dos dias.
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Tabela 11. Parametros de cor (L*, a*e b*) dos bolos durante o0 armazenamento.

BoloS = Temz;)*o zero ~
Controle 80,57+0,24%" -3,57+0,15** 19,77+0,842"¢
Contendo OEL livre 79,68+0,11"* -3,74+0,02** 20,66+0,34°¢
Contendo B-CD/OEL 79,680,06™ -3,660,06™ 18,32+0,11°¢
Bolos 3 meses
Controle 77,73+0,01%° -3,57+0,01** 21,64+0,27°°
Contendo OEL livre 74,28+1,35"8 -3,57+0,01** 22,55+0,31%®
Contendo B-CD/OEL 75,030,028 -3,43+0,02%4 20,90+0,10"®
Bolos 6 meses
Controle 75,09+0,89%¢ -3,93+0,15** 24,23+0,41**
Contendo OEL livre 66,46+1,32°C -3,74+0,26** 23,04+0,76**
Contendo B-CD/OEL 75,37+0,81%° -3,93£0,12% 23,62+1,00*

Média + desvio padrdo. Médias com letras mindsculas distintas na mesma coluna apresentam
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras mailsculas
distintas na mesma coluna apresentam diferenga estatisticamente significativa entre os tempos de
armazenamento (p<0,05).

Comunian et al. (2017) ndo observaram nenhuma relacao aparente nos valores
de luminosidade entre a presenca e/ou auséncia de microcapsulas de compostos
bioativos, ou em relacdo a sua forma de adicdo (encapsulados ou nao
encapsulados) em iogurtes. Debonne et al. (2018) também ndo observaram nenhum
efeito significativo da adicdo do 6leo de tomilho no dia da producdo dos paes; no
entanto, ap0s o armazenamento, foi possivel observar uma diferenca gradual de cor

para os paes com 6leo de tomilho.

7.3.4 Andlise de perfil de textura (TPA)

Os parametros de textura (dureza, adesividade, elasticidade, coesividade e
resiliéncia) dos bolos durante o armazenamento estédo apresentados na Tabela 12.
Dentre os parametros de textura, a dureza do miolo & a caracteristica mais
importante, sendo amplamente utilizada como um indice para determinar a
qualidade de produtos de panificacdo. Quanto maior o valor de dureza maior é a

forca é necessaria para romper a estrutura do bolo (EZHILARASI et al., 2014).
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O bolo com B-CD/OEL apresentou os menores valores de dureza em todos os
tempos de armazenamento, sendo considerado, portanto, mais macio do que os
bolos controle e com OEL livre. Entre os bolos controle e com OEL né&o foi
observada diferenca significativa ha dureza no dia da producédo e apos 3 meses de
armazenamento. No entanto apos 6 meses de armazenamento o bolo com OEL livre
apresentou uma dureza significativamente superior ao bolo controle.

O aumento significativo da dureza do bolo com OEL livre durante o
armazenamento pode ser atribuido as possiveis interacdes entre o fermento quimico
e o OEL. Uma vez que, a partir do momento em que o fermento quimico € misturado
aos demais ingredientes, suas reacdes ja podem iniciar, ainda que em baixa escala,
devido a baixa umidade e a temperatura ambiente durante o armazenamento, mas
ja acarretando em diminuicdo da sua posterior atividade durante a coc¢cado dos bolos
(GOMES et al., 2014).

De acordo com KRINGEL et. al. (2017), existe uma correlacéo inversa entre o
volume especifico e a textura, desta forma quanto maior o volume do bolo, menor
sera sua dureza. Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo
com essa afirmagéo, uma vez que o bolo com B-CD/OEL apresentou 0 maior volume
especifico (Tabela 10) e o menor valor de dureza apdés seis meses de
armazenamento (Tabela 12).

De forma geral, todos os bolos apresentaram a mesma tendéncia: aumento da
dureza ao longo do tempo de armazenamento. Contudo, esse aumento da dureza foi
mais acentuado no bolo contendo OEL livre. Segundo Gémez et al. (2010), o
acréscimo da dureza durante o armazenamento se deve ao processo de
envelhecimento do bolo, resultando em mudancas fisicas causadas pela
redistribuicdo de umidade durante o armazenamento. Esta afirmacado esta de acordo
com os resultados encontrados no presente trabalho, onde os bolos que
apresentaram maiores valores de dureza ao final do armazenamento, também
apresentaram menor teor de umidade (Tabela 9), o que torna o produto mais seco e

consequentemente, mais duro.
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Tabela 12. Analise de perfil de textura dos bolos durante o armazenamento.

Tempo zero
Bolos Elasticidade Coesividade
Dureza (g) Adesividade Resiliéncia
(mm) (g.mm)

Controle 454,70+20,40°¢  -1,81+0,12** 0,88+0,01*" 0,62+0,01*" 0,30+0,01*"
Contendo OEL livre 434,63+13,97°°  -1,0620,04°°  0,86+0,01** 0,63+0.01** 0,30+0,01**
Contendo B-CD/OEL 310,46+6,28°¢  -1,20+0,07°°  0,87+0,01* 0,66+0,01% 0,31+0,01*

3 meses de armazenamento

Controle 661,09+6,22%®  -1,85+0,28°*  0,85+0,01*" 0,63+0,01** 0,28+0,01**
Contendo OEL livre 617,70+8,99%®  -239+0,16%° 0,85+0,01* 0,63+0,01* 0,28+0,01*
Contendo B-CD/OEL 548,97+7,29°®  -1,88+0,32°* 0,85+0,02%* 0,61+0,01%* 0,29+0,01%*

6 meses de armazenamento

Controle 762,21+31,54°*  -1,64+0,26"° 0,88+0,06*" 0,61+0,01*" 0,31+0,01*"
Contendo OEL livre 1517,17+16,14* -10,96+0,03**  0,87+0,01** 0,54+0,01°° 0,22+0,01°°
Contendo B-CD/OEL 621,67+2,02°4  -1,70+0,17°* 0,87+0,02%* 0,64+0,01%* 0,29+0,01%*

*Média tdesvio padrdo. Médias com letras minlsculas distintas na mesma coluna apresentam diferenca estatisticamente significativa entre os
tratamentos (p<0,05). Médias com letras mailsculas distintas na mesma coluna apresentam diferenca estatisticamente significativa entre os tempos
de armazenamento (p<0,05).
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O processo de envelhecimento de bolos é decorrente prinicpalmente da
redistribuicdo de umidade e da retrogradacao do amido, o que acarreta no aumento
da firmeza do miolo (KRINGEL et al., 2017). Nesse sentido, pode-se inferir que a -
CD pode atuar como um “agente anti-envelhecimento” em bolos. Este efeito pode
ser atribuido a sua capacidade de ligagdo com agua e as suas interacbes com o
amido, inibindo a retrogradacédo e retardando o processo redistribuicdo de agua
durante o armazenamento (WANG et al., 2015) o que consequentemente retarda o
processo de endurecimento dos bolos. A capacidade da B-CD em retardar a
retrogradacdo de amido j& foi reportada anteriormente por Tian et al. (2009).

A adicdo do OEL livre nos bolos influenciou no parametro adesividade,
apresentando maiores valores ap0s 3 e 6 meses de armazenamento. A adesividade
denotava a propriedade de “colagem” entre superficies de diferentes materiais
(Ferng et al., 2016) estimando a “pegajosidade” do bolo. Em relagédo ao parametro
elasticidade nao foram observadas diferencas significativas entre os bolos durante o
armazenamento.

Arslan-Tontu; Erbas; Gorgulu (2018) reportaram que o aumento da dureza de
bolos esta diretamente associado com uma diminuicdo na coesividade de amostras
de bolo. Esta afirmacdo corrobora com os resultados encontrados no presente
trabalho, onde o bolo com OEL livre apresentou o maior valor de dureza,
acompanhado pelo menor valor de coesividade ao final do armazenamento. O
parametro resiliéncia foi afetado somente pela adicdo do OEL livre ap6s 6 meses de
armazenamento.

Segundo Gomez et al. (2010), bolos armazenados apds o seu forneamento
perdem significativamente a qualidade da textura a partir do segundo dia de
armazenamento. Neste sentido, o armazenamento dos bolos com B-CD/OEL na
forma de pré- misturas possibilta a sua comecializacdo por um maior periodo de

tempo, além de garantir a manutencao das suas caracteristicas tecnologicas.

7.3.5. Digestibilidade in vitro

Na Figura 23 esta apresentado a digestibilidade dos bolos expressos na forma
de percentual de hidrélise do amido durante a digestdo gastrointestinal simulada.
Durante os 30 primeiros minutos de digestdo gastrica ndo foi observada
digestibilidade devido & auséncia de enzimas que hidrolisam o amido. Apos a adicdo

do suco intestinal ao sistema, observou-se 15,54% de amido hidrolisado no bolo
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controle, 17,18% no bolo com OEL livre e 12,94% no bolo com (3-CD/OEL. Ao final
da digestdo, o bolo contendo OEL livre apresentou o maior percentual de amido
hidrolisado (82,10%), seguido pelo bolo controle com 73,80% e pelo bolo com -
CD/OEL, que apresentou o menor percentual de amido hidrolisado (69,10%) (Tabela
13), enquanto a constante cinética (k) foi pouco afetada pela adicdo de OEL, tanto
na forma livre quanto encapsulada, ndo sendo observadas diferencas significativas

entre os bolos.
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Figura 23. Digestao in vitro dos bolos controle, com OEL livre e com (3-CD/OEL.

Tabela 13. Parametros da cinética de hidrolise do amido nos bolos.

Bolos C. (%) k x 107 (min™)
Controle 73,80 + 3,27° 10,40 + 1,622
OEL livre 82,10 + 3,10° 11,30 + 1,572

B-CD/OEL 69,10 + 0,54° 8,90 + 0,552

Média +desvio padrdo. Médias com letras distintas ha mesma coluna apresentam diferenca
estatisticamente significativa entre si (p<0,05).

O menor percentual de amido hidrolisado encontrado no bolo com B-CD/OEL
pode ser justificado pela interacdo da B-ciclodextrina com o amido, dificultando a
acao das enzimas amiloliticas e consequentemente reduzindo o percentual de amido

hidrolisado. Segundo Zhan; Tian; Tong (2013), as ciclodextrinas podem interagir
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com moléculas de amido, mais precisamente com a amilose, via formacgédo de
complexo amilose-CDs.

Além disso, as ciclodextrinas podem atuar como fibras alimentares,
influenciando a digestdo do amido pela reducédo da sua taxa de degradacéo, o que
impede o excesso de absor¢do de glicose e consequentemente reduz o indice
glicémico dos alimentos (CHEW; TAN; NIAMG, 2018; OH; BAE; LEE, 2014).

7.3.6 Analise sensorial dos bolos

Os perfis de sabor e aroma dos alimentos sdo considerados 0s principais
fatores sensoriais que orientam a preferéncia dos consumidores em relacdo a um
produto especifico (YANG et al.,, 2018). A andlise sensorial realizada teve por
objetivo analisar o efeito da adicdo de 6leo essencial de laranja (OEL), seja na forma
livre ou encapsulada, na intensidade do atributo “sabor de laranja” em bolos tipo pao
de 16, bem como na preferéncia dos julgadores em relacéo a este sabor, visto que
OEL é agente aromatizante comumente utilizado em alimentos (HUSSEIN et al.,
2019).

Para avaliar a intensidade de um atributo sensorial especifico recomenda-se o
teste de comparacdo pareada, o qual se baseia no niumero de julgamentos totais
comparado ao numero de julgadores concordantes (STONE et al., 2012).

Ao analisar os resultados obtidos na andalise sensorial para o teste de
comparacao pareada, observou-se que 40 julgadores indicaram o bolo contendo o
OEL livre como sendo a amostra com maior intensidade do sabor de laranja.
Utilizando a tabela especifica para tal teste, bilateral (p=1/2), onde com um numero
de 60 julgadores, o niumero de respostas concordantes deve ser igual a 39, ou seja,
no minimo 39 julgadores deveriam julgar tal amostra como sendo a que apresenta a
maior intensidade do sabor laranja, para caracterizar diferenca significativa a um
nivel de 5%, pode-se concluir que o bolo com OEL livre apresenta a maior
intensidade do atributo “sabor laranja”. Desta forma, pode-se inferir que a
encapsulagaéo do 6leo essencial de laranja em [B-ciclodextrina mascara o sabor de
laranja, tornando-o menos acentuado quando comparado a adi¢cdo do 6leo essencial
na forma livre.

Comunian et al. (2017) desenvolveram um iogurte funcional com 6leo de
echium, fitoesterol e &cido sinapico na forma livre e encapsulada e verificaram que

em relagdo ao atributo sabor, o tratamento com as microcapsulas adicionadas
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apresentou aceitagado semelhante ao tratamento controle (sem adi¢gdo de compostos
bioativos) com escores médios de 6,73 e 6,65, respectivamente, seguido do
tratamento contendo os compostos bioativos na forma livre (ndo encapsulados) com
uma pontuacdo meédia de 6,21. Segundo os autores, a incorporacdo dos compostos
bioativos encapsulados no produto melhorou o sabor em comparagdo com 0S
compostos na sua forma livre, isto porque o 6leo de echium pode apresentar um
sabor desagradavel, apos certo tempo de exposicédo ao oxigénio.

Segundo Sawale et al. (2017), a concentracdo de compostos altamente
aromaticos, como 0Oleos essenciais, pode atingir o valor do limiar de percepcao dos
julgadores, levando a altera¢des da percepcao sensorial dos mesmos.

Tumbas Saponjac et al. (2016) encapsularam compostos bioativos extraidos de
bagaco de cereja em proteinas de soro de leite e soja e aplicaram em cookies. Os
resultados da avaliacdo sensorial demonstraram que o0s cookies com a maior
concentracdo de compostos bioativos encapsulados aumentou a intensidade do
sabor associado as cerejas frescas, 0 que provocou reacdes positivas entre 0s
avaliadores. As amostras contendo 0s compostos bioativos encapsulados em
proteina de soro de leite foram descritas como tendo aroma de cereja mais
acentuado do que as amostras encapsuladas em proteina de soja.

Nas fichas de avaliacdo sensorial, os julgadores também realizaram alguns
comentarios com relacdo a docura dos bolos, mencionando, por exemplo, que o bolo
contendo OEL livre além de apresentar a maior intensidade do sabor de laranja, era
caracterizado também pela menor dogura. Comportamento semelhante foi relatado
por LoncCarevi¢c et al. (2018), onde a adicdo de suco de amora encapsulado
apresentou impacto significativo (p <0,05) no sabor do chocolate branco, sendo
observado a maior intensidade do sabor frutado em com concentracfes mais altas
de encapsulado acompanhado pela menor intensidade da dogura.

No teste de preferéncia, o bolo contendo OEL livre foi considerado o preferido
por 36 dos 60 julgadores (60% dos julgadores); 24 optaram pelo bolo contendo OEL
encapsulado em B-ciclodextrina (40% dos julgadores) (Figura 23). Este resultado
mostra que os julgadores preferem bolos com maior intensidade do sabor de laranja,
uma vez que o bolo com OEL livre também foi considerado o bolo que apresentava
sabor de laranja mais acentuado.

Debonne et al. (2018) aplicaram oleo essencial de tomilho (Thymus zygis) em

pao e massa de pao fermentada e reportaram que o aroma do pao foi afetado
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negativamente pela adicdo do 6leo essencial de tomilho. Bozik et al. (2017)
avaliaram o efeito de diferentes 6leos essenciais (canela, tomilho, orégano, cravo,
capim-liméo e gengibre) no perfil sensorial de aveia. Os autores reportaram que 0
forte aroma e sabor promovido pelos 6leos essenciais afetaram de maneira negativa
a aceitacdo do consumidor. Desta forma, o OEL pode ser utlizado como
aromatizante natural em produtos de panificacdo, sem alteragBes indesejaveis das

caracteristicas de sabor de aroma.
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Figura 24. Analise sensorial de preferéncia dos bolos contendo OEL na forma livre e

em encapsulada como complexo de inclusdo com B-ciclodextrina.

7.4 Concluséo

A aplicagao do OEL na forma livre e encapsulado em (-ciclodextrina em pré-
misturas de bolo afetou as propriedades tecnoldgicas, sensoriais e de digestibilidade
in vitro dos bolos, sendo esta influéncia mais pronunciada com o aumento do tempo
de armazenamento das pré-misturas. De forma geral, a aplicacdo do OEL
encapsulado em B-ciclodextrina acarretou em maior volume especifico dos bolos,
ap0s armazenamento da respectiva pré-mistura por 6 meses; menor dureza dos
bolos (durante todos os tempos de armazenamento avaliados) e menor percentual
de amido hidrolisado ap0s digestibilidade in vitro. Por outro lado, o bolo com OEL
livre foi o preferido por 60% dos julgadores e 0 que apresentou maior intensidade do

sabor de laranja segundo a analise sensorial.
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7.5 Estudos futuros

Com base nos resultados obtidos neste estudo permanecem algumas questdes
gue precisam ser respondidas por estudos futuros. Para avaliar a possivel interacao
sugerida entre a B-CD e o amido, seria interessante analisar os bolos através de
espectroscopia Raman, uma técnica que fornece informagfes importantes sobre a
estrutura das moléculas e sobre a interacdo com outras moléculas, fornecendo uma
analise qualitativa e quantitativa da composicao dos bolos. Além disso, a avaliacédo
da liberagdo do OEL encapsulado em 3-CD durante a digestao in vitro poderia ser
avaliada, a fim de avaliar a resisténcia da 3-CD frente as condi¢cfes gastrointestinais;
a partir desta andlise também pode quantificar o indice glicémico, o amido
rapidamente e lentamente digerivel, bem como o amido resistente presente nos

bolos.
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8 Consideracgdes finais

As diferencas observadas na composi¢cao quimica, na estabilidade térmica e na
morfologia entre o 6leo essencial livre, a mistura fisica e o complexo de incluséo,
mostraram que houve a formacdo do complexo de inclusdo e demonstram a
necessidade do método de precipitagao utilizado para garantir a interagdo entre a 3-
CD e o OEL. O alto indice de retencdo de volateis do OEL quando complexados
com B-CD, demonstrou sua eficacia na reducédo de perdas por volatilizacdo, o que
amplia a sua aplicacdo em alimentos.

A germinacdo aumentou a atividade enzimatica de todas as amostras, bem
como o rendimento de CDs, possibilitando a aplicacdo do amido de trigo germinado
como um substrato promissor na producéo de ciclodextrinas, agregando valor a este
produto que, normalmente, ndo € utilizado pela industria de alimentos. Além disso, o
complexo de inclusdo formado entre CDs/OEL melhorou significativamente a
estabilidade térmica do 6leo essencial de laranja, promovendo sua prote¢cdo em
altas temperaturas, o que possibilita encapsular compostos altamente volateis e
instaveis a altas temperaturas.

As capsulas contendo zeina e complexo de inclusdo B-CD/OEL exibiram um
consideravel efeito inibidor contra todas as espécies de Aspergillus testadas. O OEL,
tanto na forma livre quanto encapsulada, adiou efetivamente a deterioracéo
microbiolégica dos bolos, prolongando o prazo de validade de 30 para 150 dias.
Esses resultados sugerem o potencial uso do 6leo essencial de laranja como
conservante antifingico natural em alimentos.

A aplicagao do OEL na forma livre e encapsulado em {-ciclodextrina em pré-
misturas de bolo afetou as propriedades tecnoldgicas, sensoriais e de digestibilidade
in vitro dos bolos, sendo esta influéncia mais pronunciada com o aumento do tempo
de armazenamento das pré-misturas. O bolo com B-CD/OEL apresentou maior
volume apds armazenamento da respectiva pré-mistura por 6 meses; menor dureza
e menor percentual de amido hidrolisado apoés digestibilidade in vitro. Por outro lado,

na analise sensorial, 0 bolo com OEL livre foi o preferido por 60% dos julgadores.






APENDICE A
Pré-misturas de bolo acondicionadas em sacos de polietileno de baixa densidade.







APENDICE B

Fichas utilizadas para a aplicacdo da andlise sensorial.

Nome: Data:

Produto: Bolo de laranja
Por favor, avalie as amostras da esquerda para direita e circule o codigo da amostra

gue apresentar a maior intensidade do sabor de laranja.

Amostras
12 avaliacéo 423 230
22 avaliacdo 145 809

Comentarios:

Por favor, avalie as amostras da esquerda para direita e circule o cédigo da amostra
de sua preferéncia.
145 809

Comentérios:







APENDICE C
Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado na analise sensorial.
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente consentimento livre e esclarecido, eu

, declaro que fui informado(a), de forma

clara e detalhada, dos objetivos, da justificativa e da forma de trabalho desta pesquisa,
através de encontro individual e livre de qualquer forma de constrangimento e coercao.
Projeto: Encapsulacao do 6leo essencial de laranja para aplicacdo em bolos

OBJETIVOS: Fui informado (a) de que o objetivo desta pesquisa € avaliar a influéncia do
6leo essencial de laranja, na forma livre ou encapsulada, no sabor de bolo inglés; cujos
resultados serdo mantidos em sigilo e somente serdo usados para fins de pesquisa.
PROCEDIMENTOS: Fui informado (a) de que receberei amostras do produto (bolo), para
que eu avalie as caracteristicas sensoriais do produto.

RISCOS E POSSIVEIS REACOES: Fui informado (a) de que existem riscos a portadores da
doenca celiaca, uma vez que este produto possui glaten. Declaro que ndo possuo nenhum
tipo de intolerancia (doenca celiaca) e/ou reagéo adversa a este produto.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os resultados
serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situacbes de ensino-
aprendizagem.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: A minha ades&o a pesquisa ocorrera de forma voluntaria e
nenhum tipo de penalidade sera aplicado caso ndo seja do meu interesse participar.
CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecerd confidencial
durante o estudo e que os dados coletados s6 serdo utilizados para fins de pesquisa.
CONSENTIMENTO: Ciente das informacbes citadas anteriormente, eu concordo em

participar da avaliagéo sensorial dos produtos elaborados na pesquisa.

ASSINATURA:
DATA: / /

ASSINATURA DOS PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Pesquisadores: Dianini Huttner Kringel
Professor supervisor Dr2. Elessandra da Rosa Zavareze

Universidade Federal de Pelotas.






APENDICE D

Fotos dos bolos controle, com OEL livre e com B-CD/OEL no dia da producao.
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